Valasz Dr. Papp Zoltan egyetemi tanar, az MTA doktora, opponensi biralatara

Szeretném megkdszénni Papp Zoltan Professzor Urnak doktori értekezésem pozitiv biralatat és
értékes kérdéseit.

A feltett kérdésekre valaszaim a kovetkezok:

1. kérdés

Opponensem kérdései a koszoruer-keringés és a szivizom-kontraktilitds esetleges
interakcioira vonatkoztak. Izolalt egérsziven, a Gregg-effektus hatasmechanizmusat vizsgalo
kisérleteinkben a koronariaaramlas 2 mL/percrél 5 mL/percre térténd emelése soran a perfuzios
nyomas 32+1 Hgmm-rél 9915 Hgmm-re nétt, mikdzben a kontrakcids eré 80+12%-kal fokozddott
(az értekezés 53B. abrgja). Kimutattuk, hogy az endothelin-1 (ET-1) ETa-receptorainak gatlasa
~60%-kal csokkentette az aramlas fokozasara adott kontraktilis valaszt (az értekezés 54B. abraja),
ami arra utal, hogy feltehetéleg az endotheliumbdl felszabadul6 endogén ET-1 jelentés szerepet
jatszik a Gregg-effektus kivaltasaban. Ehhez viszonyitva az allandé koronariaaramlas mellett
végzett kisérleteinkben a kardiokinek minimalis hatast gyakoroltak a koszoruér-tonusra, mikdzben
jelentés mértékben fokoztak a kamrai kontraktilitast. Az adrenomedullin (AM) és az apelin enyhe
vazodilataciét okozott, mig az ET-1 enyhe vazokonstriktor hatast valtott ki, a PrRP nem
befolyasolta a perfuziés nyomast. Fontos megjegyezni, hogy az egyes alkalmazott farmakologiai
gatloszerek kontraktilitasra illetve értonusra kifejtett hatasainak elemzésekor nem talaltunk
konzisztens valtozasokat. Az inhibitorok zOme jelentésen csokkentette/ndvelte a kardiokinek
inotrop hatasat, mig a vaszkularis effektusok nem maoddosultak. Bizonyos kisérletekben ennek az
ellenkezéjét tapasztaltuk, példaul az ET-1 kontraktilitast ndvel6 hatasat nem befolyasolta a PLC—-
PKC kaszkad gatlasa, mig a peptid altal kivaltott vazokonstrikcié szignifikansan csokkent (Szokodi
és mtsai, 2008). Mas kisérleteinkben az ET-1 pozitiv inotrop hatasat markansan, egymassal
0sszevethetd mértékben fokozta az NO-szintetaz illetve a p38-MAPK gatlasa, ugyanakkor csak az
elébbi ndvelte szignifikansan a peptid vazokonstriktor effektusat (Kinnunen és mtsai, 2000;
Szokodi és mtsai, 2008). Megjegyzend6 tovabba, hogy az NO-szintetaz gatlasa eltéré dinamikaval
befolyasolta a kontraktilitast (Kinnunen és mtsai, 2000) és a vaszkularis ténust (Kinnunen és mtsai,
2001), emiatt valoszinltlen, hogy a kontraktilitasra kifejtett hatds masodlagosan, a perfuzios
nyomas valtozasa miatt (Gregg-hatas) Iépett volna fel.

Kisérleteinkben nem vizsgaltuk, hogy a kardiokinek esetlegesen befolyasoljak-e az 6déma
képzbdést izolalt sziveken.

Nem ismerjuk a pontos okat annak, hogy az apelin hatas felépulésének dinamikaja mi miatt
tér el izolalt sziven illetve izolalt sejteken. Felmerult bennlink, hogy izolalt sziven az apelin
effektusa az érendothelium és a szivizomsejtek interakcioja révén jon létre. Ezen szcenarid szerint,
az apelin hatasara, az endotheliumbdl felszabaduldé egyes faktorok, valtjak ki a szivizomsejtek
kontraktilitdsanak fokozédasat. Szamos potencialis mediator szerepét vizsgaltuk, mint az ET-1, az
angiotenzin 1l és az NO, azonban e faktorok nem vesznek részt az apelin inotrop hatasanak
kozvetitésében (Szokodi és mtsai, 2002).

2. kérdés

Birdlom kovetkezd kérdése arra vonatkozott, hogy az AM overexpresszio esetében
tapasztalt PKCe és PKCO transzlokacio reprodukalhaté-e exogén AM adasat kovetéen. Elsé
megkodzelitésben 30 perces AM infuzié utan vizsgaltuk izolalt szivek bal kamrai szévetmintain a
PKC izoformak transzlokacidjat, azonban nem tapasztaltunk konzisztens valtozast egyik izoforma
esetében sem (nem kozolt eredmények). Az AM-hoz hasonléan, az exogén apelin inotrop
effektusat is er6teljesen csdkkentette a farmakolégiai PKC gatlas izolalt sziven. Egy moddositott
extrakcios eljaras hasznalata mellett, apelin hatasara szignifikans PKCe transzlokaciét detektaltunk
egy korai idépontban (5 perc), azonban tartésabb apelin stimulaciot kévetéen (10 perc) mar nem
volt ez az effektus észlelhetd (Perjés és mtsai, 2014). Ezen eredmények fényében az exogén AM
hatasat a PKC aktivaciéra a jovében tobb idépontban kivanjuk vizsgalni, a fokozottabb
érzékenysegl modszer hasznalata mellett.
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3. kérdés

Opponensem kdvetkezd kérdése arra iranyult, hogy mi magyarazhatja azt az észlelésiinket,
hogy az apelin izoproterenolhoz viszonyitott inotrop hatasa eltéré volt izolalt sziveken és izolalt
szivizomsejteken. Kisérleti kdrilményeink kozott, izolalt patkanysziv-preparatumon a (3-adrenerg
receptor (B-AR) agonista izoproterenol maximalisan =70%-kal fokozta a kontraktilitast, mely
Osszevethetd a masok altal tapasztalt =50-100%-0s ndvekedéssel (Hare és mtsai, 1998; Liu és
Hoffman, 2002; MacDonnell és mtsai, 2005; Gonzalez és mtsai, 2008). Izolalt feln6tt patkany
szivizomsejteken végzett kisérleteinkben a B-AR valasz jelent6sen nagyobb volt, =150%-0s
novekedést lattunk, mely szintén azonos tartomanyba esett a masok altal leirt =130-200%-0s
ndvekedéssel (Leblais és mtsai, 2004; Stangherlin és mtsai, 2011). Ezen megfigyelések alapjan
elmondhatd, hogy egyazon stimulus esetén is markans kulonbségek észlelhetéek az eltérd
kisérleti korilményeknek kdszonhetben (Isd. a modell komplexitasa [egyedi sejt vs. multicellularis
preparatum], a stimulacié frekvencigja [30-60 vs. 300-390 Otés/perc], az elbterhelés foka
[el6terheléstdl mentes vs. elbterheléstdl fliggd 6sszehuzodas], etc). Vizsgalatainkban, intakt sziven
az apelin csucshatasa =70%-a volt a B-AR valasznak, mig izolalt szivizomsejteken ezen érték
=25%-ot tett ki. Ezen aranytalansag kapcsan két tényez6t kivanok kiemelni. Egyrészt, korabban
leirtak, hogy az apelinreceptor expresszioja jelentésen downregulalodik sejttenyészetben, 24 éra
elteltével >90%-o0s csokkenés észlelhetd (Scimia és mtsai, 2012). Mivel a szivizomsejtek
izolaciojat kovetéen 8 oran belll hajtottuk végre a kisérleteket, elképzelhetd, hogy mar ebben a
korai id6pontban is alacsonyabb az apelinreceptor expresszidja, mely korlatozhatja a peptid
inotrop hatasat. Masrészt, a két stimulus alapvetéen eltér6 mechanizmus révén fokozza a
kontraktilitast - a B-AR agonistak intracellularis Ca?*-tranzienseket noveld hatasaval szemben az
apelin esetében a Ca?*-érzékenyités dominal -, ily médon varhatd, hogy a kisérleti elrendezésbdl
fakado kulonbségek eltér6 mértékben befolyasolhatjdk e folyamatokat. Izolalt patkanysziv-
preparatumon alacsony végdiasztolés nyomas mellett (1-5 Hgmm) a dP/dtmax kontraktilitasi index
hasonlé volt apelin jelenlétében illetve hianyaban. A bal kamrai végdiasztolés nyomas 10 illetve 15
Hgmm-re torténé emelésekor jelentésen magasabbnak adodott a dP/dtmax az apelinnel kezelt
csoportban a kontrollhoz viszonyitva (az értekezés 23. abraja). Eredményeink arra utalnak, hogy
az apelin a Starling-gorbe felszall6 szakaszanak felsé tartomanyaban hatékonyabban képes
fokozni a kontrakciés er6t. Amennyiben a mechanikai terhelés foka alapveté meghatarozoja az
apelin hatasanak, érthetd, hogy az el6terheléstdl mentes &sszehuzédast végzd izolalt
szivizomsejteken eltérd valaszt tapasztalhatunk.

4. kérdés

Biralom kovetkezd kérdését az apelin potencialis Ca2*-érzékenyité hatasa kapcsan tette fel.
Izolalt szivizomsejteken végzett kisérleteinkben a Ca?*-érzékenység kvantitativ valtozasat direkt
nem vizsgaltuk. Ugyanakkor e mechanizmus fontossagat tamasztjak ala legujabb adataink is,
intakt sziven az apelin pozitiv inotrop hatasat jelent6sen csdkkentette a miozin kénnyi lanc kinaz
farmakoldgiai gatlasa (Perjés és mtsai, 2014), mely kinaz ismert médon néveli a miofilamentumok
Ca?*-érzékenységét (Kamm és Stull, 2011).

5. kérdés

Mi lehet az oka, hogy egyes kardiokinek esetében ellentmondasos eredmeények szllettek a
kontraktilitasra gyakorolt hatasukat tekintve? Az AM esetében talalkozhatunk a legvaltozatosabb
megfigyelésekkel az irodalomban. Izolalt patkanysziv-modellen tett észleléseinkkel (Szokodi és
mtsai, 1996; Szokodi és mtsai, 1998; Kinnunen és misai, 2000; Szokodi és mtsai, 2002)
O0sszhangban, az AM fokozta a kontraktilitast izolalt patkany papillaris izmon (lhara és mitsai,
2000), valamint human pitvari és kamrai trabekulakon (Bisping és mtsai, 2007). Ugyanakkor, a
peptid patkany eredetl izolalt szivizomsejteken kettés hatast valtott ki, a kezdeti kontraktilitas
fokozodast negativ inotrop hatas kévette hosszabb inkubacié (>1 6ra) soran (Mittra és mtsai, 2004;
Mittra és Bourreau, 2006). Nyul (lkenouchi és mtsai, 1997) és human eredetl izolalt kamrai
szivizomsejteken (Mukherjee és mtsai, 2002) az AM csbdkkentette a kontrakcios erét. Tovabba,
egyes tanulmanyokban az AM nem befolyasolta a kontraktilitast (Stangl és mtsai, 2000; Saetrum
Opgaard és mtsai, 2000). A negativ eredmények kapcsan megjegyzendd, hogy a peptid
természetl anyagokkal folytatott kisérletek esetében nagyfoku kortltekintést igényel a feloldasuk,
tarolasuk, illetve oldatban tartasuk a perfuzié/szuperfuzio soran, mivel kdnnyen degradalédhatnak,
kitapadhatnak a hidrofob fellletekhez, etc (Livesey és Nicholls, 2012), ami fals negativ
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megdfigyelésekhez vezethet. Az eltér6 eredményeket attekintve elmondhatd, hogy multicellularis
preparatumokon az AM dontéen pozitiv inotrop hatast valtott ki, mig negativ inotrop effektus
elsésorban izolalt szivizomsejteken volt észlelheté. Mindez a multicellularis modellek és az izolalt
sejtek eltéré kisérleti kériiményeinek a fontossagara hivja fel a figyelmet, mely kérdéskort mar
érintettem Biralom 3. kérdésére adott valaszomban. Intramiokardidlis AM géntranszfert kdvetéen a
bal kamrai kontraktilitds ex vivo szignifikdnsan magasabbnak adddott a kontrollokhoz képest
magas végdiasztolés nyomas mellett (10-20 Hgmm), mig alacsonyabb végdiasztolés nyomas
esetén (1-5 Hgmm) nem talaltunk kildnbséget a két csoport kdzott (az értekezés 9. abraja). A
peptid Frank-Starling-valaszt fokozé hatasa ravilagit az el6terhelés jelentéségére az AM inotrop
effektusa szempontjabdl. Kiemelendd, hogy az in vitro és ex vivo modelleken nyert valtozatos
eredményekkel szemben az in vivo adatok meglepéen kdvetkezetesek. Szamos tanulmany
vizsgalta az AM szisztémas infuzidja soran fellépé komplex hemodinamikai valtozasokat fiziologias
kérdlmeények kozott. A patkanyokon (He és mtsai, 1995), juhokon (Parkes, 1995; Parkes és May,
1997; Charles és mtsai, 1997) és kutydkon (Lainchbury és mtsai, 2000a) végzett kisérletek soran
csOkkent a periférias vaszkularis rezisztencia, ezzel parhuzamosan nét a szivfrekvencia, a
verévolumen és a perctérfogat. A human klinikai vizsgalatok is hasonl6 eltérésekrdl szamoltak be
(Lainchbury és mtsai, 2000b; Nagaya és mtsai, 2000). Nagaya és mtsai nyomas-térfogat gorbék
analizise segitségével vizsgaltak az AM direkt hatasat a kontraktilitasra mérsékelten csékkent bal
kamrai szisztolés funkcidju betegeken (EF: 40-50%). Eredményeik szerint a peptid fokozta a bal
kamrai végszisztolés elastance-t, mely a kamrai kontraktilitas el- és utoterheléstdl fliggetlen
indexe (Nagaya és mtsai, 2002). Ezen adatok alapjan az AM verévolument novel6 hatasahoz
feltenetéleg mind az utdterhelés csokkenése, mind a kamrai kontraktilitas fokozodasa hozzajarul.
Osszességében, az ex vivo, izolalt szivpreparatumon nyert eredményeink jé korrelaciot mutatnak
a relevans in vivo modelleken tett megfigyelésekkel.

6. kérdés

Biraldm kovetkez6 kérdése arra vonatkozott, hogy a vizsgalt kardiokinek kontraktilitast
fokozd hatasanak mekkora az energiaigénye. Irodalmi adatok szerint, az ET-1 ex vivo jelentésen
javitotta a kontraktilitas hatasfokat (Takeuchi és mtsai, 2001). Ezzel 6sszefuggésben, az ET-1
szimultan volt képes fokozni a kontrakcios erét és csdkkenteni az aktomiozin ATPaz aktivitast in
vitro. Figyelemre méltd moddon, a kontrakcidk hatasfoka a szarkomerhossz novelésével
progressziv médon javult (McClellan és mtsai, 1996). Az AM esetében leirtak, hogy mérsékelten
csOkkent bal kamrai szisztolés funkcioju betegeken (EF: 40-50%) a peptid anélkul névelte a bal
kamrai kontraktilitast (végszisztolés elastance-t), hogy érdemben fokozta volna a szivizom
oxigénfogyasztasat (Nagaya és mtsai, 2002). Nem ismert, hogy milyen sejtszintli folyamatok
allhatnak az AM ezen kedvez$ hatasai mogott. Ugyanakkor megjegyzendd, hogy in vivo az AM
mind az el6-, mind az utéterhelést csdkkentette, a kamrai falfeszilés kdvetkezményes csdkkenése
elénybsen befolyasolhatta a sziv oxigénfogyasztasat. Mindez felveti, hogy ezen kardiokinek
kevésbé meritik ki a sziv metabolikus tartalékait, szemben a B-AR-agonistakkal illetve a
foszfodiészteraz-gatlokkal, melyek a kontraktilitast csupan aranytalanul magas energiaraforditas
mellett képesek ndvelni (Dzimiri, 1999), mely kulondsen fontos a megfelelé energetikai tartalékok
hianyaban miikddd, hanyatld pumpafunkcioju sziv esetében.

7. kérdés

Opponensem utolso kérdése arra iranyult, hogy a felismert intracellularis jelatviteli utak kozul
mely tekintheté perspektivikusnak a kontraktilitds farmakolégiai fokozasa céljabol. Megitélésem
szerint a p38-MAPK és az ERK1/2 reménykeltd célpontok. A kézelmultban publikalt eredményeink
szerint, a p38-MAPK izoformai kdzul a p38a-MAPK jatszik szerepet a kontraktilitas regulaciéjaban.
Izolalt felnétt egér kamrai szivizomsejteken a p38a-MAPK gatlas, az inhibitor-1 fehérje fokozott
Thr-35 foszforilacidja révén, fokozta a foszfolamban foszforilacidjat, a szarkoplazmatikus retikulum
Ca?*-ATPaz (SERCA) miikodését, és kovetkezményesen a kontraktilitast (Kaikkonen és mitsai,
2014). Szivelégtelenség preklinikai nagyallat-modelljében az inhibitor-1 fehérje aktiv valtozatanak
overexpresszidja enyhitette a balkamra-funkcié romlasat (Fish és mtsai, 2013). A fazis 2 CUPID
vizsgalatban (Calcium Upregulation by Percutaneous Administration of Gene Therapy in Cardiac
Disease) el6rehaladott szivelégtelen betegek esetében alkalmazott intrakoronarias SERCA2a
géntranszfer javitotta a funkcionalis allapotot, valamint jelent6sen csodkkentette a major
kardiovaszkularis események bekdvetkeztének rizikdjat (Jessup és mtsai, 2011). Tisztazasra var,
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hogy a p38a-MAPK szelektiv gatlasa elénydsebb-e, mint a jelatvitel disztalis komponenseinek
(inhibitor-1 fehérje, SERCA) direkt aktivacioja a szisztolés és a diasztolés funkcio javitdsa céljabdl
szivelégtelenség allapotaban. Fontos megjegyezni tovabba, hogy a kontraktilitdsra gyakorolt
negativ hatasa mellett, a p38-MAPK aktivacidja egyéb mechanizmusok - mint az apoptozis és a
fibrozis el6segitése - révén is hozzgjarulhat a szivelégtelenség kialakulasahoz illetve tovabbi
progresszi6jahoz (Rose és mtsai, 2010). Szivelégtelenség preklinikai modelljeiben a p38-MAPK
farmakoldgiai gatlasa csdkkentette a bal kamrai remodellaciét (Liu és mtsai, 2005; Kyoi és mtsai,
2006; Westermann és mtsai, 2006). A kdzelmultban zarult le egy fazis 2 klinikai vizsgalat, melyben
a p38-MAPK gatlé losmapimod hatasat vizsgaltdak nem ST-elevaciés miokardialis infarktuson
atesett betegekben. Els6 eredményeik szerint a losmapimod nem befolyasolta az infarktus
méretét, ugyanakkor cstkkentette a szivelégtelenség biomarkerének, a BNP szérum szintjét a 2
hetes kezelés soran (Newby és mtsai, 2014). Tovabbi vizsgalatokat igényel annak eldéntése, hogy
a nem szelektiv p38-MAPK gatlashoz viszonyitva a p38a-MAPK szelektiv gatlasa mennyiben
mutatkozik hatasosabbnak. Egyes megfigyelések ugyanakkor dvatossagra is intenek a p38-MAPK
tartos gatlasa kapcsan: a p38a-MAPK, az MKK3 illetve az MKK6 dominans negativ mutans
valtozatat kifejez6 egerekben spontan fejlédott ki szivelégtelenség (Braz és mtsai, 2003). Ex vivo
eredményeink felvetik, hogy fiziolégias viszonyok kozétt a p38-MAPK dinamikus, atmeneti,
mérseékelt aktivacidéja védd szerepet tdlthet be a szivben a talzott inotrop stimulusokat
ellensulyozando6 (az értekezés 47. abraja), a miokardialis p38-MAPK jelatvitel kronikus gatlasa
soran feltehetbleg elvész ez a véddé mechanizmus, mely hozzgjarulhat a szivelégtelenség
kialakulasahoz a fenti transzgénikus modellekben.

Altalanosan elfogadott, hogy a MEK1/2—ERK1/2 jelatviteli rendszer alapvetd szerepet tolt be
a szivizom stresszel szembeni adaptacidjaban (Bueno és Molkentin, 2002; Rose és mtsai, 2010).
Emellett, eredményeink azt bizonyitottak, hogy e jelpalya részt vesz a szivizom-kontraktilitas
szabalyozasaban is. Ujabb megfigyeléseink szerint, az ET-1 mellett (az értekezés 47. abraja) az
apelin (Perjés és mtsai, 2014) és az AM pozitiv inotrop hatadsanak kdzvetitésében is fontos
szereppel bir a MEK1/2-ERK1/2 kaszkad (nem kozolt adatok). Mindez felveti, hogy az ERK1/2
jelatvitel aktivacioja - a kontrakcios erd fokozasa és a kardioprotektiv hatasai révén - Uj lehetéséget
jelenthet a szivelégtelenség kezelésében, a reverz remodellacié elésegitésében. Jelenleg nem
ismertek olyan kis molekulatdmegl gyodgyszerjeldltek, melyek szelektiven képesek aktivalni a
MEK1/2—-ERK1/2 jelpélyat. Itt jegyzendd meg, hogy a farmakoldgiai megkozelitésen tul, a
rendszeresen végzett, megfeleld intenzitasu testedzés kedvezd szivhatasainak hatterében, az Akt
és az AMPK mellett, az ERK1/2 atmeneti, periodikus aktivacidja allhat (Maillet és mtsai, 2013).
Masrészt, mivel a MEK1/2-ERK1/2 kaszkad abnormalis aktivacidja jelentés szerepet jatszik a
karcinogenezisben, a gyogyszeripar ezen jelatvitelt specifikusan gatldo szerek kifejlesztésére
torekedett. Jelenleg is szdmos olyan Klinikai tanulmany folyik, amelyben e jelpalya egyes
komponenseit gatlo, kis molekulatbmegl gydégyszerjeldltek hatékonysagat vizsgaljak kilénbdzé
daganatos betegségekben (Friday és Idjei, 2008; Cheng és Force, 2010; Zhao és Adjei; 2014).
Eredményeink felvetik, hogy a MEK1/2-ERK1/2 jelatviteli ut célzott gatldsa ronthatja a sziv
pumpafunkcidjat a daganatos betegek azon csoportjaban, akik korabban szivinfarktuson estek at,
hipertoniaban illetve szivbillenty(-betegségben szenvednek.

A kérdések megvalaszolasa utan még egyszer kdszéndm Papp Zoltan Professzor Ur biralatat és
tisztelettel kérem valaszaim elfogadasat!

2014. 07. 22.

Tisztelettel és koszonettel:

///’*

Dr. Szokodi Istvan
doktorjeldlt
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