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PRISPEVEK K VYHODNOCOVANI ZAVISLOSTI MEZI DAVKOU
A UCINKEM LECIVA IN VITRO

C. Héschl, Vyzkumny ustav psychiatricky, Praha®)

Pri sledovani vztahit mezi itinkem a davkou lédiva se nyni vychazi vesmés z re-
ceptorové teorie. Pedle ni dochédzi k efektu prenosem stimulu, jenZ vznika obsazenim
receptoru lé8ivem, pFicemZ podle modelovych pTedstav jde o reakci mezi koresponduji-
cimi misty receptoru a légiva. Vznik efektu nelze zatim jednoznacné vysvetlit, takze
tato teorie méa nékolik variant. U véts§iny pokusl nelze napf. jednoznaéné rozhodnout,
zda je pro vznik efektu rozhodujici akt obsazovani receptoru (teorie frekvencni) anebo
obsazeni samo [teorie okupaéni). Dédle je sporné, zda pienos stimulu, tj. zdvislost efektu
na mno#stvi obsazenych receptorfi, je linearni, zda je maximdlniho efektu dosaZeno ob-
sazenim vech receptort ¢i zda existuje tzv. receptorovd rezerva apod. (1), (2). Kazda
varianta byla podepfena fadou pokusi, jimiz se zde nebudeme zabyvat. Pro vyhodnoco-
vani zavislosti mezi ddvkou a uéinkem lé¢iva v naSich pokusech je viak rozhodujicl
prozatim zjednoduSend zakladni predstava, podle niZz je velikost efektu linedrné zavisld
na mnozstvi komplexii 1é¢ivo—receptorovych (ddle RA). Tato zavislost vyhovuje dosa-
vadnim zku8Senostem:

E = & [RA], (1)

kde E znadi efekt, [ ], vyjddieni koncentrace, « je konstanta nazyvana obvykle vnitini
aktivitou 1é&iva, nebot pfi stejné afinité raznych 16¢iv k urtitému receptoru nemusi byt
dosahovano stejného efektu. Souvisi to s tim, co se komplexem vyvoldva: s prenosem
stimulu,

Pfijmeme-1i bez vyhrad okupacni receptorovou teorii v této podobg, smime také po-
uZit matematicky aparat, k némuZ dospéli v biochemii r. 1913 MICHAELIS a MENTENO-
VA pii sledovani kinetiky enzymatickych reakei [3]. Rychlost enzymatické reakce zd-
visi totiZ na mno¥stvi komplexi enzym-substrdt obdobné jako efekt 1éCiva na mnozstvi
komplexii 1é¢ivo-receptorovych. K popisu kinetiky pusobeni jednotlivych latek se proto
pouZivaji matematické vztahy obdobné k rovnici Michaelise a Mentenove. Této rovnice
miiZeme pouZit i tehdy, nepovaZujeme-li uvedenou analogii za dostatetng odiivodnénou.
Lze ji totiZ povaZovat téZ za rovnici empiricky nalezené regresni Kiivky, pro jejiz para-
metry mtZeme ziskat z nameéfenych dat nestranny odhad. Tento zpiisob vyhodnoceni
pokusii umoZni stanovit i odhad chyb, bez n#ho# nelze objektivné posoudit vyznamnost
experimentdlnich vysledkid. Ve srovnani s vyhodnocovanim pokusiti pomoci rucné Kre-
slenych grafii, 1ze s pouZitim malého gislicového poditate tuto praci nejen objektivizo-
vat, ale i podstatné urychlit.

Komplex RA je tvofen ve zvratné reakci

ki
R + A == RA. ) (2)
k-1
Symbolem R oznatujeme volné receptory, A agonistu (lécivo). Je-li dosazeno rovnovahy,
plati, Ze*rychlost tvorby je rovna rychlosti rozpadu. Oznadime je v a v, ; podle Gul-
bergova-Waagova zdkona dostaneme
ve = ki1 [R] [A], (3)
v, = k-1 [RA] (4]
Podet volnych receptorit R je roven celkovému jejich mnoZ¥stvi R, , zmenSenému o 1y,
které jsou uZ vazany v RA; proto napiseme

[R] =[R] — [RA],

Autor upfimné dékuje svym uditelim prof. MUDT. Maxmilidnu Wenkemu, DrSc.,
4 doc. MUDr. Elfé Miihlbachové, CSc., z jejichZ podnétu a pod jejichZ vedenim tato préace
ve Farmakologickém tstavu FVL-UK v Praze vznikla.
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a tedy
ki ([R:] — [RA]) [A] = k-1 [RA]. [5)

Hranaté zavorky budeme pro struénost v daliim textu vynechavat. Upravou rovnice [5)
dostaneme
(Ri —R4]A k-1

RA = 1 = Ka. (6)

Ka je rovnovdinéa, v tomlo piipadé c@isociaéni konstanta. Jeji prevracena hodnota znaci
vlastné afinitu agonisty k receptoru. Upravou rovnice (6) ziskdme vzlah

Ry
RA = I—— 3 (7]
KA
=== i
A
7 rovnice (7) dosadime za RA do rovnice (1) a dostaneme
E = __"‘R‘__ (8)
LS
A
Rovnici (8) zjednodudime tim, Ze zavedeme bezrozmérovy relativni efekt
E RA
Er = = = . 9
E]Tl.'l.x . Rt [ ]

Vnitini aktivita lédiva &, je v tomto pfipad& rovnéZ bezrozmeérovd a znaCl maximalni
relativni efekt, kterého dosahujeme pTi obsazeni vSech receptorit lécivem, tj. Ppri

Rt = RA. Srovnanim (1) a (9] dostaneme zavislost
o, = Rr— ¥, [10]
EIL\&I
Dosazenim [9) a (10) do (8) vyjde zdkladni rovnice
e o
o N L
A

V soufadnicich E, , A je to rovnice hyperboly. V semilogaritmickém znazornéni jsou to
typické esovité kfivky, znamé ve farmakologii jako DRC (dose-response curve]. Trans-
formuji se v primky vynaSenim prevracenych hodnot E. -1 popf. A-1 na osy soufadnic
podle Lineweavera a Burka:

1 1 Ka p -

Es A Cer = Clr Eld]
Je-li lim A—oc, je lim E, -E,, = ¢. = 1. V pPipadé, Ze efekt ziskany pri hypothetické
nekonedéné koncentraci lé&iva je zarovedi nejvétdsim dosazitelnym efektem, jak budeme
nadédle pfedpokladat, je ¢ = E;q =E; max = 1. Tehdy ziskdme hodnotu Ka jako kon-
centraci A pri poloviénim relativnim efektu, tj. pfi E, = 0,5. Zaporné vzaty dekadicky
logaritmus této konstanty definuje parametr pDz, charakterisujici afinitu latky k re-
ceptoru. Je tedy

pDz = —log Ka . (13)

Existuji nyni dv# moZnosti. Bud povaZujeme rovnici (11) popf. (12) za idealne plat-
nou a odchylky od ni povazujeme za chyby, nebo povaZujeme tuto rovnici za empiricky
popis daného déje, tj. za jednu z moZnych regresnich krivek, jejiZz parametry hledame
uZitim statistickgych metod. Prakticky postup vyhodnocovani pokusii je v obou téchto
pripadech stejny. Rozdil je jen v tom, Ze v druhém pripadé nevyluéujeme moZnosl exis-
tence jingch, byt slozitéjsich rovnic, které by dany d&j popisovaly lépe.

Metodu ukdZeme na prikladu vyhodnocenf pokusti, kterymi se zjistoval vliv nepii-
mych sympatolytik na adrenergni relaxaci hladkého svalu teleci trachey in vitro [4].

Odvozeni metody

Predpokladame tedy, Ze hledanou zdavislost lze vyjadrit rovnici (12). Pokusné& na-
lezené body v8ak nebudou tuto rovnici presné spliiovat. PondvadZ téchto bodd byva vice
nez dva, je jimi primka (12) pFeurtena. Je tedy tPeba najit regresni primku, ktera co
nejpresnéji vystihuje zavislost, charakterisovanou pokusné nalezenymi body. O pokus-
nych podminkdch pojedniva [4].
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Regresni pirimku lze ziskal bud metodou nejmensich Gtvercl (soutet clvercl od-
chylek od piimky je co mejmensi), nebo transformaci matice preurcene spustavy rovnic
(nalezenim tzv. ptirozene inversni matice). Omezime se na prvou metodu.

Proménnou E, v rovnici (12) nelze primo meétit. Pri pokusu métrime zdvih pisdtka
kymografu v z4vislosti na koncentraci agonisty v lazni. Relativni efekt je pak urcéovin
pomérem
L, Hi==i

lo—1_

kde lo znaci zdvih pisdtka pri nulové koncentraci agonisty (Uj. pii A=0) a lg znaci
hypoteticky zdvih pisatka pfi nekoneéng velké koncentraci A = oo, Zdvih 1, nelze
z praktickych dfivodi pFesné zmerit. Urdéime jej proto vypoltem. 7 rovnice [14) dosa-
dime za E. do rovnice (12) a upravime do tvaru

=1, Kr

(14)

fo—_— — 1 =10 5
% o1 A [12]
Definujeme-li relativni efekt vztahem (14), je jeho maximalni dosaZitelna hodnola
By max =gp = L, piedpokladame tedy, Ze zdvih pisdatka pri nekoneéng velke koncen-

traci farmaka je roven maximalné moznému acinku; kdyby tomu tak nebylo, bylo by
tteba do [14), popt. do (15) dosadit misto 1, extrémni hodnotu lerr 2=l,. Pak by ovse
platilo, Ze @ <1, jak plyne z (15), pro lim A--ee.
Pro strutnost oznatime rozdil lo — 1. symbolem L a po dpravé rovnice (délenim L)
dostaneme
1 Ka,
L

— . — el e (16
lo—1 1, ' ]

:Plr—

Budeme piedpokladat, Ze koncentraci roztoku jsme schopni vytvorit s absolutmi pies-
nosti. K tomu nas vede zkuenost, Ze hlavnim zdrojem chyb je nahodild odezva prepd-
rdtu (v naSem pripadé trachealniho svalu) na danou koncentraci roztoku agonisty;

chyba ve stanoveni koncentrace roztoku je proti tomu nevyraznd. V rovnici (16) pred-
stavuje tedy vyraz

g O s
lg— 1 A ¥
nahodilou proménnou, ktera zévisi na presné zname nezdvisle proménne
1
— =X
A
o oznacteni konstant
1 e Ka
a = L H L
nabyva rovnice (16) tvaru
y — bx —a = 0. (17)

Budeme nyni zkoumat, jak se ve vypoctu projevi chyba v urceni kontrakce, popf.
relaxace preparatu. Je-li stFedni kvadratickd chyba hodnoty 3 = 1p — 1 rovna ¢, je chyba

v urcéeni nahodile proménneé y = 1/ rovna®)
_1_ 1 B A+e—2A € - &
TAte e e . M 18
L © A2 (14— ) A2 (L +—) te)

Je ziejmé, ze tato chyba bude pii malem A podstatné vetst, nez pii velkem A. Veli¢ine
1/A je tieba proto piisoudit urcitou vahu w, ktera bude vBtsl pfi vetsim A. Ve vyrovna-
vacim poétu se vaha definuje jako veli¢ina neprimo ameérna rozptylu (tj. ctverci stredni
kvadratické chyby) ndhodné veliciny. Pri hledani regresni primky (17) je tedy treba
prisoudit ndhodné velicingé y = 1/» podle (18) vahu w = A = 1/y4. Tim se vyrovna
zkresleni, jeZz by jinak vzniklo uZitim prevracene hodnoty 1/4 jako nezavisle promeénne.
P odvozeni této vahy jsme mltky predpokladali, Ze &, a tedy ani rozptyl :2 veliciny 4,
nezévisi na koncentraci roztoku agonisty. To nemusi byt pfesné splneno, avSak neni za-
tim zndma Zadna jina zakonitost, ktera by méla vetsi opodstatnéni.

*J Budeme predpokladat, Je |e/A| je mnohem mensi nez 1.
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Mgérenim zjistujeme jednotlivé hodnoty y; a xi , priCemZ hodnoté y; prisuzujeme
vahu w; .Dosadime-li ziskané hodnoty do (17), nebude prava sirana vétSinou rovna
nule, nybr# néjakému zbytku r; [(vlivem nahodilych chyb]. JelikoZz meéfenim ziskavame
vice neZ dva body, je pFimka soustavou rovnic (17) preurcena. Neznamé soutinitele a
a b vybereme tak, aby soustava byla splnéna ,co nejlépe“, tj. aby residualni hodnota

n 1
R= X w; 13, = X W (yi — bx; --m-i'i]z [19}

i=1 =i
byla minimalni. To je podstata zndamé metody nejmensich ¢&tvercli. R je minimalni,
jestlize

dR dJR

da = i 8 (20}
Podminky [(20) déavaji pak soustavu tzv. normalnich rovnic ve tvaru

kita + kizb =ci,

kzia 4+ kz:b = cz, (21)
kde
1 n 114? n ;Ld,
ki = X M, kiz=kn = L —r=, kn= X —5
n n 15
ei= .M A% . cr= :
=1 ey A

7 rovnic [21) vyplynou konstanty a, b.
Daldi vzorce pro vypocet uvadime bez odvozeni v dodatku. Byly zCdsti prevzaty z lite-
ratury [5] a [6].

Program pro vypocet

Program byl vypracovan pro stolni €islicovy pocita¢ Hewlett-Packard 9820 A a za-
hrnuje krom# vlastniho vypo&tu také instrukce pro nakresleni DRC ktivek v semiloga-
ritmickych soufadnicich. Do obrazkil zakreslil pocital pomoci kFizk( takeé experimen-
talné ziskané body. Hodnoty konstant a, b z rovnice (17) jsou na obrazcich vypsany
a oznabeny velkymi pismeny. Na vystupu z tiskarny jsou pro kontrolu uvedeny vklada-

|.0
H 1 .B57E=al
B 1. l88e-7
&
__n.m
|.E | 1LEBE LLEES LEM

Obr. 1. Ukazka DRC krivky. Na vodorovné ose se vyndsi koncentrace v logaritmicke

stupnici, na svislou osu se vyna3i velikost relativniho efektu. Hodnota pDz = 6,193, prav-
dépodobna chyba pDz2 = 0,587. Jde o reprodukci obrdazku nakresleného pocCitacem.
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né meéfrené hodnoty, dédle rovnice pFimky a jeji konstanty, hodnoty pDz a prislugna
pravdépodobna chyba. Obréazky kresli soufadnicovy zapisovad; program umoZiiuje na-
kresleni libovolného mnoZstvi obrazkit ke kaZdému méfFenf. Vypo&et byl proveden
v Ustavu termomechaniky CSAV.

Numericky vypoCet pro vloZeni hodnot trva stroji asi 7 vtefin, nakresleni jednoho
obrazku véetné popisu trva asi 50 vtefin.

Docilené vysledky

Hlavnim cilem této prace bylo odstranit chyby a obtiZe p¥i grafickém znazoriiovani
a vyhodnocovani pokusnych vysledkd. PouZitim vahy jsme skutetné odstranili zkresleni
vysledkd wvzniklé v prevrdcenych hodnotach pfi malych koncentracich a vyhodnoco-
vani pokusi jsme v nejvétsi mife zbavili subjektivnich chyb. Vyhodnocovéani pokusi

|.A
A 9.259E-@A2
B 3. |4Z2E-@7
K
— h.a 7% s :
IvE .57 1.EBF  |.E-BS . E-M

Obr. 2. Jiny piiklad DRC kfivky s hodnotou pDz = 5,469, pravdépodobna chyba pDz =
= 0,110.

; s | 2@ HISTOGRAM ODCHYLEK
R 3.2534E-02 = FDZ VYHODNOCENEHD
= STARYM ZPUSOBENM
. o eNh
. ] ] e
nl ¢ o | 2 3 Y CHYBA PROCENT

Obr. 3. Kfivka z obr. 2, zakreslend v reciprokych soufadnicich podle Lineweavera a Bur-
ka. Vzhledem k rozsahu reciproké stupnice nemohou byt na obrazku zakresleny viech-
0y méfené body. Prisecik pfimky se svislou osou uddvd maximéalni efekt. Jde o repro-
dukci obrdzku nakresleného poéitadem.

Obr. 14. Histogram. Na vodorovné ose je relativni rozdil mezi hodnotami pD2, ziska-
nymi na pocitaci a klasickou metodou. Na svislé ose je Cetnost v§skytu takové chyby.
Histogram vznikl ze souboru asi 30 méFeni. Obrdzek byl rovné&Z nakreslen pomoci po-
citace.
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timlo zptisobem je velmi piehledné, objektivni, neoby€ejneé rychlé, a usnadiiuje dalsi
statistické zpracovani. Priklady DRC kfivek nakreslenych pocitacem jsou uvedeny na
obr. 1 a obr. 2*). Vysledky pokusu z obr. 2 jsou pro srovnani zakresleny téz v recipro-
kych souFadnicich na obr. 3; jde o pfimkovou zdvislost podle rovnice [12).

Diskuse

Primkové znazornéni [17) umoziiuje pouZit jednoduchy matematicky aparat. Dale
umoZiiuje extrapolaci urdit limitni idedlni hodnotu efektu pii nekonecné velke koncen-
traci, a tak spolehlivé stanovit zakladnu pro relativni vyjadieni velikosti efektu. Metoda
je exaktni, pouZiti vahy pro jednotlivd méfeni vychéazi z logické tdvahy. Slrojoveé zpraco-
vani znamena znatnou usporu lidské prace a ¢asu pfi rutinnim vyhodnocovani pokust.
Hodnoty pDz ziskangé na poé&itaci se pfitom jen velmi madlo 1iSf od hodnot ziskdvanych
klasickym zplisobem, tj. odeCitdnim ze semilogaritmického grafu, z krivky subjektivné
proloZené naméfenymi body. Témé&r 60 % vysledkd se 1i3i o méné nez 1 %, jak je ziej-
mo z histogramu na obr. 4. PouZilda meloda téZ umoZiiuje pro kazdy pokus vypolet prav-
dépodobné chyby pDz, kterd je mirou vérohodnosti jednotlivych pokust a umoZiiuje
jejich objektivni statistické zpracovani. Samoziejmeé, ze pii PfeSeni sloZitéjSich procblémi
receptorologie bude nutno pouZitou matematickou zakladnu roz$irit, zdokonalit a pri-
zplsobit novym ndrokim na vyhodnocovani pokust.

Souhrn

Priace je prispévkem ke kvantitativnimu rozboru charakteristickych krivek, znazor-
fiujicich vztah mezi davkou a Glinkem latky, tedy k jedné z nejzakladnéjSich otdzek
experimentdlni farmakologie. Autor vychdazi z receptorové teorie s poukazem na plat-
nost rovnice Michaelise a Mentenové pro de&j, jenZ je v prvé fazi charakterisovdm tvor-
bou komplexu ve zvratné reakci a v druhé fazi vznikem efektu, ktery linearne zavisi na
mnoZstvi vzniklého komplexu. V reciprokych soufadnicich je tato zavislost vyjadrena
piimkou. Toho autor vyuZiva k zji§téni maximalniho efektu, k urCeni a minimalizaci
chyb, ke stanoveni parametru pDz a jeho chyby apod., Zavedenim vahy odvozené z teo-
retické dvahy odstranil zkresleni vznikajici pfi pfimkovém vyjddieni zavislosti.

Pouziti samodinného poé&itate odstrafiuje obtiZe pti grafickém zpracovani pokus-
nych vysledkil, zbavuje méfeni v mnejvEtdsi mife subjektivnich chyb a znamena neoby-
¢ejnou asporu lidské prdce a Casu pfi vyhodnocovani pokust. Jistym potvrzenim sprav-
nosti této moderni metody je dobra shoda takto ziskanych vysledk s vysledky metod
klasickych.
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Lot

Dodatek
Vzorce pouzité k vypoliu:
Pomocné velitiny:

= Wi xi 2
A:‘\_"Wi X?; -—._[_.._._:]_]

2 owi
=l . (Zwiyi )?
e R 1
2y [L' Wi Xi ][l.: Wi vi o)
E= YW % ¥yt — - )
- Wi

*] 1.0E-06 znaci 1,0.10-% ap.
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Konstanty v rovnici [(17]:

X Wiy B Wi
a= — = . b
Y Wi Y wi
C
b=
A
Residualni soutet Ctvercii:
R=B—b(C

Odhady smérodatnych chyb konstant a, b:

X wi oxi S

se= |/ T8 Sv= YT
A X w; A
R

Nestranny odhad rozptylu:

SI‘-’:
f n—3

[n znadi poet méfeni, n — 1 pofet métenych bodi
vstupujicich do vypoctu)*)
Hodnota pDa:

pD2 = —log Ka = log chl_ =T

Stredni kvadraticka chyba hodnoty pDa:

Som = V(%y o+ (L) s =
= 0,434294 l/( = g ()
a

b

Pravdépodobnda chyba pDaz:
g¢p = 0,6745 5,1,
Pravdépodobnd chyba priméru hodnot pDa:
Jsou-li jednotlivé hodnoty pD2 oznafeny pi, pz, ..., Pn , j€ jejich prameér

1
p=T[p1+pz+...+pn]

a pravdépodobnéa chyba tohoto priméru je

— il
m = T Vezpl + e + ...+ ¥

*} Do rovnice (14) nevstupuji totiZz méfené délky, kterych je n, ale jen jejich rozdily,
kterych je n — 1.
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