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1. Bevezetés és célkizés

A sokseijti elblények sajatossaga, hogy a sejtek kdzotti tér apegbels
koérnyezetet” (milieu interieur) képez, amely 6sémEben eltér mind a kidls
kornyezetdl, mind az intracellularis kompartmentékt Az élslények bel§
kornyezetének kialakulasat és allandésagat (hort@nsy szamos, a béls
koérnyezetbe juttatott endogén szabdalyoz6 anyagoditi, melyek tébbsége
farmakologiai értelemben receptor agonistanak teki.

A sejtmikoddés valtozasanak mértékét bizonyos esetekben a jellege is
fligg az agonistak interstitialis koncentraciojatinelynek fontos szabalyozé
szerepe van. A molekularis biologia és a génter@praban is egy agonista
koncentracidja és a Kkivaltott hatas kozotti kapatwdl a legpontosabban
koncentracio-hatas (E/c) gorbe felvételével leheghatarozni. A E/c gorbe
kiértékelésekor kritikus jelesédi, hogy a koncentracié, amelyhez a hatast
rendeljik, mely kompartmentre vonatkozik, ez uggamieghatarozza, hogy a
E/c gorbe miél ad informéciot. Idealis esetben a figyelembe yetkan meért,
legtbbbszor szamolt) agonista koncentracio a recelptmikrokérnyezetére (is)
vonatkozik, vagyis a E/c gorbe (az agonistan tul)regeptort illetve a
posztreceptoridlis jelatviteli utakat jellemzi, @sem fligg lényegesen a
receptorokat tartalmazé szévet egyéb jelléinét (mint példaul az agonista

Szadmos esetben azonban az adott agonista kondéjéirdic nem
rendelkeziink megbizhatdé informéacioval specifikustodésik helyén. Ez
meghatarozni receptoraik kdzelébesief) mikddésben led, mozgod szévetben.
A receptorkdzeli koncentracié ismerete ugyanaklkamrtds az agonistak altal

befolyasolt biologiai folyamatok pontos feltérképsehez.



Egy a munkacsoportunk altal a koézelmultban kifefleg koncentracio
(pontosabban koncentraciokilonbség) meghatarozaraslj a receptorialis
valaszkészség modszeareeptorialresponsivenesmethod; a tovabbiakban:
(pontosabban koncentraciovaltozasanak) becsléséildddh szovetben. Az
RRM kétvaltozos nemlinearis regresszid, melynelalalkzasa soran egy sajat
fejlesztéd egyenletet illesztve egy meghatarozott moédon felizc gorbére
egyetlen regresszids paramétert becsulink meg, vagy maga a keresett
koncentracio(valtozas), vagy egy masik agonista alazzekvieffektiv
koncentraciéja.

A El/c gbrbék elemzése soran a receptorok stimy&céitalaban annak
az exogén agonistanak tulajdonitjak, amellyel axtaf/c gorbét felvettek. Ha
van is jelen a receptorok kozelében mas, pl. eggogén agonista, azt
rendszerint figyelmen kivil hagyjak. Kis ,extra” agsta mennyiség esetén
annak torzitd hatdsa a E/c gorbe kiértékelésérébaal elhanyagolhaté. Ha
azonban az adott rendszer ezt az extra agonist@n okoncentracioban
tartalmazza, amely jelasg mértékben képes stimulalni a receptorokat (dsa¢za
.elhasznalni” azok valasz-kapacitdsanak egy jéentrészét), az adott
rendszerben az extra agonista jelenlétében fehstt, érintett receptorok
Munkacsoportunk korabban mar leirta azt az 6ssgéfig amely kapcsolatot
teremt az extran jelenl@vagonista (,torzitd” agonista) koncentracidja és a
masik agonistaval (,teszt” agonista) felvett E/crlgd torzulasanak meértéke
kozott (Id.: 15. oldal, 3.8. egyenlet).

A legegyszeibb esetben a torzité és a teszt agonista ugyanegyailet,
de ez nem feltétele annak, hogy a fentebb emlds$tzefliggést haszonnal
alkalmazzuk. Ez annak kdszonthehogy a legkllénbdibb agonistak hatasai is
(legalabbis részben) ugyanazokon a strukturakaregterok, posztreceptorialis

jelatviteli elemek) dsszegdnek, amelyek valasz-kapacitasa limitalt. Ily médon



elegend, ha csak arra torekszink, hogy a teszt agoniséviele minél
nagyobb mértékben atfedjen a torzitd agonistaégaha van rA& mod, ugyanazon
a receptoron hasson mindkettAnnak érdekében, hogy a két (adott esetben
kulonbo®) agonista szimultan hatasat a legegy#dermddon tudjuk egyditt
kezelni, a fenti dsszefliggés (3.8. egyenlet) lewdsekor a torzitd agonista
helyettesitettik.

A fenti Osszefliggést (3.8. egyenlet) felhasznalvajl&sztettiink egy
mobdszert, az RRM-et, amellyel a E/c gorbe torzidékkvantifikalhato a torzitd
agonista koncentracidja. Amennyiben példaul egy ogéd agonista a
receptorok mikrokdrnyezetében szabadul fel vagytstralddik, illetve ha
nagyon rovid féléletidvel bir, koncentraciéjat nehéz meghatarozni, édadian
nehéz barmilyen kvantitativ informacioéhoz jutniadHa azonban lehiégink
van az adott rendszerben az endogén agonista dathzidasa (vagy szintézise)
elétt és utan egy-egy E/c gorbét felvenni egy megielehasonlé agonistaval, a
két E/c gbrbe kozotti kilonbség (vagyis a masoditbg torzulasa) informacioét
fog hordozni a kérdéses endogén agonista koncénaas. Ez az informacio
kinyerheb, ha a torzitd koncentracio és a E/c gorbe torzkxdastti 6sszefliggést
(mint regresszids fuggvényt) a masodik E/c gorkaairh illesztjik.

A fliggvénynek tartalmaznia kell a teszt agonistademtracidja és adott
rendszerbeli hatasa kozotti torzitatlan kapcsaolatmtlyet az els E/c gorbe
regresszidjaval kaphatunk meg (ha a regresszid sotdill modellt illesztjuk,
ezek a paraméterek az.& EGo és n). Ez természetesen azt jelenti, hogy a
mobdszer @altal szolgaltatott becslés valgjdban a zitor agonista
koncentracidjaban beallt valtozas a két E/c goddeétele kozott. Az eljaras
korlatai kozal mar a fentiekd is kideril, hogy az eredmény csak akkor
informativ, ha a meghatarozas ideje alatt a recebtoem deszenzitizalédnak, a
torzitd agonista koncentracioja allandé a masodik gorbe felvétele soran, a

teszt agonista pedig nem bomlékony és jol penatrédhdszerben.



Ha a torzitd és a teszt agonista ugyanaz, az RRMeki@nul becsli a
koncentraciot becsuli meg, amelyik egyemlatast fejt ki a torzité agonista
koncentracioval. A teszt agonista stabilitasa ésliffiizios készsége nagyban
noveli a meghatarozas pontossagat. dEblbvetkeden az, hogy az RRM
megengedi a torzitd és a teszt agonista kulGidsget, lehéwvé teszi, hogy
stabil agonistak  felhasznalasaval bomlékonysaguk attmi nehezen
meghatarozhaté agonistak koncentracioirdl szerdzatiormaciot, méghozza
egy olyan nehezen megkdzelithetzdveti kompartmentben, mint specifikus
receptoraik mikrokodrnyezete.

A torzitd és a teszt agonista kulonbsege esetén azonban felmerdl a
kérdés, hogy a két agonista edtdulajdonsagai (pl. affinitds a receptorhoz;
efficacy, vagyis a receptorhoz valé &dés utani hataskivalto képesség)
mennyiben érintik az RRM A&ltal szolgaltatott eredyek megbizhatosagat.
Ennek a kérdésnek a tisztazasa - elméleti érdek@ssé@il - gyakorlati
jelenséggel is birhat, hiszen az RRM - bizonyos feledtaéljestlése esetén -
egyedulallé lehéiséget ad a sokséjtszervezetek szabalyozéikddéseinek
mennyiségi szempontu vizsgalatara a szabalyozsasiséteiben.

A jelen disszertacié els ex vivo vizsgalatdban az RRM-et nem
koncentracié-meghatarozasra hasznaltuk fel: edvyperthyreoid tengerimalac
bal pitvaron vizsgaltuk az adenozin-dezaminaz (ADA)lasanak hatasat az A
adenozin receptor (az;Aeceptor) negativ inotrép valaszkészségére. A tkapo
mérési eredmények értelmezéséhez azonban feltedenkség volt az RRM
elvének figyelembevételére.

A jelen disszertacid masodiky silico vizsgalata soran célunk az RRM
segitségével kaphatéo becslések megbizhatosadgarrsgakata volt eltér
tulajdonsagu torzito és a teszt agonistak esaieabba tanulmanyozni kivantuk
az agonistak hatdsat medialo rendszer jellegénfekybeat is. Arra torekedtink,

hogy a kérdéses jelenséget minél ,tisztabban”, riéakérilményekil mentesen



vizsgalhassuk. Ehhez a legmegfélidinek a szamitégépes szimuléciét talaltuk,
amelyben egy megfel&n részletes kvantitativ receptor modell, az agong
operativ modellje segitségévebalitottuk a vizsgalni kivant helyzeteket és
kiviteleztik az RRM-et (ugyanugy, mintha biolégadatokat elemeznénk). A
kapott becsléseket 6sszevetettilk a szimulacié mghatiaival.

Méasodik vizsgalatunkat harom szakaszra bontottuk.efSben csak a
torzitd koncentracidé (a torzitd agonista extra lamiacidoja) nagysaganak és a
farmakoldgiai rendszer jellegének befolyasat tadmyoztuk az RRM
pontossagara, ezért a torzitd és a teszt agoniiaos tulajdonsagokkal
rendelkezett. A masodik szakaszban a torzitd és esztt agonista
kulonbodségének hatasat vizsgaltunk, ezért élt@ffinitAsu és hataslétrehozé
képesseéfy (efficacy) torzitd és teszt agonistakat szimuldtuA harmadik
szakaszban a masodik szakasz détkise azzal dvilt, hogy a szimulalt E/c

gorbék esetleges aszimmetriajanak hatasat isv@hkik tarni.



2. Ex vivo metodika

2.1. Oldatok

Kisérleteinkhez a kovetk&zanyagokat hasznaltuk: a mdédositott Krebs-
Henseleit pufferhez (Krebs oldat) szilkséges sélenezin; inozin; N
cyclopentyladenosine (CPAkrythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)adenine (EHNA);,
2’-deoxycoformycin (pentostatin; DCF); az L-tiroxMa-séjanak pentahidratja

(T4). A preparatumok tapoldata végig 36 °C-os KrelbsioVolt.

2.2.1n vivo kezelés

Kisérleteinkhez 400-700 g testtondelgim tengerimalacokat hasznaltunk
fel. Az allatok tartdsa, ékezelése és feldolgozasa dsszhangban volt a Delbrece
Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak Kati Kdédexében
megfogalmazottakkal és az ide vonatkozo Europadbs)abirasokkal.

Az allatokat random modon két részre osztottukkdzelt és oldészer-
kezelt (S kezelt) csoportra. A, Kezelt csoport tagjai 33(g/testtomeg kg Ft
kaptak naponta egyszer ip., mig az S kezelt cs@flatti a T, oldoszerét kaptak
ip. (in vivo kezelés). A kezelés 8 napig tartott, az allatdkasznalasa a 9.

napon tortent.

2.3. A bal pitvarok preparalasa és dlinkubacioja

A tengerimalacokat guillotine segitségéevel lefajkzta bal pitvart
izolaltuk, majd 10 crhes, Krebs oldattal feltdltott szervkadban (TSZz-04,
Experimetria, Budapest) felfiiggesztettik. A Krelidatot 95% Q és 5% CQ
elegyével oxigenaltuk, ami altal pH-ja 7.4-re &k. A pitvart egy fonalon



keresztll izometriAs mechano-elektromos atalakji@nszducer”; SG-01 D,
Experimetria, Budapest) érzekmghez rogzitettik, majd a pitvart 10 mN
alapfeszités ala helyeztik, melyet a kisérlet fofa (kdzvetlentl a mosasok
utan) rendszeresen utankorrigaltunk.

A pitvarokat programozhatd elektrostimulatorral {&, Experimetria,
Budapest) ingereltik pontszen kiképzett platina elektrodokon keresztul. Az
ingerlést 3 Hz frekvenciaval, 1 ms impulzusszélgsetellett, masfélszeres
kuszobfeszultséggel (kb. 1 V) végeztik. A kontrékkal ardnyos elektromos
jeleket 6 csatornas poligrafon (BR-61, Medicor, Bpelst) rogzitettuk.

Az ingerlés megkezdése utan valamennyi pitvart Bfcgn keresztil
eldinkubaltuk Krebs oldatban, ami alatt a kontralddit paraméterek
stabilizalodtak. A szervkadak oldatat 15-20 peréenicseréltik (mosas). Az S
kezelt és T kezelt csoportba tartozé pitvarokat random modworalibi 4-4
alcsoportba soroltuk az éhkubacio alatt (Id. késob). A pitvarok izometrias
0sszehuzodasait regisztraltunk, melyeknek az amoldijat tekintettik a

kontrakcios afnek.

2.4. Adenozin E/c gorbék

Az elbinkubéacié utdn minden kisérleti alcsoportbamiedat kumulativ
adenozin E/c gorbét vettlink fel. Az adenozin alkedra T, kezelés validalasara
(markansan csokkenti az adenozinerg valaszt), adgkan igen rovid felezési
ideje miatt gyorsan és teljesen eliminalodik a prapumbdl, igy a kdvetkéz

E/c gbrbét nem zavarja.

2.5.1n vitro kezelés



Az adenozin kimosasa utan két protokoll egyikéttdiajk végre a
kialakitott alcsoportokon. Az egyik protokoll sz#r60 perc inkubaciora kertlt
sor (n vitro kezelés) a kovetkézalcsoportokon:

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

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

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

A masik protokollhoz tartozé alcsoportok esetéivevitro kezelés helyett
csak 15-20 perces mosas kovetkezett:

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

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

2.6. CPA E/c gorbék

Az in vitro kezelést kapott hat alcsoport pitvarain kumuld&iie gorbét
vettiink fel CPA-val, amely igen szelektiv Aeceptor agonista. Mivel a CPA
nem szubsztratia a myocardiumban taladlhatdé ade+mmitd illetve
Gjrahasznositd enzimeknek, vérmentes pitvarszometbd=/c gorbe felvétele
alatt (20-40 perc) alig csokken a koncentraciojaidit azonban nehezen
tavolithatd el a pitvarbol, ezért hoztunk Iétre driilkontroll csoportokat az
onkontrollos elrendezés helyett.

2.7. Inozin E/c gorbék

Az in vitro kezelés nélkili két alcsoport pitvarain inozinweattiink fel
kumulativ E/c gorbét. Az inozin képes befolyasomi sziv adenozinerg

rendszerét, ezeért vizsgaltuk az altala kifejtettktiinotrop hatast.



2.8. A kontrakciods ek és a E/c gorbék feldolgozasa

Az intakt kontrakciés ét az el$é E/c gorbe kiindulasi kontrakcids
erejeként hataroztuk meg. Az vitro kezelés hatasara kialakult kontrakciost er
az intakt kontrakciés érszazalékdban fejeztik ki a kezeléshez hasznéalt sze
inotrop hatasanak jellemzésére.

A E/c gorbék felvétele sordn egy adott agonistackatracidé hatasanak a
kontrakcidés e legnagyobb csokkenését vettik a kiindulasi komitek e
szazalékaban. A E/c gorbék pontjaira a Hill egyeenldlesztettik, az egyes
preparatumok valaszkészségét az adott agonistgoiéjenek Eay, I0gEG, és

n paramétereivel jellemeztik.

2.9. Statisztikai elemzés

Két csoport szamtani kbzepeinek 6sszehasonlitadatoldalt kétmintas
parositatlant Student-féle t tesztet haszndltunlettskél tébb csoport
dsszehasonlitasat kétutas varianciaanalizissel ANOvégeztik, melyet
Bonferroni poszt-teszttel egészitettiink ki. A Véletoki szerepét p<0.05 esetén
vetettik el.

A E/c gorbék esetében egyrészt az azonos konceinéz tartozo,
alcsoportonként atlagolt hatdsokat hasonlitottidz@smasrészt a Hill egyenlet

illesztésével nyert k,, I0gEG, és n értékeket.
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3. 1n glico metodika

A szimuldcié soran 6bkz0r agonistakat és farmakoldgiai rendszereket
definialtunk, majd megszerkesztettik az agonistak gorbéit és jellemeztik
ezeket. Ezt kovéen olyan E/c gorbéket szerkesztettiink, amelyek iatgn
parok szimultan hatasét jelenitették meg ugyanablb@ndszerben. Az agonista
parok egyik tagjat allandé koncentracidval vettigy€lembe, mint torzitd
agonistat, mig a masikbdl felszall6 koncentraciot s@peztink, mint teszt
agonistabdl. Ezutan a E/c gorbéket agy transzfdukalmintha a torzitd
koncentraciokat figyelmen kivil hagytuk volna fdaklék soran. Ezt kovéen
az RRM alkalmazasaval meghataroztuk a torzito kuméeiokat a transzformalt
(torzitott) E/c gorbék és a teszt agonistak egyedatasat reprezentaldo E/c
gorbék felhasznélasaval. Ha a torzitd és a tesmnisig azonos volt, a
gorbeillesztéssel kapott regresszios paramétekéizeetlendl hasznaltuk fel, ha
nem, a regresszids paramétereket meég atszamoltukitéto agonista
koncentraciéva. Végezetll az igy kapott becslésgékstehasonlitottuk azokkal
a torzitdé agonista koncentraciokkal, amelyeketim@tacié soran hasznaltunk,
mint input adatot. Emellett a farmakoldgiai rendshatasat is vizsgaltuk az
RRM pontossagara oly modon, hogy a E/c gorbék dammjat tobbféle
meredekségi faktor mellett is elvégeztik. A harkadzsgalati szakaszban az
RRM soran két egyenletet is hasznaltunk gorbetiésse. Kozulik az egyik az
RRM hagyomanyos egyenlete, mig a masikat a jeleszdrtacioban targyalt
vizsgalatok soran vezettik le arra a célra, hogyelembe tudja venni az
illesztett E/c gbrbék esetleges aszimmetriajat.
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3.1. Torzitatlan, egyagonistas E/c gorbék szerkegxe

Agonistakat eés farmakoldgiai rendszereket defindt az agonizmus
operativ_modelljenek keretein belil, majd ezek jalaphatas eértekeket

szamoltunk ki az operativ modell alapegyenletetségével:

n n
op @ op
E=E,Q [Ro! — 3.1.
KEnOp I:QK +C)nop +[R0] op |:¢ op

ahol: E a hatas; fa legnagyobb elérhehatas az adott rendszerbeng][R
a receptor koncentracio; ¢ az agonista koncentrd€i@z agonista-receptor
komplex egyensulyi disszociacios konstansa (aziaggoaffinitAsanak reciprok
meértéke); k az agonista kétlés utani hataskivalto képességének (efficacy)
reciprok mértéke; gy az operativ meredeksegi tén§egoperational slope
factor).

A fenti egyenlet segitségével szamolt hatidsokat egfereb agonista
koncentracidjanak fliggvenyében abrazoltuk, minraganistak ,torzitatlan” E/c
gorbéit.

3.2. A Hill és a Richards egyenlet illesztése a wtatlan, egyagonistas E/c

gorbékre

A Hill egyenletet (3.2.) és a Richards egyenletgt3.) a szimulalt
agonistak torzitatlan E/c gorbéjére illesztettik:

E= Emax Emax
(1+ 10n1|og Xp—logc) )S

3.2. és 3.3.

- 1+1On[(]ogEC5o—Iogc) és E=
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ahol (a még nem definialt paraméterek). £z adott agonistaval elérfiet
legnagyobb hatas az adott rendszerben;, EC félhatasos koncentracio (a
fuggveény kézéppontja); n a Hill koefficiens (Hitle meredekségi tény@z S a
szimmetria ténydy (ha kulonbozik 14l, a figgvény aszimmetrikus, vagyis a

kbzéppont és az inflexios pont nem esik egybe); eqy az eddigiekre

n
visszavezethétparaméter:X,, = ECy, Eﬁf/s —1)]/ .

Az illesztett Hill és Richards egyenlet regresszpasameétereit a teszt

agonista esetén a Kébiekben felhasznaltuk az RRM-hez.

3.3. Torzitatlan, kétagonistas E/c gorbék szerkesze

Az egyes torzitd és teszt agonista parok szimuhatdsat az alabbi

egyenlettel szamoltuk ki:

E-E O (Tiest Prest Kiias *+ Thias oias Kies)™
m
(Ctest Kpias T Kiegt BKpjas * Cpias Kieg )nop + (Ttest [Crog Kpias T+ Thias [Chias Kiegt )nop

3.4.
ahol (a még nem emlitett paraméterek).s ca teszt agonista

koncentracidja; s a torzitd agonista koncentracidjai.dla teszt agonista K
értéke; Kis a torzitd agonista K értéketess a teszt agonista operativ
hatékonysaga (operational efficacy), ami a teszonmtp kobdés utani
hataskivalto képességéenek meértéke = [Ro)/Ketes) ; Thias @ tOrzitd agonista
operativ hatékonysaga,ts = [Rol/K piag-

Az EGspet az operativ modelib kiindulva az alabbi egyenlet alapjan

szamoltuk:
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1
ECy, =K 3

1
(2+r”°p)n7p -1

A tobbi EG eértéket a megfelél EGy-bdl és ny-bol szamoltuk ki a

3.5.

kovetked egyenlet segitségével:

1

N
EC, = ECSOtﬁ j“"r’ 3.6.
100-F

Ha a 3.4. egyenlettel szadmolt hatasokat @ €s Gias 0SSzegének
figgvényében abrazolnank, a kapott fliggvények apitedhatd agonistak

torzitatlan E/c gorbéi lennének.

3.4. A kétagonistas E/c gorbék torzitasa

A 3.4. egyenlettel szamolt hatasokat transzforrkalftorzitottuk) az

alabbi egyenlet segitségével:

100(100-E)
100- Ey

E'=100- 3.7.

ahol (a még nem emlitett paraméterek): E’ a torhatas; E a 3.4.
egyenlettel szamolt (torzitatlan) hatasj.da Giss altal kivaltott hatas (a 3.4.
egyenlettel szamolva oly modon, hogy&:oulla, de minden mas paraméter
ugyanaz, mint a hozza tartozo E esetében).

A 3.7. egyenlettel végzett transzformacio tehatsazmnulalja, hogy egy

figyelmen kivul hagyott s van a rendszerben, ami Iétrehozott egy figyelmen
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kival hagyott Ei,s hatast. Ennek megfetan a 3.7. egyenlettel kapott torzult
hatasokat csak a.g fliggvenyében abrazoltuk, ami torzult E/c gorbéi@ott
létre (teljesen malkzve a gist €S az East).

3.5. Az RRM egyenleteinek illesztésre a torzult, kagonistas E/c gorbékre

A torzult E/c gbrbékre a 3.8. egyenletet és ady9enletet illesztettik:

E
100[@100_ [tl ma( 109 Cy 109 Crog ))J
E'=100- 1+ 1On 0g ECgy—log|10 +10 38.
_ Emax
100 1+ 10”1‘09 ECso—logcy)
10001100- S <
(1+ 10”[(109 Xy-log 7o saPaces ))j 30,
E'=100-
100- Eax

(1+ lon[CIog X, —logcy) )S

ahol (a még nem definidlt paraméterek), @z a teszt agonista
koncentracié, amelyet azonos hatasunak varunk.gkoncentracidval (ayca
3.8. és a 3.9. egyenletek altal szolgaltatott eglyeegresszidés paraméter); a
3.8. egyenletbe beirt &, I0gEG, és n a Hill egyenlet illesztésével kapott
paraméterek; a 3.9. egyenletben lathatg,HogX,, n, S a Richards egyenlet
illesztése soran kapott paraméterek.

A c, értékeket a 3.1. egyenlet segitségével atszamb#uaklésse, vagyis
azon torzitd agonista koncentraciova, amelynek mé@gek kell lennie a s

szel. A Kkétféle egyenlettel kivitelezett koncentb@ecslés pontossaganak
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kifejezésére és 6sszehasonlitasara kiszamoltuksielsek szazalékos eltérését a
nekik megfelad cyizs értékekdl: ((becslés-ga/Chiad* 100%.

3.6. Szamitégépes szimulacié és adatelemzés

A fuggvények y értékeit és a nem gorbeillesztéayelrt paramétereket
Microsoft Excel 2003 szoftverrel szamitottuk ki. rBéillesztésre GraphPad

Prism 4.03 for Windows szoftvert hasznaltunk.
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4. Eredmények

4.1. Az ADA gatlas hatdsa az A receptor medialta negativ

inotrépiara eu- és hyperthyreoid tengerimalac bal gvaron

Az inozin nem befolyasolta érdemben pitvarok kditids erejéet. Az
adenozin és a CPA viszont koncentraciétiiggegativ inotrép hatast hozott
létre, amely kisebb volt a, kezelt pitvarokon.

Az S kezelt alcsoportok kozotti kilonbségek nenélértl a statisztikai
szignifikancia szintjet sem a regresszids pararekiesem az egyes CPA
koncentraciokra adott valaszok esetében. A Kezelés ezzel szemben
felerssitette az EHNA és a DCF hatasat: az EHNA szighaifian novelte az
Enax0Ot, mig a DCF szignifikAnsan csokkentette a logkeT. Noha az EHNA is
csOkkentette a logkget €és a DCF is novelte az &ot a T, kezelt pitvarokon,

ezek a hatasok statisztikailag nem voltak szigaifgak.

4.2. Az affinitas, a jelatviteli hatékonysadg és azoperativ

meredeksegi tényed befolydsa az RRM pontossagara

4.2.1. Az RRM megbizhatésaga a teszt agonista ést@zitd agonista

azonossaga esetén

Az RRM n,, = 0.5 altal definialt rendszerben illesztett edge kis és
kozepes teszt agonista koncentraciokngl)(@z adatpontok alatt futott, mig
nagy Gs koncentracioknal az adatpontok felett. Ezzel #zsikett egyenlet
lefutdsat a torzitott E/c goOrbe adatpontokhoz képakatta majd felette”

jelleginek mirbsithetjik. Kis és kozepes torzitd agonista konéemdknal (g;a9
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a becslés viszonylag pontos volt, nagyohk értékeknél azonban a becslések
szazalékos eltérése g.gertékekdl Iényegesen meghaladta a 100%-ot.

Az RRM egyenletének illeszkedése és a becslés pehga g, = 1 eseten
volt a legjobb. Az illesztett fliggvény lathatélagnaen E/c gbrbe adatpontot
tartalmazott. A szazalékos eltérés mindegps €rtéknél 0% és 100% kozott
maradt, mi tébb, a két legkisebf,ckivételével nem haladta meg a 10%-ot.

Az n,, = 1.5 rendszerben a gorbeillesztés meghitsult sel&isebb g
érték esetében. Az illesztett egyenlet ,felettechaptta” tipusu volt. Masresar
viszont a becslés csaknem olyan j6 volt, migg 1 1 esetében, a szazalékos
eltérés -100% és 10% kozott mozgott.

Erdekes médon az RRM a kisebb és a nagyghléaékeket alulbecsiilte
Nop = 1.5 esetén, mig tulbecslltg, = 0.5 mellett. Ezzel szemben,n~ 1
esetében csak a legkisebf«t becstilte tul.

A gorbeillesztés precizitAsa és a becslés pontaskégott csak laza

korrelacié mutatkozott.

4.2.2. Az RRM megbizhatésdga a teszt agonista ést@zitd agonista

kuldnbbzésége esetén

A masodik vizsgdlati szakasz agonistait operativekmnysaguk 1
alapjan a kovetkézcsoportokba soroltuk: A, B, C csopott £ 10); D, F, H
csoport € = 1); és E, G, | csoport & 100). Az RRM az ugyanakkonaval
rendelked agonistdk ugyanazon torzitd koncentracidit LLEG, illetve EGs)
ugyanabban a rendszerben (ugyanazgnmellett) ugyanazzal a,certekkel
jellemezte, tehat az affinitas nem befolyasoltaapdit ¢ értékeket. Amikor a
k6zOs ¢-bol becslést szamoltunk, ez utdbbiak csak a nagysdjjidoen
kiulonboztek egymastdl, a torzitd agonistakhoz rartoK,,s €értékeknek

megfeleben.
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A teszt agonista és a torzité agonista operatigkioatysaganak egyuttes
figyelembevételére képeztink ezek arany@gtdtess Az RRM egyenletének
legjobb illeszkedését és a legpontosabb becslést BzC csoporttyiadtest = 1)
esetében tapasztaltuk,r= 1 mellett (a szazalékos eltérés 2-3% volt). Az n
csokkentése ,alatta majd felette” jelie@ tette az illesztett egyenletet, mig az
Nop NOVelése ,felette majd alatta” tipusava, kilondeagyobb g,s értékeknél.
Ezzel dsszhangban a becslési pontossag is ronmdoty,a= 1 rendszerben
tapasztaltakhoz képest, de még viszonylag j0 mafadszazalékos eltérés
+20%-on beldl volt g, = 0.5 mellett, mig +10%-on beldl alakult,n= 1.5
mellett) az A, B, C csoport esetében.

A D, F, H csoportnaltadtest = 0.1) np = 1 esetén az illesztett egyenlet
Jfelette majd alatta” tipusu lett, amely meg kifegetebbé valt azp = 1.5
rendszerben. Ezzel szembeg B 0.5 esetén a gorbeilleszkedés megjavult, a
Jfelette majd alatta” jelleg csak nagyobg.gértékeknél nyilvanult meg. Ezzel
6sszhangban azgr 1 e€s az & = 1.5 rendszerekben az RRM durvan talbecstilte
a Gjas €rtékeket, de csak mersékelten mért foléjuk @zr0.5 rendszerben (a
szazalékos eltérés 10% és 100% kozott volt). Nagygh és egyiddj nagyobb
Nop €setében a kapott-bél nem lehetett becslést szamolni, mivel ,ahez
tartoz6 hatas (ff meghaladta a torzitdé agonista sajat (torzitatgyagonistas)
E/c gorbéjének E.-at.

Az E, G, | csoportnakfadtest= 10) R, = 1 mellett az RRM egyenletének
illeszkedése viszonylag j6 volt, nagyobk.cértékeknél azonban ,alatta majd
felette” jellegivé valt. Az n, csokkentése rontotta, mig novelése javitotta
(csaknem tokéletesse tette) az illeszkedést, szemliy F, H csoportban latott
viselkedéssel. Az E, G, | csoportnal a becslésitgesag viszonylag j6 volt, a
szazalekos eltérés -20% és 20% kozott alakylt=n0.5 esetén, -10% és 0%

kozott volt p, = 1 mellett, valamint -20% és 0% kozott valg / 1.5 esetén.
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4.2.3. A Elc gobrbe aszimmetria figyelembevételénekatdsa az RRM

megbizhatosagéara

Amikor a E/c gorbék szimmetrikusak voltak,{r= 1), a Hill illetve a
Richards egyenletet magaba foglald6 RRM becslésgemyeztek. Az g = 0.5
rendszerben a Richards modellt tartalmazé RRM&dtal pontosabb volt, mint
a Hill modellt magaba foglalé RRM. Erdekes médgn=n2 mellett a Richards
modellt tartalmaz6 RRM rendre ugyanolyan vagy négilpontatlanabb
becslésekkel szolgalt, mint a Hill egyenletet farez6. Mindent egybevetve,
nem talaltunk lényeges kiulonbséget a kétféle motietalmazé RRM becslései
kdzott a E/c gorbek aszimmetrigja # 1) esetén sem.

A D agonista tiadtest = 1) meghatarozasa soran ag a 1 rendszerben
tokéletes becsléseket kaptunk, a szazalékos eldirgden ¢.s esetében 0%
volt. Ezzel 6sszhangban az RRM egyenletei lathadmnisszes E/c gorbe
adatpontot tartalmaztak. Mas agonistak és mas zergls esetében a becslési
pontossag és az illeszkedés altaldban rosszabb volt

A thiadTest @arany novelése az illesztett egyenleteket egyaaantalatta
majd felette” jelleg iranyaba mddositotta,tadtest arany csokkentése pedig
Jfelette majd alatta” iranyaba. Ezzel szemben gz novelése az illesztett
egyenleteket .felette majd alatta” iranyaba traosrflta, az g csokkentése
pedig ,alatta majd felette” iranyaba. A.dtes arany €s az ;9 ezen hatasa
additiv volt, hasonléan a masodik vizsgalati szakas tapasztaltakhoz.

Az RRM egyenleteinek ,alatta majd felette” tipusgfutasa csaknem
tokéletes becslési pontossaggal jart. Ezzel szensbegfelette majd alatta”
jellegi lefutds pontatlanabb becsléssel parosult, kilomosa az egyenletek
illeszkedése is fdlhéen rossz volt.

Néhany esetben, amikortg.dtes: arany €s agss Nagy volt, az g, pedig

kicsi, a E/c gorbe negativ lefutdst mutatott. Eklear RRM egyenletét nem
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lehetett illeszteni, igy nem sikerUlt-et nyerni. A Richards modell alkalmazasa
egyaltalan nem befolyasolta ezt a hibat.

A harmadik szakasz soran tehat bebizonyosodotty l0g)adtest # 1
és/vagy B, # 1 okozta gorbeilleszkedési torzulas, csakugy, rainbecslési
pontossag ehhez kapcsolodo valtozasa, Iényegébenédahed ki a E/c gorbék

aszimmetriajanak figyelembe vételével.
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5. Megbeszélés

5.1. A thyreoid hormonok és az ADA gatlok interakadja a

tengerimalac bal pitvari adenozinerg rendszeren

Az el (ex vivo) vizsgalatban kimutattuk, hogy az ADA és cGMP-
stimulalta 3’,5-ciklikus nukleotid foszfodiésztera(PDE2) gatlé EHNA
erdteljesebben novelte a szelektiy Aeceptor agonista CPA maximalis inotrép
hatasat hyperthyreoid tengerimalac pitvaron, mirgzalektiv ADA inhibitor
DCF, ami megéisitette a munkacsoport azon korabbi eredményéty hog
hyperthyreosisban a PDE2 gétlas noveli a CPA hiatds®CF ugyanakkor
kismértékben, de statisztikailag szignifikansarkkedtette a CPA Ef értékét
hyperthyreoid tengerimalac pitvaron. Mivel a CPAmMezubsztratja az ADA-
nak, a CPA-ra adott valasz ndvekedése nem irhagyOABYA gatlds miatti
csokkent CPA bomlas szamlajara. Eredményeink amatnak, hogy az ADA
gatlasa fokozza a hyperthyreoid,; Aeceptor és/vagy a posztreceptorialis
jelatvitel hatékonysagat, amivel kozeliti azt azhgreoid szinthez. A jelenség
hatterében felvethét az intracellularis adenozin koncentracio novekegdés
ugyanakkor valdszitilenithet az extracellularis adenozin-szint emelkedésének

szerepe.

5.2. Az agonistak és receptorialis rendszerek tuldpnsagainak

befolydsa az RRM megbizhatésagara

Az in silico vizsgalat els szakasza soran a eértékek figyelemreméltd
pontossaggal becsulték meg st mindharom rendszerbenygr= 0.5; 1; 1.5)
az agonista sajat E/c gorbéjének kb.,E€s EGs értékei kozott. Ezen az

intervallumon kivul a becslési pontossag csgk -1 mellett volt jo, 1-nél
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nagyobb vagy kisebb,nesetén latvanyosan romlott, kilondsen nagy €s
egyidefi kis n,, esetében. Vagyis, agpraltal megjelenitett rendszer-tulajdonsag
befolyasolja ugyan az RRM megbizhatésagat, de csalrgindlis
koncentracioknal (amelyek tul kicsi vagy tul nagydst valtanak ki).

A masodik szakasz alapjan kijelenthetjik, hogy byos esetekben az
RRM elfogadhatdéan pontos becslést képes adgpisaa akkor is, ha a torzit6 és
a teszt agonista elteaffinitdssal illetve kddés utani hataskivaltd képességgel
rendelkeznek (a két agonistardl a jelen vizsgatatleltételeztik, hogy
ugyanahhoz a receptorhoz &édhek). Fontos ugyanakkor, hogy, ha mar az RRM
nem is szolgaltat minden esetben elfogadhatbanopohecslést, az RRM
egyenletének lefutasabol (a E/c gorbe adatpongaiképesti helyzetél)
kovetkeztetni lehet a becslések megbizhatosagavapha arra, hogyan lehet
megbizhatobb eredményhez jutni.

A harmadik szakasz eredményei szerint a E/c gorbEmanetria
figyelembevétele az RRM alkalmazasa soran nem hiaé gavulast a becslési
pontossag terén, emellett Iényegében nem befolgasmtokat a hibakat,
amelyek néhany esetben lehetetlenné tették bekstdsghatarozasat. Ez azt
jelenti, hogy nincs okunk lecserélni az RRM eddmsinalt egyenletét egy
bonyolultabbra csak azért, hogy alkalmazkodjunkcagérbék altalaban nem tal
nagyfokd aszimmetrigjahoz.

A masodik vizsgalat alapjan megallapithatjuk, hagyRRM megfelélen
kivitelezve alkalmas lehet endogén agonistak koméeib-valtozasainak
meghatarozdsara azok receptorainak mikrokornyezetéBbz RRM sikeres
alkalmazasanak kordbban feltart feltételeit a Kkezdkkel egészithetjuk ki:

1. A teszt agonista adott rendszerbeli,Eanak érdemes kodzel lennie a
torzitd agonista fyahoz, mivel ebben az esetben, ha a teszt agonista sajat
E/c gorbéjének kdzéfpszakaszara esik, gis a kozéps szakaszra fog esni a

torzitdé agonista sajat E/c gbrbéjén.
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2. Ha az RRM llesztett egyenlete latvanyosan ,alatggd folotte” fut a
torzult E/c gorbe pontjainak, a koncentracio-megiwgast érdemes
megismételni egy nagyobb hataskivaltd képességszt agonistaval.
Amennyiben viszont ,folotte majd alatta” lefutastpasztalunk, a becsléseket
kuldonosen ovatosan kell kezelni és a meghataragastott megismeételni egy
kisebb hataskivaltd képességszt agonistaval.

3. Ha a teszt agonista koncentracio-féiggegativ hatast valt ki, a
meghatarozast egy nagyobb hataskivaltd képésdégzt agonistaval kell
megismételni.
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6. Osszefoglalas

1. Ex vivo allatkisérletes vizsgalataink soran ADA gatlo EHN# DCF
jelenlétében egyarant émddott a CPA negativ inotrép hatdsa hyperthyreoid
tengerimalac pitvaron, mikdzben alig valtozott euttoid pitvaron. Mivel a
CPA bomlasat az ADA nem katalizalja, a jelensédenében a hyperthyreoid
pitvari A; receptor valaszkészségének fokozédasat tételdakak ADA gatlas
hatasara.

2. In gilico vizsgalatunk soran megallapitottuk, hogy ha aitbres a teszt
agonista azonos, a torzitd agonista,£€s EGs kdzotti koncentracidinak
becslése minden vizsgaltynesetén elfogadhaté. Amennyiben ag A 1, a
torzitd agonista <Ef és >EGs koncentraciéinal a becslések pontatlanna
valnak.

3. Ha a torzitd és a teszt agonista kulorhoeltew affinitAsuk nem
befolyasolja az RRM pontossagat, dté@fficacy értékik viszont igen. Ha az
RRM E/c gorbe adatpontokra illesztett egyenlete keszt agonista
koncentracioknal markansan a E/c gorbe adatporitikt ffut, nagyobb teszt
agonista-szinteknél pedig alattuk, a becslésekeitodan kell kezelni és a
koncentracié-meghatarozast érdemes megismételnkisghb efficacy érték
teszt agonistaval.

4. A teszt agonista éssrekefficacy-tartomanyanak alsé hatarat az a
jelenség jeloli ki, amikor aygs jelenlétében a teszt agonista dézistiigggativ
hatast valt ki, amelyre az RRM egyenletét nem ldlesizteni.

5. A koncentracio-hatds gorbék aszimmetridjanak fgpbevétele az
RRM eredeti egyenletének maodositasaval nem jaldtigregesen az RRM
becslési pontossagat és nem korrigalja az RRMnjetiehibait sem. Emiatt

nincs okunk az RRM Hill modellt tartalmazé egyeétdionyolultabbra cserélni.
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