Jost Norbert Laszlo — MTA doktori értekezés

»AZ antiaritmias és proaritmias hatasok mechanizmusanak cellularis szinti
vizsgalata emlosszivekben”

Valasz Dr. Csernoch Laszlé Professzor Ur opponensi véleményére

Mindenekel6tt szeretném megkoszonni Csernoch Laszlo Professzor Urnak, hogy MTA
doktori értekezésem biralatat elvallalta és idot szakitott annak értékelésére. Koszonom kritikai
megjegyzéseit €s hogy felhivta figyelmemet a disszertacié megirasakor elkovetett hibakra. A
formai kifogasokat, elirdsokat birald megjegyzéseit természetesen elfogadom. Feltett
kérdésére az alabbiakat valaszolom:

1. A disszertdcio szerkezetére (vonatkozo kritikai megjegyzés):

Ertem és részben egyet is értek a Birdlonak az értekezésben szereplé redundanciak és
ismétlések hossza miatt megfogalmazott kritikai megjegyzéssel. Az értekezés megirasakor
magam is szembesiiltem azzal, hogy nehéz lesz megtalalnom az egyensulyt az értekezés
hossza ¢és az érthetdsége kozott. A helyzetet az is bonyolitotta, hogy nehezen talaltam
megoldast, hogy miképpen taglaljam a 4 eltérd témakort, hogyan tudjam a kétségkiviil
terjedelmes anyagot tigy bemutatni, hogy annak szovege mar csak a biralot is kimélve, ne
legyen lehetetleniil hosszu. Szintén a biralot is kimélve kellett mégis ugy dontenem, hogy az
irodalmi hatteret kell6 alapossaggal bemutatom a témavalasztast indoklo Bevezetés
fejezetben, mert anélkiil nem vildgos a 4 témakdrré bontott célkitlizés. Késobb, hogy
biralonak majdan ne kelljen mindig visszalapozni az elejére egyes jelenségeket, akar a
redundancia vadjat is vallalva, mégis helyenként meg kellett, hogy ismételjem a szoveget az
Eredmények fejezet egyes alfejezetei elején, hogy a Birdldo megérthesse, mikor, miért és
milyen vizsgélatokat mutatok majd be. Ez a valasztdas magéban hordozta, hogy valoban
helyenként mar tobbszordsen is redundanssa valtak az egyes témakorokhoz kapcsolddo
ismétlodések, kiilonosen az elsé témakor (kiillonbozoé antiaritmids szerek) vagy a negyedik
témakor (NCX gatlo szerek) esetében. Enyedi Péter professzor biralatdban példaul
megfogalmazta, hogy az értekezés olvasasa kozben még igy is tobbszor kellett visszalapoznia,
hogy Ujra attekintse az el6zményeket a jobb megértés céljabol. Mindezt azért ugy értékelem,
hogy helyes volt az altalam valasztott megkozelités, de ekkora terjedelmli munka ismertetése
mindenképpen magaban hordozza annak a kritikanak a veszélyét, hogy lesz, aki az értekezést
tul hossztinak vagy redundansnak tarja, de olyan is, aki szerint még igy sem koherens a
szoveg, és tobbszor vissza kell lapoznia az amugy is tul terjedelmes disszertacioban.

2. Pontatlan meafogalmazdsok, helyesirdsi hibak listdja.

A Biralo legtobb jelzett/idézet hibaja jogos, egyetértek vele, ezért nem kivanok (pl. a
jelzett vesszO, egyeztetési, vagy nével6hasznalati hibak, stb.) mindegyikre reagalni. A
kovetkez6 kettd észrevételhez szeretnék csak valaszt adni:

Ertelemszerti, hogy hibas volt a testfelszini elektrokardiogramot (EKG-t) ugy definidlnom,
hogy az a szivet alkotd szivizomsejtek akcios potencidljainak (AP) algebrai osszege. A
pontatlan/hibas megfogalmazas hatterében az van, hogy az intézet altal masodéves
orvostan-hallgatoknak  meghirdetett  szivelektrofiziologiai  eléadasokon, a  fenti
megfogalmazast szoktam az egyszerisités kedvéért hasznalni, amikor az ismert Frank



Netter altal szerkesztett abra (I. dbra) segitségével ismertetem a szivizomsejtek akcids
potencialja ¢és a testfelszini EKG kozotti kapcsolatot.

1. abra. Az EKG ¢és az  akcios pots?r:ciél kapcsolata  (forras
https://www.netterimages.com/images/vpv/000/000/021/21375-0550x0475.jpQg).

Ertelemszertien a testfelszini elektrokardiogram a szivizomrostok eredé (difazisos)
akcios potencidlja a testfelszinen regisztralva, és természetesen fligg attol, hogy melyik két
pont (elvezetés) kozott regisztraljuk, igy kiilonboztetve meg az ismert I, I és 1l
elvezetéseket.

A 11. oldalon zardjelben szereplé MJ 1999 kifejezés, nem téves irodalmi adat, hanem
a széleskorlien ismert és alkalmazott racém d,l-sotalol Ill-as osztalyG antiaritmias
gyogyszer korabbi, még kisérletes vegyliletként ismert kdodneve (MJ 1999) (lasd Lish,
1967). A Biralo altal latszolag helyesen kifogasolt szovegrészlet igy csak egy
»szerencsétlen” megtévesztd jelolés volt, mert az értekezésben mindeniitt a zardjelben irt
szerz0 csaladneve és a megjelenés éve irdsmodot haszndltam a szdvegkozi idézetek
jelolésére. Igy az (MJ 1999) kifejezés zardjelben akar egy téves idézetnek is tiinhetett.

Lish PM, Shelanski MV, LaBudde JA, Williams WR 1967). Inhibition of cardiac chronotropic
action of isoproterenol by Sotalol (MJ 1999) in rat, dog and man. Curr Ther Res Clin Exp
9(6):311-312.

3. Az l. abrara vonatkozo észrevetel.

Az elsd abran szerepld pitvari és kamrai akcids potencidlokra természetesen lehetett volna
id6 és fesziiltség tengelyeket (vagy mértékegységeket tenni). Jelen esetben ez azért maradt
el, mert az 1. abran valdjaban az akcids potencidlok fazisait, és a jelenlegi
elektrofiziologiai ismereteink alapjan szerkesztett pitvari és kamrai transzmembran
ionaramok kinetikai lefolyasat dbrazolo vazlatos piktogramokat szerepeltetem. Az 1. dbra
felirata kiilon ki is emeli, hogy a megadott piktogramok csak vazlatosan szemléltetik az
adott ionaram méretét ¢és kinetikai lefolydsdt. Ha az dabrara felkeriiltek volna a
méretaranyos id0 és fesziiltség tengelyek is az akcids potencialok kiegészitéseként, akkor a
jelenleg szereplé vazlatos piktogramok mindenképpen megtévesztdek lettek volna.
Jelenlegi ismereteink viszont nem elégségesek ahhoz, hogy egy ilyen abran preciz,
méretaranyos piktogramokkal szemléltessiik az ismert transzmembran ionaramok akcios
potencial alatti kinetikai lefutasukat.

4, A 6. abrara vonatkozo észrevétel.




A natrium-kalcium cseremechanizmus (NCX) aram mérésére sajnos még mindig nincsen
marany standardnak” is tekinthetd, relative egyszerli, konnyen végrehajthatdo és
reprodukalhaté mérési protokoll. Az értekezésben a Hobai és mitsai 1996-ban publikalt
modszerét alkalmazzuk, amelynek a lényege az, hogy az NCX aramot ,,10 mM NiClz
szenzitiv aramként” definidljuk.

Biralonak természetesen igaza van abban, hogy a tesztvegyiilet hatasat akkor is megkapjuk,
ha a ,,B” panel alatti &ramgorbébdl kozvetleniil a ,,C” panel alatti aramgorbét kivonjuk,
mert akkor a rezidualis (nem NCX) aram (,,D” panel alatti) is kivonodik. Ha csak annyi lett
volna célunk, hogy megallapitsuk az ORM-10103 vagy GYKB-6635 vegyiiletek
hatékonysagat (ECso értékek), akkor gyakorlatilag elég lett volna a jelzett B-C
kiilonbségeket figyelembe venni. Természetesen itt meg kell jegyezni, hogy ebben az
esetben sem lehet feltétleniil pontosan meghatarozni a két véglet értéket (0 illetve 100%
gatlohatast), annak precizebb meghatdrozasa csak a rezidudlis é4ram kivondséaval
megallapitott kontroll illetve tesztvegylilet aramgorbék segitségével Ilehetséges.
Ugyanakkor a rezidudlis d&ram kivondsa sziikséges volt a 39A. 4s 40A. abrakon szerepld
koncentracio-fiiggo ,kvdzi eredeti” regisztratumok, illetve a 39B. és 40B. abrakon lathato
aram-fesziiltség karakterisztikdk bemutatésakor is.

A 9. abrara vonatkozo észrevetel.

A Biralonak teljesen igaza volt, hogy rakérdezett, hogy mi lehet az oka a dronedaron ¢és az
amiodaron alkalmazésa eldtti korai utdédepolarizacios potencialokat (EAD-okat) bemutatd
kontrol felvételeken (9A. dbra bal oldali felsd és alsd panelek) jol lathatd és nehezen
interpretalhatd jelent6s akcids potencial idétartam (APD) kiilonbségeknek. Meg kell
vallanom magam is meglepddve észleltem mindezt, amikor olvastam a Biralo kérdését.
Teljesen nyilvanvalonak tiint szamomra is, hogy bar ismert jelenség, hogy az egyedi
szivizomsejteken regisztralt akcids potencialok jelformai vagy kinetikai paraméterei kozott
akar jelentOs kiilonbségek is lehetnek, a jelen esetben, ez azért mégis teljesen kizartnak
tlnt, ugyanis szinte lehetetlen, hogy 5000 ms-os ciklushossznadl (vagyis extrém
bradykardiaban) egy Purkinje rost EAD esetében az APD mintegy 300 ms legyen, mint a
fels6 panelen lathato dronedaron kisérletben. Ez a megallapitast, azt is megerdsitette, hogy
a parhuzamos kisérletben, a dofetilid csak mintegy 2500-3000 ms hossza akcids
potencialoknal okozott EAD-okat. Utdbbi teljesen egybevag a sajat és az irodalmi
adatokkal. Ellendriztem a nevezett abrat bemutato eredeti dolgozatunk (Varrd és mtsai, Br.
J Pharmacol, 2001) megfelel6 abrajat (5. abra), és ott is pontosan igy szerepelt, ahogy
kiilon az értekezésben torténd szerepeltetéskor magyarositva atszerkesztettem (2. dbra, bal
oldali panel). Mindez legalabb megerdsitette, hogy nem egy a szerkesztéskor bekovetkezett
,»gépelési hiba” eredménye. Elékerestiik az eredeti 1999-2000-es mérési adatokat, ésS
megallapitottuk, hogy akkori Lotus — Freelance szoftveres export alatt kovettiink el egy
banalis hibat, és akkor keriilt fel a dolgozat 5. dbrajanak fels6 dronedaron hatast bemutaté
panelre a téves ,200 ms” hosszi markerjel, amig az alsd6 panelen meg helyesen
szerepeltettiik a ,,1000 ms” hossza markerjelet.

Osszegezve, teljesen nyilvanvald, hogy a 200 ms markerjel egy gépelési hiba, ugyanis a
két panel teljesen méretaranyos, vagyis a felsd panelen esetében is a helyes méret az 1000
ms hosszi markerjel. Kiilondsen érdekes, hogy 2000-2001-ben a hosszu, kétkords British
Journal revizio alatt sem tiint fel egyetlen biralonak vagy szerkesztének ez a hiba. Igy nem
tehetek mast, minthogy elismerem ¢és megkdszondm a Birdlonak a jelzett hibat. Az 9A.
abra felsé panelje helyesen igy néz ki (2. abra, jobb oldali panel).
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Figure 5 The effect of acute dronedarone and amiodarone super-
fusion on the early afterdepolarization (EAD) in dog cardiac left
ventricular Purkinje fibres. EADs were evoked by 1 pm dofetilide at
stimulation cycle length of 5000 ms. After superfusion with either
10 um dronedarone or 10 M amiodarone in the continuous presence
of dofetilide, EADs were abolished.

2. dbra. Az értekezésben szerepld €s az eredeti dolgozatban szerepld helytelen abra (Varrd, Br. J
Pharmacol, 2001) abra (bal oldali panel) és javitas utan (jobb oldali panel).

6. A 13. abrdn bemutatott Ik és Iks dramok ddzis-hatds gorbékre illesztett egyenletek Hill
koefficiensekre vonatkozo kérdés.

Biral6 jogosan jelezte, hogy a 13. abran (Ikr és Iks d&ramok do6zis-hatas gorbékre illesztett
Hill egyenletek) nem szerepeltettem az illesztések Hill koefficienseit, sem a szovegben,
sem az abraszovegen. ElOkerestem az eredeti illesztések jegyzOkonyveit, és sikertilt
megtalalnom az illesztések adatait. A hidnyzo értékekkel kiegészitettem az 4brat, amely
igy néz ki (3. dbra):
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3. abra. Az értekezésben szerepl6 13. dbra az illesztések Hill koefficienseivel kiegészitve.

Biralonak igaza volt, amikor kiemelte, hogy szdmara nyilvanvalo, hogy a gorbék lefutasa
alapjan feltételezhetd, hogy a két Hill-koefficiens eltérd. Valdban a szamok igazoltak,
hogy az Ikr aram esetében ahol a gorbe laposabb volt (bal oldali gorbe), ott a Hill-
koefficiens megkozelitdleg egy volt (Hk=0.96), mig az Iks esetében, ahol az illesztett gérbe
sokkal meredekebb volt (jobb oldali gorbe) ott a Hill-koefficiens megkdzelitéleg kettonek
bizonyult ((Hk=1.87). Biralo helyesen sejteti, hogy az Iks esetében a 2-hoz kozeli Hill-
koefficiens a kotohelyek kozotti maximalisan pozitiv kooperativitast feltételezi, ami ugy
torténhet meg, hogy a ligand az egyik kotéhelyre belépve oly médon modosithatja a tobbi



kotohelyet, hogy eldsegiti a soron kovetkezd ligand molekula kotését. Az Ik aram
esetében az 1-hez kozeli Hill-koefficiens azt jelenti, hogy ott hianyzik az el6z6 esetben
emlitett kooperativitas.

15. abra Tedisamil ,, onset kinetikara” vonatkozo kérdés.

A Biralo észrevétele teljesen helytallo, ugyanis az emlitett dbran lathatd, hogy a kontroll
Vmax értékek nagy frekvenciaju (CL=400 ms) ,train” alatt fokozatosan csokkenek és
mintegy 30 ités utan érik el a kvazi steady-state szintet. Ennek a csokkenésnek az
amplitidoja hozzavetdleg 2.5-3.0 V/s volt. A csokkenés oka a magas frekvencia
kovetkeztében fellépd lokalis extracellularis K -akkumulacié volt, amely a Nernst egyenlet
szerint csokkenti a nyugalmi membranpotencial értékét, és ennek kovetkeztében a Na-
csatornak részleges inaktivaciojahoz vezet, amely okozza a Vmax csokkenését is. A
tedisamil esetében ugyanezt tapasztaltuk, azonban, amint a 15. abran is lathatd, ezattal az
els6 nyolc-tiz {ités sokkal jelentdsebb Vmax csokkenést mutatott (kb. 50 V/s), amely a
gyogyszer frekvenciafliggé Na-csatorna gatlo hatasanak az eredménye. Mivel a kontroll
mérések esetében az ,,0nset kinetikara” idéallandot nem adtunk meg, a gyodgyszerhatast
csak és kizardlag ennek a gyors komponensnek a kinetikdja alapjdn szamoltuk, és
figyelmen kiviil hagytuk a kontroll allapotban bar alacsony amplitadoju, de azért
mindenképpen észlelhetd lassii komponenst. Mindazon éltal meg kell jegyzeniink, hogy ez
egyszerlsités némi pontatlansagat okozhatott mind az idézett eredeti kozleményben (Jost
és mtsai, Curr Med Chem, 2004), mind a jelen értekezésben. Igy utolag is egyetértve a
Biralo megjegyzésével helyesebb lett volna a folyamatot a kontroll esetében egy, a
szerhatas esetében kettd exponencialis fiiggvényekkel illeszteni még akkor is, ha ez a
kozleményben hosszadalmasabb vagy bonyodalmasabb taglalast okozott volna.

17. abrara vonatkozo kérdeés ,,a kontroll human akcios potencidlok kozott eltérések
magyardzata”

Egyértelmiien kijelenthetd, hogy a 17A. abran lathaté harom kiilonb6z6 human
szivizomsejten regisztralt akcios potencial jelformaban lathato eltérések az egyedi
variabilitast tiikrozik. Kiilondsen figyelembe kell venniink, hogy a harom szivizomsejt
harom kiilonbozé kora és nemii donorszivekbél szarmazik. Természetesen nem zarhato ki,
hogy szerepet jatszhat egy regionalis eltérés is. JegyzOkonyveink alapjan nem tudtam
megallapitani, hogy az adott regisztratum pontosan melyik régiobol szarmazik, de mint a
Modszerek fejezeteknél is kiemeltem, jellemzéen mindig arra torekedtiink, hogy a
regisztralt nyesedékek a jobb kamrai endokardialis trabekulabol vagy papillaris izombol
szarmazzanak. Utobbi jol lathatd kiilondsen a sotalol, vagy a mexiletin kisérleteket
bemutatd regisztratumok esetében, ahol mindkét esetben tipikus endokardialis ,,notch”
nélkiili akcids potencialt mutattunk be. A GYKI-16638 mérés esetében bemutatott kontroll
akcios potencial esetében (ahol latszik egy notch is) akar lehetséges, hogy a kisérlethez
hasznalt endokardidlis nyesedékben volt egy kis endokardidlis Purkinje érintettség, ami
gyakori jelenség ezen preparatumok esetében.

A 27. abrara vonatkozo kérdés ,, immunfluoreszcencia kisérletek ko-lokalizacioja”

A 27. dbra a SAP97 és Kir2.2 immunhisztokémiai vizsgalatokat, konkrétan a két fehérje
ko-lokalizacidjat mutatja be az interkalaris diszkuszban donor és DCM human szivekbdl
szarmazo izolalt miocitdkban. A szivizomsejtek kozott talalhatd interkalaris diszkusz
funkciondlis egységet alkot, amelyben a réskapcsolat (gap junction), adherens junkcio és



10.

dezmoszomak mellett az ioncsatorna fehérjék, elsésorban Na*- és K*-csatorna fehérjék is
rendezédnek (Vermij, 2017). A szdvet strukturdlis integritdsanak megadasan tal az
interkalaris diszkusznak alapvetd szerepe van a normdl szivmiikodés fenntartdsaban, az
ingeriiletvezetésben (elsdsorban a konnexinek és a konduktanciaért felelds Na*-csatorndk
jatszanak szerepet) és a kontraktilitisban is (Ca?*-haztartas/hipertrofids valasz
szabalyozéasaban). Az interkaldris diszkuszban rendez6dé Na-csatorndk és a SAP97
kapcsolata mar ismert volt régebbrdl is (Petitprez, 2011), ahogy a Na-csatorna és a Kir2.x
csatornak rendezddése és kolesonos funkcionalis kapcsolata a t-tubulusok és az interkalaris
diszkusz mentén is (Milstein, 2012).

Emiatt a Kir2.x és a SAP97 lokalizacioja az interkalaris diszkuszban nem meglepd, ez az
eredmény megfelel az irodalomban fellelheté korabbi adatoknak is. A 27. abran azt
lathatjuk, hogy a Kir2.1 és SAP97 ko-lokalizacioja az intakt szivizom sejtekben a diszkusz
interkalarisokban alacsonyabb intenzitassal jelenik meg, amit a dilatativ kardiomiopatia
(DCM) lathatéan eltiintetett. Ugyanakkor a szivizom sejtek citoplazmajaban igen
valdszini, hogy az endoplazmatikus retikulum felszinén mindkét fehérje utantermelése
zajlik, igy ehhez az organellumhoz kd&thetden lathatd az erds ko-lokalizalodd jelolés
(DCM-ben szemmel lathatéan ezuttal is csokkent). Utobbi megfigyelést egy megfeleld
endoplazmatikus retikulumhoz ko6t6do, az itt alkalmazott zold és vords festodéstiil eltérd
szinli fluoreszcens marker alkalmazasa tudna alatamasztani (pl. ER-Tracker™ Blue-White
DPX Dye).

A SAP97 és Kir2.2 parhuzamos expresszidos mintdzata nem szolgaltat elegendd
bizonyitékot az olyan ok-okozati kapcsolat feltarasara, mint példaul az, hogy a SAP97
downregulacié miatt csokkent a Kir2.1 vagy forditva, vagy esetleg egymastodl fliggetleniil.
A SAP97 knock-out egér modellbdl nyert adatok alapjan ugyanakkor ugy tiinik, hogy a
SAP97-nek alapvetd szerepe van a Kir2.1/Kir2.2 (Iki-aram), Kv4.2/Kv4.3 (I-aram) illetve
Kv1.5 (Ikur-aram) funkcio szabalyozasaban az interkalaris diszkuszban (Gillet, 2015).

Gillet L, Rougier JS, Shy D, et al (2015). Cardiac-specific ablation of synapse-associated protein
SAP97 in mice decreases potassium currents but not sodium current. Heart Rhythm 12:181-192.

Milstein ML, Musa H, Balbuena DP, et al (2012). Dynamic reciprocity of sodium and potassium
channel expression in a macromolecular complex controls cardiac excitability and arrhythmia.
Proc Natl Acad Sci USA 109(31):E2134-E2143.

Petitprez S, Zmoos AF, Ogrodnik J, et al (2011). SAP97 and dystrophin macromolecular
complexes determine two pools of cardiac sodium channels Nav1.5 in cardiomyocytes. Circ Res
108(3):294-230.

Vermij SH, Abriel H, van Veen TA (2017). Refining the molecular organization of the cardiac
intercalated disc. Cardiovasc Res 113(3):259-275.

29. abrara vonatkozo kérdés ,, hogyan viszonyul a bemutatott Inet a szintén bemutatott I1
és Ixr aramokhoz”

Az lnet @z AP-bOl és a sejt kapacitasabol szamitott nettdé aram, amely felelés a
membranpotencial értékének pillanatnyi valtozasaért. Biofizikai értelemben az Inet
mindazon membranaramok Osszege, amelyek az adott pillanatban a membranon keresztiil
folynak (mindkét irdnyban). Az Ik és az Ikr ezen dramok koziil kettd, amely vizsgalataink
fokuszaban volt. Egyrészt lathat6, hogy a két aram koziil egyrészt az Iki aram joval
nagyobb, mint az lkr, vagyis az lk:1 hozzajarulasa az Ine-hez nagyobb mint az Ikr-aramé.
Masrészt az is lathato az abran, hogy az Iki nagysaga az Inet nagysaganak kb 80%-a, vagyis
az AP harmadik fazisaban a repolarizal6 erdk jelentds részéért az Ik1 a felelds.



Fel kell hivni a figyelmet arra, hogy az Iki és az Ikr Osszege valdsziniileg nem adja ki
matematikailag az Inet értékét. Bizonyitott példaul, hogy az AP harmadik fazisa alatt
jelentds Incx folyik a membranon keresztiil, amely egy jelentds inward, azaz depolarizald
arammal jarul hozza az Inet értékéhez (Banyasz, 2012). Mivel esetiinkben az Ik1 és az Ikr
Osszege (vizualisan megitélve) megkdozelitéleg azonos nagysagi az Inet-€l, €z arra enged
kovetkeztetni, hogy a membranon atfoly6 egyéb ionaramok, példaul a biztosan jelen 1évo
Incx €s ks, tovabba a valoszintileg jelenlévd klorid és natrium aramok matematikai dsszege
elhanyagolhato, vagyis koriilbeliil egy nulla koriili értéket ad ki. A cikkben bemutatott
abran pontosan azért nem tiintettiik fel az Iki és az Ixr 6sszegét, mert az dsszegnek az Inet-el
torténd nagyfoku egybeesése (szandékainkkal ellentétben) esetleg azt sugallta volna, hogy
azZ lnet 1étrehozasaban mas dramok nem vesznek részt.

Béanyasz T, Horvath B, Jian Z, et al (2012). Profile of L-type Ca?" current and Na*/Ca?* exchange
current during cardiac action potential in ventricular myocytes, Heart Rhythm 9(1): 134-142.

11. 33. abrara vonatkozo kérdés ,,a single channel aktivitasok értékelése)”

Biralonak elméletben igaza van, hogy hidnyolja a 33. abra A paneljében az egyedi
aramgOrbék mellett a nyitott csatornanak megfelelé egyedi aram (unitary current) amplitado
szinteket jelzo jeloléseket. A jelzett 33A. abran csak a zart csatorna ,,C=closed” jelet jeloltem
be, mert az altalanos gyakorlat is csak ezt szokta tudomanyos dolgozatokban megjel6lni a
regisztratumokon. A nyitott csatorndnak megfelelé amplitidoszinteket azért nem jeldlik be,
mert annak meghatarozdsa nem ugy torténik, hogy a regisztratumokrdl leolvassuk a
legmagasabb értéket, hanem a matematika, illetve statisztikus fizika eszkoztarat alkalmazva
valdszinliség-szamitasi modszerekkel hatdrozzuk meg az dramok nagysagat, illetve a nyitasi
¢s zarodasi valosziniiségeket (open and closed probability), illetve idéallandokat. Ehhez
statisztikai hisztogramokat készitettlink, és a hisztogram csucsa felelt meg a single-channel
aram amplitidojanak. Ezeket a szamolt értékeket szerepeltettiik a 33C. abran bemutatott
aram-fesziiltség (I-V) karakterisztikdkon. Az eredeti (33A. abra) regisztrdtumon zavard ¢€s
megtévesztd lett volna az elobb részletezett mdodon kiszamolt értéknél meghatarozott
amplitado értékeknél a nyitott allapot poziciot megjeldlni.

A gyakorisagokat a 33D. abra részletezi, ahol bemutatjuk a két csatorna (Ik1 és Ik ach) nyitasi
valoszinliségét az SR és a cAF-es betegek sziveibdl szarmazo pitvari szivizomsejtekben. A
kisérletek soran a sejt-érintett (un. cell-attached) moddszerrel mértiik az egyedi csatornak
aramait. A mérésekhez azt javasoljak, hogy minél hegyesebb (vagyis minél kisebb atmérdjii
heggyel) rendelkezd pipettakat alkalmazzunk, azért, hogy lehetdleg csak egy csatornat
,fogjunk” meg a ,patch” alatt. Ez természetesen komoly korlatozo tényezO, ugyanis a
kiilonb6zé aramok eltérd sliriségli vagy akar méretli csatornakkal rendelkeznek, igy
el6fordulhat, hogy egy pipettahegy méret alkalmas egyik adram regisztraldsara, de egy masik
tipusra nem alkalmas, mert vagy til nagy a pipetta (és akkor rendszeresen két vagy harom
csatornat is ,,megfogunk™) vagy az is, hogy tul sziik az atmérd és egyetlen csatornat sem
sikeriil regisztralnunk, mert annak az &ramnak alacsonyabb a feliileti denzitasa. Ez az
észrevétel jelen kisérletsorozatra is igaz volt, ahol kiillondsen a kronikusan pitvarfibrillald
paciensekbdl (cAF) sejtekben jellemzOen kevert aramot (Ik1 és Ik .ach) kellet regisztralnom.
Az acetilkolin aramnak (Ik.ach) jellemzden nagyobb volt a sejtmembran siirlisége, mint a
befelé  iranyitd kaliumaramnak (Iki). A Birald kérdését megvalaszolva, igen sokszor
lathattunk ezért dupla dramkonfiguraciot (vagyis a patch pipetta kettdé csatornat fogott be),
ilyenkor az ,,dramburst” magassadga dupla magas volt, és a szarmazd aramhisztogramok is
dupla aramnak ,,regisztraltak™ azokat a tiiskéket.



Ezért kiértékeléskor ezeket a regisztratumokat nem vettiik figyelembe. Cell-attached
konfigurdcioban mérve igen nehéz meghatarozni, sét akar csak kovetkeztetést levonni arra
vonatkozoan, hogy hany ilyen csatorna talalhato a patch pipetta alatti sejtfelszinen. Erre csak
egy hozzavetdleges megkozelitd szamolast lehet végezni, tigy, hogy 6sszehasonlitjuk a whole-
cell moédban meghatarozott sejtkapacitas méretet (amelyik mint tudjuk aranyos a sejt
felszinével) a cell-attached modban alkalmazott pipettank hegyének a méretével. Ez
természetesen csak egy nagyon durva és nem preciz modszer, kiilondsen ha figyelembe
vesszilk azt a kozismert tényt is, hogy a whole-cell mddszer segitségével meghatarozott
sejtméret-normalizalt aram értékek a tokéletlen diffiizid miatt pontatlanok lehetnek, kiilondsen
az olyan nagy méretli sejtekben mint amilyen a szivizomsejt.

Koszondm még egyszer Csernoch Laszlo Professzor Urnak a MTA  doktori
értekezésem formai és tartalmi értékelését. Koszonom, hogy tudomanyos eredményeimet,
kovetkeztetéseimet elfogadta ¢és, hogy javasolta a nyilvanos védés kitiizését, illetve sikeres
védés esetén a doktori cim odaitélését tamogatja. Végezetiil pedig kérem valaszom
elfogadasat!

Szeged, 2020. majus 7.
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