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Egy egyenlet az 6rokKévalosdg eqy darabja

(An equation is something for eternity)

Albert Einstein
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1. Bevezetés és célkit Gzés

A soksejtl élélények sajatossaga, hogy a sejtek kozotti tér specialis ,belsd
kornyezetet” (milieu interieur) képez, amely 6sszetételében eltér mind a kilsé
kornyezettdl, mind az intracellularis kompartmentektél. Az él6lények belsd
koérnyezetének kialakulasat és fenntartasat (homeosztazis) szamos, a belsé
kornyezetbe juttatott endogén szabdalyozo6 anyag biztositja, melyek tébbsége

farmakoldgiai értelemben receptor agonistanak tekinthetd.

A sejtmiikddés valtozasanak mértéke, sét bizonyos esetekben a jellege is
fligg az agonistak interstitialis koncentraciéjatol, amelynek fontos szabalyozé
szerepe van. Egy agonista koncentracidja és a kivaltott hatas kozoétti kapcsolatot -
a molekularis bioldgia és a génterapia koraban is - a legpontosabban koncentracio-
hatés (E/c) gorbe felvételével lehet meghatarozni (Kenakin 2006). A E/c gorbe
kiértékelésekor kritikus jelentéségu, hogy a koncentracio, amelyhez a hatast
rendeljik, mely kompartmentre vonatkozik, ez ugyanis meghatarozza, hogy a E/c
gorbe mirél ad informaciot. Idedlis esetben a figyelembe vett (ritkAbban meért,
legtobbszér szamolt) agonista koncentracio a receptorok mikrokdrnyezetére
vonatkozik, vagyis a E/c gorbe (az agonistan tul) a receptort illetve a
posztreceptorialis jelatviteli utakat jellemzi, és nem fligg Iényegesen a receptorokat
tartalmazé szovet egyéb jellemzéitdl (mint példaul az agonista diffazidjanak helyi
sajatossagai vagy az agonistat atalakité enzimek aktivitasa).

Szamos esetben azonban az adott agonista koncentraciojarol nem
rendelkeziink megbizhat6 informacioval specifikus kétédésik helyén. Ez
kilénosen igaz a bomlékony agonistakra, melyek koncentraciojat igen nehéz
meghatarozni receptoraik kdzelében, féleg mikddésben levé, mozgd szbvetben. A
receptorkozeli koncentracié ismerete ugyanakkor fontos lenne az agonistak altal

befolyasolt biologiai folyamatok pontos feltérképezéséhez.

Egy a munkacsoportunk altal a kézelmultban kifejlesztett eljaras, a
receptoridlis valaszkészség modszer (receptorial responsiveness method; a
tovabbiakban: RRM) alkalmas lehet a probléma megoldasara, vagyis bomlékony
agonistak esetében a receptorkozeli koncentracié (pontosabban egy j6l definialt

allapothoz képesti koncentracio-ndvekedés) becslésére miikodd szdvetben. A



jelenség, amelyen az RRM alapul, a kdvetkezé: ha egy E/c gorbét ugy veszink fel,
hogy a receptorok kérnyezetében mar el6zéleg is jelen volt az adott agonista (vagy
a receptor egy masik agonistajanak) egy bizonyos (nullatél kilénb6z8)
koncentracidja, amelyet a E/c gbrbe kiértékelésekor figyelmen kivil hagytunk,
akkor a kapott hatasok lefelé torzulnak (kisebbek lesznek a valés hatasoknal). Az
RRM egy kétvaltozds, egyparaméteres nemlineéris regresszid, melynek soran egy
a munkacsoport altal fejlesztett egyenletet illesztiink a fenti kortilmények kdzott
felvett E/c gbrbére. Az RRM-mel megbecsiilt paraméter vagy magat a keresett
extra koncentraciot adja meg, vagy egy masik agonista azzal ekvieffektiv
lehetéség azért all fenn, mert annak az agonistanak, amellyel a E/c gorbe fel lett
véve (teszt agonista), nem kell feltétlentil azonosnak lennie azzal az agonistaval,

agonista).

Ha a teszt és a torzitd agonista ugyanaz, az RRM kozvetlendil becsli a
torzité agonista koncentracidjat. Ha nem, az RRM azt a teszt agonista
koncentraciot adja meg, amelyik egyenld hatast képes kifejteni a torzité agonista
koncentraciéval (Gesztelyi és mtsai, 2004). A teszt agonista stabilitasa és jo
diffziés készsége nagyban ndveli a meghatarozas pontossagat. Ebbdl
kovetkezéen az, hogy az RRM megengedi a torzitd és a teszt agonista
kulonbozéseéget, lehetdveé teszi, hogy stabil agonistak felhasznalasaval
bomlékonysaguk miatt nehezen meghatarozhat6 agonistak koncentraciéirél
szerezzink informaciot, méghozza egy olyan nehezen megkéozelithetd szdveti
kompartmentben, mint amilyen a receptorok mikrokdrnyezete (Gesztelyi és mtsai,
2004; Karsai €s mtsai, 2006).

A jelen disszertacio elsé vizsgalatdban az RRM-et nem koncentracio-
meghatarozasra hasznéltuk fel, hanem elméleti segédeszkozként szolgalt egy in
vitro (de még ink&bb ex vivo-nak tekinthetd) mddszerrel kapott kisérleti eredmény
interpretalasaban. Eu- és hyperthyreoid tengerimalac bal pitvaron az adenozin-
dezaminaz (ADA) géatlasanak hatasat vizsgaltuk az A; adenozin receptor (az A;
receptor) negativ inotrép valaszkészségére. Az ADA gatlasa azonban néveli az
interstitialis adenozin koncentraciot, a tdbblet adenozin pedig torzité agonistaként

viselkedik, ha az A; receptor valaszkészségét az ADA gatlasaval egyidejlileg



vizsgaljuk. Kovetkezésképp, az ADA gatlas hatasa egy A; receptor agonistaval

felvett E/c gbrbére a kdvetkezé komponensekbdl all:

1. Az A; receptor valaszkészségének latszdlagos csokkenése, amely a

tébblet adenozin miatt elkerilhetetlendl fellép.

2. Az A; receptor valaszkészségeének latszolagos névekedése az adott
agonista eliminaciéjanak gatlasa miatt. Ez a hatas akkor szamottevd, ha egyébként
a gatolatlan ADA az agonistat kelléen nagy sebességgel tudja bontani. ADA

rezisztens agonista alkalmazasaval ez a komponens kiejthetd.

3. Az ADA gatlas esetleges hatasa az A; receptor abszolut
valaszkészségére. A jelen disszertacio elsé vizsgalatanak célja ennek a
komponensnek a felderitése volt. A mérési eredmények korrekt interpretalasahoz
azonban feltétlenll sziikséges az els6é két komponens figyelembe vétele is, amely

az 1. komponens esetében feltételezi az RRM elvének szem elétt tartasat.

Noha az eddigi kisérletes tapasztalatok arra mutatnak, hogy az RRM jol
hasznalhat6 a torzit6 és a teszt agonista kilonb6zésége esetén is (Gesztelyi és
mtsai, 2004), mégis felmerill a kérdés, hogy a két agonista eltérd tulajdonsagai (pl.
a receptorhoz valo affinitas és az efficacy, vagyis a receptorhoz val6 kétédeés utani
hataskivalté képesség) mennyiben érintik az RRM &ltal szolgaltatott eredmények
megbizhatésagat. Ennek a kérdésnek a tisztazasa - elméleti érdekességén tul -
gyakorlati jelentéséggel is birhat, hiszen az RRM - bizonyos feltételek teljeslilése
esetén - egyedulallé lehetéséget ad a soksejtli szervezetek szabalyozo

muikodéseinek mennyiségi szempontu vizsgélatara a szabalyozas célszoveteiben.

A jelen disszertacié masodik vizsgalata soran tehat célunk az RRM
segitségével kaphatd becslések megbizhatésaganak vizsgalata volt eltérd
tulajdonsagu torzitd és a teszt agonistak esetén. Ezen tul tanulmanyozni kivantuk
az agonistak hatasat medialo rendszer jellegének befolyasét is. Arra térekedtink,
hogy a kérdéses jelenséget minél ,tisztdbban”, zavaro korilmeényektél mentesen
vizsgalhassuk. Ehhez a legmegfelel6bbnek a szamitdégépes szimulaciot talaltuk,
amelyben egy megfelel6en részletes kvantitativ receptor modell segitségével
elédllithatéak a vizsgalni kivant helyzetek, kivitelezheté az RRM (ugyanugy, mintha
bioldgiai adatokat elemeznénk), majd a kapott becslések 6sszevethetbek a

szimulaciod input adataival.



Masodik, in silico vizsgalatunkat harom szakaszra bontottuk. Az elsé
szakaszban a torzité koncentracio (a torzité agonista extra koncentraciéja)
nagysaganak és a farmakoldgiai rendszer jellegének befolyasat tanulmanyoztuk az
RRM pontossagara, ezért a torzito és a teszt agonistat azonosnak vettik. A
masodik szakaszban a torzitd és a teszt agonista kilénb6z6ségének hatasat
vizsgaltunk, ezért eltérd affinitasu és hataslétrehozo képesséqi (efficacy) torzité és
teszt agonistékat szimulaltunk. A harmadik szakaszban a szimulélt E/c gorbék
aszimmetridjanak hatasat kivantuk feltarni. Ehhez az RRM addig hasznalt
egyenletét kibdvitettik egy szimmetria tényezdvel, majd dsszehasonlitottuk a régi

€s az Uj egyenlet illesztésével kapott becsléseket.

A jelen értekezést megalapozo vizsgalatok tehéat a kdvetkezd kérdések

megvalaszolasat céloztak:

1. Hogyan befolyasolja az ADA gatlasa egy ADA rezisztens A; receptor

agonista hatasat eu- és hyperthyreoid tengerimalac bal pitvaron?

2. Hogyan befolyasoljak a torzit6 agonista koncentracioja és a receptort

hordozo rendszer tulajdonsagai az RRM pontossagat?

3. Hogy befolyasolja a torzitd és a teszt agonista egymastadl eltérd affinitasa

és kotédés utani hataskivaltdé képessége (efficacy) az RRM pontossagat?

4. Hogyan befolyasolja a E/c gérbék aszimmetrigjanak figyelembe vétele az
RRM pontossagat?



2. Irodalmi attekintés

2.1. A receptorialis valaszkészség modszer (RRM)

Legyen adott egy bioldgiai rendszer és egy agonista, amelyik szelektiven
izgatja a rendszerben talalhat6 egyik receptorpopuléciét. Ha az adott agonista
azonos ddézisait ismételten mérjuk be a rendszerbe, de kiindulasi allapotnak mindig
az aktualis dozis beadasa el6tti allapotot vesszik (vagyis sem a korabbi dozisokat,
sem az altaluk kialakitott hatast nem vesszik figyelembe), egyre kisebb valaszokat
regisztralhatunk. Ezt a cstkkend valaszkészséget az aktualis dozisokkal szemben
azért tapasztaljuk, mert a kordbbi dézisok a receptorok egy részének lefoglalasa
€s azokon hatas létrehozasa réven egyre nagyobb részét ,hasznaljak el” a
rendszer funkcionalis kapacitdsanak (valaszkészségének), igy az aktudlis dozis
kisebb szabad receptorpopulaciéhoz kotédhet és kisebb funkcionalis kapacitas all

a rendelkezésére.

Ez a jelenség felluletesen emlékeztet a receptorialis deszenzitizaciéra, de
attol teljesen fuggetlen. Deszenzitizacio esetén a nyugalmi allapota (szabad
kotéhelyd) receptorral interakcidba 1ép6 agonista hoz Iétre a korabbinal kisebb
hatést, a fenti esetben viszont azért meérink csokkent valaszt, mivel nem vesszik
figyelembe a jelenlévé agonista mennyiségének egy részét, illetve annak hatasat.
Vagyis, olyan rendszerben regisztralunk csokkent valaszt, amely nyugalmi

allapotaban az adott agonista dézisra szokasos nagysagu valaszt képes adni.

A E/c gorbék kiértékelése sordn a receptorok aktivaciojat (és annak minden
kovetkezményét) altalaban annak az exogén agonistanak tulajdonitjak, amellyel az
adott E/c gorbét felvették. Ha van is jelen a receptorok kézelében mas, pl. egy
endogén agonista, azt rendszerint figyelmen kivil hagyjak. Kis ,extra” agonista
mennyiség torzitd hatasa valdban elhanyagolhaté. Ha azonban az adott rendszer
ezt a tObblet agonistat olyan koncentracidban tartalmazza, amely jelentés
meértékben képes stimulalni a receptorokat (és ezaltal ,,elhasznalni” azok
valaszkészségének egy jelentds részét), akkor az adott rendszerben az extra

agonista jelenlétében felvett E/c gorbe mar elhanyagolhatatlan mértékben torzul.



Munkacsoportunk korabban leirta az 6sszefliggést a torzult és a torzulatlan

(korrekt kiértékelés esetén kaphatd) hatas kdzott (Gesztelyi és mtsai, 2004):

100[{100- E
E':]_OO——( ) 2.1.
100_ Ebias

ahol: E’ - a torzult hatas; E - a torzitatlan hatas; Epias- a torzité agonista
koncentracid (cuia9 altal kivaltott hatas (amely figyelmen kivdl lett hagyva a torzult

hatas meghatarozasa soran).

Fontos, hogy az E és az Epsstorzitatlan hatasok, tehat kifejezheték barmely
olyan jol ismert 6sszefliggésbél, ami kapcsolatot teremt a receptorialis hatas és a
hatast letrehoz6 agonista koncentracié kozott. Mivel az egyik legegyszeribb és
legaltalanosabb ilyen dsszefliggés a Hill egyenlet (Id. késébb: 2.13. és 3.2.
egyenletek), az RRM kifejlesztése soran ez kerult felhasznélasra, tehat a hatas az
agonista koncentracidjara és a Hill egyenlet paramétereire (Eqax ECso, N) lett
visszavezetve. lly médon a Hill egyenlet és a 2.1. egyenlet kombinacidjaval
kifejezhet6 a kapcsolat a torzité agonista koncentracioja (Cpia9 €s a torzult hatas
(E’) kozott (Gesztelyi és mtsai, 2004).

A fentiekben a legegyszerlbb esetet ismertettiink, amelyben a torzité
agonista és a teszt agonista (amellyel a E/c gorbe fel lett véve) ugyanaz a
vegyulet. Ugy véljik azonban, hogy a torzité és a teszt agonista azonossaga nem
feltétele annak, hogy a fenti dsszefliggést haszonnal alkalmazzuk. Ezt abbol
kiindulva gondoljuk, hogy az azonos sejtvalaszt létrehoz6 agonistak hatasai -
legalabbis részben - ugyanazokon a struktdrakon (receptorok, posztreceptoriélis
jelatviteli elemek) 6sszegz6édnek, amelyek valasz-kapacitasa limitalt. Ebbél
kiindulva elegenddének latszik, ha csak arra torekszink, hogy a teszt agonista
jelatvitele minél nagyobb mértékben atfedjen a torzité agonistaéval. Ha az
agonistak esetleges kiulénbozéségét figyelembe kivannank venni, az nagyon
megbonyolitana a cyias€s E’ kapcsolatara felirt 6sszefliggést. Annak érdekében
tehét, hogy két, esetlegesen kilénb6zé agonista szimultan hataséat a lehetd
legegyszeriibb médon tudjuk kezelni, a fenti 6sszefliggés levezetésekor a Cpias@

teszt agonista ekvieffektiv koncentracidjaval (cy) lett helyettesitve. Ez formailag



megegyezik azzal az 6sszefluiggéssel, ami a két agonista azonossagabdl indul ki
(Gesztelyi és mtsai, 2004; Karsai és mtsai, 2006). A Cpias €S E’ kOz06tti 6sszefliiggést
hasznélja fel az RRM, amely a E/c gorbe torzulasédbdl, vagyis az E és az E’ kdzotti
eltérésbél kvantifikalja a torzité agonista koncentracidjat (Gesztelyi és mtsai,
2004).

Ha egy endogén agonista rovid féléletidével bir, nehéz barmilyen kvantitativ
informaciohoz jutni vele kapcsolatban. Ha azonban lehetéségunk van az adott
rendszerben az endogén agonista felszabadulasa el6tt és utan egy-egy E/c gorbét
felvenni egy megfeleléen hasonlé agonistaval, a két E/c gorbe kdzotti kilonbség
(vagyis a masodik gorbe torzulasa) informaciét fog hordozni a kérdéses endogén
agonista koncentraciojarol. Ez az informacié kinyerhetd, ha a torzité koncentracio
€s a E/c gorbe torzulas kozotti 6sszefiiggést (mint regresszios fuggvényt) a
masodik E/c gorbe adataira illesztjuk. A figgvénynek tartalmaznia kell a teszt
agonista koncentracidja és ennek hatasa kozotti torzitatlan kapcsolat paramétereit,
melyeket az elsé E/c gorbébdl nyerhetiink ki, ugyancsak regresszidéanalizissel. Ha
ez utdbbi regresszié soran a Hill modellt illesztjik, ezek a paraméterek az Enax,
EGso és n lesznek, de elvben barmely modell hasznalhatd, amely kvantitativ
0sszefliggést ad meg az agonista koncentracidja €s a kivaltott hatas kdzott. A
fentiekbdl kbvetkez6en a mddszer altal szolgaltatott becslés a torzité agonista

V4

idében alakult ki (Gesztelyi és mtsai, 2004; Karsai és mtsai, 2006).

Az RRM egyenlete, vagyis a torzult hatas a teszt agonista koncentracio

fuggvényében:

(Cx + Ctest)n + EC‘QO

Cn
100-E, O %
ck + ECgo

+ n
1000&100— E 0O (€ + Ges) J
E'=100-

ahol: ¢, - a cpias RRM Altali becslése; E’ - a torzult valasz (a cyias figyelmen
kivil hagyasaval szamitott hatas); cesi- @ E/C gorbe felvétele soran bemért

agonistakoncentracio; Emax ECso €s n - az intakt (Cyias = 0) E/C gorbének a Hill
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egyenlet illesztésével nyert paraméterei (az intakt E/c kapcsolat leirdi). A
gorbeillesztés stabilitdsa, valamint a szadmolt konfidencia intervallumok korrektsége
érdekében a koncentraciot jelentd mennyiségeket logaritmikus formaban érdemes
kifejezni a gorbeillesztésre hasznalt egyenletekben (Motulsky és Christopoulos,
2003). A 2.2. egyenletben rogzitett 6sszeflggést ezért minden esetben

logaritmikus formaban kifejezett koncentraciokkal illesztettik (Id.: 3.8. egyenlet).

A fentiekkel 6sszhangban az RRM sikeres alkalmazasénak tobb feltétele is
van, amelyek teljestilése befolyasolja a meghatarozas pontossagat (Gesztelyi és
mtsai, 2004; Karsai €s mtsai, 2006):

1. A receptoridlis hatast nagy pontossaggal kell tudni mérni.
2. A GpiasNnem valtozhat Iényegesen a (masodik) E/c gorbe felvétele soran.
3. A teszt agonistanak stabilnak és jol penetralénak kell lennie.

4. A meghatarozandd c,-nek (vagyis a chiasSzel ekvieffektiv teszt agonista
koncentracidonak) a teszt agonistaval felvett nativ (torzitatlan) E/c gérbén -
szemilogaritmikus abrazolas mellett - az alsé és fels6é gorbulet k6zotti kvazi linearis
szakaszra kell esnie. (Szerencsére ez a rész rendszerint tobb nagysagrendre
kiterjed és magaba foglalja az adott receptor mikodése szempontjabdl
legfontosabb koncentracio-tartomanyt.)

5. A meghatarozas alatt a receptorok erzékenysége (tényleges valaszadasi
készsége) nem valtozhat. Mivel agonista (féleg full agonista) tartds expozicidja
esetén a receptorok deszenzitizaldodnak (tipusuktél figgéen hosszabb vagy
rovidebb id6 alatt), az RRM alkalmazési kore altalanossagban az akut
koncentraciévaltozasokra szlkul le. Ez a feltétel azonban magaban hordja az RRM
egy masik hasznositasi lehetéségét: ha egy tdbblet agonistat tartalmazo rendszer
valasza nem koveti a 2.2. egyenletben rogzitett 6sszefliggést (noha a tobbi feltétel
mind teljesil), az a receptorok érzékenységének valtozaséara utal. Ez alapjan nem
csak a receptor (illetve a jelatviteli utak) deszenzitizacioja mutathato ki, hanem egy
esetleges szenzitizacié (valaszkészség-fokozodas) is. A jelen értekezést

megalapozo vizsgalatok kdzil az elsében ezt a lehetéséget hasznaltuk ki.

6. A torzitd és a teszt agonista farmakodinamias tulajdonséagai minél jobban
hasonlitsanak egymasra. A jelen értekezés masodik, in silico vizsgalatanak egyik

célja e feltétel szigorusaganak felderitése volt.



2.2. Az RRM eddigi alkalmazasa biologiai mintan

Az RRM-et munkacsoportunk eddig a tengerimalac bal pitvar adenozinerg
mechanizmusainak tanulmanyozaséara hasznélta. Ezt egyrészt a tengerimalac
pitvari inotrOpia adenozinerg szabalyozasanak specialis vonasai magyarazzak,
masrészt az, hogy az izolalt, ingerelt bal pitvar kontrakcios ereje kdnnyen és
megbizhatéan mérhetd mint receptorialis hatas. A vizsgalat targya a
transzszarkolemmalis adenozin transzport volt, tovabba az, hogy a hyperthyreosis
hogyan befolyasolja a transzport iranyéat illetve intenzitasat. Tengerimalac bal
pitvaron az ekvilibrativ nukleozid transzportot gatlé dipyridamol illetve
nitrobenzylthioinosine (NBT]I) interstitialis adenozin akkumulaciot okozott, amely (a
nyugalmi interstitialis adenozin koncentracion feliil) mintegy 15-25 nM CPA-val (N°-
cyclopentyladenosine; szelektiv A; receptor agonista) volt ekvieffektiv (Karsai és
mtsai, 2006). Ezt az interstitialis adenozin felhalmozddast egy elézetes 8 napos
tiroxin-kezelés mintegy megkétszerezte, az extra adenozin koncentracié (NBTI
jelenlétében) 37 nM CPA-val volt ekvieffektiv (Karsai és mtsai, 2007).

A fenti munkék soran az RRM igényeit (Id.: a 2.1. alfejezet vége) a
preparatum, az A; receptor €s a kisérleti kérdésfelvetés aldbbi sajatossagai

elégitettéek ki:

Ad 1. A regisztralt hatas a pitvari kontrakcios er6 volt. Az A; receptor
robusztus és nagy pontossaggal mérheté negativ inotrop hatast hoz létre
szivizmon, ezért a kontrakcids eré detektaldsa alkalmas az A; receptorfunkcio
vizsgalatara (Gesztelyi és mtsai, 2003a, 2003b, 2004). A pitvarszévet kiulonésen
megfelel ennek a célnak, ugyanis pitvaron az A; receptor agonistak a nyugalmi
kontrakcids erét is erételjesen csokkentik, szemben a kamraval, ahol csak a pozitiv

inotrép anyagok hatasat ellensulyozzék (Kurachi és mtsai, 1986).

Ad 2. Az ekvilibrativ nukleozid transzport gatlasa soran a Cpias Vagyis a
tobblet interstitialis adenozin koncentracio viszonylagos allanddésaga ugy
biztosithatd, hogy az inhibitor adasa utan kivarjuk az 0j egyensuly beallasat, amit a
kontrakciés er6 stabilizalédasa jelez (Gesztelyi és mtsai, 2003a, 2003b).

Ad 3. A hasznalt koncentraciétartomanyban vizoldékony, relative kis

molekulaju CPA hatésa lassabban alakul ki, mint az adenoziné, de tartésan



fennmarad, mivel vértelen pitvarszévetben csak igen lassan bomlik (Gesztelyi és
mtsai, 2004). Ezzel 6sszhangban a CPA megoszlaséat a nukleozid transzport

gatlasa nemigen befolyasolja (szemben a gyors turnover-(i adenozinnal).

Ad 4. Az adenozin és a CPA egyarant teljes (,full”’) agonistai az A;
receptornak, nativ (torzitatlan) E/c gorbéik kvazi lineéaris szakaszan az ekvieffektiv

koncentracidk széles tartomanyban atfednek (Gesztelyi és mtsai, 2003b, 2004).

Ad 5. Az A; receptorok hosszabb ideig (6rakig, sét napokig) tarté, full
agonistaval valé stimulacié mellett sem deszenzitizdlodnak lényegesen

(Longabaugh és mtsai, 1989; Baker és mtsai, 2000).

Ad 6. Egy receptor funkcionalis kapacitasat minden agonistaja ,fogyasztja”,
sét, az eltérd tipusu receptorokhoz kotdédd, de azok izgatdsa révén ugyanazokat a
jelatviteli utakat hasznél6 agonistak is kdlcsondsen csokkentik egymas
receptorainak funkciondlis kapacitasat (szimultan stimulacié esetén). Ez alapjan
racionalis feltételezés volt az RRM-mel végzett vizsgalataink soran, hogy a torzito
€s a teszt agonista kilonb6zésége nem rontja le nagymértékben a becslések
pontossagat, amennyiben a szignaltranszdukcio azonos vagy jelentésen atfed. Ezt
tamasztotta ala, hogy metakolin (acetyl-B-methylcholine; relative lassan bomlé
muszkarin receptor agonista) ismert koncentracioi jol meghatarozhaténak
bizonyultak CPA mint teszt agonista segitségével izolalt tengerimalac bal pitvaron
(a regressziéval kapott ekvieffektiv CPA koncentraciokat torzitatlan metakolin
illetve CPA E/c gorbék adatai alapjan szamitottak at metakolin koncentraciokra)

(Gesztelyi és mtsai, 2004).

Ismert azonban, hogy a receptorok mikodeési sajatossagai nem flggetlenek
az alkalmazott agonistatol. A kilbnbdz6 agonistak hatasai, pl. efficacy értékei
kulonbdzhetnek még ugyanazon receptor teljes agonistai esetében is, ami a E/c
gorbék eltérd karakterisztikajaban nyilvanul meg (Dhalla és mtsai, 2003). EbbdI
kovetkezden, noha a torzitd és a teszt agonista kuldnbdzésége nem akadalya az
RRM kivitelezésének, a kapott becslések magukon viselhetik a torzit6 és a teszt
agonista egyes eltérd tulajdonsagainak hatasat. A jelen disszertaciohoz felhasznalt

in silico vizsgalatok elsésorban e probléma tisztazasahoz kivantak hozzajaruini.
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2.3. A tengerimalac bal pitvari munkaizomzat adenozinerg rendszere

2.3.1. Az adenozin metabolizmusa és transzportja

Az adenozin adeninbdl és ribdzbadl allé nukleozid, amely az él6 szervezet
legfontosabb primer energiatarolé molekulajanak, az ATP-nek a prekurzora és
egyben bomlasterméke. Fiziologias kérilmények ko6zott az adenozin mind az
extra-, mind az intracellularis térben folyamatosan termelédik és eliminalddik
(Deussen, 2000a, 2000b; Fredholm és mtsai, 2001).

Extracellularisan az adenozin a sejtekbél kijutott adenin nukleotidok (ATP,
ADP, AMP, cAMP) bomlasa révén keletkezik, a folyamat sebesség-meghatarozé
lépése az AMP - adenozin atalakulas, melyet ekto-nukleotidazok, féleg az ekto-5'-
nukleotiddz (CD73) és az ekto-apirdz (CD39) katalizalnak.

Intracellularisan az adenozin zéme AMP-bdl keletkezik, féleg az endo-5'-
nukleotidaz, kisebb részben alkalikus foszfatazok révén. Az adenozin kisebb részét
az S-adenozil-homocisztein-hidroldz (SAH-hidrolaz) allitja el S-adenozil-
homociszteinbél (SAH).

Az interstitialis adenozin eliminacioja harom uton torténhet: kimosédassal a
keringés réven, extracellularis adenozin-dezaminaz (ADA) altali bontassal és
membranalis transzporttal az adott szovet sejtjeibe. Az extracellularis ADA altali
dezaminalas altaldban alarendelt jelentéségu, tengerimalac szivben pedig
kilondsen az, mivel itt ADA csak intracellularisan fordul el (Schutz és mtsai,
1981). Az adenozin dezaminacioja soran keletkezd inozin az adenozinéra

emlékeztetd kardioprotektiv hatassal rendelkezik (Szabo és mtsai, 1986).

Az intracellularis adenozin egy részét az adenozin-kindz AMP-vé alakitja,
masik részét az intracellularis ADA inozinnd dezaminalja. (A fentieket részletesen
Id.: Sommerschild és Kirkebgen, 2000; Deussen, 2000a, 2000b; Fredholm és
mtsai, 2001; Headrick és mtsai, 2003.)

A sejtek membranjaban kétféle, ekvilibrativ (ENT) és koncentrativ (aktiv
transzportra képes; CNT) nukleozid transzporter fordulhat elé. A szivben dontéen
ENT taldlhatd, azon belll is ENT1, ami ekvilibrativ és nitrobenzylthioinosine (NBTI)
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szenzitiv, vagyis NBTI-vel gatolhaté (Conant és Jarvis, 1991, 1994). Ennek
megfeleléen cardiomyocytadkon a nukleozid transzport iranyat és intenzitasat
elsédlegesen a membran két oldala k6z6tti adenozin koncentracio-kulénbség

szabja meg (Deussen és mtsai, 1999).

2.3.2. Az adenozin receptorai és jelatviteliik

Az adenozin azon hatasait, amelyeket nem mint a nukleinsav-anyagcsere
metabolitja fejt ki, dontéen specifikus receptorok kdzvetitik, melyeket legnagyobb
affinitasu fizioldgias ligandjuk alapjan adenozin receptoroknak neveztek el. A
Nemzetk6dzi Farmakologiai Tarsasag (IUPHAR) jelenleg harom adenozin receptor
tipust tart nyilvan, az Ai, A, (ezen belll Aa €s Agg altipust), illetve Az receptort.
Ezeket el6szor farmakologiai modszerekkel kilonitették el (tipus- illetve altipus-
szelektiv agonistakkal és antagonistakkal), azutan klonoztak az egyes
molekuldkat. Valamennyien a citoplazmatikus membranban helyet foglalé hét
transzmembran doménnal rendelkeznek, G-proteinhez kapcsoltak, kétéhelylk az
interstitium felé néz (6sszefoglaloként Id.: Fredholm és mtsai, 2001). A
szakirodalomban fellelheté egy negyedik adenozin receptor tipus is (A4) (Cornfield
és mtsai, 1992), &m ezt eddig még nem sikertlt klbnozni (6sszefoglaldként Id.:
Sommerschild és Kirkebgen, 2000; Hutchinson és Scammells, 2004).

Az adenozin kiterjedt parakrin és autokrin funkcioi kozul kiemelkedik a
szivmulkodés patoldgias korulmények kozoétti szabalyozasa. A myocardiumon az A;

és A; tipusoknak, a sziv ereiben pedig az A,a altipusnak van jelentésége.

A jelen disszertacioban targyalt ex vivo kisérleteket tengerimalac pitvaron
végeztik, amelyben a cardiomyocytak csak A; receptort expresszalnak (Gardner
és Broadley, 1999). Mivel allando frekvencian ingerelt bal pitvart hasznaltunk, az
A; receptor negativ trép hatasai csak a kontrakciés eré csokkentésében
nyilvdnulhattak meg. Ennek megfelel6en munkank soran ezt a kimeneteli valtozot

regisztraltuk, mint hatast.

Tengerimalac pitvari munkaizomsejteken az A; receptor agonistak negativ
inotrép hatasanak egyik Gtvonala az Gn. muszkarin aktivalta K* csatornak (Kachado)

nyitasa (Kurachi és mtsai, 1986). A mésik utvonal az adenilciklaz gatlasa, ami a
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CcAMP-szint csokkentésén keresztll cstkkenti a protein-kinaz A aktivitasat. A
protein-kinadz A altali foszforilacié mérséklése egyrészt gatolja a szarkoplazmatikus
retikulum Ca?*-ATP-azat (SERCA) és az L-tipust Ca®* csatornat (Lca), masrészt
foszfoprotein foszfatazokat aktival, ami hozzajarul a cAMP-dependens foszforilacio
tovabbi visszaszoritdsahoz (Jahnel és mtsai, 1992; Gupta és mtsai, 1993;
Neumann és mtsai, 1995). A fenti torténések valamennyien cstkkentik a citoszol
szabad Ca*" koncentréciojat az akcios potencial platéfazisaban, ami gyengiti a
kontrakcios er6t.

A pitvari A; receptor stimulaciéjanak jellegzetessége, hogy a cAMP
intracellularis szintjétél fuUggetlendl markans hatast produkal, amit ,direkt” hatasnak
neveznek. Kamran az A; receptor agonistak csak ,indirekt” hatast produkalnak,
azaz fokozott adenilciklaz miikddés esetén képesek hatni, melynek soran azt a
nyugalmi érték iranyaba viszik, de az ala nem (a legtdbb speciesz esetében, a
vadaszgorény példaul kivétel). Ez az indirekt hatas pitvaron is létrehozhatd,
fokozott adenilciklaz miikodés mellett a pitvari A; receptor valaszkészsége is
nagyobb. Feltételezik, hogy a direkt hatas hatterében a Kacnado aktivacioja all, mely
csatorna nagy denzitasban talalhaté pitvaron, de csak elvétve fordul elé kamran

(6sszefoglaloként Id.: Belardinelli és mtsai, 1995; Shryock és Belardinelli, 1997).

Az adenozin intracelluléris kotéhelyekhez kapcsolddva is képes befolyasolni
egyes fehérjék mikddését. llyen példaul az adenilciklazon talalhaté un. P-site,
melyhez kétédve az adenozin gyenge gatlast hoz Iétre az enzimen (Londos és
Wolff, 1977; Tesmer és mtsai, 2000). A régebben nagyobb jelentdséglinek gondolt
intracellularis kdtéhelyek szerepét napjainkban alarendeltnek tartjak az adenozin
receptorokéhoz képest.

2.3.3. A thyreoid hormonok befolyasa az adenozinerg rendszerre

A tartosan jelenlévé thyreoid hormonok (T3, T4) csokkentik a myocardialis Az
receptor altal medialt hatasokat, kdztik a negativ inotrop hatast is (Szentmiklési és
mtsai, 1992; Kaasik €s mtsai, 1994). Noha a jelenség mechanizmusa még nem
minden részletében tisztazott, ismert, hogy az A; receptor jelatvitelének tébb
elemét is befolyasoljak a thyreoid hormonok.
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Az A; receptorok szama valtozatlan marad (Bumgarner és mtsai, 1989)
vagy enyhén emelkedik T3 és T, tartés jelenlétében (EI-Ani és mtsai, 1994; Kaasik
€s mtsai, 1994), ami nem magyarazza a valaszkészség csokkenését. Az A;
receptor ligandjaival szembeni affinitAsaban sem tapasztaltak valtozast
hyperthyreosisban (El-Ani és mtsai, 1994), és a fenti vizsgalatok egyike sem talalt

a G-proteinek koncentraciéjaban szignifikans eltéreést.

Az adenilciklaz szintjében illetve aktivitAsaban egyes vizsgalatok fokozédast
tapasztaltak (Pracyk és Slotkin, 1991; El-Ani és mtsai, 1994), masok mérséklédést
(Bumgarner és mtsai, 1989). Masok szerint hyperthyreota patkany szivében az
adenilciklaz mennyisége nem, de aktivitdsa csokken, ennek kbvetkeztében a
nagyobb B-receptorszdm ellenére sem valtozik Iényegesen a B-receptor agonistak
hatdsa (Ojamaa és mtsai, 2000a).

A thyreoid hormonok novelik a SERCA mennyiségét és funkcigjat,
ugyanakkor csokkentik a mennyiségét és a hatékonysagat a SERCA gétlo
regulatoranak, a foszfolambannak (Takacs és mtsai, 1985; Arai és mtsai, 1991;
Kiss és mtsai, 1994; Ojamaa és mtsai, 2000b). Ez pitvarra és kamrara egyarant
jellemzé, de eltéré6 meértékben (Kaasik és mtsai, 1997; Seppet és mtsai, 1998;
Shenoy és mtsai, 2001). A SERCA a pitvaron és a kamran kozel hasonlo
koncentraciéban van jelen, de extra Ts illetve T4 hatdsara a pitvaron Iényegesen
nagyobb az expresszié fokozédasa, mint kamran. Thyreoid hormonok hatasara a
foszfolamban mennyisége pitvaron €s kamran egyarant csbkken (Shenoy és mtsai,
2001). Mindemellett hyperthyreota patkanyban a nyugalmi kontrakcios eré
amplitiddja csak a kamran nétt, a pitvaron valtozatlan maradt (Kaasik és mtsai,
1997), ami arra utal, hogy a foszfolamban-SERCA rendszer valtozasanak pitvaron

nincs jelentés szerepe a kontrakcios erét illetéen.

Hyperthyreoid allapotban né a szarkolemmalis L-tipusti Ca®* aram is
(Rubinstein és Binah 1989; Mager és mtsai, 1992; Kreuzberg és mtsai, 2000),
melynek héatterében egyes szerz6k az Lca mennyiségének ndvekedését talaltak
(Kreuzberg és mtsai, 2000), mig masok a csokkenését (Seppet és mtsai, 1993;
Ggtzsche, 1994). A Ts és T, fokozzék a ryanodine-szenzitiv Ca®*-csatorna

(,ryanodine receptor”) expresszidjat is (Arai és mtsai, 1991).

Megemlitend®, hogy kamrén a thyreoid hormonok a 3 tipusd miozin

nehézlanc (B-MHC) helyett az a-MHC expressziodjat serkentik, mig pitvaron a
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thyreoid statusztol fliggetlentl a-MHC fordul elé (Bottinelli és mtsai, 1995). Az a
izoforma mennyisége azonban pozitiv korrelaciot mutat a thyreoid hormonok

szintjével pitvaron és kamran egyarant (Shenoy és mtsai, 2001).

Hyperthyreoid allapotban né a cardiomyocytakon a nukleozid transzport
maximalis kapacitdsa (Smolenski és mtsai, 1995). A nagyobb transzportkapacitas
csokkenti az extracellularis adenozin kapcsolodasi esélyét a sejtfelszini adenozin
receptorokhoz, ami az adenozinnal szembeni valaszkészség csokkentésének
irAnyaban hat. A nukleozid transzport valtozasa befolydsolhatja azoknak az
exogén adenozin receptor agonistaknak a hatasat is, amelyek transzportabilisak és
amelyeket az intracellularis enzimek &t tudnak alakitani, ezekre nézve ugyanis
mindig koncentracio-gradiens fog fonnallni a sejtmembran két oldalan (amig a
beadott mennyiség el nem fogy). Mivel a relative stabil adenozin receptor
agonistakkal szembeni valaszkészseég is cstkken hyperthyreosisban (Szentmiklési
€s mtsai, 1992), a fokozott nukleozid transzport kapacitas csak részben lehet

felelés az adenozin gyengébb hatasaért hyperthyreota szivben.

Smolenski és mtsai (1995) az adenozin kinaz (az intracellularis adenozin 6
eliminaloja) aktivitasanak névekedését tapasztaltak hyperthyreosisban, igaz, a
kisebb jelentéségl ADA aktivitdsanak csokkenésével egyiitt. A fokozott
intracellularis eliminacios kapacitas hozzajarulhat a hyperthyreosisbeli fokozott
adenozin transzporthoz és ezaltal a bomlékony A; receptor agonistédk csokkent
hatasahoz, de ez sem magyarazza a stabil analogok viselkedését (Szentmiklosi és
mtsai, 1992).

Més adenozint metabolizalé enzim is érzékeny a thyreoid hormon-szintre,
Smolenski és mtsai (1995) patkany szivben az ekto-5’-nukleotidaz (az
extracellularis adenozin-termelés kulcsenzime) aktivitasanak csokkenésérdl
szamoltak be, amely szerintiik (az adenozin kindz fokozott mikodésével egyitt) a
hyperthyreoid myocardiumon interstitialis adenozin koncentracioé csokkenést
okozna. Ujabb eredmények ezt nem erésitették meg, masok patkany
cardiomyocytakon az ekto-5’-nukleotidaz aktivitasanak névekedéseét irtak le Ts
kezelés utan, melynek hatterében az enzim mRNS-ének fokozott transzkripcidjat

mutatték ki (Carneiro-Ramos és mtsai, 2004).

A thyreoid hormonok tartés jelenléte tehat sokrétlen, de kelléen nem

tisztazott mértékben és modon befolyasolja a myocardialis adenozinerg rendszert.
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Ez pedig annal is inkdbb fontos lenne, mivel Gjabb adatok arra mutatnak, hogy a
thyreoid hormonok extra mennyisége a jol ismert kedvezétlen hatasokon tul
(tachycardia, hyperdynamias keringés, fokozott oxigén-felhasznélas) az
ischaemias prekondicionalashoz hasonl6 jellegli kardioprotektiv hatast képes

kifejteni (Pantos és mtsai, 2004).

2.3.4. Az adenozin-dezaminaz (ADA) géatlas hatdsa az adenozinerg rendszerre

Az adenozin eliminaciojanak egyik lehetésége az ADA altali dezaminacio,
amely a szivben mennyiségi szempontbdl nem a legjelentésebb Gtvonal.
Mindazonaltal az ADA gétlasa szignifikdnsan néveli az adenozin koncentraciojat a
szivben (Sandhu és mtsai, 1993; Silva és mtsai, 1995; Manthei és mtsai, 1998).
Ezzel 6sszhangban az ADA gatlasa erdsiti mind az endogén (Sandhu és mtsai,
1993; Manthei és mtsai, 1998), mind az exogén (Szentmiklési és mtsai, 1982;
Gesztelyi és mtsai, 2003a) adenozin altal kivaltott valaszokat az adenozin
ultrarévid (masodperces nagysagrendu) féléletidejének névelése réveén.

Noha tengerimalac szivben az ADA csak intracellularisan fordul elé (Schutz
€s mtsai, 1981), a cardiomyocytak szamottevé ekvilibrativ nukleozid transzport
kapacitdsa miatt (Conant és Jarvis, 1991) az ADA gatlasa egyarant emeli az intra-
és az extracellularis adenozin-szintet. A 2.2. egyenlet alapjan azt varhatjuk, hogy
ADA gatlas soran az extracellularis adenozin tébblet (mint torzité agonista
koncentracid) csokkenti a sejtfelszini A; receptorok latszélagos valaszkészségét,
vagyis azt, amelyet egy exogén A; receptor agonistaval felvett E/c gorbével
detektalhatunk (Id.: 2.1. alfejezet). Ez a jelenség természetesen tettenérhetetlen,
ha a valaszkészséget olyan A; receptor agonistaval vizsgaljuk, amelyet az ADA
hatékonyan bont (pl. adenozin), mert ilyenkor a E/c gorbe felvételéhez adott
agonista bontasanak gatlasa nagyobb mértékben néveli a detektalhaté hatast, mint
amennyire az elézetesen felhalmozodott endogén adenozin csékkenteni tudja
(Gesztelyi és mtsai, 2003a). Ha azonban ADA rezisztens A; receptor agonistat
hasznalunk, azt varjuk, hogy a felvett E/c gérbe deprimalt lesz az ADA gétlas

nélkil felvett E/c gbrbéhez képest (vagyis Emaxa kisebb, ECso-e nagyobb lesz).
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Az el6bbi gondolatmenettel szemben munkacsoportunk egy korabbi
vizsgalataban azt tapasztalta, hogy az erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)adenine
(EHNA,; erételjes ADA inhibitor) gyakorlatilag nem befolyasolta a CPA (szelektiv,
szintetikus A; receptor agonista) altal kivaltott negativ inotrop valaszt izolalt,
ingerelt tengerimalac bal pitvaron. Sét, hyperthyreoid tengerimalacokbdl szarmazo
pitvaron az EHNA szignifikAnsan novelte a CPA-ra adott valaszt (Gesztelyi és
mtsai, 2003b). E megfigyelés jelentéségét az adja, hogy a CPA rezisztens az ADA-
gatlasa. A CPA-ra adott valasz fokozédasa az akkori vizsgalatban az EHNA
cGMP-stimulalta 3',5’-ciklikus nukleotid foszfodiészterdz (PDE?2) inhibitor
tulajdonsaganak volt tulajdonitva (Gesztelyi és mtsai, 2003b). Mivel a PDE2 f6
szubsztratja a cAMP, a PDE2 géatlasa révén az EHNA noveli a cAMP-fliggé
foszforilaciot, igy az ezutan alkalmazott CPA nem csak direkt, hanem indirekt
jellegli adenozinerg hatast is ki tud valtani (amelyek dsszeadddva mint fokozott A;

receptor valaszkészség mutatkoznak).

Mésrészrél viszont munkacsoportunk egy masik korabbi vizsgélataban az
EHNA és a coformycin (az EHNA-val 6sszemérhetd hatekonysagu ADA inhibitor,
PDE2 gatl6 hatas nélkul) hasonld modon befolyasolta az adenozin E/c gorbéjét
izolalt, ingerelt tengerimalac bal pitvaron (Gesztelyi és mtsai, 2003a). A széban
forgo vizsgalatban ENTL1 tipust nukleozid transzport gatlok (dipyridamol, NBTI) és
ADA inhibitorok (EHNA, coformycin) hatasat hasonlitottak 6ssze eu- €s
hyperthyreoid pitvaron felvett adenozin E/c gorbékre. Azt talaltak, hogy mig az
ENT1 géatlok az eu- és a hyperthyreoid pitvarokon hasonlé mértékben
csokkentettéek az ECsg-et €és nem befolyasoltdk az Enaxcot, addig az ADA inhibitorok
erételjesebben cstkkentették az ECsp-et é€s novelték az Enacot a hyperthyreoid
pitvarokon, mint az euthyreoidokon. Ez felveti, hogy a hyperthyreoid A; receptorok
fokozott érzékenysége EHNA jelenlétében (Gesztelyi és mtsai, 2003b) nemcsak a

PDE2 gatlas kdvetkezménye, hanem az ADA gatlasaval is 6sszefligghet.

A fenti kérdés tisztdzasdhoz egy PDE2 géatl6 hatas nélkili ADA inhibitor
hatasat kell megvizsgalni egy ADA rezisztens A; receptor agonista E/c gorbéjére.
Ennek megfeleléen a jelen értekezéshez felhasznalt ex vivo vizsgalat soran az
EHNA (potens ADA gatl6 és kevésbé potens PDE2 inhibitor) valamint a 2'-

deoxycoformycin (DCF; potens és szelektiv ADA inhibitor) hatasat hasonlitottuk
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0ssze CPA-val felvett E/c gorbékre eu- illetve hyperthyreoid tengerimalac bal

pitvaron.

2.4. A koncentracio-hatas (E/c) gérbék aszimmetriaja

Noha egy tipikus E/c gorbe linearis abrazolas esetén derékszogu
hiperboladhoz kdzelit, szemilogaritmikus abrazolas mellett pedig szimmetrikus
szigmoid lefutdst mutat, a E/c gorbék valtozatos alakokat vehetnek fel. Egy
szemilogaritmikusan abrazolt E/c gérbe akkor szimmetrikus, ha a gérbe
k6zéppontja (a maximalis hatas felénél) és inflexios pontja (ahol az elérefelé
konvex als6 gorbulet atcsap a hatrafelé konvex felsé gorbiletbe) egybeesik
(Motulsky és Christopoulos, 2003).

A Hill egyenlet (Id.: 2.4., 2.13. és 3.2. egyenletek) altal definialt figgvény
mindig szimmetrikus, ami a legtobb esetben megfeleld illeszkedést biztosit a
kisérletesen meghatarozott E/c gorbékre (Giraldo és mtsai, 2002). Az esetek
kisebb részében azonban a Hill egyenlettel (vagy mas, szimmetrikus fliggvenyt
definialé egyenlettel) illesztett kisérletes adatok hamis eredményt adnak a E/c
gorbék aszimmetriaja miatt (Van Der Graaf és Schoemaker, 1999). A E/c gbrbek
aszimmetrigjat figyelembe vevé egyenlet alkalmazasaval, mint amilyen példaul a
Hill egyenletbdl kifejlesztett Richards egyenlet (Richards, 1959; 3.3. egyenlet), ez a
hiba kikliszdbdlhetd, igaz ennek ara van (a Richards egyenlet eggyel tobb
regresszios paramétert tartalmaz, mint a Hill egyenlet, ami noveli az illesztés

bizonytalansagat).

Az RRM egyenletében a jelen értekezés masodik vizsgalatanak harmadik
szakaszaig a Hill modell definialta az agonista koncentracio és a hatas kozotti
kapcsolatot (2.2., 3.8. egyenletek). A 2.1. egyenlet és a Richards egyenlet
kombinalasa révén azonban az RRM tovabbfejleszthetd agy, hogy az
aszimmetrikus E/c gorbéket is precizen kezelni tudja (Id. késébb: 3.9. egyenlet). A
Hill modellen illetve a Richards modellen alapul6 RRM megbizhatésaganak

dsszehasonlitasa volt a jelen disszertacio in silico vizsgalatainak masik célja.
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2.5. Kvantitativ receptor modellek

2.5.1. A Hill-Langmuir egyenlet

A receptorelméletet sokan a farmakoldgia legjellemzébb és egyben
legjelentésebb elméleti eredményének tartjak (Kenakin, 2004; Colquhoun, 2006;
Rang, 2006; Maehle 2009). A szervezet ,receptiv szubsztanciainak” lIétezését -
tudomanyos formaban - el6sz6r John Newport Langley vetette fel 1878-ban. Paul
Ehrlich 1897-ben, Langley-t4l fliggetlentl kidolgozott modellje szerint bizonyos -
exogén illetve endogén - anyagok az €l6é szdvetekben specifikus endogén
kotéhelyekkel valo kapcsolodas révén valnak képessé hatasuk kifejtésére. Ezt
fejezi ki hires mondasa is: ,Corpora non agunt nisi fixata”, vagyis “A testecskék
nem fejtenek ki hatdst, hacsak nem kotédnek”. Ezt az elképzelését el6szor csak
tapanyagokra és toxinokra vonatkoztatta, késébb viszont a tébbi bioaktiv anyagra
is kiterjesztette. Magat a ,receptor” kifejezést 1900-ban hasznalta elészér Ehrlich
(Maehle, 2009).

Napjainkban receptor alatt olyan strukturat értlink, melynek a ligand
specifikus megkotésén tul (,kognitiv” funkcid) jelerésité szerepe is van (transzducer
funkcio), amennyiben persze a ligand agonista, vagyis a kotédés révén olyan
konformaciovaltozast indukal a receptoron, ami végeredményben megvaltoztatja a
receptort hordoz6 sejt mikodését. A ligand és a receptor kapcsolatat kvantitative
els6ként Archibald Vivian Hill jellemezte 1910-ben. Mivel néhéany évvel késébb tdle
flggetlenil ugyanezt az dsszefliggést Irving Langmuir is leirta a gazok
fémfellleten valo adszorpcibjara, a kérdéses egyenletet ma Hill illetve Langmuir
egyenletnek is hivjak (Kenakin, 2004; Colguhoun, 2006; Rang, 2006). A
legfrissebb ajanlas alapjan egy agonista koncentracioja és a kivaltott hatas kozotti
kapcsolatra a Hill egyenlet elnevezést hasznéljuk, mig egy ligand koncentracioja
és a ligandot koétott receptor koncentracidja kozotti 6sszefuggest Hill-Langmuir
egyenletnek nevezzik (Neubig és mtsai, 2003). A Hill egyenlet tekinthetd a legelsé
kvantitativ receptor modellnek, mig a Hill-Langmuir egyenlet az elsé 6sszefiiggés,
amelyik leirja a kapcsolatot két egymashoz kotédni képes anyag és kettejik

komplexének koncentracioi kdzott.
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A Hill-Langmuir egyenlet (2.4.) levezethet6 a tomeghatas térvényének

egyensulyi allapotra vonatkozé formajabadl (2.3. egyenlet):

o - 2.3.
nL+ R«l]kD LR
LRI =[R1GT —(rye LT 20,
L7 +K, L +(K)"

ahol: L - a ligand; R - a receptor; LR - a receptor-ligand komplex; [LnR] - a
receptor-ligand komplex koncentracioja (receptor okkupancia); [Rq] - az 6ssz-
receptor (szabad + kotétt) koncentracio; [L] - elvben a szabad ligand
koncentracidja, a gyakorlatban az 6ssz-ligand koncentracidval helyettesitik; k;
illetve k; - az asszociacio illetve a disszociacié sebességi allanddja a ligand-
receptor komplexre nézve; Kq = ko/k; - a ligand-receptor komplex egyensulyi
disszociacios allandoja; K - a féltelitési ligand koncentracio (ha n =1, egyenld a Kq
ertékkel); n - a 2.3. egyenletben a ligand-kotéhelyek szama egy receptoron, a 2.4.
egyenletben azonban ennél nehezebben interpretalhato (Hill koefficiens vagy Hill
slope faktor, Id. késébb). A K a ligand receptorhoz valé affinitasanak mértéke:
minél kisebb, annal nagyobb az affinitas. A [L]"/([L]™+[K]") hanyados (a 2.4.
egyenlet jobb oldalan) az un. frakcionalis receptor okkupancia.

A 2.4. egyenlethez tartozik néhany feltétel, melyek egy része az egyenlet
levezetésekor tett elhanyagolasokra vezethetd vissza. A legfontosabb feltétel, hogy
a folyamat elérje az egyensulyi allapotot, maskulonben az asszociacio és a
disszociacio sebessége befolyasolja az eredményt (ami in vivo vizsgalatok soran
gyakori hibaforras, Id.: Kenakin, 2009). Tovabbi feltétel, hogy a szabad ligand
koncentracié ne legyen Iényegesen kisebb az 6ssz-ligand koncentracional (ez
biolégiai rendszerekben altaldban teljesil, mivel az 6ssz-ligand koncentracio
lényegesen meghaladja az dssz-receptor koncentraciot). Lényeges az a feltétel is
(a 2.3. egyenletben leirt reakcié megkoveteli), hogy az azonos receptoron levd

kotéhelyekre egyszerre kotédjenek be a ligandok, vagyis csak a szabad L, szabad
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R és a teljesen kotott LR formak fordulhatnak el6. Ha a részlegesen ligand-kotott
receptor-formak felhalmozddnak, a 2.4. egyenlettel végzett gorbeillesztés rossz
becslést ad az egyenletben szereplé anyagok egyensulyi koncentracioira illetve az
interakciot jellemzé konstansokra (Weiss, 1997). Ezzel 6sszhangban, noha a Hill
koefficiens eredetileg a kdtédési reakcio egyenletébél szarmazik (2.3. egyenlet), a
Hill-Langmuir egyenlet csak akkor ad pontos becslést az egy receptoron el6forduld
(egynél tobb) kotéhelyek szamara, ha erds pozitiv kooperacié all fenn a kétéhelyek
kozott. Ennek oka, hogy az elsé ligand bek6tédése utan meredeken névekvd
affinitas nagymeértékben noveli az Gjabb ligandok kétddésének esélyét és ezaltal
minimalizalja a részlegesen ligand-kotott receptorok koncentracidjat. Amennyiben
egy receptoron tébb kétéhely van, amelyek kdzott nincs erés pozitiv kooperacio, a
Hill koefficiens alabecsili a kétéhelyek szamat és ezzel parhuzamosan tulbecsuli a
Kg-t (vagy K-t) (Weiss, 1997).

2.5.2. Az okkupacios modell

Langley és Ehrlich eredeti felvetését kovetéen Alfred Joseph Clark dolgozta
ki az els6 atfogo receptorelméletet, az in. okkupéciés modellt, melynek alapjat Hill
egyenlete képezte (Kenakin, 2004; Colquhoun, 2006; Rang, 2006). Ennek
megfeleléen az okkupacios modell korai formajaban a Hill-Langmuir egyenletben
taladlhato [L,R] és [Rg] helyett az agonista koncentracio hatasa és az elérhet6

legnagyobb hatas szerepelt.

Kiderllt azonban, hogy a ligand-receptor kdlcsdnhatas tulajdonsagai nem
vihetdk at valtoztatas nélkll az agonista-hatéas kapcsolatra. Az elméleti
varakozasok és a kisérletes tapasztalatok kozotti ellentmondasok kikiiszébolésére
az okkupaciés modellt Robert Stephenson radikalisan modositotta. Az addig
egységként kezelt receptormiikodeést két részre bontotta: jelfelismerésre és
jelatvitelre. A Hill-Langmuir egyenletet (egységnyi eértéken rogzitett Hill koefficiens
mellett) a jelfelismerd funkcio kvantifikdlasara szoritotta vissza, a jelatvitel leirdsara

pedig egy flggvényt vezetett be, amely az agonista-receptor komplex

“ sz
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késbébbiekben még tébbszér mddositott okkupaciés modell végsé formaja és

annak reakciéegyenlete (Ruffolo, 1982):

0 - 2.5.
A+R “Dk B AR= E
E=E, F{¢]AR}= EmEf{a‘[]JRO] Gﬂ} 2.6.
[A] +K

ahol (a még nem értelmezett jel6lések): A - az agonista; E - a hatés; Ey, - a
legnagyobb elérhet6 hatas az adott rendszerben; [A] - az agonista koncentracioja
(a 2.4. egyenletnél latott modon eredetileg a szabad agonista koncentracio, de a
gyakorlatban az 6ssz-agonista koncentracio); [AR] - az agonista-receptor komplex
koncentracidja; € - az agonista intrinzik hatékonysaga (intrinsic efficacy); f - az a
fliggveny, amely az intrinzik hatékonysaggal korrigalt receptor okkupanciat a

hatashoz kapcsolja.

A receptor jelfelismerd és jelatvivé mikodésének megkulonbodztetése
idétallo hipotézisnek bizonyult. A 2.6. egyenletben a jelfelismerést az affinitas
jellemzi, melynek mértéke a K, a jelatvitelt (jelerdsitést) pedig az En,, az € és az [Ro)
hatédrozzak meg. A Hill koefficiens n = 1 értéke &ltalaban nem okoz problémat,
mivel a receptorok tbbbségénél 6sszhangban van a ligandkotés
sztochiometrigjaval. Az f figgvény bevezetése azonban elvette az okkupéaciés
modell egzakt (tisztdn kvantitativ) jellegét. Emiatt gyakorlati haszna leginkabb az
egyes agonistak egymashoz képesti jellemzésében volt, amikor is az azonos
rendszerben vizsgalt killonbdzé agonistakra kapott megfelelé adatokat egymassal
elosztotték, igy az f fliggvényt kiejtve megkaptak az agonistak intrinzik
hatékonysagainak aranyat (Ruffolo, 1982; Black és Leff, 1983).
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2.5.3. Az agonizmus operativ modellje

Az agonizmus operativ modellje az elsé olyan egzakt receptormikdodési
modell, amelyet a szemikvantitativ okkupacios modell (2.6. egyenlet)
hianyossagainak kikiiszébolésére dolgoztak ki. Az operativ modell egyben az
utols6 olyan egzakt modell, amely - a Hill egyenlethez hasonl6an - altalanos,
vagyis a receptormikoédés mechanizmusara vonatkozéan nem tartalmaz
el6feltevéseket (illetve csak nagyon altaldnosakat). Alapjat az alabbi
reakcioegyenlet képezi (Black és Leff, 1983):

ot - o
NopA+ Ny R+ERf ' nopAR+e " (AR, Eff 2.17.
ky Ko

ahol (a még nem definialt jeldlések): Eff - a vizsgalt hatas kialakulasdhoz
sziikséges posztreceptorialis elemeket szimbolizald effektor, amelynek
elhanyagolhatoan kicsi az affinitasa a szabad receptorhoz, de nagy az agonista-
receptor komplexhez; (AR), Eff - az agonista-receptor-effektor komplex; ki’ illetve
ko' - az asszociacio illetve a disszociacio sebességi allandoja az agonista-receptor-
effektor komplex esetében; nop - az operativ meredekségi tenyezé, amely az egy
(hatékony) agonista-receptor-effektor komplex kialakitasahoz sziikséges agonista-

receptor komplexek szamaként interpretalhaté (operativ slope faktor).

A 2.7. egyenlet elsé részében szereplé anyagok egyensulyi koncentracioit a
Hill-Langmuir egyenlet irja le, a masodik részében szerepléket pedig egy a Hill
egyenlettel ekvivalens dsszefliggés, amely a jelatvitelt kvantifikalja (Black és Leff,
1983):

(AR =[R]EA_ . E(-[(AR), Eff])=E, 3—2 "
[A] +K *

[AR™ + K"

2.8.6s2.09.
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Behelyettesitve a 2.8. egyenletet a 2.9. egyenletbe, majd rendezve azt a

kovetkezd dsszefliggést kapjuk (Black és Leff, 1983):

E-E O (A DRY)™ e o (AE)vw

" K AHK) Y +(ATRI)™ " (AI+K)™ + (A E)™

ahol (a még nem definialt jelolések): [(AR)n, Eff] - az agonista-receptor-
effektor komplex koncentracidja (amelyrél feltételezzik, hogy egyenesen aranyos
a hatassal); Kg - a félmaximalis E-et 1étrehoz6 agonista-receptor komplex
koncentracid; t - az un. operativ hatékonysag (t = [Ro]/Kg), amely az agonista
hataslétrehoz6 képességének (efficacy) mértéke: mennél nagyobb, annél nagyobb
hatést képes létrehozni az agonista, ha egyszer bekotédott. A 2.8. és a 2.9.
egyenletekben szereplé nop inkabb a jelatvitel egészét jellemzi, mint tisztan a
szignaltranszdukcié molekularitasat (hasonléan a Hill-Langmuir egyenlet Hill
koefficienséhez a kotédési reakcidé molekularitasat illetéen).

Mind az okkupacios, mind az operativ modellel szemben elméleti kifogas
fogalmazddott meg (Colquhoun, 1987, 1998, 2006; Bindslev, 2008). Ennek
lényege, hogy reakcidegyenleteik (2.5. és 2.7. egyenlet), melyek a hatasig vagy
egy azzal egyenesen aranyos mennyiségig mennek el, nem tartalmazzak a

kovetkezd izomerizaciés (konformacio-valtd) lépést (del Castillo és Katz, 1957):

ahol (a még nem definialt jeldlések): AR illetve AR* - az inaktiv illetve aktiv
(a hatas létrehozéasat lehetdve tevé konformaciovaltas elétti illetve uténi) agonista-
receptor komplex; k;” illetve k" - az aktivacio illetve az inaktivacié sebességi

allandogja.

A 2.11. egyenletben vazolt Iépésnek a 2.5. és a 2.7. egyenletekbdl valo
kimaradasa problematikussa teszi a 2.6. és a 2.10. egyenletekben szereplé K
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értelmezését. Emiatt a 2.10. egyenlet illesztése révén kapott K értékek Colguhoun
szerint nem becslik pontosan az agonista-receptor komplex egyensulyi
disszociacios konstansat (az un. mikroszkopikus affinitast), mivel ezeket a K
értékeket nem csak a mikroszkopikus affinitas hatarozza meg, hanem az agonista
hatéslétrehozo6 képessége (efficacy) is, melynek része az agonistat kotott receptor
aktivalasdnak képessége is. Megkulonbodztetésil ezeket a K értékeket
makroszkopikus affinitasnak nevezték el (Colquhoun, 1998, 2006).

A del Castillo-Katz lépés (2.11. egyenlet) figyelembevételével
tovabbfejlesztett receptorfunkcié modellek kozilik a legegyszeribb a kovetkezd
(Colquhoun, 1998; Bindslev, 2008):

AllL
E=E, A

2.12.
" AIIL+L) +K

ahol (a még nem vagy masképp értelmezett jeldlések): K - az inaktiv
agonista-receptor komplex egyensulyi disszociacios allanddja, amely a
mikroszkopikus affinitds meértékének tekinthetd; L - az agonista-receptor komplex

egyensulyi aktivacids allanddja (izomerizaciés konstans: L = k;"/ky").

Figyelemremeéltd, hogy numerikusan az L egyenl6 a t-val, ha az nop = 1 (Id.:
2.10. egyenlet). Ez egyben azt is jelenti, hogy a 2.12. egyenlet és az operativ
modell (2.10. egyenlet) egységnyi no, esetén alakilag megegyeznek, csak a ket f6
jellemzd, az affinitas (K) és a hataslétrehozo képesséqg (t illetve L) értelmezésében
térnek el. A hataslétrehozo képességet (jelatvitelt) a t illetve L mellett az Ey, is
meghatarozza, de ez utdbbi csak a rendszer részérél (tehat az agonista

tulajdonsagaitdl fuggetlenal).

A 2.12. egyenlet altal fémjelzett modell azonban mar nem tekinthetd
altalanosnak, mivel a mogottes reakcioegyenlet csak az aktiv agonista-receptor
komplex kialakulasaig koveti a folyamatot (mint ezt az L értelmezése is mutatja), a
hatést egyszeriien egyenesen aranyosnak veszi az aktiv agonista-receptor
komplex koncentracigjaval. A 2.12. egyenlet ennek megfeleléen pl. ioncsatorna-

receptorok jellemzésére alkalmas, amennyiben a hatas pl. az ionkoncentracié
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valamely kompartmentben val6 valtozasa (tehat egy olyan mennyiség, amely
egyszer(i médon fligg az ioncsatorna nyitasatél, vagyis a receptor aktivacioéjatol)
(Colquhoun, 1998; Bindslev, 2008).

2.5.4. A Hill egyenlet

A receptormikodés altalanos (sét legaltalanosabb és legegyszer(ibb)
modelljének a torténelmi Hill egyenlet altal rogzitett 6sszefliggés tekinthetd. A
2003-as ajanlas szerinti Hill egyenlet (Neubig és mtsai, 2003) egy kdzismert

formaban:

L A
"IA" + (ECy)"

E=E 2.13.

ahol (a még nem definialt jelolések): Emax - az adott agonistaval az adott
rendszerben elérhetd legnagyobb hatas (szemben az E-mel, amely fliggetlen az
agonistatol); ECso - az Enax felét kivalté agonista koncentracié. Az ECsp a K helyére
kerdlt, ez kulonbozteti meg a 2.13. egyenletet az okkupacios modell korai
formajatal illetve a késébbi forma receptorialis jelfelismerést leird részétél (Id.: 2.6.

egyenlet).

A 2.13. egyenletet nem érinti David Colquhoun kritikaja a del Castillo-Katz
lépés figyelmen kivil hagyaséaval kapcsolatban (Colquhoun, 1987, 1998, 2006),
mivel a Hill modell (és néhany hasonloan egyszer( modell, mint a Richards
egyenlet, Hodgkin egyenlet, Douglas egyenlet, Gompertz egyenlet; Id.: Keller és
mtsai, 2002) nem bontja fel a receptormikodést jelfelismerd és jelatvivé funkcidra.
Ebbél kovetkez6en a Hill egyenlet és a tobbi egyszerl modell nagymértékben (bar
nem teljesen) figgetlen a receptormiikddés mechanizmusatol. Ennek az az éara,
hogy paramétereik, amelyek az agonista koncentraciét a hatashoz illesztik, tisztan

empirikusak, vagyis nincs fiziko-kémiai jelentésiik (Giraldo és mtsai, 2002).
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2.5.5. A céljainknak megfelelé modell kivalasztasa

A E/c gorbék szamitdgépes szimulacidjdhoz a receptormikédési modellek
kozil az operativ modellt (2.10. egyenlet) valasztottuk ki. A déntést megalapozé

szempontok a kdvetkez6k voltak:

1. Az operativ modell teljesen kvantitativ (egzakt) receptormikodési modell
(Black és Leff, 1983).

2. Az operativ modell &ltalanos, nem tartalmaz a jelatvitel mechanizmusara

vonatkoz6 megszoritast (Black és Leff, 1983).

3. Az operativ modell a legegyszeribb olyan kvantitativ modell, amely az
agonistat és a rendszert kulon jellemzi (mar amennyire ez lehetséges). A modell
megkulonbozteti az agonistak két, altaldnosan kiulon kezelt tulajdonségat, a
receptorhoz val6 affinitast és a kétédés utani hataskivaltd képességet (efficacy)
(Black és Leff, 1983; Giraldo és mtsai, 2002).

4. Az operativ modellnek van olyan kiterjesztett form4ja, amely képes két,
ugyanarra a receptorra specifikus agonista szimultan hatasét leirni (Leff és mtsai,
1993). Ezzel lehetdség nyilik a torzito és a teszt agonista hatasat ugyanabban a

rendszerben szimulalni.

5. Az operativ modell egységnyi meredekségi tényezd (nop) esetén
szimmetrikus figgvényt hataroz meg, ny, # 1 esetén viszont aszimmetrikus
fliggvényt (Giraldo és mtsai, 2002). Ez a modell tehat alkalmas az aszimmetria

hatasanak tanulméanyozasahoz.

6. Az operativ modell E/c gbrbe adatokra val¢ illesztése esetén szamolni
kell az affinitast és az efficacy-t jellemzd regresszids paraméterek (K és 1) kdzotti
korrelacidval, vagyis azzal, hogy a gorbeilleszté program kdnnyen tulbecstlheti az
affinitast az efficacy ezzel parhuzamos alulbecslésével, illetve forditva (Van der
Graaf és Stam, 1999). Az operativ modellel meghatérozott K és t megbizhatésagat
ezen tul interpretécids probléma is zavarja. Mivel a del Castillo-Katz lépés (2.11.
egyenlet) kimaradt az operativ modell reakciéegyenletébdl, felmeriil a kérdés, hogy
a K az agonista-receptor komplex egyensulyi disszociaciés konstansa-e

(mikroszképos affinitas), vagy magéban foglalja a receptor konformacio-valtasanak
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(izomerizaciojanak) jellemzését is (makroszkdpos affinitas) (Colquhoun, 1998). Ez
a kérdés a teoretikus valasztdl fiiggetlenil neheziti az operativ modell illesztésével
kapott eredmények értelmezését. Ezzel szemben mi a 2.10. egyenletet nem
gorbeillesztéshez, hanem algebrai szamitashoz hasznaltuk, tehat mi donthettik el,
hogyan értelmezzik a K-t és a t-t. A disszertaciét megalapoz6 szamitdégépes
szimul&cio soran a K-t a mikroszkopos affinitas mértékének tekintettik, a -t pedig
mindazon folyamatok jellemzéjének, amelyek a még inaktiv agonista-receptor
komplex koncentracidjat és a hatast 6sszekapcsoljak. Ezzel kikertltik azokat az
elméleti és gyakorlati problémékat, amelyek az operativ modell alkalmazésat
érintik.
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3. Anyagok és m odszerek

3.1. A tiroxin-kezelés és az ADA gatlas hatdsanak ex vivo vizsgalata

3.1.1. Oldatok

Kisérleteinkhez a kdvetkezé anyagokat hasznaltuk: médositott Krebs-
Henseleit pufferhez (Krebs oldat) sziikséges sok; adenozin; inozin; N°-
cyclopentyladenosine (CPA); erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)adenine (EHNA); 2'-
deoxycoformycin (pentostatin, DCF); az L-tiroxin Na-s6janak pentahidratja (T4). A
Krebs oldathoz valé s6kat a DEOEC Egyetemi Gydégyszertarbél szereztik be, a
tébbi vegyszert a Sigma-tél (St. Louis, MO, USA) rendeltik, kivéve a DCF-et,
amely a Wyeth Pharmaceuticals (Collegeville, PA, USA) ajandéka volt.

A Krebs oldat dsszetétele (mM): NaCl: 118; KCI: 4.7; CaCl,: 2.5; NaH,POy:
1; MgCly: 1.2; NaHCO3: 24.9; D-glikéz: 11.5; acidum ascorbicum: 0.1 (bidesztillalt
vizben oldva). Az adenozint és az inozint 36 C-os Krebs oldatban oldottuk fel. A
10 mM CPA térzsoldatot etanol és viz 1:4 (V/V) aranyu oldataval készitettik, ezt
Krebs oldattal higitottuk tovabb. Az EHNA-t etanol és viz 1:1 (V/V) aranyu
elegyében oldottuk (az etanol koncentracidja a szervkadakban sosem haladta meg
a 0.53 V/V %-ot). A DCF oldatot a gyart6tol kapott Nipent™ ampulla tartaimanak
eléiras szerinti oldasaval kaptuk. A T, fiziolégias sooldatban kerult felhasznalasra,
amely a T, elézetes, 3 M NaOH oldatban valo feloldasa miatt 0.01 m/V % NaOH-ot

tartalmazott.

A preparatumok tapoldata minden esetben 36 TC-os Kr ebs oldat volt.

3.1.2. Allatok

Kisérleteinkhez 400-700 g testtdbmegl him tengerimalacokat hasznaltunk

fel. Az allatok tartasa, el6kezelése és feldolgozasa 6sszhangban volt a Debreceni
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Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak Etikai Kodexében
megfogalmazottakkal és az ide vonatkoz6 Eurépai Uniés eléirasokkal.

3.1.3. In vivo kezelés

Az allatokat random moddon két részre osztottuk: T4 kezelt és olddszer-kezelt
(S kezelt) csoportra.

A T4 kezelt csoport tagjai 330 pg/testtomeg kg T,4-t kaptak naponta egyszer
ip., mig az S kezelt csoport allatai a T, oldészerét kaptak ip. (in vivo kezelés). A

kezelés 8 napig tartott, az allatok felhasznalasa a 9. napon tortént.

3.1.4. A bal pitvarok preparalasa és eléinkubacioja

A tengerimalacokat guillotine segitségével lefejeztik. A mellkas feltarasa
utén a szivet eltavolitottuk és 5 T-0s oxigenalt K rebs oldatba helyeztik. A bal
pitvart levagtuk, majd az apex auriculae-ra €s a vagott szél ettdl legtavolabbi
pontjara egy-egy vékony fonalat csoméztunk. Az apexre kotétt fonalat teflon
szervtarto (,tuskd”) also részéhez rogzitettiik, majd a tuskot (fennmarado
térfogataban) 10 cm®-es, Krebs oldattal feltsltétt szervkadba (TSZ-04,
Experimetria, Budapest) helyeztik. A Krebs oldatot 95% O, és 5% CO, elegyével
oxigenaltuk, ami az oldat pH értékét 7.4-re allitotta be. A pitvar masik fonalat
izometrias mechano-elektromos atalakité (,transzducer”; SG-01 D, Experimetria,
Budapest) érzékeldjehez rogzitettik, majd a pitvart 10 mN flggdleges iranyud
alapfeszités ala helyeztik, melyet a kisérlet folyamén (a mosésok utan)

rendszeresen ellendriztiink és korrigaltunk.

A pitvarokat a felfliggesztés befejeztétél programozhaté elektrostimulatorral
(ST-02, Experimetria, Budapest) ingereltik a tuskén talalhato platina elektrodokon
keresztil. A pontszer( ingerlést 3 Hz frekvenciaval, 1 ms impulzusszélesség
mellett, masfélszeres kiiszdbfesziltséggel (kb. 1 V) végeztik. A kontrakcidkkal
aranyos elektromos jeleket 6 csatornas poligrafon (BR-61, Medicor, Budapest)

rogzitettik.

30



Az ingerlés megkezdése utan valamennyi pitvart 50 percen keresztul
el6inkubaltuk Krebs oldatban, ami alatt a kontraktilitasi paraméterek stabilizalodtak.
A szervkadak oldatat 15-20 percenként cseréltiik (mosas). Az S kezelt és T, kezelt
csoportba tartozo pitvarokat random modon tovabbi 4-4 alcsoportba soroltuk az
eléinkubécié alatt (Id. késébb). A pitvarok izometrias 6sszehuzédasait

regisztraltunk, kontrakcids erének az 6sszehluzodasok amplitidojat tekintettik.

3.1.5. Adenozin E/c gorbék

Az el6inkubéacié utan minden kisérleti alcsoportban elséként kumulativ

adenozin E/c gorbét vettink fel, ami a kdvetkezé célokat szolgalta:

1. Biztositotta a preparatumok ,edzését” (csokkentette a masodjara felvett

E/c gbrbe adatainak szérasat).

2. Verifikalta a T, hatasat a pitvarokon (mivel a T4 kezelés markansan

megvaltoztatja az adenozinra adott valaszt, Id.: 4.1.3. alfejezet).

3. Az 4ltala nyert adatok alapjan zéartuk ki az anomalis pitvarokat a
vizsgalatbal (Id.: 3.1.9. alfejezet).

4. lgazolta az azonos in vivo kezelés( csoportok homogenitasat (legalabbis

az adenozinra adott valasz szempontjabol).

Az adenozin mint A; receptor agonista kulondsen alkalmas ezekre a
célokra, mivel masodperces felezési ideje miatt gyorsan és zavaré metabolitok
hatrahagyasa nélkil eliminalédik a preparatumbdl, igy a kovetkezd E/c gorbét nem

zavarja.

3.1.6. In vitro kezelés

Az adenozin kimosasa (15-20 perc) utan két protokoll egyikét hajtottuk
végre a kialakitott alcsoportokon. Az egyik protokoll alapjan a pitvarokat 60 perces
in vitro kezelésnek vetettik ala a kovetkezé alcsoportok esetében (az alcsoport

nevében szerepld vegyulettel):
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1. S kezelt kontroll alcsoport (S Co; n=7)

2. S és EHNA kezelt alcsoport (S EHNA; n = 7)
3. S és DCF kezelt alcsoport (S DCF; n = 8)

4. T4 kezelt kontroll alcsoport (T Co; n =7)

5. T4, és EHNA kezelt alcsoport (T EHNA; n = 8)
6. T4 és DCF kezelt alcsoport (T DCF; n = 8).

A masik protokollhoz tartozo6 két alcsoport nem kapott in vitro kezelést (a
masodik E/c gorbe kdzvetlenil a 15-20 perces moséas utan kertilt felvételre):

1. S kezelt alcsoport (S @; n = 4)

2. T4 kezelt alcsoport (T G; n = 4).

3.1.7. CPA E/c gorbék

Az in vitro kezelt hat alcsoport pitvarain kumulativ E/c gorbét vettiink fel
CPA-val, amely igen szelektiv A; receptor agonista. Mivel a CPA nem szubsztratja
a myocardiumban taldlhaté adenozin-bonto illetve Ujrahasznosité enzimeknek,
vérmentes pitvarszovetben a E/c gorbe felvétele alatt (20-40 perc) alig csokken a
koncentracibja (Gesztelyi és mtsai, 2004). A CPA lassu eliminacioja miatt nehezen
tavolithatd el a pitvarbdl, ezért lemondtunk az dnkontrollos kisérleti elrendezésrél
(amelyben ugyanazon a preparatumon vettiink volna fel ,kontroll” és ,in vitro
kezelt” CPA E/c gorbét). Emiatt hoztunk Iétre kilon kontroll alcsoportokat,

amelyekhez a tébbi alcsoportot hasonlitottuk (az azonos csoporton belll).

3.1.8. Inozin E/c gbrbek

Az in vitro kezelés nélkuli két alcsoport pitvarain inozinnal vettink fel
kumulativ E/c gorbét. Az inozin képes befolyasolni a sziv adenozinerg rendszerét,
ezért vizsgaltuk az altala kifejtett direkt inotrép hatast.
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3.1.9. Bevalasztasi kritériumok

A pitvaroknak 3 feltételt kellett teljesitenilk, hogy bekerlljenek az

elemzésbe.

1. A nyugalmi kontrakcids erének el kellett érnie az 1 mN-t az adenozin E/c

gorbe eldbtt.

2. A pitvarok mechanikai aktivitdsa szabalyos (arrhythmiatol mentes) kellett

legyen.

3. Miutan kivalasztottuk az adenozin E/c gorbék ECsp-€hez legkdzelebbi
adenozin koncentraciot (S kezelt pitvarok esetében ez 10 uM volt, T, kezelteknél
pedig 100 uM), az arra adott valasznak belll kellett lennie a szamtani kdzép + 2
SD (standard deviacid) intervallumon. A szamtani kdzepet és a SD-t az els6 két

feltételt teljesité pitvarokra hataroztuk meg, kilén az S és a T, kezelt csoportban.

Minden pitvar adatait felhasznaltuk, amelyik teljesitette a 3 bevalasztasi

kritériumot.

3.1.10. A kontrakci6s eré és E/c gorbe adatok feldolgozasa

A preparatumok intakt kontrakcios erejének az elsé E/c gorbe felvétele
soran mért kiindulasi kontrakcids erét tekintettiik. Az in vitro kezelés hatasara (még
a masodik E/c gorbe felvétele elétt) kialakult kontrakcids erét az intakt kontrakcios
erd szazalékaban fejeztik ki a kezeléshez hasznalt szer inotrép hatdsanak

jellemzésére.

A E/c gorbék felvétele soran egy adott agonista koncentracié hatdsanak a
kontrakcios eré legnagyobb csokkenését vettik a kiindulasi kontrakciés erd
szazalékdban (az adott koncentracio jelenlétében). A E/c gorbék pontjaira a Hill
egyenletet illesztettilk (3.2. egyenlet). Az egyes preparatumok valaszkészségét az
adott agonistaval szemben E/c gorbéjiuk Emax I0gECso €s n paramétereivel

jellemeztik.
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3.1.11. Statisztikai elemzés

Az egyes csoportok illetve alcsoportok adatainak eloszlasat normalitas-
vizsgalattal ellenériztik. Homogén varianciakat mutatd két csoport szamtani
kozepeinek dsszehasonlitdsahoz kétoldalu kétmintas parositatlant Student-féle t
tesztet hasznaltunk, ha viszont a két csoport varianciai kilénboztek, Welch-
korrigdlt t tesztet. Ketténél tobb csoport 6sszehasonlitasat kétutas
varianciaanalizissel (ANOVA) végeztik, melyet Bonferroni poszt-teszttel

egeészitettlink ki. A véletlen oki szerepét p<0.05 esetén vetettik el.

A E/c gbrbék esetében egyrészt az azonos koncentraciékhoz tartozo,
alcsoportonként atlagolt hatasokat hasonlitottuk 6ssze, masrészt a Hill egyenlet
illesztésével nyert Emax I0gECso és n értékeket (az ECso logaritmalaséra azért volt

szlUkség, hogy az adatok normal eloszlasuva valjanak).

3.2. Az agonista- és rendszer-tulajdonsagok hatasanak in silico

vizsgalata

A szimul&cié soran elész0r agonistakat és farmakologiai rendszereket
definialtunk, majd ebbdl kiindulva megszerkesztettiik az agonistak E/c gorbéit és
meghataroztuk ezek alaki sajatossagait. Ezt kbvetéen olyan E/c gbérbeket
szerkesztettlink, amelyek két-két agonista szimultan hatasat jelenitették meg
ugyanabban a rendszerben. Az agonista parok egyik tagjat allandé koncentracidval
vettik figyelembe mint torzité agonistat, mig a masikbdl mint teszt agonistabol
felszallo koncentracio sort képeztink. Ezutan a E/c gorbéket gy transzformaltuk,
mintha a torzité koncentraciokat figyelmen kivil hagytuk volna felvételiik soran. Ezt
kovetéen az RRM segitségével meghataroztuk a torzitd koncentracidkat a
transzformalt (torzitott) E/c gorbék és a teszt agonistak egyeduli hatasat
reprezentalé E/c gbrbék adatainak felhasznalasaval. Ha a torzito és a teszt
agonista azonos volt, a gorbeillesztéssel kapott regressziés paraméterek

kozvetlenll adtak meg a torzitd koncentraciot, ha nem, a regresszios
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paramétereket még atszamoltuk az alkalmazott torzité agonista koncentraciojava.
Végezetil az igy kapott becsléseket 6sszehasonlitottuk azokkal a torzité agonista
koncentraciokkal, amelyeket a szimulaci6 soran hasznaltunk mint input adatokat. A
torzitd és a teszt agonista kulonbdzéségenek hatasan tal a farmakoldgiai rendszer
egy jellegzetességének hatasat is vizsgaltuk az RRM pontossagara oly modon,
hogy a E/c gbrbék szimulacidjat tobbféle gorbe-meredekségi faktor mellett is
elvégeztik. Az in silico vizsgalatok harmadik szakaszdban az RRM soran a
gorbeillesztéshez két egyenletet is hasznaltunk. Az egyik az RRM hagyoméanyos
egyenlete, mig a masikat kilon ehhez a vizsgalathoz szerkesztettik meg oly
maodon, hogy figyelembe tudja venni az illesztett E/c gorbék esetleges

aszimmetrigjat.

3.2.1. Torzitatlan, egyagonistas E/c gorbék szerkesztése

A paraméterek megvalasztdsaval agonistakat és farmakologiai rendszereket
definidltunk az agonizmus operativ modelljének keretein belll, majd ezek alapjan
hatas értékeket szamoltunk ki az alabbi egyenlet segitségével, ami tartalmilag
ekvivalens a 2.10. egyenlettel (eredeti formajaban Id. itt: equation (10); Black és
Leff, 1983):

[Ro]™ [&™
KEnOp [QK +C)n0p +[R0]n0p m:nop

3.1.

ahol: E - a hatas; En, - a legnagyobb elérhetd hatas az adott rendszerben;
[Ro] - a receptor koncentracio; c - az agonista koncentracio; K - az agonista-
receptor komplex egyensulyi disszociacios konstansa (az agonista affinithsanak
reciprok jellegi mértéke); Kg - az agonista kétédés utani hataskivaltd
képessegének (efficacy) reciprok jellegl mértéke; nyp - az operativ meredeksegi

tényezé (operational slope factor).

Szimulécids vizsgalataink elsé és masodik szakaszaban az agonistakhoz
harom lehetséges K érték (10° M; 10 M; 10”7 M) és Ke (10™* M; 10 M; 10™° M)
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egyikét rendeltik. A K és Kg értékek kombinéacidja kilenc kilonb6zé agonistat
eredményezett, melyeket A-tél I-ig jeloltiink. Az [R] illetve E, rendszer-
paramétereket az in silico vizsgalatok soran végig 10™° M illetve 100 értéken
tartottuk, mig az ny, harom értéket vehetett fel: 0.5, 1 és 1.5, ami harom kilénbdzé

rendszert hatarozott meg.

A szimulaciés vizsgélatok harmadik szakaszaban az agonistakhoz (10® M
értéken rogzitett K mellett) hét lehetséges Ke érték (10° M; 10°° M; 10™° M; 100
M; 10 M; 10 M; 102 M) egyikét rendeltiik, a hét kiilénbzé agonistat A-t6l G-
ig jeldltink. Az ny, a harmadik szakaszban 0.5, 1 és 2 értekeket vehetett fel, ami

szintén harom rendszert hatarozott meg.

A 3.1. egyenlet segitségével szamolt hatasokat a megfelelé agonista

“ sz

JLorzitatlan” (sajat) E/c gbrbéinek tekintheték.

3.2.2. A Hill és a Richards egyenlet illesztése a torzitatlan, egyagonistas E/c

gOrbékre

Az agonistak torzitatlan E/c gorbéit a Hill és a Richards egyenlet
illesztésével karakterizaltuk. A Hill egyenletet (3.2. egyenlet; ekvivalens a 2.13.
egyenlettel) mindharom vizsgalati szakasz agonistainak torzitatlan E/c gbrbéire
illesztettik, mig a Richards egyenletet (3.3. egyenlet) csak a harmadik szakaszbeli

agonistak torzitatlan E/c gorbéire:

Emax Ema 3.2.és3.3

E= és E=
1 +10"U0gECso-loge) (1 +10"000 X5-10ge) )S

ahol (a Médszerek fejezetben még nem definialt paraméterek): Emax - az
adott agonistaval az adott rendszerben elérheté legnagyobb hatas; ECsp - a
félhatasos koncentracio (a figgvény kdzéppontja); n - a Hill koefficiens (ami szoros
kapcsolatban van az operativ meredekségi tényezdvel); S - a szimmetria tényezd

(ha kilénbozik 1-t6l, a figgvény aszimmetrikus, vagyis a kozéppont és az inflexios
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pont nem esik egybe); Xy - egy az eddigiekre visszavezethet paraméter:
X, = ECs, [62“/5 —1)]/”.

Az elsé és a masodik vizsgalati szakaszban a Hill egyenletet a legtébb
agonista E/c gorbéjére csak az illusztracio kedvéért illesztettiik, a kapott
regresszios paramétereket (Emax I0gEGso, N) csak az A agonista esetében
hasznaltuk fel (Id. 3.2.5. alfejezet). A harmadik vizsgalati szakaszban a Hill és a
Richards modell illeszkedését minden agonista és minden rendszer esetében
dsszehasonlitottuk (F-teszttel), a késébbiek soran pedig a D agonista regresszios
paramétereit (Emax 10gEGso, logXp, n, S) hasznaltuk fel (Id. 3.2.5. alfejezet).

3.2.3. Torzitatlan, kétagonistas E/c gorbék szerkesztése

Az egyes torzitd és teszt agonista parok szimultan hatasat az alabbi

egyenlettel szamoltuk ki (Id. equation (vii) itt: Leff és mtsai, 1993):

n
B! (Ttest m:test |:IKbias + Tbias m:bias |:thest) *
Ny Ny
(Ctest EIKbias + Ktest EIKbias + Cbias |:]Ktest) P+ (Ttest m:test |:leias + Tbias E:bias |:]Ktest) P

ahol (az itt még nem emlitett paraméterek): Cest- a teszt agonista
koncentracidja; cpias- @ torzitd agonista koncentracioja; Kies- a teszt agonista K
értéke; Kpias- a torzitd agonista K értéke; test- a teszt agonista operativ
hatékonysaga (operational efficacy), ami a teszt agonista kétédés utani
hataskivalté képességéenek mértéke (tiest= [Ro)/KEtes) ; Thias- @ torzitd agonista
operativ hatékonysaga (tpias = [Ro)/Kebiag-

Az elsé és a masodik vizsgalati szakasz soran végig az A agonista volt a
teszt agonista, melyet 10* M — 10° M koncentracié-tartomanyban alkalmaztunk.

Az elsé vizsgalati szakaszban az A agonista volt a torzité agonista is (10 M —

3+x10"" M koncentracié-tartomanyban), mig a masodik szakaszban az agonistak (A-

) torzitatlan egyagonistas E/c gorbéinek ECy,s, ECsp illetve ECys értékei szolgaltak
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Coias gyanant. A szimulaciot mindharom farmakologiai rendszerre (mindharom nep

mellett) elvégeztik.

Vizsgalataink harmadik szakaszaban a D agonista volt a teszt agonista 10™
M — 10 M koncentracid-tartomanyban. A cyias értékeket az agonistak (A-G)
torzitatlan egyagonistas E/c gorbéinek EC;s, ECys, ECso, ECrs illetve ECgs értékei

adtak mindharom rendszerben.

A gorbeillesztés hibainak elkertlése érdekében valamennyi EC- értéket
(ahol is: F = (E/Emag*100) algebrai uton hataroztuk meg. Az ECsp-et az operativ
modellbdl kiindulva az alabbi egyenlet alapjan szamoltuk (Id. equation (11) itt:
Black és Leff, 1983):

1
ECp=KEF——

1
(2+rn°p)F-p—1

A tobbi EC: értéket a megfelelé ECso-bél €s nyp-bdl szamoltuk ki a kdvetkezé

egyenlet segitségével (Motulsky és Christopoulos, 2003):

1

F oo
EC. = EC, [ﬁ ]"p
F °1100-F

A 3.6. egyenlet eredetileg a Hill modell keretein belll teremt kapcsolatot az
ECs, az ECso és n (Hill koefficiens) kdz6tt (Motulsky és Christopoulos, 2003).
Vizsgélataink soran (a Hill egyenlet illesztésébdl szarmazo hiba elkertlésére) a Hill
koefficienst az nop helyettesitette. Ily modon, mig a 3.5. egyenlettel szamolt ECsg
elméletileg is helyes, a 3.6. egyenlettel kapott EC;s, ECys, ECys illetve ECgs értékek
eltérnek a valodi EC;s, ECys, ECys illetve ECgs értekektdl, amennyiben az n
kulonbozik az nyy-tol. Ez az eltérés azonban nem befolyasolta [ényegesen a
szimulacio eredményét, mivel egy agonistan és rendszeren belil a vizsgalt ECr
értékek tetszélegesek lehetnek, mig killénb6z8 agonistak és rendszerek

dsszehasonlitasakor a hiba elenyészé.
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Ha a 3.4. egyenlettel szamolt hatdsokat a Ciest €S a Cpias 0SSZEgének
fuggvényében abrazolnank, a kapott fliggvények az egyditt haté agonistak
torzitatlan E/c gorbéi lennének (mivel semmit sem hagynank figyelmen kivil a

szamitas és az abrazolas soran).

3.2.4. A kétagonistas E/c gorbék torzitasa

L ye

egyenlettel végeztik (Id.: 2.1. egyenlet; equation (5) itt: Gesztelyi és mtsai, 2004):

£1=100- 100(100-E) 3.7,
100_ Ebias

ahol (az ebben a fejezetben még nem emlitett paraméterek): E’ - a torzult
hatas; E - a 3.4. egyenlettel szamolt (torzitatlan) hatas; Epias- @ Chias altal kivaltott
hatas (a 3.4. egyenlettel szamolva oly médon, hogy azonos paraméterek mellett a

Ctest = 0)-

A 3.7. egyenlettel végzett transzformacié tehat azt szimulalta, hogy egy
figyelmen kivil hagyott cpias van a rendszerben, ami létrehozott egy figyelmen kivil
hagyott Epias hatast. Ennek megfeleléen a 3.7. egyenlettel kapott torzult hatasokat
csak a ciest fliggvényében abrazoltuk, ami torzult E/c gorbéket hozott Iétre (teljesen

mellézve a Cpiast €S az Epjast).

3.2.5. Az RRM két egyenletének illesztése a torzult, kétagonistas E/c gérbékre

A torzult E/c gorbékre az elsé két vizsgalati szakaszban csak a 3.8.
egyenletet illesztettik (ami ekvivalens a 2.2. egyenlettel), mig a harmadik vizsgélati

szakaszban mind a 3.8., mind a 3.9. egyenletet:
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E
100[@100— max
”[{309 ECso— Iog(lol"g ©x +10|°9°test)) J
E'=100- 1+10 - 0
—_ max
100 1+ 10”[(]09 ECso-logcy)
100[]1100- Emax i
1+ 10”[609 X, logft0*0% +10°9 °test)))
E'=100-
Emax

100-
(1+ 1On[(log Xp-logc,) )S

ahol (az itt még nem definialt paraméterek): ¢« - az a teszt agonista
koncentracid, amelyet azonos hatasunak varunk a cyias koncentracioval (a ¢k a 3.8.
illetve a 3.9. egyenletek altal szolgaltatott egyedili regresszios paraméter); Emax
logEGso €s n a 3.8. egyenletben - a Hill egyenlet illesztésével kapott regresszios
paraméterek (Id. 3.2.2. alfejezet); Emax 0gXp, N €és Sa 3.9. egyenletben - a
Richards egyenlet illesztése soran kapott regresszids paraméterek (Id. 3.2.2.
alfejezet). Azért hasznaltunk regresszios (és nem algebrai Gton szamolt)
paramétereket az RRM egyenleteinek feltdltésére, mert bioldgiai mintan végzett

vizsgalat soran a teszt agonista és az adott receptor k6zotti E/c kapcsolatot csak

gorbeillesztéssel nyert paraméterekkel tudjuk megfelelé pontossaggal kvantifikalni.

A 3.8. egyenlet (Id. equation (8) itt: Gesztelyi és mtsai, 2004) a 3.2. és a 3.7.

egyenletekbdl szarmazik, mig a 3.9. egyenlet a 3.3. és a 3.7. egyenletekbdl. Ezzel
0sszhangban a 3.9. egyenlet tartalmazza azt az S paramétert, melynek révén

képes figyelembe venni a E/c gorbék aszimmetrigjat (szemben a 3.8. egyenlettel).

Ha a teszt agonista valamely koncentracidja szolgalt chiacként, arra
szamitottunk, hogy a ¢, egyenlé lesz a cpiasSzel, vagyis a 3.8. és a 3.9. egyenletek
illesztése kdzvetlenil becslli a chiast. Ha viszont a teszt és a torzitd agonista
kulonbozik, a ¢, esetében csak azt varhattuk, hogy egyenlé hatasu legyen a Cpias
szel. Utébbi esetben a c.-et atszamoltuk becsléssé, vagyis torzitdé agonista
koncentraciéva. Az atszamitast a kbvetkezé modon végeztik: Elséként a cx-hez

tartoz6 hatast (Ex) szamoltuk ki a 3.1. egyenlettel, amely az adott teszt agonista és
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rendszer jellemzdit tartalmazta. Ezutdn az Ex-hez tartozo torzité agonista
koncentraciét szamoltuk ki a 3.1. egyenlettel, amelybe a megfeleld torzitdé agonista
és rendszer paramétereket helyettesitettiik be (a rendszer természetesen ugyanaz
maradt). Az igy kapott koncentracié az RRM becslése a cpiasre. Idealis esetben a
cx valdban ekvieffektiv a cpiasszel (vagyis az Ex egyenld az Epjasszel; Id. 3.7.
egyenlet). Az itt leirt atvaltas (c«-bél becsléssé) altalaban nem része az RRM-nek,
mivel a szikséges adatok rendszerint nem allnak rendelkezésre megfeleld
pontossaggal. Egy szamitdgépes szimulécio soran azonban ez az atvéltas
kénnyen és pontosan kivitelezhet6, ezaltal lehetéség nyilik a becslések és a Cpjas
értékek dsszehasonlitdsara. Az RRM-mel végzett koncentracidbecslés
pontossaganak kifejezésére kiszamoltuk a becslések szazalékos eltérését a nekik

megfeleld cpias €rtékektél:

(becslés-c,,.)

szazalékos eltérés 100%.

Cbias

Mivel a ¢ a 3.8. é€s a 3.9. egyenletek egyetlen variabilis paramétere,
kozottik nem lehet modell 6sszehasonlitast végezni (F-teszttel) a harmadik
vizsgalati szakasz eredmeényeinek értékelése soran. A kétféle egyenlettel
kivitelezett koncentracidébecslés pontossagat tehat csak a becslések szazalékos

eltéréseinek (3.10. egyenlet) segitségével hasonlitottuk dssze.

3.2.6. Szamitdgeépes szimulacio és adatelemzés

A fuggvények y értékeit és a nem gorbeillesztéssel nyert paramétereket
Microsoft Excel 2003 szoftverrel szamitottuk ki. Gorbeillesztésre GraphPad Prism
4.03 for Windows szoftvert hasznaltunk. A fliggvények x értékeit (C, Cwes) €S a
koncentracioét jelentd paramétereket (ECso, Xp, Cx) az illesztésre hasznalt
egyenletekben logaritmikus formaban fejeztiik ki Motulsky és Christopoulos

ajanlasanak megfeleléen (2003).
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4. Eredmények

4.1. Az ADA gétlas hatasa az A; receptor mediélta negativ inotropiara

eu- és hyperthyreoid tengerimalac bal pitvaron

4.1.1. Thyreoid statusz

A nyolc napig tart6 in vivo kezelés alatt az S kezelt tengerimalacok
testtomege illetve rektélis hdmérséklete nem valtozott szignifikansan (elsé napos
vs. kilencedik napos értékek; szamtani kdzép £ SEM): 522 + 13 g vs. 526 + 14 g,
illetve 37.5 £ 0.1 T vs. 37.5 +£0.09 C. AT 4 kezelés soran ezek a paraméterek a
kovetkezbképpen valtoztak: 532 £ 13 g vs. 428 + 10 g (p<0.0001), illetve 37.4 +
0.11 € vs. 38.4 £0.12 T (p<0.0001). A bal pitvari fllcse t6 megének és a
testtdmegnek a hanyadosa 0.091 + 0.009 mg/g volt az S kezelt csoportban, mig
0.135 = 0.01 mg/g volt a T4 kezelt csoportban (p<0.0001).

4.1.2. Kiindulasi kontrakcios erék

A hat alcsoport pitvarainak az in vitro kezelés elétt mért kiindulasi
kontrakcids ereje nem kilénb6zott szignifikansan egymastol (szamtani kozép +
SEM): S C0:8.9+0.6 mN; SEHNA: 9.1 £0.5mN; SDCF:9.3+£0.8mN; T Co: 7.2
+1.2 mN; T EHNA: 8 £0.9 mN; és T DCF: 7.2 + 1.1 mN. A kontrakciés er6k
eltéréen csokkentek a harom kilonbdzé in vitro kezelés alatt. A csokkenés az
EHNA kezelt alcsoportokban volt a legnagyobb, a kontroll alcsoportokban pedig a
legkisebb. Nem talaltunk szignifikdns kilénbséget az azonos in vitro kezelt eu- és
hyperthyreoid alcsoportok kézott (1. abra).

Az in vitro kezelés nélkuli két alcsoport kiindulasi kontrakcios eréi nem
kilénboztek szignifikansan: S @: 11.4 + 1.4 mN; T &: 8.2 + 0.4 mN.
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100 k%%
l_*Ll
— Xk — 1. bra. Az EHNA és DCF kezelés hatasa a

~ 75 1 e kontrakcios erére. Az in vitro kezelés végén
8\, l mért kontrakcids erét a kiindulasi kontrakcids
0 er6 szazalékaban fejeztik ki és az egyes
3 oszlopokban tiintettik fel (szamtani k6zép +
© oA SEM). A vilagos oszlopok az in vivo
% 78| EN l oldoszer-kezelt allatok pitvarait jellemzik,
E. +4| B 70 mig a sotét oszlopok az in vivo tiroxin-kezelt
(@] 5 allatokét. Az in vitro kezelést az oszlopok
X 25- 44 ig alatt tlntettiik fel. A statisztikai szignifikancia

6| szintjét az oszlopok felett jeldltiik: p<0.01 (x+)

€s p<0.001 (x»+). A vegyiiletek teljes nevét
0 Id.: 3.1.1. alfejezet.

Kontroll EHNA DCF

4.1.3. Adenozin és inozin E/c gbrbék

Az adenozin koncentraciofiggéen gyengitette valamennyi pitvar kontrakcios
erejét.

A T, kezelés szignifikansan csokkentette a késébbiekben in vitro kezelésen
atesett pitvarok Emax €rtékét (p<0.001) és Hill koefficiensét (p<0.0001), tovabba
szignifikansan novelte a logECsq-et (p<0.0001) az S kezelt pitvarokkal
dsszehasonlitva. Az azonos in vivo kezelési alcsoportok kdzott nem volt

szignifik&ns kulonbség (2. &bra).

A T @ alcsoportban az Enax €s Hill koefficiens nem valtozott Iényegesen, a
logECsp azonban szignifikansan nagyobb volt (p<0.001), mint az S @ alcsoportban
(2. 4bra).

A jelen dsszehasonlitas soran a késébbiekben in vitro kezelt alcsoportok
adatait azért nem vontuk 6ssze az in vitro kezelésben nem részesiilt alcsoportok
adataival, mert adenozinra adott valaszuk jelent8s kulonbozétt (2. abra). Ennek
oka, hogy elébbieket nyaron vizsgaltuk, mig utébbiakat télen, amikor a
tengerimalac pitvarok adenozinnal szembeni érzékenysége kisebb. Mivel az

inozinra adott valaszt nem hasonlitottuk 6ssze az in vitro kezelt alcsoportok CPA-
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ra adott valaszaval, ennek a szezonalis ingadozasnak szamunkra nem volt

jelentésége.

Az inozin gyakorlatilag nem befolyasolta a pitvarok kontrakcios erejét sem

az S @,sema T @ alcsoportban (2. abra).

2. dbra. A nyolc kisérleti alcsoport adenozinra,
ezentilaz S @ és T @ alcsoportok inozinra
adott inotrép vélasza. A késébbiek soran in vitro
kezelést kapo alcsoportok esetében az adenozin
E/c gorbe felvétele még az in vitro kezelés el6tt
tortént. Az x tengelyen az alkalmazott szer
molaris koncentraciéjanak tizes alapu
logaritmusat tiintettik fel, mig az y tengelyen a
kiindulasi kontrakcios eré szazalékos
csokkenését. A szimbolumok az alcsoportonként
atlagolt hatast jelzik (szamtani k6zép + SEM). A
vonalak az adenozin esetében az illesztett Hill
egyenletet mutatjak, az inozin esetén viszont
csak 6sszekdtik a szimbolumokat. Ado -
adenozin; Ino - inozin; az alcsoportok nevének
magyarazatat Id.; 3.1.6. alfejezet; a vegylletek
log[agonista] telies nevét Id.: 3.1.1. alfejezet.

100+

Negativ inotrop hatas (%)

4.1.4. CPA E/c gorbék

Az adenozinhoz hasonléan a CPA is koncentraciéfiiggd negativ inotrop
hatast hozott létre a pitvarokon, amely visszaszorult a T4 kezelés hatasara (1.
tablazat; 3. abra).

Az S kezelt alcsoportok kozotti killonbségek nem érték el a statisztikai
szignifikancia szintjét sem a regresszios paraméterek (1. tAblazat), sem az egyes
CPA koncentraciokra adott valaszok (3. A 4bra) esetében. A T, kezelés ezzel
szemben felerésitette az EHNA és a DCF (mar az S kezelt pitvarokon is tetten
erhetd) potencirozé hatasat: az EHNA szignifikansan novelte az Enaxcot, a DCF
pedig szignifikansan csokkentette a logECso-et. Noha az EHNA is csokkentette a
logECso-et és a DCF is nOvelte az Enaxcot a T4 kezelt pitvarokon, ezek a hatasok
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statisztikailag nem bizonyultak szignifikansnak (1. tAblazat; 3. B dbra). A kilénb6z6
CPA koncentraciokra adott valaszok esetében a T Co alcsoport szignifikdnsan
kilonbozott a T EHNA alcsoporttdl 0.1, 1 és 10 uM koncentracioknal, valaminta T
DCF alcsoporttdl 0.1 uM-nal (3. B abra). Ezen tulmenden szignifikans interakcio
mutatkozott az in vivo és az in vitro kezelés k6zott 0.1 uM (p<0.05) és 1 uM

(p<0.05) koncentraciéknal.

Euthyreoid pitvarok Hyperthyreoid pitvarok
S Co S EHNA S DCF T Co T EHNA T DCF
(n=7) (n=7) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
E
(023“ 909+1.6 951+18 926+11 83.8%12 93-;};#1-2 85.7+2

logECs, -7.86+0.08 -7.78+0.1 -8+0.08 -75%+0.07 -7.65%0.07 -7.83+0.07
* ++

ECso 13.8 16.5 10.1 32 226 14.7
(nmoll)  (8.7-22) (8.9-31.9) (6.4-159) (21.9-46.7) (156.329) (10.3-21)

n 1.06+0.05 1.04+0.09 095+0.04 0.69+0.04 0.74+0.05 0.68=*0.05

*kk

1. tablazat. A CPA E/c gorbék paraméterei az in vitro kezelt hat alcsoportban. Az Eay, I0gECso €s n
paramétereket szamtani kézép + SEM formaban adtuk meg, mig az ECsg-et mértani k6zép + 95%
konfidencia limit formaban. A kévetkez6 6sszehasonlitasokat tiintettik fel: T Covs. S Co (x); S
EHNA vs. SCo és T EHNA vs. T Co (#); SDCF vs. S Co és T DCF vs. T Co (+). Két szimbo6lum:
p<0.01; hdrom szimbdlum: p<0.001. Az alcsoportok nevének magyarazatat Id.: 3.1.6. alfejezet; a
vegylletek teljes nevét Id.: 3.1.1. alfejezet.
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3. abra. Az in vitro kezelés hatasa a CPA-ra adott inotrép valaszra in vivo olddszer-kezelt (A panel)
illetve tiroxin-kezelt (B panel) tengerimalac bal pitvaron. Az x tengelyen a CPA molaris
koncentraciojanak tizes alapu logaritmusat tlintettiik fel, mig az y tengelyen a kiindulasi kontrakciés
erd szazalékos csokkenését. A szimbdlumok az alcsoportonként atlagolt hatast mutatjak (szamtani
ko6zép £ SEM), a vonalak pedig az illesztett Hill egyenletet. Az EHNA és DCF kezelt E/c gorbék
hatas atlagait a kontroll E/c gérbék azonos koncentracidkhoz tartoz6 hatas atlagaival hasonlitottuk
Ossze (»: EHNA,; +: DCF; két szimbo6lum: p<0.01; harom szimbélum: p<0.001). Az alcsoportok

nevének magyarazatat Id.: 3.1.6. alfejezet; a vegyiletek teljes nevét Id.: 3.1.1. alfejezet.

4.2. Az affinitas, a jelatviteli hatékonysag és az operativ meredekseégi

tényez6 befolydsa az RRM becsléseinek pontossagéara

4.2.1. A szimulalt agonistak torzitatlan, egyagonistas E/c gorbéi

Az in silico vizsgalatok els6é és masodik szakaszaban definialt agonistak
sajat E/c gorbéi harom, csoportonként azonos Emnaxal rendelkezd gorbecsoportot
alkottak mindharom rendszerben (4. A-C abra). Ugyanabba a csoportba az azonos
Ke (és ennek megfeleléen azonos 1) értékkel rendelkez6 E/c gorbék tartoztak (ami

ebben a vizsgalatban egyben eltéré K-t is jelentett). A varakozasnak megfeleléen a
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nagyobb Kg (t) nagyobb Enac0t eredményezett, a nagyobb K jobbra tolta a
figgvényt, a nagyobb n., pedig meredekebb gorbelefutast okozott (4. A-C abra).

Az in silico vizsgalatok harmadik szakaszaban a szimulalt agonistak sajat
E/c gbrbéi nem képeztek csoportokat, mivel minden agonistdhoz egyedi Ke-t (t-t)
rendeltink. A Ke (1) és az ny, ugyanolyan hatéassal volt a figgvényekre, mint az
elsé és a masodik vizsgalati szakaszban (a K-t ebben a szakaszban egy értéken

rogzitettlk, vagyis a hatdsat nem vizsgaltuk) (4. D-F &bra).

A harmadik szakaszban a Richards egyenlet (3.3. egyenlet) illeszkedése
jobb volt a szimulalt egyagonistas E/c gorbékre, mint a Hill egyenleté (3.2.
egyenlet). Az F teszt szerint nyp = 0.5 illetve 2 esetén a Richards egyenlet volt a
jobb modell, n,, = 1 esetén viszont a Hill egyenlet (ennek oka, hogy az F teszt a
modell bonyolultsagat is figyelembe veszi az illeszkedése mellett). Ez egybevag

azzal, hogy az 1-t6l kildnb6z6 nep aszimmetrikus flggvenyt hataroz meg.

4.2.2. Az RRM becslései a teszt agonista €s a torzitd agonista azonossaga esetén

Az nop = 0.5 altal jellemzett rendszerben az illesztett 3.8. egyenlet kis és
kozepes teszt agonista koncentracioknal (ces) az adatpontok alatt futott, mig nagy
Cest Ertékeknél az adatpontok felett. Az illesztett 3.8. egyenlet lefutasa tehat a
torzitott E/c gorbe adatpontokhoz képest ,alatta majd felette” jelleg(i volt (5. A
abra). Kis és kbzepes torzitd agonista koncentracioknal (cpiag a becslés viszonylag
pontos volt, nagyobb cyias €rtékeknél azonban a becslések szazalékos eltérése (Id.:

3.10. egyenlet) Iényegesen meghaladta a 100%-ot (6. abra).

A 3.8. egyenlet illeszkedése €és a becslés ny, = 1 esetén volt a legpontosabb.
Az illesztett figgveény lathatélag minden E/c gorbe adatpontot tartalmazott (5. B
abra). A szazalékos eltérés minden Cpjas €rtéknél 0% és 100% kdzott maradt, mi

tobb, a két legkisebb cyias kivételével nem haladta meg a 10%-ot (6. abra).

Az nop = 1.5 rendszerben a gorbeillesztés meghilsult a két legkisebb Cpias
érték esetében. Az illesztett 3.8. egyenlet ,felette majd alatta” tipusu lefutast
mutatott (5. C abra). Masrészrdl viszont a becslés csaknem ugyanolyan jo volt,

mint nop = 1 mellett, a szazalékos eltérés -100% és 10% kozott mozgott (6. abra).

47



100~

>

p
o
n
754
a
<o
*
n
@ o
T 507
T A
A
A
25
14 -13 12 11 -10 -9 -8 -7 -6 5
log[agonista]
100+ e e S e e T
C A A o r o
oA A
= B ; T=10
[CHIS
oD
* = :
. E =1
R ° j
© 50 4 o=
T AE / ,
A G  T=100 74
Al /
25+
-14 -13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 5
log[agonista]
100
E
A A T=01
751 vV B T=0.316
o C T=1
= D T=3.16
8 + E T=10
© 50 >
T * F T=316 5
x G T=100
o
25 nop:]- g —V——V
& Vg
)V
S o p— N—A
o VR0, £ e )
-14 -13 12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 5

log[agonista]

Hatas

Hatas

1004
B AT
oA
5| ®B [ T=10 {
ocC
oD /
*F =1
o
50- H
A E
A G
|
254

-14 9 8 7 -6 5
log[agonista]
100
D
A A T=0.1
75 v B T=0.316
o C T=1
= D T=3.16
+ E T=10
50+ 5 —OTTO
* F T=31.6 o
x G T=100 o
7 VvV
& JV/
Ngp=0.5 7
254 op O A 2
/X
N X
VAV,
X O Ve X
= = = ==
14 13 -12 -11 -10 9 -8 -7 -6 5
log[agonista]
100

759

259

log[agonista]

4. dbra. Az in silico vizsgalatok elsé két (A-C panelek) és harmadik (D-F panelek) szakaszaban
generalt agonistak torzitatlan E/c gorbéi harom rendszerben (harom ng,). Az x tengely az agonista
molaris koncentraciéjanak tizes alapu logaritmusat tiinteti fel, az y tengely a hatast. A szimbélumok
az agonistakat mutatjak, a vonalak pedig az illesztett Hill egyenletet. A késébbi teszt agonista az
elsé két szakaszban az A jelzési volt (A-C panelek), mig a harmadikban a D (D-F panelek).
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5. dbra. Az els6 két in silico kisérleti szakasz A jelzésii agonistajanak E/c gorbéi ugyanazon
agonista kulénb6zd nagysagu torzitd koncentracidinak jelenlétében harom kulénb6zd ny, mellett. Az
X tengely a teszt agonista molaris koncentraciojanak tizes alapu logaritmusét tlinteti fel, mig az y
tengely a hatast. A szimbélumok a torzult E/c gérbe adatpontokat jelzik (a torzité koncentracidk
tizes alapul logaritmusat az abra bal oldalan tiintettiik fel), a vonalak pedig az illesztett 3.8.
egyenletet.

Az RRM a kisebb és a nagyobb cyias értékeket tulbecstlte ny, = 0.5 esetén,

ugyanakkor alulbecstlte ny,p, = 1.5 mellett. Ezzel szemben nqp, = 1 esetében

gyakorlatilag csak a legkisebb cpiast becsiilte tal (6. 4bra).

A gorbeillesztés precizitasa és a becslés pontossaga kozott csak laza

korrelaciéo mutatkozott (vo.: 5. és 6. abra).
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6. abra. A becslési pontossag fliggése a torzitd koncentraciotol (c,i.9 €s az operativ meredekségi
tényez6tél (nyp) az in silico vizsgéalatok elsd szakaszaban. Az x tengely a Cyiastizes alapl
logaritmuséat mutatja, az y tengely pedig a becslés szazalékos eltérését a meghatarozando Cpigs

értéktol.

4.2.3. Az RRM becslései a teszt agonista €s a torzité agonista kilénb6zésége

esetén

A masodik vizsgélati szakasz agonistéit operativ hatékonysaguk (t = [Ro]/Kg)
alapjan a kovetkez6 csoportokba sorolhattuk: A, B, C csoport (t =10); D, F, H
csoport (t = 1); és E, G, | csoport (t = 100). Ez megegyezik azzal a
csoportositassal, amelyet az agonistak sajat E/c gbérbéinek Enaxa alapjan tehetiink
meg (vO.: 4. A-C 4bra). E csoportositas jelentéségét aldhuzza, hogy az RRM az
ugyanakkora t-val (vagyis Ke-vel) rendelkezd agonistak ugyanazon torzito
koncentracioit (ECys, ECso illetve ECrs) ugyanabban a rendszerben (egyezé nop
mellett) ugyanazzal a c, értékkel jellemezte. Megallapithatjuk tehat, hogy az
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affinitas nem befolyasolta a kapott c, értékeket. Amikor a k6z6s cx-bdl becslést
szamoltunk, ez utébbiak csak a nagysagrendjikben kilonbdztek egymastol, a
torzité agonistdkhoz tartoz6 Kpiss €rtékeknek megfeleléen. Az egyes
agonistacsoportok tehat a gorbeillesztés és a becslés szempontjabdl egységként

viselkedtek.

A teszt agonista és a torzitd agonista operativ hatékonysagat ezek
aranyaval egyszerre vehettik figyelembe: thiadties: A 3.8. egyenlet legjobb
illeszkedését és a legpontosabb becslést az A, B, C csoport (thiadTest= 1) €setében
tapasztaltuk nop, = 1 mellett (az eltérés a Cpiastol 2-3% volt). Az ny, csokkentéese
,<alatta majd felette” jelleglive tette az illesztett 3.8. egyenletet, mig az ny, nOvelése
Jfelette majd alatta” tipusuva, kilondsen nagyobb cyias €rtekeknél. Ezzel
dsszhangban a becslési pontossag is romlott az ny, = 1 rendszerben
tapasztaltakhoz képest, de még viszonylag j6 maradt (az eltérés a Cyiastdl £20%-0n
belul volt nyp = 0.5 mellett, mig £10%-on belul alakult no, = 1.5 mellett) az A, B, C

csoport esetében (7., 8. abra).

A D, F, H csoportnal (thiadTest= 0.1) Nop = 1 esetén az illesztett 3.8. egyenlet
Jfelette majd alatta” tipusu lett, amely még kifejezettebbé valt az nop = 1.5
rendszerben. Ezzel szemben nqo, = 0.5 esetén a gorbe illeszkedése megjavult, a
Jfelette majd alatta” jelleg csak nagyobb cyias €rtékeknél jelentkezett. Ezzel
0sszhangban az n., = 1 és az ne, = 1.5 rendszerekben az RRM durvan tulbecsilte
a Cpias €rtekeket, de csak mérsékelten mért féléjik az ny, = 0.5 rendszerben (az
eltérés 10% és 100% kozott volt) (7., 8. abra). Nagyobb cyias €S egyidejlileg
nagyobb ny, esetén a kapott c,-bdl nem lehetett becslést szamolni, mivel a c.-hez

tartoz6 hatas (Ex) meghaladta a torzité agonista sajat E/c gorbéjének Enaxat.

Az E, G, | csoportnal (thiadTtest= 10) Nop = 1 mellett a 3.8. egyenlet
illeszkedése viszonylag jé volt, nagyobb cyias értékeknél azonban ,alatta majd
felette” jelleglveé valt. Az ny, csokkentése rontotta, mig novelése javitotta (csaknem
tokéletessé tette) az illeszkedést, szemben a D, F, H csoportban latott
viselkedéssel. Az E, G, | csoportnal a becslési pontossag viszonylag jo volt, a Cpias
tol valo eltéres -20% és 20% kozott alakult nyp = 0.5 esetén, -10% és 0% kozott volt

Nop = 1 mellett, tovabba -20% és 0% kdzott volt no, = 1.5 esetében (7., 8. abra).
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7. abra. A elsd két in silico kisérleti szakasz A jelzés(i agonistajanak E/c gorbéi az ugyanitt definialt
agonistak (A-1) kilénb6z6 nagysagu torzito koncentracioinak jelenlétében harom kilénb6zé no,
mellett. Az x tengely a teszt agonista moléaris koncentracidjanak tizes alapl logaritmusat mutatja,
mig az y tengely a hatast. A szimbd6lumok a torzult E/c gorbe adatpontokat jelzik. A torzitd
agonistékat az abra bal oldalan fent illetve k6zépen tlintettiik fel, a torzitd koncentraciot pedig az
abra bal oldalan lent jeleztiik. A vastag, szimbélumok nélkili folytonos vonal az A agonista
torzitatlan, egyagonistas E/c gorbéjére illesztett Hill egyenletet mutatja (az adott rendszerben). A
tobbi vonal az agonistacsoportok altal torzitott E/c gérbékre illesztett 3.8. egyenletet jeleniti meg.
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8. dbra. A becslési pontossag fliggése a torzitdé koncentraciétol (cyi.9, az operativ meredekségi
tenyez6tél (ny,) €s az operativ hatékonysagtol (t) az in silico vizsgalatok masodik szakaszaban. Az
x tengely a harom vizsgalt c,i,s €rtéket mutatja (6nkényesen egyenld tavolsagra egymastol a
szomszédos értékeket), az y tengely pedig a becslések szazalékos eltérését a meghatarozandé Cpias
értékektél. A szimbdlumok a csoportonként kozos szazalékos eltéréseket jelzik az egyes torzitd
agonistak esetében, melyeket az abra bal oldalan magyaraztunk meg.

4.2.4. A Elc gorbe aszimmetria figyelembevételének hatasa az RRM becsléseire

Az in silico vizsgalatok harmadik szakasza sorén a Hill illetve a Richards
egyenletet magaba foglal6 RRM becslései megegyeztek, amikor a torzult E/c
gorbék szimmetrikusak voltak (nop = 1). Az ngp = 0.5 rendszerben a Richards
modellt tartalmazé RRM &ltalaban (bar nem mindig) pontosabb volt, mint a Hill
modellbél kiindulé RRM. Erdekes modon no, = 2 mellett a Richards modellt
tartalmazé RRM rendre ugyanolyan vagy némileg pontatlanabb becslésekkel

szolgalt, mint a Hill egyenletet tartalmazé. Mindent egybevetve, az aszimmetrikus
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E/c gorbék (nop # 1) vizsgalata soran nem talaltunk atuté kialonbséget a kétféle

modellt tartalmazé RRM becslései kdzott (2. tablazat).

A D agonista (tpiadTrest = 1) meghatarozasa soran az nq, = 1 rendszerben
tokéletes becsléseket kaptunk, a szazalékos eltérés minden cyias €setében 0% volt
(2. tablazat; 10. &bra). Ezzel 6sszhangban az illesztett 3.8. illetve 3.9. egyenlet
lathatdéan az 6sszes E/c gorbe adatpontot tartalmazta (9. A-C, E, G abra). Mas
agonistak és mas rendszerek esetében a becslési pontossag és az illeszkedés

altaldban rosszabb volt (2. tablazat; 9. abra).

A thiadTrestarany novelése az illesztett 3.8. illetve 3.9. egyenletet egyarant az
»<alatta majd felette” jelleg iranydba maodositotta, a tpiadtestarany csokkentése pedig
Jfelette majd alatta” irAnyaba (a 3.8. egyenlet esetében ez kilondsen jol latszik a 9.
E abran). Az nop nbvelése ugyanakkor az illesztett 3.8. illetve 3.9. egyenletet
Jfelette majd alatta” iranyaba transzformalta (9. A, B, D, F, | abra), az np
csokkentése pedig ,alatta majd felette” iranyaba (9. A, B, D, F, H abra). A tpiadTiest
arany és az nqp ezen hatasa additiv volt, hasonléan a masodik in silico vizsgalati

szakaszban tapasztaltakhoz.

Az RRM egyenleteinek ,alatta majd felette” tipusu lefutasa csaknem
tokéletes becslési pontossaggal jart. Ezzel szemben a ,felette majd alatta” jellegti
lefutas pontatlanabb becsléssel parosult, kiilondsen, ha a 3.8. illetve a 3.9.
egyenlet illeszkedése is feltinden rossz volt (9., 10. abra; 2. tdblazat).

A koncentracioé-becslés néhany esetben meghiusult az alabbi két ok

valamelyikébél kifolyolag:

1. Az Ex-hez (a ¢, hatdsa) nem lehetett torzitd agonista koncentraciot talalni,
mivel Ex hagyobb volt, mint a torzité agonista sajat E/c gorbéjének Enaxa. Ez
olyankor fordulhatott el6, ha a twiadTestarany kicsi volt, az nop, pedig nagy, ami miatt
az RRM tulbecsilte a c-et. Ez a hiba a szimulacios vizsgalatok mésodik
szakaszdaban is el6fordult. Néhany esetben a Richards modell alkalmazéasa (3.9.
egyenlet) kivédte ezt a problémat, de tdbbnyire nem (2. tablazat: ,szam.”
hibajelzés).

2. Az RRM egyenleteit nem lehetett illeszteni, igy nem sikerult cc-et nyerni.
llyen probléma bonyolult egyenleteknél gyakran el6fordul és a regresszios
paraméterek kiindulési értékeit médositva sokszor megoldhat6. A mi esetiinkben
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azonban megoldhatatlan akadalyt jelentett a torzult E/c gorbék negativ y
tartomanyba kanyarodo lefutdsa, ami olyankor fordulhatott el6, ha a thiadtestarany
és a Cpias NAQy Volt, az nep pedig kicsi (9. F-H abra). A Richards modell alkalmazéasa

egyaltaldn nem befolyasolta ezt a hibat (2. tablazat: ,ill.” hibajelzés).

A harmadik szakasz soran tehat bebizonyosodott, hogy a tpiadTtest# 1
és/vagy nop # 1 okozta gorbeilleszkedeési torzulas (9. abra), csakugy, mint a
becslési pontossag ehhez kapcsolddo véltozasa (2. tablazat), Iényegében nem
védhet6 ki a E/c gorbék aszimmetriajanak figyelembe vételével.
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9. dbra. A harmadik in silico kisérleti szakasz D jelzési agonistajanak E/c gorbéi az ugyanitt
definidlt agonistak (A-G) kiilénbdz6 nagysagu torzitd koncentracidinak jelenlétében harom
kulénb6zd ny, mellett. Az x tengely a teszt agonista molaris koncentraciojanak tizes alapu
logaritmusat mutatja, mig az y tengely a hatast. A szimbélumok a torzult E/c gorbe adatpontokat
jelzik. A torzité agonistakat és a hozzajuk tartozo thi.dtestaranyt az abra bal oldalan fent tintettiik
fel, a torzité koncentraciét pedig az abra bal oldalan kézépen jeleztik (a H panel kivételével, ahol
forditva). A vonalak a torzitott E/c gorbékre illesztett 3.8. egyenletet jelenitik meg. A folytonos
vonalak az ny, = 1 rendszert mutatjak; a vastag szaggatott vonalak az no, = 0.5 rendszert; mig a
vékony szaggatott vonalak az n, ;= 2 rendszert. A vékony szaggatott vonalak esetében a révid
pontok ThidTest < 1 aranyt jelentenek, a hosszabb pontok pedig thadTiest= 1 aranyt.



| (%)

0

t

7

érése a Cpjs-

7

A becslés elt

| (%)

0

t

7

7

érése a Cpjys-

A becslés elt

1400+

A
12004
1000{ ¥ B
- C
gooy ™ D
+ E
6001 -*- F
% G
400+
Nop= 0.5
2001 o
%§§§§55555EEZZEZEZZII§ZIZ::::::::; -------- a T -
0- U E R EH T T e RS R L S
-200-— - . . .
ECys EC2s ECso EC7s ECgs
Cpias
1400
1200+
1000+
800+
600
400+
200+
o_
-200-— . .

ECys EICzs ECso

Chias

59



C 2
S 1200
S
2 1000{ = D
3 + E
S 8001
s - F
@ % G
& 600-
\q) ///
= Nop=
© 400{ ©°P
\8 ///
= S
O 2004 o
o <
0
< o = Y 2 R
-2001— : : . .
ECys ECs ECso ECs ECgs
Chias

10. abra. A Hill modellen alapul6 RRM becslési pontossaganak fliggése a torzitd koncentraciotol
(Coiag, 8z operativ meredekségi tényez6tél (o) és az operativ hatékonyséagtol (r) az in silico
vizsgalatok harmadik szakaszaban. Az x tengely az 6t vizsgalt cyios €rtéket mutatja (6nkényesen
egyenld tavolsagra egymastol a szomszédos értékeket), az y tengely pedig a becslések szazalékos
eltérését a keresett c,i,s €rtékektdl. A szimbolumok a szazalékos eltéréseket jelzik az egyes torzitd
agonistak esetében, melyeket az abra bal (A, C panel) illetve jobb (B panel) oldalan tintettiink fel.
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Chias = EC1s A B C D E F G
Toiad Tee ~0032 01 =032 1 ~32 10 =32
0 Hill 105 81 55 38 24 18 12
I
& | Richards | -15 -10 -4 2 1 3 2
T Hillés
I
& | Richards 523 26 20 0 6 7 -8
N Hill szam.  szam. 184 0 -10 -9 -9
I
€ | Richards | szam. szam. 203 -3 .16 17 .13
Cbias = ECos A B c D E F G
Toiad Treg ~0032 01 =032 1 ~32 10 =32
0 Hill 83 48 24 9 1 5 -8
I
& | Richards 1 2 5 4 4 3 2
Tl Hillés
I
= | Richards 2332 126 22 0 6 7 8
N Hill szam.  szam. 263 2 -13 -16 -16
I
€ | Richards | szam. szam. 251 -3 -19 22 -23
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Coias = ECso A B C D E F G
Thiad Tres ~0.032 0.1 =0.32 1 ~3.2 10 ~ 32
2 Hill 69 18 5 -13 -15 -14 -11
I
& | Richards 59 27 10 0 -4 7 7
T Hillés
I L,
C% Richards szam. 605 35 0 -6 -7 -7
~ Hill szam.  szam. 1296 7 -6 -8 -9
I
€ | Richards | szam. szam. 835 0 .12 14 -15
Coias = EC7s A B C D E F G
Thiad Tres ~0.032 01 =032 1 ~3.2 10 ~ 32
10 Hill szam. 189 15 10 12 ill. ill.
I
S | Richards | szam. 654 29 2 0 ill. il
T | Hillés
I . ,
C% Richards szam.  szam. 109 0 5 3 2
N Hill szam. szam.  szam. 6 -6 -7 -7
I
c Richards szam. szam. szam. 3 -6 -7 -7
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Chias = ECgs A B C D E F G
Thiad Trest =0.032 0.1 =0.32 1 =3.2 10 = 32

g Hill szam. szam.  szam. 67 ill. ill. ill.
I
& | Richards | szam. szam. 2117 8 il il il
W | Hillés
I . . . .
C% Richards szam szam 1361 0 ill. ill. ill.
N Hill szam. szam.  szam. 2 -9 -9 -9
I
< Richards szam. szam.  szam. 3 -6 -6 -6

2. tdblazat. A Hill illetve a Richards egyenletet tartalmazé RRM pontossaganak 6sszehasonlitasa a
becsléseknek a torzitd koncentraciotdl (cyia9 valé szazalékos eltérése alapjan az in silico vizsgalatok
harmadik szakaszaban. A tablazatok legfelsé sordban a torzitdé agonistakat tiintettik fel. Teszt
agonistaként a D agonistat hasznaltuk. Sotétsziirke hattér: a becslés szazalékos eltérése a -10 és
10 koz6tt volt; vilagosszirke hattér: a becslés szazalékos eltérése -100 és 100 kdzott volt, de kivdl
esett a -10 és 10 intervallumon. Roviditések: szam. - ,szamolasi hiba”, vagyis az illesztéssel kapott
c-bdl nem lehetett becslést szamolni; ill. - illesztési hiba”, vagyis az RRM egyenletét nem lehetett a
torzitott E/c gorbékre illeszteni.
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5. Megbeszélés

5.1. A thyreoid hormonok és az ADA gatldk interakcioja a tengerimalac

bal pitvari adenozinerg rendszeren

Az adenozin fontos szerepet tolt be a szivizom ischaemiéaval illetve
hypoxiaval szembeni védelmében. Az interstitialis adenozin elsésorban sejtfelszini
adenozin receptorok kozvetitéseével fejti ki protektiv hatasat, melyek kéziul az A; és
az Az receptorok jatsszak a f6 szerepet (De Jong é€s mtsai, 2000; Peart és
Headrick, 2007; Headrick és Lasley, 2009). A sztvetek adenozin-tartalma adaptiv
modon jelentésen megnd ischaemia és hypoxia soran (Sommerschild és
Kirkebgen, 2000). Az adenozin patologias korulmények kdzott érvényesilé
szabdlyozo szerepét tAmasztja ala az a vizsgélat is, mely szerint ischaemias
szivbetegek vérlemezkéinek sejtfelszini multienzim komplexében fokozodott az
ATP-t, ADP-t és AMP-t bonté enzimek (ekto-nucleozid trifoszfat foszfohidrolaz,
ekto-nukleotid pirofoszfataz és ekto-5'-nukleotidaz) mennyisége, mig az ADA
expresszidja visszaszorult, ami noveli az adenozin kinalatot (Bagatini és mtsai,
2011). Ez a medfigyelés is alahlzza azon vizsgalatok jelentéségét, melyek célja az

ADA szivben betdltott szerepének pontos feltérképezése.

Ismert, hogy az ADA géatlasa szignifikdnsan noveli a sziv adenozin-tartalmét
(Sandhu és mtsai, 1993; Silva és mtsai, 1995; Manthei és mtsai, 1998). Jollehet
tengerimalac szivben ADA csak intracellularisan fordul el (Schutz és mtsai, 1981),
a szivre jellemzé erételjes ekvilibrativ nukleozid transzport mellett (Conant és
Jarvis, 1991) az ADA gétlasa szilkségszerlien emeli az interstitialis adenozin-
szintet is. Ez alapjan feltételezhet6 lenne, hogy az ADA gatlas hatasara
felszaporodo interstitialis adenozin csokkenti az A; receptorok valaszkészségét
egy késébbi stimulaciéval szemben, ahogy ezt korabban is tapasztaltuk a
nukleozid transzport gatlas okozta interstitialis adenozin akkumulécié kapcsan
(Gesztelyi és mtsai, 2003b; Karsai és mtsai, 2006). Ennek oka, hogy ha egy
receptor kérnyezetében a receptor agonistajanak egy figyelmen kivil hagyott

mennyisége van jelen, mik6zben az adott receptor stimulacidja réven egy E/c
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gorbe kerll felvételre, a detektalt hatas kisebb lesz az intakt allapotban
tapasztalhatohoz képest (Id.: 2.1. alfejezet). A valaszkészség latszélagos
gyengllése a E/c gorbe Emax €rtékének csokkenésében (a fliggvény lelapuldsaban)
valamint ECs értekének ndvekedéseben (a fliggvény jobbra tolédasaban) nyilvanul
meg. A detektalt hatas cstkkenése a figyelmen kivil hagyott agonista

gatlas mellett a CPA-ra adott valasz cstkkenését varhatnank minden pitvaron.
Ezzel szemben a jelen disszertacio elsé vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a CPA
negativ inotrop hatdsa fokozédott mind EHNA, mind DCF jelenlétében, igaz,
kifejezett forméaban csak a hyperthyreoid pitvarokon (1. tAblazat; 3. B abra).

Ezen eredménylnk megfeleld interpretaciojahoz két fontos tényt kell
figyelembe venni. Az egyik az, hogy a pitvarok kontrakcios ereje tartésan csokkent
mind EHNA, mind DCF jelenlétében (1. 4bra), melyet (legalabbis részben) az
interstitialis adenozin-szint tartés ndévekedésével magyarazhatunk. A masik tény,
hogy izolalt, vértelen tengerimalac pitvaron a CPA eliminacibja elég lassu
(Gesztelyi és mtsai, 2004), melyet az ADA nem befolyasol, Iévén a CPA ADA
rezisztens (Pavan és lJzerman, 1998). A fentiek alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy EHNA illetve DCF jelenlétében a szelektiv A; receptor agonista
CPA-ra adott valasz novekedésének oka az A; receptorok jelatviteli

hatékonysaganak (jelerésitésének) fokozodasa.

Munkacsoportunk korabban méar beszamolt arrdl, hogy a PDE2 gatlo EHNA
novelte az A; receptor stimulaciéjaval indul6 és a kontrakcids erére konvergalo
jelatvitel hatékonysagat hyperthyreoid tengerimalac pitvaron (Gesztelyi és mtsai,
2003b). Ennek készénhetéen EHNA jelenlétében a CPA E/c gorbéje szignifikansan
magasabb En.x értéket ért el és balra tolddott, legydzve az interstitialis adenozin
akkumuléacié altal okozott elézetes A; receptor stimulacié hatasat (ami a E/c gorbét
lapositotta €s jobbra tolta volna). A szelektiv (PDE inhibitor hatastdl is mentes)
ADA gatlé DCF azonban szintén fokozta a CPA-ra adott inotrop valaszt T, kezelt
tengerimalac pitvaron, szignifikAnsan balra tolva a CPA E/c gorbéjét (1. tablazat; 3.
B 4bra). Mivel az Enaxon tll az ECsg is fligg az adott jelatvitel hatékonysagéatol
(Black és Leff, 1983; Kenakin, 2004), ez arra utal, hogy az ADA gatlas 6nmagéaban
is képes novelni az A; receptor jelerdsitését hyperthyreoid kérilmények kozott
(legaldbbis az inotrép hatasra nézve).
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Az ADA gétlas f6 hatasa a szdveti adenozin-tartalom novelése (Sandhu és
mtsai, 1993; Silva és mtsai, 1995; Manthei €s mtsai, 1998). Ebbél kiindulva
logikusan adodik a feltételezés, hogy az A; receptor mediélta negativ inotropia
ADA gatlas okozta fokozodasa az adenozin-tébblet kdvetkezménye. Ezt a feltevést
tdmogatja az a korabbi megfigyelés is, mely szerint az elhizédéan emelkedett
adenozin-tartalom egy sor gén expresszi6jat befolyasolja a szivben, koztik a Ca**
homeosztazisban résztvevé proteinek szintézisét is, melyek az A; receptor
jelatvitelének fontos szerepléi (Headrick és mtsai, 2003; Peart és Headrick, 2007).
Masrészrél, az adenozin egyes bomlastermékeinek alacsonyabb szintje szintén
hozzajarulhat az altalunk megfigyelt jelenséghez. Mivel az ADA éltal termelt inozint
korabban néhdnyan A; receptor agonistanak talaltdk (Souza és mtsai, 2005), az
ADA gétlas legegyszerilbb ,hatdsmechanizmusa” a mi kisérleti elrendezésiinkben
az lehetne, hogy a kevesebb inozin kevésbé stimulélja az A; receptorokat a CPA
E/c gorbe felvétele elétt, igy a CPA erésebb hatast hozhat Iétre. Ennek ellentmond
azonban, hogy az inozinnak nagyon gyenge inotrop hatdsa volt a mi kisérleti
korilményeink kozoétt (2. abra). Emellett természetesen nem zarhato ki az inozin
(vagy mas adenozin bomlastermék) mennyiségi csokkenésének hozzajarulasa az

ADA gatlas altalunk vizsgalt hatasdhoz valamilyen mas hatdsmechanizmus révén.

Figyelemre mélto, hogy a jelen vizsgalatban az in vivo T4 €s az in vitro ADA
inhibitor kezelésre egyarant sziikség volt a pitvari A; receptor inotrép funkciéjanak
szignifikans befolyasolasahoz (3. abra). Ha az ADA aktivitasa nagyobb lenne
hyperthyreosisban, az nagyobb adenozin-szint emelkedést eredményezne ADA
gatld jelenlétében, ami 6sszecsengene azzal a fentebb emlitett feltételezéslinkkel,
miszerint az A; receptor funkcié ADA gatlas okozta fokozodasa az adenozin-
tébblet kdvetkezménye. A hyperthyreosisbeli ADA aktivitds-ndvekedésre azonban
nem talaltunk irodalmi adatot, sét, egy vizsgalat soran hyperthyreoid patkany
szivben mérsékelten csokkent ADA aktivitast mértek (Smolenski és mtsai, 1995).
Mésrészt viszont a thyreoid hormonok névelik az L-tipust Ca**-aramot, a ryanodin-
szenzitiv Ca®*-csatornak és a SERCA mennyiségét, tovabba csokkentetik a
foszfolamban mennyiségét és aktivitdsat mind pitvaron, mind kamran (Rubinstein
és Binach, 1989; Mager és mtsai, 1992; Kreuzberg és mtsai, 2000; Arai és mtsai,
1991; Kaasik és mtsai, 1997; Shenoy és mtsai, 2001). Emellett a thyreoid

hormonok csokkentik az A; receptor agonistak hatékonysagat is a szivben
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(Szentmiklési és mtsai, 1992, Kaasik és mtsai, 1994). Ez alapjan elképzelhetd,
hogy az adenozin jobban képes hatni a thyreoid hormonok altal médositott
mennyiség(i és/vagy miikodésl Ca”**-homeosztatikus fehérjékre (nem A; receptor
mediacidval), melynek révén az ADA gatlas altal megemelt adenozin koncentracio
az euthyreoid érték felé tudja kdzeliteni a myocardialis A; receptor (és/vagy a

mogottes jelatviteli utak) hyperthyreosisbeli csokkent érzékenységeét.

A munkacsoport egy korabbi megfigyelése szerint a nukleozid transzport
blokadja, amely jol oxigenalt szivben noveli az extracellularis adenozin-szintet, de
csokkenti az intracellularisat (Deussen, 2000a, 2000b), csdkkentette a CPA-ra
adott inotrép valaszt mind eu-, mind hyperthyreoid pitvaron (Gesztelyi és mtsai,
2003b; Karsai és mtsai, 2007). Ez alapjan az ADA gatlas kovetkeztében
megemelkedd extracellularis adenozin koncentracié nem tehet6 felel6ssé a CPA
fokozott hatasaért. Vagyis, vélemeényunk szerint az emelkedett intracellularis
adenozin-szint ndvekedése lehet a felelés az ADA gatlas jelen értekezésben

vizsgalt hatasaert.

A jelen disszertaci6 elsé vizsgélata soran az EHNA-t 100 uM
koncentraciéban alkalmaztuk, szemben a korabban hasznalt 10 uM-lal (Gesztelyi
és mtsai, 2003b), melynek célja az volt, hogy szamottevéen meghaladjuk az EHNA
PDEZ2 inhibitor hatdsanak ECso értékét. Ez az ECsp az irodalmi adatok szerint 0.8 és
4.4 uM kozott mozog human, sertés és tengerimalac szivben illetve tidében
(Podzuweit és mtsai, 1995; Ko és mtsai, 2004). Mivel ezek az értékek kb. két
nagysagrenddel magasabbak, mint az EHNA ADA gatl6 hatdsanak ECsq-e
dontéen a PDE2 gatlé hatast erésiti (mivel az ADA gatlo hatas mar 10 uM-nal is
gyakorlatilag maximalis). Ezzel 6sszhangban az EHNA erételjesebben fokozta a
CPA hatasat a jelen értekezés elsé vizsgalataban, mint a korabbiban (Gesztelyi és
mtsai, 2003b). Jéllehet a DCF, amely PDE gatlé hatas nélkili ADA inhibitor,
potensebb, mint az EHNA ADA gatldként (Terasaka és mtsai, 2003), a DCF-et is
100 uM koncentraciéban alkalmaztuk. Ennek oka az EHNA és a DCF
0sszehasonlithatésdganak minél tokéletesebb biztositasa volt, kilénds tekintettel a

magas koncentraciobdl fakado esetleges nem specifikus hatasokra.

A 100 uM EHNA szignifikAnsan cstkkentette mind az eu-, mind a

hyperthyreoid allatokbdl szarmaz6 pitvarok kontrakcids erejét (1. abra), melynek
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oka, legalabbis részben, az ADA gatlas miatt felszaporodott interstitialis adenozin
(A1 receptor altal medidlt) negativ inotrop hatasa lehet. A DCF joval kevésbé
gyengitette a pitvarokat (1. abra), annak ellenére, hogy legaldbb olyan er6s ADA
inhibitor, mint az EHNA. Ez arra utal, hogy az EHNA okozta kontrakcios eré
csokkenésnek mas oka is van, mint az ADA gatlasa. Ez a gyengité hatas
magyarazhatja, hogy az EHNA miért csak a CPA maximalis hatasat novelte
szignifikansan (1. tablazat), noha 100 uM EHNA, akarcsak 100 uM DCF,
gyakorlatilag telies ADA gatlast képes létrehozni. Minden behatéds ugyanis, ami
csokkenti a kontrakcios erét, egyidejlileg csokkenti minden (a kontrakciés erét
befolyasolni képes) receptor inotrép valaszkészségét is. Ez alapjan
feltételezhetjik, hogy az EHNA a CPA Enacanak névelése mellett (ami, agy tdnik,
elsésorban a PDE2 gatl6 hatas kovetkezménye) a CPA ECsp-€t is cstkkentené, de
valamilyen nem specifikus (nem PDE2 gatl6 és nem ADA gatld) hatasa csokkenti a
pitvari kontrakcios er6t, és ezaltal a CPA-ra adhato inotrop valaszt is. Ezzel
szemben a DCF csak a CPA EGsq-ét csokkentette szignifikansan, amely hatas az
ADA gatlas kovetkezményének értékelhetd. Feltételezzik, hogy ha a DCF kevésbé
szelektivnek bizonyult volna, és az EHNA-hoz hasonldé mértékben gyengitette

volna a pitvarokat, meérsékelt ECso cstkkentd hatasat nem tudtuk volna detektalni.

A jelen disszertaci6 elsé vizsgélatdban tehat kimutattuk, hogy az ADA és
PDEZ2 géatlo EHNA er6teljesebben novelte a szelektiv A; receptor agonista CPA
maximalis inotrép hatasat hyperthyreoid tengerimalac pitvaron, mint a szelektiv
ADA inhibitor DCF, ami megerdsitette a munkacsoport azon korabbi eredményét,
hogy hyperthyreosisban a PDE2 gatlas noveli a CPA hatasat (Gesztelyi és mtsai,
2003b). A DCF ugyanakkor kismértékben, de statisztikailag szignifikansan
csokkentette a CPA ECso értékét hyperthyreoid tengerimalac pitvaron. Mivel a CPA
nem szubsztratja az ADA-nak (Pavan és IJzerman, 1998), a CPA-ra adott valasz
ndvekedése nem irhatd egy ADA gatlas miatti csokkent CPA bomlas szamlgjara.
Eredményeink arra utalnak, hogy az ADA géatlasa fokozza a hyperthyreoid A;
receptor és/vagy a posztreceptorialis jelatvitel hatékonysagat, amivel kdzeliti azt az
euthyreoid szinthez. A jelenség hatterében felvethet6 az intracellularis adenozin
koncentracié nbvekedése, ugyanakkor valészindtlenitheté az extracelluléris

adenozin-szint emelkedésének szerepe.
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Az ADA géatlasa tehat azon tal, hogy noveli az igazoltan kardioprotektiv
adenozin mennyiségeét, erésiteni latszik a hyperthyreoid A; receptor eredendéen
gyengult miikddését a myocardiumban. Ennek jelentésége abban rejlik, hogy
rairanyitja a figyelmet az ADA gatlok kardioprotektiv célu alkalmazasanak
lehetéségére olyan esetekben, amelyekben latens vagy manifeszt hyperthyreoid

allapotu szivek ischaemias karosodasnak vannak kitéve.

5.2. Az agonistak és receptorialis rendszerek tulajdonsagainak

befolyasa az RRM megbizhatésagara

Az RRM egy nemlineéris regresszion alapul6 koncentracié-becsld eljaras.
Az RRM alkalmazésa soran egy 3 (esetleg 4) konstanst, 2 valtozot és 1
regresszios egyutthatét tartalmazé egyenletet illesztiink egy olyan E/c gorbére,
amely egy allando, figyelembe nem vett agonista koncentracio és a E/c gbrbe
felvétele soran bemért (tehat ismert és figyelembe vett) agonista koncentraciok
egyulttes hatasat mutatja. Az RRM célja a figyelembe nem vett (igy a E/c gorbét

r4l)

,{0rzitd”) koncentracio meghatarozasa a figyelembe vett (teszt) koncentraciokra
adott valaszok torzulasa alapjan. Ehhez sziikség van a teszt agonista
koncentracibja és az altala az adott rendszerben kivaltott hatas k6zotti kapcsolatot
leiré paraméterek ismeretére (a Hill modell esetén: Enax ECso, N). Elvi killonbség
van azon két eset k6zott, amikor a torzitd és a teszt koncentraciok ugyanazon
agonistahoz tartoznak, illetve amikor nem (Gesztelyi és mtsai, 2004; Karsai és

mtsai, 2006).

A munkacsoport korabbi, biolégiai mintan szerzett tapasztalatai alapjan a
torzitd és a teszt agonista killonbdzésége nem szikségszerlien képezi az RRM
gyakorlati hasznosithatésaganak gatjat. Egy korabbi vizsgalatban a muszkarin
agonista metakolint (mint torzité agonistat) nagy pontossaggal sikerdilt
meghatarozni A; receptor agonista CPA (mint teszt agonista) segitségével
(Gesztelyi és mtsai, 2004). Altalanossagban azonban tovébbra is létjogosultsaga
volt azon elméleti aggalynak, miszerint a torzitd és a teszt agonista eltéré

tulajdonsagai meghamisithatjak az RRM eredményét. Ennek megfeleléen a jelen
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disszertaciét megalapoz6 masodik vizsgalatunk f6 célja az RRM segitségével
kaphat6 becslések megbizhatésaganak megallapitasa volt eltéré tulajdonsagu
torzitd és a teszt agonistak esetén. Emellett vizsgaltuk a torzité koncentracio (Cpiag
nagysaganak, valamint az agonistak hatasat medialé rendszer tulajdonsagainak

(nop) @ befolyasat is.

Az RRM megbizhatésagat komputerrel szimulalt rendszerben vizsgaltuk. Az
agonistak és a receptor tulajdonsagait az agonizmus operativ modellje alapjan
definialtuk, amely altalanos (mechanizmusfiiggetlen), megkulénbdzteti az affinitast
és a hatékonysagot (efficacy) mint az agonista-receptor interakcié két jellemzéjét
(Black és Leff, 1983; Giraldo és mtsai, 2002; Kenakin, 2004), valamint van olyan
kiterjesztése, amely modellezi két kilbnb6z6 agonista szimultan hatasat egyféle
receptoron (Leff és mtsai, 1993). Meg kell emlitenltink, hogy az operativ modellt az
utébbi idében kritika érte, mivel a modellt megalapozo reakciéegyenlet (2.7.
egyenlet) fiziko-kémiailag nem olyan pontos, mint a del Castillo-Katz séma (2.11.
egyenlet), illetve ennek (még kevesebb elhanyagolast tartalmazod) tovabbfejlesztett
valtozatai (Colquhoun, 1998; Bindslev, 2008). A jelen vizsgalatban azonban az
affinitdst mint az agonista-receptor komplex egyensulyi disszociacios konstansat
definidltuk (,mikroszképos affinitas”), a t-t pedig mint az agonista-receptor komplex
kialakulasa utani 6sszes esemeény jellemzéjét (a hatas kialakulasaig), ily médon

kikerultiik az operativ modellben rejlé hibalehetéséget (Id.: 2.5.5. alfejezet).

A jelen értekezés méasodik vizsgalatanak harom szakasza kozil az els6ben
a Cpias €S az Nop hatasat tanulmanyoztuk az RRM pontossagara. A farmakologus
szakmaban nem egységes az no,, megitélése. Egyes receptor modellek azért nem
tartalmaznak az no,-hoz hasonlé meredekségi tényezét (Giraldo és mtsai, 2002),
mivel kifejlesztéik az np, fiziko-kémiai értelmezését problematikusnak tartjak
(Bindslev, 2008). Ennek ellenére mi fontosnak tartottuk az no, Szerepeltetését és
vizsgalatat, az nop ugyanis, mint a receptorialis rendszer jellemzdéje, latvanyosan
befolyasolja a E/c gorbék alakjat (4. abra), a célunk pedig az volt, hogy az RRM-et
a lehetd legvaltozatosabb kérilmények kozott teszteljik. A receptor koncentracio
([Ro]) valtozésa visszavezethetd a t ([Ro]/Kg) valtozasara, ezért elegendének
tartottuk, hogy utdbbi hatasat csak a Kg valtoztatasaval vizsgéljuk. Az [Ro]
jelentéségét a szimulacié szempontjabol tovabb csdkkenti, hogy nem befolyasolja

a torzitd és a teszt agonista t ardnyat (tpiadTies), @ Ke viszont igen. Az Emax-0t
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meghataroz6 E, is egyforman érinti a torzité és a teszt agonista hatasat, tehat
valtoztatasdnak nem lett volna jelentésége a mi szempontunkbdl. Az egyszerliség
kedvéért az els6 szakaszban a torzit6 és a teszt agonistat azonosnak vettik (5.

abra).

Az elsd szakasz soran a c, értékek figyelemreméltd pontossaggal becstilték
meg a Cpiast mindharom rendszerben (ny, = 0.5; 1; 1.5) az agonista sajat
(torzitatlan, egyagonistas) E/c gorbéjének kb. ECy5 és ECys értékei kdzott. Ezen az
intervallumon kivil a becslési pontossag csak ne, = 1 mellett volt jo, 1-nél nagyobb
vagy kisebb ny, esetén latvanyosan romlott, kiildnésen nagy Cuias €S egyideji kis nop
esetében (6. abra). Vagyis, az ny, altal megjelenitett rendszer-tulajdonséag
befolyasolja ugyan az RRM megbizhatbsagat, de csak marginalis koncentracidknal

(amelyek tul kicsi vagy tal nagy hatast valtanak ki).

A jelen értekezés masodik vizsgalatanak masodik szakaszaban a torzitd és
a teszt agonista egymasétol eltéré affinitasanak és (kdtédés utani) hataskivaltd
képesseégének hatasat vizsgaltuk meg az RRM becsléseire. Az A-tdl I-ig jelolt
torzitd agonistakat az A jelzésli teszt agonistaval hataroztuk meg harom
rendszerben (nyop = 0.5; 1; 1.5). A kbnnyl 6sszehasonlithatosag érdekében cpiasnak
a torzité agonistak sajat E/c gorbéinek ugyanazon pontjait vettik minden esetben
(ECzs, EGso, ECy5) (7. abra).

Az azonos 1-ju (azonos agonistacsoportba tartozo) agonistak identikus Cpias
értékeihez ugyanabban a rendszerben ugyanazt a cy-et kaptuk, tehat a torzité és a
teszt agonista eltéré affinitdsa nem befolyasolta az RRM-et. Az RRM affinitassal
szembeni k6zombossége arra vezethetd vissza, hogy a 3.4. egyenlet a Gaddum
egyenlet médositott formaja (Leff és mtsai, 1993). A Gaddum egyenlet az agonista
osztva az antagonista affinitasat jellemzé K értékkel. A 3.4. egyenletben a Gaddum
modell antagonistajat a torzitd agonista helyettesiti. A keresett Cpias €rtékek (ECys,
ECso és ECrs) egyenesen aranyosak a Kpias €rtékével, ezért a cpias elosztasa a
megfeleld KpiasSzel egy olyan mennyiséget eredményez, ami figgetlen az
affinitdstol. Egy agonistacsoporton beliil a k6z6s c,-et becslésekké konvertélva
azok ugy aranylottak egymashoz, mint az egyes agonistakhoz tartozo Kpiss értékek

(mivel azokat felhaszndltuk a becslések c-bél vald kiszamolasdhoz). Ennek
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megfeleléen egy agonistacsoporton belil a becslések szazalékos eltérése a

megfeleld cpiastdl ugyanugy kdzos értéket vett fel, mint a ¢ (8. abra).

Az A, B, C agonistacsoportban (tpiadTest= 1) €s az E, G, | csoportban
(ThiadTiest = 10) a Cpias €rt€kek meghatarozasa mindharom rendszerben hasonlé
pontossagu volt, mint a torzitd és a teszt agonista azonossaga esetén (8. abra). A
D, F, H rendszerben (tpiadtiest= 0.1) azonban az RRM becslései Iényegesen
rosszabbak voltak, mint az A, B, C csoport esetében: no, = 0.5 mellett a becslés
meg viszonylag pontos volt, nagyobb no, mellett viszont elfogadhatatlanna valt. Mi
tobb, a nagyobb ny, €s nagyobb cyias €gylitt olyan nagy cy ertékeket eredményezett,
amelyekbdl mar nem lehetett becslést szamolni (8. abra). A CyiasON €S az nyg-on tul

tehat az agonistak t értéke is befolyasolja az RRM becslési pontossagat.

A Thiad Trestarany €s az nqp hatasa nem volt fiiggetlen egymastol: kisebb
Thiad Trest Aranyhoz kisebb ngp, Nagyobb thiadtiestaranyhoz pedig nagyobb nep volt
szilkséges a 3.8. egyenlet j6 illeszkedéséhez és a becslés elfogadhatd
pontossagahoz (8. abra). Ez alapjan az illesztett 3.8. egyenlet lefutasabol
kdvetkeztetés vonhato le a miadTestarany €s az nqp tekintetében. Az ,alatta majd
felette” tipusu lefutas thiadtiest> 1 aranyra és/vagy nop < 1 operativ meredeksegre
utal, mig a ,felette majd alatta” jelleg tyiadest< 1 arannyal és/vagy no, > 1 értékkel
tarsul (7. abra). Ez, amennyiben az operativ modell ebbdl a szempontbdl is jol
jellemzi a receptormikdodést, fontos jelzéje lehet az RRM-mel kapott eredmények
megbizhatésaganak: a viszonylag j6 illetve a nem tul szélséségesen ,alatta majd
felette” tipusu illeszkedés elfogadhat6 becslési pontossagot sugall, mig a
szembetlinéen ,felette majd alatta” jellegl gorbelefutas elfogadhatatlanul pontatlan
becslés veszélyére hivja fel a figyelmet (3. tdblazat).

A masodik szakaszban kapott eredmények alapjan tehat kijelenthetd, hogy
a legtobb esetben az RRM elfogadhatéan pontos becslést képes adni a Cpias0l
akkor is, ha a torzitd és a teszt agonista eltérd affinitassal illetve kotédés utani
hataskivalté képességgel rendelkezik (a két agonistarol a jelen vizsgalatban
feltételeztiik, hogy ugyanahhoz a receptorhoz kotédnek). Fontos ugyanakkor,
hogy, ha mar az RRM nem is szolgéltat minden esetben elfogadhatéan pontos
becslést, az RRM egyenletének lefutdsabdl (a E/c gorbe adatpontjaihoz képesti

helyzetébdl) kovetkeztetni lehet a becslések megbizhatdésagara (3. tablazat),
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tovabba arra, hogyan lehet megbizhatobb eredményhez jutni (Id.: 75. oldal, elsé

bekezdés).

Az RRM illesztett

. . i n A becslések pontosséaga
egyenletének lefutdsa Toiad Tres » P g
Lalatta majd folétte” >1 <1 viszonylag pontos
viszonylag j6 illeszkedés, >1 1
,alatta majd folotte” jelleg pontos
nagyobb cpiasnal 1 <1
>1 >1
tokéletes illeszkedés pontos
1 1
\/;?ﬁpnylag .JO |I|Iesz!f§(3::es, 1 >l kis vagy kozepes
,folotte majd alatta ,Je eg f6lébecslés
nagyobb Cyiasnal <1 <1
L0lotte majd alatta” <1 21 durva félébecslés

3. tdbladzat . Az RRM E/c adatpontokra illesztett egyenletének (3.8. vagy 3.9. egyenlet) lefutdsa és
az RRM é&ltal szolgaltatott koncentracio-becslések pontossaga kdzotti kapcesolat. tyi,s- @ torzitd
agonista operativ hatékonysaga; t.s - a teszt agonista operativ hatékonysaga; no, - az operativ
meredekségi tényezd; Cpias- @ torzitd koncentracié (amelynek meghatarozasa az RRM célja).

Az nyp jelentds hatasa az RRM becslési pontossagara felvetette annak
lehetéségét, hogy az RRM szimmetrikus fliggvényt definialé egyenlete nem tud
megfeleléen illeszkedni aszimmetrikus E/c gérbékre (vagyis olyanokra, amelyeknél
az nop # 1). Az RRM addig hasznalt egyenletében (3.8. egyenlet) ugyanis a Hill
egyenlet szerepelt receptorm(ikbdési modellként, a Hill egyenlet pedig mindig
szimmetrikus fuggveényt definial (Giraldo és mtsai, 2002). A jelen értekezés
masodik vizsgalatanak harmadik szakaszaban ezért — szélesebb t tartomanyt
feldlelve, de egy értéken rogzitett affinitassal — megismételtiik a masodik szakasz
in silico kisérleteit. Az ny, felsé értékét is megemeltik (1.5-rél 2-re), hogy fokozzuk
az operativ meredekség hatasat a koncentracio-meghatarozasra. Az RRM
kivitelezéséhez ugyanakkor szerkesztettlink egy olyan egyenletet, amely a Hill

egyenlet helyett a Richards egyenletet tartalmazta receptormikddési modellként,
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amely aszimmetrikus flggvényt is el6 tud allitani (Giraldo és mtsai, 2002). A
kérdéses 3.9. egyenletben, a 3.8. egyenlettel szemben, eggyel tébb mennyiség
szerepelt: egy szimmetria tényez6, amely a teszt agonista adott rendszerben
felvett torzitatlan, egyagonistas E/c gorbéjenek szimmetrigjat (illetve
aszimmetrigjat) jellemezte. A koncentracié-meghatarozast mindkét egyenlettel
elvégeztik és 6sszehasonlitottuk a kapott becslések pontossdgat. Amennyiben az
aszimmetria volt az oka a 3.8. egyenlettel kapott rosszabb becsléseknek ny, # 1
mellett, azt varhattuk volna, hogy a 3.9. egyenlettel végzett becslés ny, # 1 esetén

|ényegesen pontosabb lesz.

A harmadik szakasz eredményei szerint azonban a E/c gorbe aszimmetria
figyelembevétele az RRM alkalmazasa soran nem hozott atité javulast a becslési
pontossag terén, emellett IEnyegében nem befolyasolta azokat a hibakat sem,
amelyek néhany esetben lehetetlenné tették becslések meghatarozasat (2.
tablazat). Ez azt jelenti, hogy nincs okunk lecserélni az RRM eddig hasznalt
egyenletét (3.8. egyenlet) egy bonyolultabbra csak azért, hogy alkalmazkodjunk a

E/c gbrbék (altalaban nem tul nagyfokd) aszimmetriajahoz.

Az alkalmazott széles 1 tartomany azonban felfedte az RRM egy korabban
nem tapasztalt hibalehetéségét: ha tyiadties:> 1 €S az nop Nem elég nagy, a becslés
meghilsulhat nagy cpias €rtékeknél. Vagyis, mennél nagyobb a tpiadtestarany és
mennél kisebb az nqp, annal kisebb lesz a cyiasazon értéke, amely folott az RRM
mar nem Kivitelezhetd (2. tAblazat). Ez a jelenség azért I1ép fel, mert ha egy kis
hataskivalté képességl teszt agonistaval E/c gorbét vesziink fel nagy mennyiség(
nagy hataskivalté képességl torzité agonista jelenlétében, a teszt agonista
novekvé mennyisége egyre tébb nagyobb hatékonysagu torzité agonistat fog
leszoritani a receptorokrol, ami koncentracio-fiiggé inverz hatashoz vezet (9. F-H
abra). A negativ hatas-tartomanyban futd E/c gérbék az RRM szamara sajnos
értelmezhetetlenek (2. tablazat).

A jelen értekezés masodik vizsgalata alapjan megallapithatjuk, hogy az
RRM megfeleléen kivitelezve alkalmas lehet endogén agonistdk koncentracio-
valtozasainak meghatarozasara azok receptorainak mikrokdrnyezetében. Az RRM
sikeres alkalmazasanak a 2.1. alfejezet végén (8. old.) emlitett hat feltételét a

kovetkezd harommal egészithetjuk ki:
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1. A teszt agonista adott rendszerbeli Enmaxanak érdemes kozel lennie a
torzité agonista Emaxahoz, mivel ebben az esetben, ha a ¢ a teszt agonista sajat
E/c gbrbéjének kozépsd szakaszara esik, a Cyiasis a kozépsd szakaszra fog esni a

torzité agonista sajat E/c gorbéjén.

2. Ha az RRM illesztett egyenlete latvanyosan ,alatta majd folotte” fut a
torzult E/c gorbe pontjainak, a koncentracié-meghatarozast érdemes megismetelni
egy hagyobb hataskivaltd képességu teszt agonistaval. Amennyiben viszont
,f0lotte majd alatta” lefutast tapasztalunk, a becsléseket kilénésen évatosan kell
kezelni és a meghatarozast ajanlott megismételni egy kisebb hatéaskivaltd

képesseégli teszt agonistaval.

3. Ha a teszt agonista koncentracié-figgé negativ hatast valt ki, a
meghatarozast egy nagyobb hataskivaltdo képességi teszt agonistaval kell
megismételni. (A teszt agonista hataskivaltd képességének novelését az RRM

egyenletének markans ,folotte majd alatta” tipusu lefutasa korlatozza; Id. 2. pont.)

Az RRM jelentéségét jelenleg nehéz lenne megitélni. Jellegébdl fakadbéan
(egyrészt korilményes kivitelezése miatt, masrészt mert mérési pontossagat a
biolégiai variabilitas is befolyasolja) nem jelent alternativat a jelenleg hasznalt
koncentracié-meghatarozé modszerekkel szemben a legtdbb helyzetben. Korabbi
vizsgalataink soran azonban az RRM mar bizonyitotta alkalmassagat néhany olyan
specidlis helyzetben, amelyben a jelenleg elfogadott koncentracio-meghatarozo
mobdszereket nehéz, ha nem éppen lehetetlen alkalmazni. Az, hogy az RRM helyet
kaphat-e az elismert koncentracio-meghatarozé modszerek kdzott, tobb téenyezd
fliggveénye (pl. milyen receptorok teljesitik a moédszer legfébb kdvetelményét, a
deszenzitizacié elhanyagolhaté mértékét a mérés ideje alatt), melyek tovabbi
vizsgéalatokat igényelnek.
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5.3. Uj eredmények

1. Ex vivo allatkisérletes vizsgalataink soran ADA gatl6 EHNA és DCF
jelenlétében egyarant er6s6dott a CPA negativ inotrép hatadsa hyperthyreoid
tengerimalac pitvaron, mikézben alig valtozott euthyreoid pitvaron. Mivel a CPA
bomlaséat az ADA nem katalizalja, a jelenség hatterében a hyperthyreoid pitvari A;

receptor valaszkészségének fokozédasat tételezziik fel az ADA gatlas hatasara.

2. In silico vizsgalatunk soran megallapitottuk, hogy ha a torzit6 és a teszt
agonista azonos, a torzité agonista EC,5 és ECs kdz6tti koncentracidinak becslése
minden vizsgalt ny, esetén elfogadhatd. Amennyiben az nq, # 1, a torzité agonista

<EC;,5 és >EC;5 koncentracidinal a becslések pontatlanna valnak.

3. Ha a torzité és a teszt agonista killonb6z6, eltérd affinitAsuk nem
befolyasolja az RRM pontossagat, eltérd efficacy értékik viszont igen. Ha az RRM
egyenlete, amelyet a torzult E/c gbrbék adatpontjaira illesztettiink, kis teszt
agonista koncentracioknal markansan a E/c gorbe adatpontok folétt fut, nagyobb
teszt agonista koncentracidéknal pedig alattuk, a becsléseket dvatosan kell kezelni
és a koncentracié-meghatarozast érdemes megismételni egy kisebb efficacy
értékd teszt agonistaval.

4. A teszt agonista kivalasztasakor a még hasznosithato efficacy-tartomany
alsé hatarat az a jelenség jeldli ki, amikor a cpias jelenlétében a teszt agonista
koncentracié-figgd negativ hatast valt ki. Negativ hatasokra az RRM egyenletét

nem lehet illeszteni.

5. A koncentracio-hatas gorbék aszimmetrigjanak figyelembevétele az RRM
eredeti egyenletének médositasaval nem javitja lenyegesen az RRM becslési
pontossagat és nem korrigalja az RRM jellemzé hibait sem. Emiatt nincs okunk az

RRM Hill modellt tartalmaz6 egyenletét bonyolultabbra cserélni.
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6. Osszefoglalas

A jelen értekezés vizsgalatai soran a kovetkez6 kérdésekre valaszoltunk:

1. vizsgéalat: Hogyan befolyasolja az ADA gatlasa egy ADA rezisztens A;
receptor agonista hataséat eu- és hyperthyreoid tengerimalac bal pitvaron?

Az ADA gétlas fokozza az ADA rezisztens A; receptor agonista CPA
kivaltotta negativ inotrop hatast hyperthyreoid tengerimalac bal pitvaron, mig ez a
jelenség csak jelzésszerlien figyelheté meg euthyreoid pitvaron. A jelenség oka
feltehetéen a hyperthyreoid A; receptor jelatviteli hatékonysaganak névekedése,
melynek létrehozasaban felvethet6 az intracellularis adenozin-tébblet szerepe.

2. vizsgalat - 1. szakasz: Hogyan befolyasolja a meghatarozando Cpias
nagysaga €s a rendszert jellemzd ny,, az RRM pontossagat?

A Cpiasbecslése ngp = 1 mellett a legpontosabb, de a torzitd agonista ECys €s
EC:s értéke ko6zOtt minden vizsgalt nop esetén elfogadhato. Ha azonban a cyias Nagy
és az nyp < 1, a becslések elfogadhatatlanul pontatlanna valnak.

2. szakasz: Hogy befolyasolja a torzité és a teszt agonista egymastol eltéerd
affinitdsa és koétédés utani hataskivaltdé képessége (efficacy) az RRM pontossagat?

Mig a torzito és a teszt agonista eltéré affinitdsa nem befolyasolja az RRM
pontossagat, az eltéré hataskivalto képesség igen. Az RRM illesztett egyenletének
lefutasabol azonban kdvetkeztetni lehet a becslések megbizhatdsagara, tovabba
arra, hogyan lehet megbizhatébb eredményhez jutni. Ha az RRM egyenlete
latvanyosan ,alatta majd folotte” illetve ,folétte majd alatta” lefutasa a E/c gorbe
adatpontjaihoz képest, a becsléseket ovatosan kell kezelni és a koncentracio-
meghatarozast érdemes megismételni egy nagyobb illetve kisebb hataskivaltd
képességl teszt agonistaval.

3. szakasz: Hogyan befolyasolja a E/c gérbék aszimmetridjanak figyelembe
vétele az RRM pontossagat?

A E/c gorbe aszimmetria figyelembevétele az RRM kivitelezése soran a
legtbbb esetben nem javitja szamottevéen a becslések pontossagat és nem
befolyasolja Iényegesen a mddszer hibait. Ez alapjan nincs okunk lecserélni az
RRM eddig hasznalt egyenletét egy bonyolultabbra azért, hogy alkalmazkodjunk a
E/c gorbék aszimmetridjahoz. Feltartuk az RRM egy eddig nem tapasztalt korlatjat
is: ha a torzité agonista hatékonysaga (efficacy) nagyobb, mint a teszt agonistaé, a
koncentracié-becslés meghiusulhat nagy ciias€s egyidejlleg kis nop ertékeknéel.
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/. Summary

During the investigations of the present PhD thesis, the following questions
were addressed:

Studyl: How does the inhibition of ADA influence the effect of an ADA-
resistant A; receptor agonist in eu- and hyperthyroid guinea pig left atria?

The ADA inhibition enhances the negative inotropic effect evoked by CPA,
an ADA-resistant A; receptor agonist, on the hyperthyroid but not euthyroid guinea
pig left atrium. This is probably due to an increase in the signal amplification of the
hyperthyroid A; receptor, and this might be mediated by the surplus intracellular
adenosine content.

Study 2 - part 1: How does the magnitude of cpias (to be estimated) and nop
(characterizing the system) influence the accuracy of RRM?

The estimation of CyiasiS the most accurate in the case of ny, = 1, but for
biasing agonist doses between EC,s and ECys, the estimation is acceptable using
every investigated nop. If Chiasis high and ng, < 1, estimates become wrong.

part 2: How does affinity and efficacy of the agonists influence the accuracy
of RRM if the biasing and test agonist are different?

While difference in affinity for the biasing and test agonist does not affect the
estimation accuracy of RRM, the different efficacy does. However, the running of
the fitted equation of RRM provides useful information about the reliability of
estimates, and about how to obtain more reliable estimates. If the fitted equation of
RRM has a considerable “below then above” or “above then below” character in
relation to data points of an E/c curve, the estimates should be treated with
caution, furthermore it is worthwhile repeating the measurement with a test agonist
having a greater or smaller efficacy, respectively.

part 3: How does allowance of asymmetry of E/c curves influence the
accuracy of RRM?

In most cases, allowing for E/c curve asymmetry does not ameliorate
substantially the accuracy of RRM, and it has no significant influence on the
limitations of the method. Thus, there is no reason to exchange the simpler Hill
model in RRM for a more complicated one to comply with a possible asymmetry of
E/c curves. In addition, another limitation of RRM was revealed: if efficacy of the
biasing agonist is greater than that of the test agonist, the estimation can fail at
simultaneously high cpiasand small ng, values.
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