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1. Bevezetés

1.1. Ceélkitizések

PhD munkéam két vizsgalatot foglal magaban. Egyrészt két, eltérd tamadaspontu
adenozin analog, az FSCPX (szelektiv, irreverzibilis A adenozin receptor antagonista:
8-cyclopentyl-3-[3-[[4-(fluorosulfonyl)benzoyl]oxy]propyl]-1-propylxanthine) ¢és az
NBTI (szelektiv nukleozid transzport gatld: S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine)
interakciojat vizsgaltam korabbi ex vivo kisérleti adatok in silico reprodukcidja
segitségével. A masik vizsgélat sordn a receptorialis valaszkészség modszer (receptorial
responsiveness method: RRM) optimdlis kivitelezési modjat kerestem egy masik
korabbi ex vivo kisérlet adatainak elemzése révén. A két teriilet kozotti kapcsolatot
egyrészt az képezi, hogy az ex vivo adatok ugyanazzal a metodikaval késziiltek
ugyanazon a szdvettipuson (tengerimalac bal pitvari myocardium), masrészt az, hogy

legfontosabb eszkoziink mindkét vizsgalat soran az RRM volt.

1.2. Az adenozin és az adenozin receptorok

Az adenozin adeninbdl és ribozbol allo nukleozid, a nukleinsav anyagcsere
metabolitja a guanozin, uridin, timidin és a citidin mellett. Az adenozin Kkitiintetett
szerepe abbol fakad, hogy egyben az adenozin receptorcsalad endogén agonistéja is. Az
adenozin nagy aktivitast enzimek szubsztratja, ami miatt ex vivo és in vivo felezési ideje
kicsi (0.6 — 10 s).

A filogenetikailag 6si purinerg receptorok kézé tartozd adenozin receptorok hét
transzmembran doménnel rendelkez6 G protein-kapcsolt receptorok, melyek
(ortosztérikus) kotOhelye az interstitium felé néz. Az adenozin receptoroknak harom
tipusat kiilonboztetjiik meg: A1, A2 és A3 adenozin receptor; az Azx-n beliil pedig két

altipus differencialhato: az Aza és Ass.

Az A; adenozin receptor (Ai receptor), ami szinte minden szovetben
megtaldlhato, koztik a myocardiumban is. Az A; receptor kiterjedt szabalyozo
funkcioval rendelkezik, amely dontden protektiv és regenerativ folyamatok inicialasat
foglalja magaba. Ilyen protektiv mikodésnek tekinthetéek az A receptor altal medialt

negativ trop hatdsok, koztiik az erdteljes negativ inotrdp hatés is. Kétféle negativ inotrop



hatast kiilonboztethetiink meg: az indirektet, ami a stimulalt kontrakcids erdt redukélja
a nyugalmi szintre, és a direktet, ami a nyugalmi kontrakcios erdt is képes csokkenteni.
Elobbi a pitvarokon és a kamrakon is megfigyelhetd, mig utobbi csak a pitvarokra

jellemzo a legtobb faj esetében.

1.3. Agonista viselkedésii adenozin analogok

A szintetikus A1 receptor agonistak tobbsége az adenozinnal nagyobb féléletidejii
vegyiilet, mivel rosszabb szubsztratjai az adenozin metabolizmusadban szerepld
enzimeknek. Ezzel 6sszhangban a nagy felezési ideji, szintetikus A1 receptor agonistak
koncentracio-hatas (E/c) gorbéi balra toltak az azonos koriilmények kozott felvett
adenozin E/c gorbékhez képest. A stabil agonistak E/c gorbéi emellett szabalyosabbak
¢s megbizhatobban jellemzik az A1 receptor miikodését, ezért vizsgalatainkban harom
szintetikus A1  receptor  agonistait is  alkalmaztunk: NECA  (5'-(N-
ethylcarboxamido)adenosine), CPA (NS-cyclopentyladenosine) és CHA  (N°-
cyclohexyladenosine). Szemben az adenozin valamennyi adenozin receptor iranti
affinitasaval és agonista viselkedésével, a NECA csak az A1 és A receptorokat ingerli,
mig a CPA ¢és CHA szelektiv A receptor agonista. Noha a CHA 4ltal kivaltott
maximalis hatas (a negativ inotropia tekintetében) a kordbbi és a jelen vizsgalatok soran
valamivel kisebbnek mutatkozott, mint a tobbiek esetében, mind a négy fentebb emlitett

ligandot az A receptor full agonistajaként tartjadk szamon.

A NECA, CPA ¢és CHA esetében megfigyelték, hogy az altaluk aktivalt A,
receptor eltérd preferencidval kapcsolodik kiilonb6zo tipustt G proteinekhez, bar az A
receptor esetében a kiillonbozd agonistdk funkciondlis szelektivitasa altaldban nem
eredményez kiilonosebben diverz hatdsokat. A funkciondlis szelektivitas (,,torzult
agonizmus”) létezése minden esetre aldhuizza a tobbféle agonista hasznalatanak eldnyos

voltat ugyanabban a bioldgiai rendszerben valamely hatas vagy jelenség vizsgalatakor.

1.4. Antagonista viselkedésii adenozin analogok

A CPX avagy DPCPX (8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine) és az FSCPX (8-
cyclopentyl-3-[3-[[4-(fluorosulfonyl)benzoyl]oxy]propyl]-1-propylxanthine) olyan

adenozin analdgok, amelyek szelektiv A receptor antagonistak. A CPX kotédése az A

2



receptorhoz reverzibilis és igy azt kompetitiv modon gétolja. Az FSCPX eldszor szintén
reverzibilisen kotédik az A receptorhoz, ezt azonban egy iddigényes, feltehetéen
kovalens kapcsolodasi 1épés koveti, amely az FSCPX-et irreverzibilis antagonistava
teszi. Az FSCPX kedvezdtlen tulajdonsaga, hogy vizes kozegben gyorsan (par perc
alatt) elbomlik. Erdekes modon ennek ellenére ex vivo illetve in vivo ki tudja fejteni
irreverzibilis gatld hatasat. Ez felveti, hogy €16 biologiai rendszerekben azok lipid
tazisaba oldodva az FSCPX védetté valik és el tudja érni membranhoz kotott célpontjat,

az A\ receptort.

1.5. Inhibitor tulajdonsagu adenozin analogok

Fiziolégids viszonyok kozott a szivizom adenozin metabolizmusat netto
interstitialis keletkezés és intracellularis eliminacié jellemzi, ezért a cardiomyocytak
nukleozid transzporterein az adenozin folyamatosan a sejtek belseje felé aramlik. Ez a
transzmembran adenozin 4ramlas els6sorban nagy kapacitdsu, ENT1 tipusu
transzportereken keresztiil folyik, melyek ekvilibrativak és nitrobenziltioinozinnal
gatolhatdak. Nitrobenziltioinozin tipust vegyiilet az S-(4-nitrobenzyl)-6-thioinosine és
az S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine. Vizsgalataink sordn ez utobbit
hasznaltuk (és NBTI-nek roviditettiilk). Az NBTI altali ENT1 blokdd az altalunk
hasznalt ex vivo tengerimalac bal pitvar modellen is noveli az endogén adenozin
gatlasa és ezaltal az (extracellularisnal joval intenzivebb) intracellularis adenozin
elimindcio kivédése magyardaz. Az NBTI endogén adenozinra kifejtett hatasdnak
vizsgélatdra munkacsoportunk a korabbiakban sajat modszert fejlesztett ki (receptoridlis
valaszkészség modszer: receptorial responsiveness method, roviden RRM). Ennek soran

NBTI jelenlétében olyan A; receptor agonistaval vesziink fel E/c gorbét, aminek az

s

1.6. Az in silico vizsgalat elozményei

Izolalt, ingerelt tengerimalac bal pitvaron (ami a myocardialis adenozinerg
rendszer tanulmanyozasdnak egyszerli és megbizhato modellje) munkacsoportunk

korabbi vizsgélatai soran paradox jelenséget tapasztalt az FSCPX-szel kapcsolatban,



melyet a szakmai kozmegegyezés szelektiv, irreverzibilis A; receptor antagonistanak
tart. Nevezetesen azt, hogy NBTI jelenlétében az FSCPX eldkezelés novelte az adenozin
altal kivaltott maximalis valaszt (ndvelve az adenozin E/c gorbék Emax értékét).
Munkacsoportunk tagjai egy késoObbi vizsgalatukban in silico rekonstrualtdk az érintett
E/c gorbéket. A kiilonb6z6 adenozin analogok szimulalt viselkedése alapjan
feltételezték, hogy az FSCPX elokezelés megvaltoztatja az NBTI hatdsat a E/c gorbékre.
Ennek mechanizmusaként felvetették, hogy az FSCPX ugy modositana az ENTI1
nukleozid transzportert, hogy az megdrzi adenozin-ateresztd képességét, de az NBTI

kevésbé fogja tudni gatolni.

Ezt kovetéen a munkacsoporttal az FSCPX-nek ezt a feltételezett hatasat
vizsgaltuk meg izolalt, ingerelt tengerimalac bal pitvaron. Ennek eredményei alapjan
alkottunk meg azt a hipotézist, mely szerint az FSCPX el6kezelés az NBTI-nek az

adenozin receptor agonistak E/c gorbéjére kifejtett két hatdsa koziil csak azt gatolja, amit

e

crer

kozvetiti (amennyiben keriil a rendszerbe exogén adenozin), amit 0 hipotézisiink szerint
az FSCPX elokezelés valtozatlanul hagy. Mindezek hatterében, mint
hatdsmechanizmus, az allhat, hogy az FSCPX gatolja a sziv interstitialis adenozin
termelésében résztvevd valamelyik enzimet. Az FSCPX ezen tulajdonsagat rajtunk

kiviil még senki sem vetette fel.

Az adenozin endogén ill. exogén eredete ebben a munkacsoport altal hasznalt
kisérleti elrendezésben igen lényeges szempont, mivel az endogén ill. az exogén
adenozin interstitialis szintjének emelkedése éppen ellentétes hatést fejt ki az adenozin
E/c gorbéjére. Altalanossagban az NBTI — a fiziologias viszonyok kozott a
cardiomyocytak belseje felé iranyuld adenozin transzport gatldsaval és ezaltal az
adenozin intracelluléris eliminacidjanak kivédésével — noveli az interstitialis adenozin
koncentraciot, természetesen az adenozin eredetére vald tekintet nélkil. A
rendszeriinkben jelentkezd kiilonbség oka, hogy NBTI jelenlétében az endogén
adenozin még a E/c gorbe felvétele eldtt akkumuldlodik az interstitiumban, mig az
exogén adenozin sziikségszerlien csak a E/c felvételekor jut a rendszerbe. Ebbdl
kovetkezden a tobblet endogén adenozin nem jelenik meg a E/c gorbe X adataiban és az
altala kifejtett receptorialis hatds is oly modon tiikrozédik a késobbi E/c gorbe Y

adataiban, hogy gyengiil a E/c gorbe felvételéhez hasznalt agonista hatasa (mivel kisebb



a E/c gorbe szamara rendelkezésre allo receptorialis valaszadasi kapacitds). Ennek
kovetkeztében a tobblet endogén adenozin jelenlétében felvett (adenozinerg) E/c gorbe
a kontroll koriilmények kozott készitetthez képest csokkent valaszkészséget mutat
(kisebb Emax €s nagyobb ECso). Ezzel szemben, ha a E/c gorbe adenozinnal keriil
felvételre, az NBTI kivédi az exogén adenozin intracellularis bontasat, ezért az adenozin
E/c gorbe a kontroll gorbéhez képest fokozott valaszkészséget sugall (valamivel
nagyobb Emax és kisebb ECso értékkel). Fontos leszogezni, hogy mindekozben a
preparatumok tényleges A; adenozinerg valaszkészsége ugyanakkora (a kontroll
értékkel megegyezd), tehat az endogén ill. az exogén adenozin tobblet valdjaban csak a
hagyomanyos modon felvett és abrdzolt E/c gorbéket torzitja (ugy, mintha az A

receptor valasz csokkenne ill. néne).

PhD munkédm soran az els6 célom az FSCPX és az NBTI hatdsai kozotti
interakcid tovabbi részleteinek felderitése, valamint ezek fényében a korabbi idevago ex
vivo és in silico vizsgélatok kovetkeztetéseinek ujragondolasa volt. Ehhez egy kordbbi
(2018-as) munkank nyolc E/c gorbéjét vettiik alapul, melyeket az 1) vizsgalatban in
silico rekonstrudltunk. A E/c gorbe szimulacid soran kiilonboz6 eléfeltevések alapjan
kiilonb6z6 modelleket hoztunk 1étre, majd ezeket 6sszehasonlitottuk az eredeti (ex vivo)
E/c gorbékkel. Mivel a receptoridlis valaszkészség modszer (RRM) figyelembe tudja
venni az endogén ill. az exogén adenozin hatdsai kozotti kiilonbséget (vizsgalataink
fentebb részletezett koriilményei kozott), ezt a modszert is felhasznaltuk az FSCPX-

NBTI paradoxon feltarasat célz6 ij munkéank soran.

1.7. Az ex vivo vizsgalat elozményei

Az RRM elméleti hatterét a receptorelmélet, a farmakologia legjellegzetesebb
szellemi vivménya képezi. A receptorelmélet nagy eldénye, hogy szamos, kvantitativ
vizsgalatra alkalmas modszert alapoz meg teoretikusan. Receptorok, ligandok, sejt-,
szovet- illetve teljes test-szintli miikodések allandoit (és néha valtozd paramétereit)
tobbféle megkozelitéssel is meg lehet hatarozni. Ennek egyik lehetdsége olyan, a
kérdéses allandokat illetve paramétereket tartalmazod egzakt modellek (egyenletek)
kifejlesztése, amelyeket megfelelden eldkészitett, bioldgiai mérésekbdl szarmazd
adatokra lehet illeszteni €s ezzel eldbbiek értékét megbecsiilni. Az elsd kvantitativ

receptor modellnek a Hill egyenlet tekinthetd, ami eredetileg az egyszerli ligandkotés



kinetikajanak leirasara szolgalt. A kivaltott hatdst a koncentrdcidhoz harom allando
segitségével kapcsoldé Hill egyenlet az alapja a receptormiitkddés minden
tovabbfejlesztett kvantitativ (vagy szemikvantitativ) modelljének, mint példaul a széles
korben hasznalt operativ modellnek és a legujabb SABRE (Signal Amplification,
Binding affinity and Receptor activation Efficacy) modellnek. Mas modellek célja
specialis problémak megoldasaban valo segitség. Ilyen az RRM is, ami a Hill egyenletet
egy olyan 0sszefiiggéssel kombinalja, amely egy (vagy két) agonista két koncentracioja
¢s az altaluk kivaltott szimultan hatasok kozotti kapcsolatot irja le, amennyiben az egyik
koncentracio ismert, a masik viszont nem (cx). Az RRM ennek a cxnek a
meghatarozéasara alkalmas a receptorai mikrokornyezetében (bizonyos koriilmények
kozott, pl. ha a cx mint akut koncentracio-novekedés jelentkezik a rendszerben). Fontos,
hogy az RRM modelljét megbizhaté adatokra illessziik, az illesztés pedig technikailag

megfelelden legyen kivitelezve.

Az RRM egy egyszerli nemlinearis regresszion alapuld eljaras, melynek modellje
két valtozot (X, Y) és (legalabb) egy meghatarozandd paramétert (cx) tartalmaz. A
modell illesztése két garnitira E/c gorbe felvételét igényli. Az RRM szdmara megfeleld
E/c gorbék olyan XY gréafok, ahol X az agonista koncentracié (logaritmusa), Y pedig a
biologiai rendszer valasza, melyet a hozza tartoz6 X koncentracio valtott ki egyediil
(els6 garnitaras E/c gorbe) vagy egy egyszeri (dlland6 nagysagu) tobblet
koncentracioval kdzdsen, ami ugyanahhoz vagy egy masik agonistahoz tartozik és ami
kozvetlenill a E/c gorbe felvétele elott keriilt a rendszerbe (mésodik garnitaras E/c
gorbe). Az RRM kivitelezése ennek az egyszeri tobblet koncentracionak a (cx-ként vald)

meghatarozasat célozza.

Noha a mésodik garnitiras E/c gorbe a két koncentracié eredd hatasat kizardlag
a E/c gorbe felvételéhez hasznalt agonista koncentracidhoz rendeli (az X értékhez), az
RRM modellje az eredd hatast két koncentracioval kapcsolja 0ssze, méghozza a E/c
aktualis X érték, a masik pedig a E/c gorbe felvételéhez hasznalt agonista azon
koncentracioja (cx), ami ekvieffektiv a meghatarozandd egyszeri, tobblet agonista
koncentracioval. Ha a két koncentracidhoz tartozd agonistak azonosak, a cx valos
helyettesitd paramétere. Az RRM alkalmazésara akkor a leghasznosabb, ha a kérdéses

tobblet agonista koncentracio ismeretlen és mas modon vald meghatarozasa nehézségbe



titkozik. Mivel a tobblet agonista koncentracio torzitja a masodik garnituras E/c gorbét
a neki megfeleld elsé garnitirashoz képest (amit mindenben hasonld koriilmények
kozott vettek fel, kivéve a tobblet agonista koncentraciot), a tovabbiakban torzitd
koncentracioként hivatkozunk ra.

Az RRM tehat egy adott receptorpopulacié mikrokdrnyezetében levd valamely
kozott — meghatarozasara alkalmas. Fontos leszogezni, hogy a receptorok
mikrokornyezete mas moddszerekkel nehezen vizsgalhatdé széveti kompartment,
kiilondsen mozgo szervekben, illetve bomlékony agonistak esetén. Elméletileg az RRM
minden receptor esetében alkalmazhat6, az A receptor azonban kiilondsen alkalmas
erre a vizsgalatra, kdszonhetden lassu €és inkomplett deszenzitizaciojanak akar full

agonista tartos jelenléte mellett is.

A regresszidanalizis (kiilondsen a nemlineéris) az egyik legelterjedtebb modja a
E/c gorbék elemzésének, melynek segitségével sok olyan értékes informacid szerezhetd
a receptorok, a ligandok és az altaluk befolyasolt sejtfunkciok tulajdonsagairol,
melyeket mas modon nehezen lehetne megszerezni. A regresszié (gorbeillesztés) célja
meghatdrozni a modell paramétereinek legmegfelelobb értékeit ¢és ezaltal
megszerkeszteni a legjobban illeszkedd regresszios fliggvényt (gorbét), amelyik a
legkozelebb fut az adatpontokhoz (a tipikusan ismételt mérések révén beszerzett XY
adatokhoz). A regresszios paraméterek optimalis értékeit a legrégebben €és maig a
leggyakrabban az un. legkisebb négyzetek elve alapjan hatarozzak meg. Ennek Iényege,
hogy minimalizaljak az adatpontok gorbétél mért tavolsdga fliggdleges komponensei
négyzeteinek Osszegét. A modszer — gyakorlati szempontbol — két legfontosabb

feltételezése:

1. normalitas, vagyis az azonos X értékhez tartozo adatpontok (Y replikdtumok)
szoOrasa a regresszios gorbe ugyanazon X-hez tartozo Y értéke koriil Gauss-féle eloszlast

kovet;

2. homoszkedaszticitds, vagyis az eldbbi szoras mértéke azonos az Osszes X-re

nézve.
Ad 1. Gauss eloszlas feltételezése €s ennek megfeleléen hagyomanyos regresszio
(ordinary regression) kivitelezése a legtobb, biologiai mintan végzett vizsgalatbol

szarmazO adathalmaz esetében célravezetd valasztas. Mindazonaltal Lorentz eloszlas



feltételezése ¢és ezért robusztus regresszid (robust regression) alkalmazdsa a
gorbeillesztést érzéketlenebbé teszi a kiugrd értékek torzitd hatisaval szemben, igaz,
emiatt elvész a meghatdrozas megbizhatosagat jellemzd szamitasok elvégzésének
lehetOsége, igy a regresszios paraméterekre kapott értékekhez nem kapunk standard
hibat, konfidencia intervallumot, illetve konfidencia vagy predikcids savokat
(confidence or prediction bands). Bizonyos esetekben megfontolas targya lehet Poisson
eloszlas feltételezése €és ebbdl kiindulva Poisson regresszio kivitelezése. Mivel Poisson
regresszid nem végezhetd normalizalt Y adatokon, a mi vizsgalataink soran nem mertilt
fel az alkalmazésa. A Gauss illetve a Lorentz eloszlas egyarant lehetdvé teszi a legkisebb
négyzetek elvének alkalmazasat, amit megmagyaraz, hogy mindkettd t eloszlas,
méghozza annak két sz¢€ls6 esete (végtelen illetve 1 szabadsagi fok mellett, a felsorolés
sorrendjében). Ezzel szemben a Poisson eloszlast feltételezd Poisson regresszio
specidlis elméleti megkozelitést igényel (maximum likelihood-based parameter

estimation).

Ad 2. A heteroszkedaszticitds okozta torzitds ellensulyozasara a legkisebb
négyzetek elvén alapuldé modszer standard egyenlete kiilonbozd tényezdkkel
modosithatd, melyet stlyozasnak hivnak. A leggyakoribb ilyen tényezd az 1/Y? (relativ
sulyozas) ¢és az 1/|Y| (Poisson stlyozas). A relativ sulyozas és — kisebb mértékben — a
Poisson sulyozas csokkentik a nagyobb Y értékek befolyédsat a regresszios paraméterek
értékére és a regresszios gorbére. Emellett a Poisson sulyozds (hagyomdanyos
regresszioval kombindlva) a Poisson regresszidé kényszer sziilte alternativdjaként is
szolgélhat. Tovabbi lehetdség az elméleti megfontolasok alapjan igéretesnek tiing, de a
gyakorlatban ritkdn hasznalt stlyozas 1/SD?-tel (vagyis az ugyanazon X értékekhez
tartozo Y értékek variancidjanak reciprokaval), ami a tobbiekénél nagyobb szorasu Y

replikatumok indokolatlanul nagy stlyanak csokkentését célozza.

Gorbét (azaz egy egyenletet) altaldban individualisan illesztenek, vagyis a
regresszios paraméterek értékeit egyetlen adathalmazra hatarozzak meg. Ez lehet
egyetlen E/c gorbe, de a mai technikai és szoftveres lehetdségek mellett lehet E/c gorbék
egy csoportja, amelyben a gérbék ismételt mérésekbdl szarmaznak (azaz ugyanazt az
informdaciot hordozzadk — természetesen random hibaval terhelten). A gorbeillesztés
fejlettebb modja a globalis illesztés, amikor is a regresszios modell (tehat az illesztett
egyenlet) egy gorbecsaladot hatiroz meg, vagyis olyan fiiggvényeket, amelyeknek

néhany (minimum 1) paramétere kozds (tehat ugyanazt az értéket veszi fel minden gérbe



esetében). Globalis regresszid soran egyszerre tobb adathalmazra torténik a gorbecsalad

illesztése, és a miivelet precizitasat (precision) egyetlen négyzetdsszeg jellemzi.

PhD munkdm soran a masodik célom az volt, hogy feltdrjam a kiilonb6z6
gorbeillesztési modok (individualis vagy globalis) és gorbeillesztési bedllitdsok (melyek
az 'Y értékekre kiilonboz0 eloszlasokat illetve szorasi mintazatokat feltételeznek) hatasat
az RRM altal szolgaltatott eredményekre. Az ennek felderitését célzo kisérletek soran
minden mintan két E/c gorbét vettiink fel. Az elsét adenozinnal, melynek szerepe a
felhasznalt tengerimalac bal pitvarok A; receptor stimuldciora adott nativ valaszainak
felmérése volt. Az adenozin kiilonosen alkalmas erre a célra, mivel gyorsan és zavaro
metabolitok keletkezése nélkiil elimindlodik a rendszerbdl. A mésodik E/c gorbéhez
harom, széles korben hasznalt, az adenozinnal stabilabb, szintetikus A receptor agonista
(CPA,NECA, CHA) egyikét hasznaltuk, méghozza ugyanazon agonista egyetlen torzit6
precizitasat (precision) az ismert nagysagli torzitd koncentracidé meghatarozasaval
vizsgaltuk jol bevalt izolalt, ingerelt tengerimalac bal pitvar modelliinkon. A torzitd
koncentraciohoz és a E/c gorbe felvételéhez hasznalt agonista azonossagabol
kovetkezden az RRM altal szolgéltatott cx becslés kozvetleniil a torzitd koncentraciot

adta meg.

Ezen vizsgalatunk soran is az Ai receptor agonistak altal kivaltott negativ
inotropiat hataroztuk meg, mint hatast. A kamrai myocardium nyugalmi kontrakcids
erejét a legtobb emldsben nem csokkenti az A; receptor, csak az emelkedett
intracellularis cAMP-szint miatti fokozott kontraktilitast viszi vissza a nyugalmi szintre.
Az emlds pitvari myocardiumban ugyanakkor az A; receptor aktivacido a nyugalmi
kontrakcios erét is képes csokkenteni (méghozza jelentds mértékben), amit direkt
negativ inotrop hatasnak neveziink. Mivel ex vivo kisérleteink soran ingerelt bal pitvart
haszndltunk, az A receptor-medidlta negativ trop-hatasok egyediil mint a nyugalmi
kontrakcios erd csokkenése juthattak érvényre. Ennek fontos szerepe van kisérleti
adataink megbizhatosagat és jo interpretalhatosagat illetéen, mivel a direkt negativ

inotropia egyébként érzékeny az 6sszehuzodasok frekvencidjaban beallo valtozasokra.



2.  Anyagok és modszerek

2.1. In silico moédszerek

Az A receptor agonistak hatisat az izolalt, ingerelt tengerimalac bal pitvar
kontrakcios erejére in silico E/c gorbékkel modelleztiik. A szimuladlt E/c gorbék
eldallitasdhoz az agonizmus operativ modelljét alkalmaztuk, ami képes kezelni egy
agonista hatdsat és két agonista egyidejii hatdsat is. Az operativ modell altalanos és
kvantitativ modon irja le a kapcsolatot egy (vagy két) agonista koncentracidi és az
altaluk kivaltott receptoridlis valaszok kozott. A modell tartalmazza mindazon
paramétereket, amelyek sziikségesek az FSCPX ¢és az NBTI hatdsanak
figyelembevételéhez, ilyenek a miikodoképes receptorok koncentracidja és a két

kiilonboz6 agonista egyideji jelenléte.

Az exogén ¢és endogén eredetli adenozin eltérd hatdsait a munkacsoport sajat
fejlesztésii eljarasaval modelleztiik, ami az RRM alkalmazaséan alapul. Ezen eljarassal
két, egyiddben jelen 1év6 agonista (ugyanazon a receptor populacion kifejtett) egyiittes
hatdsat szimulaltuk abban a specialis esetben, amikor a magat egyetlen koncentracioval
képviseltetd egyik agonistat és annak hatasat figyelmen kiviil hagytuk (és ezaltal torzult
hatasokat detektaltunk). A figyelembe nem vett agonista koncentraci6 modellezte az
NBTI altal felhalmozott endogén adenozin okozta interstitialis adenozin koncentracid
tobbletet, ami mar az (exogén) adenozinnal illetve CPA-val vald E/c gorbe felvétel elott

kialakult a rendszerben.

A kiindulési adatok és feltételezések valtoztatasaval négy modellt és a 4.
modellhez két kiegészitd varidnst hataroztunk meg, melyek segitségével hat E/c gorbe
készletet szerkesztettiink. Mindegyik gorbe készlet nyolc E/c gorbét tartalmazott,
melyek koziil négy egy bizonyos ,,A” agonistahoz kothetd, négy pedig egy ,,C”
agonistahoz. A szimulalt E/c gorbék jellemzését és megjelenitését a Hill egyenlet egy

alkalmas forméjanak illesztésével biztositottuk.

Az A receptor endogén agonistajanak, az adenozinnak a szervkadban
miukddtetett tengerimalac bal pitvarszovetben mutatott sajatossagait a szimulacio ,,A”
agonistajaval vettiik figyelembe. Lokalizacio alapjan két A agonista koncentraciot

kiilonboztettiink meg, egy ,,szervkadbeli” és egy ,,receptorkdzeli” koncentraciot. Eredet
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szempontjabol kétféle A agonistat modelleztiink, ,,exogén” (a E/c gorbe felvétele soran

beadott) és ,,endogén” (a pitvari myocardiumban keletkezd) A agonistat.

Az adenozin sejtbe irdnyuld transzportjat eltéréen modellaltuk az exogén és az
endogén A agonista esetében. Transzport inhibitor hianydban a ,,szervkadbeli” A
agonista koncentracidt 400-zal elosztottuk, mieldtt a hozza tartozé hatast kiszamoltuk
volna. (Ez megfogalmazhatdo ugy is, hogy a hatdst mindig a ,receptorkozeli”
koncentraciobdl szadmoltuk, ami A agonista esetében, ha nem volt jelen transzport gatlo,
a ,,szervkadbeli” koncentracio 1/400-ad része volt.) Ez az eljarés azt szimulalta, hogy in
vivo illetve ex vivo egy, a sejtek altal gyorsan inkorporalt agonista koncentracioja a
sejtfelszini receptorai kozelében kisebb, mint a vérplazmdban vagy a szervkad
folyadékaban. Transzport inhibitor jelenlétében ugyanakkor a ,szervkadbeli” A
agonista koncentraciot nem osztottuk el a hatas kiszdmolasa el6tt, vagy ha mégis, akkor

egy 400-nal sokkal kisebb szdmmal (6-tal vagy 6-14.8952-vel). Ezzel szemben az

crer

crer

értékét vagy onkényesen allapitottuk meg, vagy a legutdbbi ex vivo vizsgalatunk adatait
hasznaltuk fel. Minden cpias beszamitasaval megszerkesztett E/c gorbe (vagyis minden,
transzport gatlo jelenlétét szimuldldé E/c gorbe) ,,torzult” mindsitést kapott. Ezzel azt
szimulaltuk, hogy a cuias €s az altala kivaltott hatas figyelmen kiviil lett hagyva a nyers
E/c gorbe adatok feldolgozasakor. (Valoban ez a helyzet olyan E/c gorbe adatok
hagyomanyos kiértékelésekor, ahol pl. egy transzport gatld hatdsara felszaporodik egy

olyan endogén agonista a rendszerben, ami befolyéasolja a mért hatast.)

A szintetikus A; receptor agonista CPA tulajdonséagait az izolalt, ingerelt
tengerimalac bal pitvaron a szimuléacié C agonistajaval modelleztiik. A CPA enzimekkel

szembeni fokozott rezisztencidjat megjelenitendé a C agonista ,,szervkadbeli” és

s

szamoltuk ki.

Az irreverzibilis A; receptor antagonista FSCPX-et a szimulacié sordan az X
vegyiilet reprezentalta. Az X vegyiilettel végzett elokezelés hatdsat a teljes receptor
koncentracid 5.556-tal valo elosztasaval vettiik figyelembe, ami az A1 receptorok 18%-
anak épen maradasat szimulalta, 6sszhangban a munkacsoport korabbi eredményeivel.

A 4. modell (és variansai) esetében, amennyiben transzport gatlé volt jelen, az X
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vegyllettel valo elokezelést egy tovabbi miivelettel is figyelembe vettiik, éspedig a coias
értekének megvaltoztatisaval. Ezen tal a 4. modell 2. variansdban, ha transzport
inhibitor volt jelen, az X vegyiilettel végzett elokezelést egy harmadik miivelettel is

figyelembe vettliik, méghozzd egy 14.8952-vel valo osztassal az exogén A agonista

crer

A nukleozid transzportot (pontosabban annak ENTI1 tipusat) gatlé NBTI
szimuldcionkban mint NB vegyiilet jelent meg. Ennek jelenlétét egyrészt az exogén A
masrészt egy Coias parameéter bevezetésével, ami az endogén A agonista interstitialis (ily
modon ,,receptorkozeli”) koncentracié-novekménye. A kezdeti modellek (1-3.) csak
egyféle cpias-t tartalmazhattak, mig a végso (4.) modellben €s két variansadban a cpias két
értéket is felvehetett: egyet a csak NB vegytilettel valo kezeléskor, egy masikat pedig az
X+NB kezelés esetén. Az 1. és 2. modellben a cpias értéke Onkényes volt, a 3. és 4.
modellben viszont a legutobbi ex vivo vizsgalatunk soran meghatarozott tobblet
interstitialis adenozin koncentraciok. Mint mar fentebb is utalas tortént ra, a 4.
modellben €s varidnsaiban interakciot feltételeztiink az X vegytilettel valo elokezelés és

az NB vegyiilettel valo kezelés kozott.

Az eredmények bemutatdsakor a szimulalt E/c gorbék hatas értékeit mindig az
adott exogén agonista ,,szervkadbeli” koncentracioinak fiiggvényében abrazoltuk. Ez
Osszhangban all azzal a ténnyel, hogy ex vivo adatokat megjelenitd E/c gorbék esetén is

rendszerint ezek a koncentracio értékek ismertek.

2.2. Anyagok és ex vivo modszerek
2.2.1. Vegyszerek és oldatok

A preparatumok kozegeként, az adenozin feloldasdhoz és a tobbi vegytilet
torzsoldatdnak higitdsdhoz Krebs-Henseleit puffert (Krebs-oldat) hasznaltunk. A
hasznalt vegyszerek: adenozin, CPA (NS°-cyclopentyladenosine), NECA (5'-(N-
ethylcarboxamido)adenosine) és CHA (N®-cyclohexyladenosine) (Sigma, St. Louis,
MO, USA). Az adenozint 36°C-os Krebs-oldatban, CPA-t, NECA-t és CHA-t 1:4
etanol:viz (v/v) elegyben oldottuk fel (az etanol koncentracidja nem haladta meg a
0.23%-ot (v/v) a szervkadakban).
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2.2.2. Allatok és preparatumok

A kisérletekhez 600-800 g testtomegli, him, Hartley tipust tengerimalacokat
hasznaltunk fel. Az allatok tartasa és feldolgozasa Osszhangban volt a Debreceni
Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak Etikai Kodexével és a vonatkozod
Eurdpai Unios eldirasokkal (25/2013/DEMAB).

A tengerimalacokat guillotine segitségével dekapitaltuk és izolaltuk a bal
pitvarok fiilcséit. A pitvarfiilcséket 10 ml-es, Krebs-oldatot tartalmazo, vertikalis 4llast
szervkadakban fliggesztettilk fel 10 mN nyugalmi fesziilés mellett. A Krebs-oldatot
folyamatosan karbogénnel (95% Oz és 5% COy) szelloztettik (pH=7,4; 36 °C). A
pitvarokat platinaelektroddal pontszerlien ingereltiik a kiiszobfesziiltség kb. masfél-
kétszeresével (kb. 1 V, 3 Hz, 1 ms impulzusszélesség). A kontrakcids erét az izometrias

0sszehuzodasok amplitadoja jellemezte, amit transzducerrel mértiink.

2.2.3. Az ex vivo vizsgalat csoportjai €s protokolljai

A szervkddakban felfiiggesztett, mikodd pitvarokat random hat csoportba
osztottuk: Intakt CPA csoport, Torzult CPA csoport, Intakt NECA csoport, Torzult
NECA csoport, Intakt CHA csoport, Torzult CHA csoport (n = 5-7). A pitvarokat
eldszor 40 percen at inkubaltuk Krebs-oldatban, amit eldszor 5, majd 10 percenként
cseréltiink rajtuk (,,mosas”). Ezutan kumulativ E/c gorbét vettiink fel rajtuk adenozinnal,
amit 15 perc mosas kovetett. Ezt kovetden az Intakt jelzésli csoportokban kumulativ
CPA, NECA vagy CHA E/c gorbét vettiink fel annak megfeleléen, hogy milyen agonista
szerepelt a csoport nevében, amelybe az adott preparatum tartozott. Ekdzben a Torzult
jelzésii csoportokban levd pitvarokhoz egyetlen dézisban CPA-t (100 nM), NECA-t
(100 nM) vagy CHA-t (300 nM) mértiink (a csoport nevével 6sszhangban), mint torzito
koncentraciot (cpias). Miutan ennek hatasa kialakult, ugyanazzal az agonistaval

kumulativ E/c gorbét vettiink fel a pitvarokon.

2.2.4. Az ex vivo E/c gorbék kiértékelése

A E/c gorbe felvétele soran beadott minden agonista koncentracidhoz

megkerestiik a jelenlétében kialakult legkisebb kontrakcids erét és ezt hasznaltuk fel a
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hatas kiszamolasahoz. A hatast ugy definialtuk, mint a pitvarok kiindulasi kontrakcios

erejének szazalékos csokkenését.

Az egyedi illetve csoportonként atlagolt E/c gorbe adatokra elészor a Hill modellt
illesztettiik (az atlagolast a statisztikai szamitasokra €s abrakészitésre hasznalt szoftver

végezte).

A csoportonként atlagolt CPA, NECA ¢és CHA E/c gorbékre az RRM modelljét
is illesztettiik. Az illesztés két kiilonb6zé modon, individudlisan €s globalisan tortént,
emellett a kdvetkezd illesztési beallitdsokat hasznéltuk: hagyomanyos illetve robusztus
regresszio, tovabba a stlyozas hidnya, sulyozas 1/Y?-tel illetve stilyozas 1/SD?-tel. A
kiilonboz6 regresszios modokat (individudlis illetve globalis) és illesztési beallitasokat
minden, a kivitelezd szoftver altal megengedett formaban kombindltuk. Az azonos
(,,individual points™) tekintettiik, ahogy a szoftver leirasa ajanlotta, kivéve az 1/SD?-tel
valo sulyozast, ahol az Y replikdtumok atlaga volt az egyetlen opci6. Minden mas

beallitas esetében az alapértelmezett opciot alkalmaztuk.

A regresszio eredményeit két indikatorral jellemeztiik: egyrészt a logcx
regresszios paraméter numerusanak (cx) tavolsagaval a megfeleld cpias-t0l (accuracy of
the best-fit value), masrészt, ahol lehetdség nyilt rd, a logex 95%-0s konfidencia

intervallumanak szélességével (precision of the curve fitting).

2.2.5. Adatfeldolgozas

Az adatok eloszldsanak normadlis voltdt Shapiro-Wilk teszttel ellendriztiik.
Ketténél tobb adatcsoportot egyszemponti ANOV A-val és az azt kovetd Tukey poszt-

teszttel hasonlitottunk Ossze.

A gorbeillesztéshez hasznalt egyenletekben a koncentraciokat (¢, ECso, cx) 10-es
alapu logaritmusként fejeztiik ki. A statisztikai elemzés, a gorbeillesztés €és az abrak
készitése az in silico vizsgalatban 8.1.1 verzidju, az ex vivo vizsgalat soran pedig 8.2.1
verzioji GraphPad Prism szoftverrel tortént (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,
USA). Egyéb szamitdsokhoz Microsoft Excel 2016 szoftvert hasznaltunk (Microsoft
Co., Redmond, WA, USA).
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3. Eredmények

3.1. Insilico eredmények

A korabbi ex vivo kisérletek soran kapott nyolc E/c gorbe in silico rekonstrukcioja
a 4. modell alapforméja esetén bizonyult a legjobbnak, vagyis abban a modellben,

amelynek a kovetkez0 tulajdonsagai és azt megalapozo feltételezései voltak:

1. Az endogén és exogén A agonistat (in silico adenozin) teljesen kiilon
kezeltiik, vagyis a E/c gorbékre kifejtett eltérd hatasuk mellett feltételeztiik, hogy az X
vegyiilet (in silico FSCPX) is masképp befolyasolja az NB vegyiilet (in silico NBTI)
rajuk kifejtett hatasat. Ez a kiilonbség abban nyilvanult meg, hogy az X vegyiilet az NB

gatolta a modellben.

2. Az agonizmus operativ modelljének Em paramétere (a receptor lehetséges
maximalis funkcidja) 90%-ra lett beallitva, vagyis kisebb értékre, mint a mi
rendszeriinkre jellemzd elvi maximum (100%). Ehhez az eredményilinkhéz (a
maximalisnal kisebb En elényos volta) nehéz konkrét mechanizmus(oka)t tarsitani.
Talan azzal fligghet 0ssze, hogy ez az elvi maximum olyan ,,valésagidegen” éllapot,

mint az elérhetetlen a 0 K homérséklet vagy a tokéletes vakuum (abszolut 0 nyomas).

3. Az NB vegyiilet csak lassitotta az A agonista transzportjat (vagyis nem

gatolta meg teljesen).

4. Az NB vegyiilet hatasat két cvias értékkel vettiik figyelembe. Ez a két Coias
a legutobbi ex vivo vizsgélatunk (melynek nyolc E/c gorbéjét szimulaltuk) soran
meghatarozott két cx érték volt (az NB kezeléshez a csak NBTI jelenlétében mért cx-et,
az X+NB kezeléshez pedig az FSCPX eldkezelést kovetd NBTI kezelés soran mértet
rendeltiik). Ezzel a 4. modell alapformdjaban interakciot feltételeztiink az X és az NB

vegyiilet hatdsai kozott.

3.2. Ex vivo eredmények

A cx értekek minden olyan esetben elfogadhatdo becslést adtak a torzito
koncentréaciora (cpias), amikor az RRM-et sulyozas nélkiil kiviteleztiik. Ezzel szemben

az 1/SD?-tel, de kiilondsen az 1/Y?-tel végzett sulyozas dramaian rontotta a becslés
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pontossagat, st néhany esetben egyenesen lehetetlenné tette a gorbeillesztést. A
sulyozas nélkiili individudlis illesztés hagyomanyos regresszi6 esetén sziik 95%-os
konfidencia intervallumokat eredményezett. Ugyanez globalis regresszié mellett

azonban tdg 95%-os konfidencia intervallumokhoz vezetett.

Viarakozasainkkal ellentétben a globalis regresszi6 nem javitotta az RRM
alkalmazhatosagat. A globalis illesztés, noha gyorsabb ¢és kényelmesebb volt,
pontatlanabb becslést eredményezett, mint a klasszikus individualis illesztés. Ezzel
Osszhangban a globalis regresszido inkdbb ndvelte, mintsem csokkentette volna a
gorbeillesztés bizonytalansagat, ami szélesebb 95%-0s konfidencia intervallumokban

nyilvanult meg.

A Lorentz eloszlast feltételezd robusztus regresszid mérsékelten javitotta a
becslés pontossagat a normalis eloszlast feltételezé hagyomanyos regressziohoz képest.
Az altalunk hasznalt gorbeillesztd szoftverrel robusztus regresszio esetében nem lehetett

sulyozast alkalmazni.

Osszefoglalva, a vizsgalt gorbeillesztési modok és beallitasok koziil az RRM
pontossagara a legnagyobb hatast a sulyozas gyakorolta, mig a legkisebbet az adatok
eloszlasara vonatkozé feltételezés (Gauss- vagy Lorentz-féle). Legutdébbi ex vivo
vizsgélatunk adatainak RRM-mel valé elemzése szempontjabdl a legjobb eredményt a

sulyozas melldzése adta individualis illesztési mdd alkalmazasa mellett.
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4. Megbeszélés

4.1. Azin silico eredmények értelmezése

In silico vizsgalatunkban az FSCPX (irreverzibilis A receptor antagonista) és az
NBTI (adenozin transzport gatlo) — hatasaik szintjén megnyilvanulé — paradox
hogy tengerimalac bal pitvaron az FSCPX eldkezelés noveli az adenozin E/c gorbe
maximumat, ha NBTT is jelen van. A mostani in silico vizsgalatunk szerint ez a paradox
interakcid két egyidejl, additiv, de egymastol fiiggetlen okra vezethetd vissza. Az egyik
ok az a jelenség, ami az RRM alapjat is képezi, vagyis hogy az interstitialis adenozin
tobblet hatdsa az adenozin (hagyomanyos modon felvett) E/c gorbéjére attol fiigg, hogy
endogén eredetii-e (ami a E/c gorbe felvétele el6tt halmozodott fel), vagy pedig exogén-
e (ami a E/c gérbéhez beadott adenozin csokkent bomlasa miatt maradt vissza): el6bbi
deprimélja és jobbra tolja, utobbi balra tolja az adenozin E/c gorbét. Ezt az okot a
munkacsoport mar kordbban is felvetette. A masik ok pedig az FSCPX ¢és az NBTI
hatdsai kozotti interferencia, amelyet a munkacsoport eldszor kordbbi in silico
eredmények alapjan hozott gyanuba, majd legutobbi ex vivo eredményeink alapjan
fogalmazott meg pontosabban. A pontositds azt jelentette, hogy mig korabban
elképzelhetdnek tiint az NBTI hatasainak altalanos (FSCPX altali) gatldsa, ami egyarant
érintette volna az endogén és az exogén adenozinra kifejtett hatast, addig késdbb az
NBTI-nek mar csak az endogén adenozinra gyakorolt hatasa keriilt okként szoba. A
mostani in silico vizsgéalat megerdsitette ez utdbbi vizsgalat kovetkeztetéseit, miszerint

az FSCPX (az A receptor antagonizaldsan til) az endogén adenozin NBTI Aaltali

crer

Az in silico vizsgélat elméleti szempontbol érdekes eredménye, hogy az
agonizmus operativ modelljének E. paramétere a kordbbi elképzeléseinkhez képest
meglepden nagy mértékben befolyédsolja a torzult (cuias hatasat is tiikr6zd) E/c gorbék

viselkedését.

In silico vizsgalatunk tovabbi eredménye annak valosziniisitése, hogy az NBTI
altali ENT1 blokad nem sziinteti meg teljesen a befelé irdnyul6 transzmembran adenozin
transzportot a tengerimalac pitvari myocardiumon. Ez 6sszhangban van masok azon

eredményeivel, miszerint a szivben tobbféle nukleozid transzporter is miikodik az
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ekvilibrativ és NBTI-szenzitiv ENT1-en kiviil.

4.2. Az ex vivo eredmények értelmezése

Fontos — és egyben Onkritikus — annak megallapitasa, hogy az dsszes korabbi
vizsgélatban a munkacsoport abbol a két feltételezésbdl indult ki az RRM alkalmazésa
soran, hogy az azonos koncentracidhoz tartoz6 adatpontok (replikdtumok) szérdsa
normalis eloszlast kovet, tovabba ez a szoras azonos mértékl a kiilonb6zo koncentraciok
esetében. Ez a megkozelités azonban kizardlag azon a szakmai kozvélekedésen
nyugodott, mely szerint ez a két feltételezés altaladban igaz a bioldgiai rendszerekbdl
szarmazd (tehat multikauzélis), nem transzformalt (legfeljebb normalizalt vagy
logaritmalt) adatokra. Ex vivo vizsgalatunk egyik célja tehat ennek a kérdésnek a
megnyugtato tisztdzasa volt a mi bioldgiai rendszeriinkben és kisérleti mdodszereink
alkalmazasa mellett, vagyis annak felderitése, hogy mas feltételezésekbdl kiindulva
javithato-e adatainkon az RRM becsléseinek pontossaga illetve megbizhatdsaga (ezaltal
az RRM hasznalhat6saga). Masik célunk a gorbeillesztés két modjanak, az individualis
¢és globalis regresszionak az dsszehasonlitasa volt. Az 6sszetartozo gorbeparok globalis
regresszidjat a klasszikus individualis illesztés tovabbfejlesztésének tartjak, ami képes

csokkenteni az illesztés bizonytalansagat.

Az értekezést megalapozd ex vivo vizsgélat illesztésre szant E/c gorbéinek
felvételéhez harom jol bevalt vegyiiletet valasztottunk (NECA, CPA, CHA). A NECA
mind az Ai, mind az A adenozin receptor tipust stimulalja, mig a CPA és a CHA
szelektiv agonistai az A receptornak, ami a myocardium {6 adenozin receptor tipusa. A
NECA, CPA és CHA, szintetikus vegyliletek 1évén, 1ényegesen rosszabb szubsztratjai
az adenozint bont6 illetve tovabb épitd enzimeknek, valamint a nukleozidok
transzportereinek, mint maga az adenozin, ezért a velik készitett E/c gorbék
alkalmasabbak kvantitativ kiértékelésre, mint az adenozin E/c gorbéi. A NECA, a CPA
¢s a CHA altal stimulalt A; receptor ugyanakkor valamelyest eltérd preferenciaval
kapcsolodik a sejtmembranban jelen 1évd kiilonbozé G proteinekhez, ezért

vizsgalatainkat indokoltnak tartottuk mindharom szintetikus agonistaval elvégezni.

Ex vivo vizsgalatunk egyik megallapitdsa az, hogy az altaldnosan elfogadott
nézet, mely szerint bioldgiai kisérletek eredményeinek elemzésekor az adatok

normalitasdbol €és heteroszkedaszticitasabol érdemes kiindulni, megallja a helyét a mi
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ex vivo kisérleti elrendezésiink altal nyujtott adatok RRM-mel valo kiértékelése esetén
is. Ebbdl kovetkezéen az RRM haszndlata soran az elséként valasztando megkozelités
a sulyozés nélkiili hagyoményos (ordinary) regresszi6. A becslések pontossaga
szempontjabol a robusztus regresszio is jO valasztas (ha a gorbeillesztd szoftverben van
rd lehetdség), mi tobb, sokszor pontosabb eredményt szolgaltat, mint a hagyomanyos
illesztés. A hagyomanyos regresszid mellett szo6l azonban, hogy a robusztus regresszio
a becslésekhez nem ad meg 95%-o0s konfidencia intervallumot, amellyel a gorbeillesztés

precizitasa (€s ezaltal a megbizhatosadga) megitélhetd lenne.

Ex vivo vizsgalatunk tovabbi, meglepd eredménye ugyanakkor, hogy a klasszikus
individudlis gorbeillesztés pontosabb és megbizhatobb (noha kevésbé kényelmes)
eszkdze az RRM Kkivitelezésének, mint a modernebb globalis regresszi6. Az RRM

szamara tehat az individudlis illesztés a jo valasztas.
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5. Osszefoglalas

Az értekezést megalapozo6 in silico vizsgélataink sordn egyrészt megallapitottuk,
hogy az agonizmus operativ modelljének E., paramétere a korabbi elképzeléseinkhez
képest meglepd mértékben befolyasolja E/c gorbéink viselkedését. Ezen tilmenden in
silico megtigyeléseinkkel megerdsitettik az FSCPX és az NBTI hatdsainak a mi
kisérleti rendszeriinkben fellépd interakciojara vonatkozo hipotézisiinket, melyet
néhany kordbbi ex vivo vizsgalatunk eredményei alapjan allitottunk fel. Hipotézislink
szerint az FSCPX azon tal, hogy kozismert A receptor antagonista, mérsékelni képes
az ENT]1 tipusu nukleozid transzport gatld6 NBTI altal okozott interstitialis adenozin
felhalmozdodast. Ennek az interakcionak a mechanizmusara vonatkoz6 in silico
gatolja (az exogén adenozinét pedig nem). Tovabbi in silico eredménylink, hogy az
NBTI feltehetden nem 4éllitja le teljesen a sejtmembranon keresztiili, befelé iranyulo

adenozin transzportot tengerimalac pitvaron.

A jelen disszertaciot megalapozé ex vivo kisérleti munka {6 eredménye, hogy az
RRM legpontosabb becsléseit sulyozas nélkiili individualis illesztéssel lehet elérni,
csaknem fliggetleniil attol, hogy Gauss eloszlast feltételezd hagyomanyos (ordinary)
vagy Lorentz eloszldsra optimalizalt robusztus (robust) regressziot alkalmazunk-e. A
megbizhatésag szempontjabol ugyanakkor érdemesebb hagyomanyos regressziot
végezni, mivel csak ennek révén juthatunk a gorbeillesztés precizitdsarol informalo
95%-0s konfidencia intervallumokhoz (a becslések mell¢). Vizsgalataink azt is
megmutattak, hogy az RRM — az altala nyujtott lehetdéségekhez képest — konnyen
alkalmazhat6 eljaras, ami nem igényel sem specialis, nagy kapacitdsu gorbeillesztd

szoftvert, sem magas szintli ismereteket a regresszidanalizis teriiletén.
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