Valasz Dr Nyitrai Miklos MTA Doktora

,londaramok dinamikaja és koordindcidja az eml6s kamrai szivizomsejtek akcids potencidlja alatt”
cimd MTA doktori értekezésemre készitett

biralatara

Mindenekel6tt szeretném megkdszonni, hogy elvallalta disszertaciom birdlatat és id6t szakitott annak
részletes attanulmanyozasara és kiértékelésére. A disszertacié formai sajatsagaival kapcsolatos kritikai
megjegyzéseket, az altalanos tartalmi javaslatokat, kezdve a metodikai rész kifogdasolt szakaszain
csakugy, mint a biralat végén talalhatd ,,Apré megjegyzések” szakaszban foglaltakat természetesen
maradéktalanul elfogadom. Utdlag Ujraolvasva a széveget ma mar én is bizonyara sok dolgot mdasképpen
szovegeznék, szerkesztenék.

Kérdéseire az aldbbiakban valaszolok:

1. A sejtek a prepardldst kévetéen idével jelentds valtozason mennek keresztiil. Ezeket a vdltozdsokat a
pdlydzd gondosan megq is vizsgdlta, leirta. Nem taldltam ugyanakkor olyan adatokat, amelyek arra
vonatkozndnak, hogy a tdroldsi kériilmények modosuldsaval hogyan vdltozik a sejtek zsugoroddsa...

A dissszertacié ezen, metodikai kérdésekkel foglalkozd részében a kozvetlen cél az volt, hogy az altalunk
(és mas munkacsoportok altal is) mar évek 6ta alkalmazott taroldsi eljards megbizhatdsagat, illetve
megbizhatdsaganak hatdrait teszteljik. Nem végeztlink szisztematikus 6sszehasonlité vizsgalatokat mas
taroldsi mdodszerek egybevetésével, illetve nem teszteltiink mddositott eljarasokat annak érdekében,
hogy az id6hatarokat kiterjessziik. Mivel feltételezhet6 volt, hogy a frissen izolalt szivizomsejtek a tarolas
soran a megvaltozott kdrnyezet hatdsara megvaltoztatjak tulajdonsdgaikat, kezdetben csupan a magunk
szamara szerettilk volna megismerni a tarolas alatt bekovetkezé valtozasok id6viszonyait. Amikor mar
elegendG tapasztalat birtokdban voltunk, ezeket az ismereteket meg akartuk osztani a tudomanyos
kozosséggel, igy kerilt sor a publikalasra is. Szeretném itt megjegyezni, hogy az izolalt szivizomsejteket
sok munkacsoport expressziés modellként haszndlja, mely esetben a mérések végrehajtasara az izolalast
kovetd 24-48 orat kovetben kerll leghamarabb sor. A tarolas id6viszonyai tehat tébb szempontbdl is
fontosak. A biralé altal emlitett paraméterek - puffer, h6mérséklet — biztosan nagy jelent&séggel birnak
ebben a kérdésben. Korabbi, nem publikalt megfigyelésiink szerint példaul a sejtek tulélését jelentésen
javitja, ha a taroldé oldatban bikarbonat ion taldlhatd. Tapasztalataink szerint az optimadlis tarolasi
hémeérséklet 14-15 °C. Hangsulyoznom kell azonban, hogy ezek munkacsoportunkban a hosszu évek alatt
szerzett tapasztalatok és nem publikalt, tehat szakszer( biralaton atesett eredmények.

2. A sejtek kisérletes vizsgdlata sordn gondot jelentett a megvildgito fény dltal kivdltott fototoxicitds...

A fototoxicitds oka igazabdl az indikatorok alacsony kvantumhatasfoka, ugyanis emiatt kell nagy
megvildgitasi intenzitassal dolgozni. Az indikdtor sejten beliili koncentracidjanak emelésével ezen
valamelyest lehet segiteni, de ekkor a puffer hatas erésodik, ami ugyancsak nemkivanatos jelenség. Az
altalunk gyakran alkalmazott Fura-2 példaul kivaléan alkalmas két-foton technikdra, ennek kapcsan
utalnék Parades és mtsai 2008-as publikacidjara a Methods-ban. Véleményem szerint azonban a valddi
el6relépést a nagyobb kvantumhatasfoku festékek jelenthetik, mint példaul a Calcium Green-1, vagy az
Oregon Green. Ezen Uj generacios festékek tovdbbi el6nye, hogy a gerjesztésiik nem az UV tartomanyban



torténik, hanem a lathato savban, ami szintén komoly elény. Természetesen semmi sincs ingyen, ezeknél
a festékeknél ugyanis az excitacids-emisszids savok atfedése joval nagyobb, mert a csicsok kozelebb
vannak egymashoz ami tovabbi technikai nehézségeket okoz.

3. A 8. és 9. dbran az dram fesziiltségfiiggése esetenként hurkot ir le (C panelek). Mit jelent ez a fiiggés,
hogyan kell értelmezni a hurok megjelenését?

Az Akcidés Potencial Clamp technikaval rogzitett dramok fesziltség-aram karakterisztikajan jelentkezé
hurok minden esetben arra vezethet6 vissza, ha az akciés potencial lefutdsa nem monoton, hanem a
fesziiltségvaltozas a csucsot kovetden legalabb egyszer iranyt valt. llyen torténik példaul az epikardialis
sejtek incisurdja soran, vagy korai-, illetve késdi utddepolarizacié miatt. A disszertaciomban targyalt
mérési adatok esetében a fesziiltség-aram karakterisztikdkon megjelené hurkok minden esetben
epikardidlis sejtek incisurajanak a kovetkezményei.

4. A szerz6 megadllapitotta, hogy az ioncsatorndk aktivdldsaban az akcids potencidl amplituddjanak van
fontos szerepe, annak hossza sokkal kevésbé szamit. Mit jelent ez, milyen molekuldris szabdlyzdsi
folyamatok dllhatnak a megfigyelés hatterében?

Bar a kérdésben szerepl6 megallapitast konkrétan a késGi egyeniranyitd kalium aramok kapcsan tettem,
ugy vélem, hogy a kovetkeztetés a tobbi altalunk vizsgalt iondaram esetében is indokolt. Ennek a
megfigyeléslinknek szerteagazé kévetkezményei vannak:

1. A kardiolégidban hasznalt gydgyszerek egy része az ioncsatornakra hatva megvaltoztatja
az akcids potencial alakjat, melynek kbvetkezményeként megvaltozik a tobbi, kozvetlendl
nem érintett iondram aktivacidja/inaktivacidja is. Ezeket a valtozasokat a gydgyszerek
hatasanak értelmezésekor figyelembe kell venniink. Fenti kévetkeztetésiink értelmében
egy szer valamely ioncsatornan els6dlegesen hatva annal erdsebb masodlagos
ioncsatorna hatdsokkal rendelkezik, minél inkabb megvaltoztatja az akcids potencial
amplitudd paramétereit. Az akciés potencidl nyujtasa, roviditése kevesebb tovaterjedé
hatast valt ki.

2. A kisérletes elektrofizioldgia egyik legellentmonddasosabb teriilete az egyes farmakonok
hatdsanak jellemzése. A disszertaciomban tobbszor is megjelend Iy gdtld Chromanol 293B
nevezetl drog alkalmazasa esetén példaul egyes szerz6k akcids potencidl nyujtd hatasrdl
szamoltak be, mig mdsok ilyen hatdst nem lattak. Ez egy nagyon komoly ellentmondas,
amelynek felolddsara a kutatok elsédlegesen a kisérleti feltételek kiilonbségét szoktak
felhozni. Véleménylink szerint az eltéré kisérleti kértiilmények fontossaga vitathatatlan,
de ezek egyetlen kdz6s ponton, az akcids potencidl plato magassagan keresztiil fejtik ki
hatasukat. Ha ugyanis a plato magas, akkor az lys erGteljesen aktivalédik, ezért gatlasa az
AP jelent6s nyuldsat fogja okozni. Alacsony platoju AP esetén az dram aktivacidja
minimalis, igy kikapcsolasa nem vaéltoztatja meg jelent6sen az AP hosszat.

5. A 23. dbra ismerteti azokat az eredményeket, amelyeket a szerz a kiilénb6z6 sziv régidkbdl szarmazd
sejtekkel kapott. Ezek az én szemem szamdra legfeljebb csak minimdlis kiilénbségeket mutatnak...

Maximalisan egyetértek a biraloval a kérdésben megfogalmazott megdllapitasat illetéen, vagyis abban,
hogy az egyes vizsgalt sejttipusokban (ENDO, MID EPI) az AP hossza az aram aktivacidjaban hasonloé jellegi
valtozasokat okozott. Azon, hogy az AP nyujtdsakor a MID miokardidlis sejtek esetében megfigyelt
masfélszeres novekedéssel szemben az ENDO sejteken megfigyelt 2.2-szeres ndvekedés minimalis



kiilonbség-e, ahogy a birdlé azt megitélte, avagy jelentGs, nyilvan hosszasan lehetne vitatkozni. Ami
azonban szerintem itt igazan fontos az az, hogy mind az 1.5, mind a 2.2 elmarad plato magassag
megvaltoztatasakor kapott nagyjabdl négyszeres novekedéstdl. Ez pedig az el6z6 pontban megbeszélt
kovetkeztetésiinket er@siti meg, vagyis azt, hogy az Ik aktivacidjat elsésorban az akcids potencidl
amplitudo értékei és nem a hossza hatarozza meg. Magam is ugy gondolom, hogy az egyes sejttipusok
kozotti eltérést az eltérd akcidos potencial profilok okozzak. Valaszolva a kérdésben szereplé masodik
felvetésre, ,,Milyen eredmények szililetnének egy ilyen mérés soran akkor, ha az alkalmazott parancsjelek
nem egy-egy sejttipus sajat reprezentativ akcids potencialjai lennének, hanem mind a harom szivterilet
esetében ugyanaz a parancsjel keriilne alkalmazasra?”, utalni szeretnék a 6.3.1.1 pontban, illetve a 7.
abran bemutatott eredményeinkre, amely szerint az Ic,. profiljat nem a sejt szivizmon beliili helye, hanem
az akcids potencial alakja hatdrozza meg. Bar ez a kovetkeztetésiink a disszertacidban kizardlag az lca.
kapcsan keril megfogalmazasra, ugy vélem, a tébbiiondramra is kiterjeszthetd.

6. A, spark”-ok kialakuldsdnak vizsgalata sordn a szerz6 megmutatta, hogy egy ,,spark” 2um-es
kérnyezetében egy mdsik ,,spark” kialakuldsdnak a valdszinlisége megnd, azaz kapcsolds van a kialakuld
»Sspark”-ok kézétt. Vannak olyan kérnyezeti feltételek, amelyek mellett ez a kapcsolds oddig erésédhet,
hogy kalcium hullamok alakulnak ki?

Roviden: igen. Azok a hatasok példaul, amelyek a szivizomsejtben akar a kalcium belépés fokozasat
(calcium overload), vagy a sarcomere hossz csokkenését eredményezik, megnovelik a kalcium hulldamok
kialakulasanak valdszin(iségét. Ezzel a problémaval tobb publikaciénkban is foglalkoztunk, minthogy
azonban nem kapcsolédik a koordindacid problémakoréhez, ezek az eredmények a disszertaciomban nem
szerepelnek.

7. A kalcium hullamok kialakulasanak a lehetdsége a dolgozatban a 12. oldalon felvetédik olyan
Osszefliggésben, ahol a kialakuldsuk kdrosnak mutatkozott és ritmuszavarhoz vezetett.

Ennek a kérdésnek a felelés megvalaszolasahoz sziikségiink lenne annak biztonsagos ismeretére, hogy
pontosan mi is jo a szivnek? Elsé megkdzelitésben vélelmezhetjik, hogy a szivizomzat koordinalt
kontrakcidjahoz a szivizomsejtben a kalcium felszabadulast minél pontosabban szinkronizalni kell, tehat a
sejten belll tovaterjedd kalcium hulldm vélhet6leg ,rossz”, a kontrakcié szabalyozdsa szempontjabdl
el6nytelen. Ami a szivizomsejtnek ,,jo”, az egy akcidos potencial altal szinkronizalt mddon, az egész sejt
térfogataban homogén mddon levezényelt kalcium tranziens. Nem szabad azonban megfeledkeznlink
arrél, hogy a kalcium hullamok kivaltd oka, az esetek egy részében legalabbis, a sarcoplasmaticus
reticulum kalcium tultélt6dése. Amennyiben egy ilyen tultoltott SR-bdl spontan felszabadulé kalcium
csomag inditja el a kalcium hulldmot, akkor ez lehet6séget ad a natrium/kalcium cseremechaniznus
szamara, hogy ebbdl a spontan felszabadult kalcium mennyiségbdl valamennyit eltavolitson a sejtbdl. Igaz,
hogy ezalatt a membrant depolarizalja, ami utddepolarizaciot, esetleg triggerelt akcids potencialt valthat
ki, de a spontan kalcium felszabadulas egyfajta biztonsagi szelephez hasonléan csdkkenteni fogja a
,calcium overload”-ot.

8. A leirdsbdl (85. oldal) nem vildgos, miért volt fontos azt a feltételt alkalmazni a ,,spark”-ok
tanulmdnyozdsa sordn, hogy a AF/FO értéke legyen nagyobb, mint 0,2...

Ezt a kritériumot a sparkok alakjanak becslése soran alkalmaztuk. Erre azért volt szlikség, hogy az alakot
nagyobb biztonsaggal hatarozhassuk meg. Alacsonyabb spark amplitidd esetén a mindig jelenlévé zaj
megnovelte volna a spark hataranak detektaldsi bizonytalansagat. Az igynevezett szupermikroszképpal
kollaboraciés partnereink két éve kezdtek méréseket végezni a UC Davis-en. Egyenlére eredményekrdl



nem tudok beszamolni, de a technikai problémak kozétt sajnos ott van a korabbiakban mar érintett
fototoxicitas.

9. Az iondramok szerepét az akcids potencidl lefutdsa sordn szdmos paraméter fliggvényében vizsgdlja és
leirja a dolgozat. Hogyan fiiggenek ezek az iondramok attol, hogy milyen dllapotban van a
sejtmembran...

A sejtmembran mindenkori allapota ismert médon jelents szereppel bir az ioncsatornak funkciéjanak
meghatdrozdsaban. Az dllapotvaltozdk kozott kiemelt jelentEsége van a hémérsékletnek, vagy a membran
lipidosszetételének, amelyek tobbek kozott a fluiditast is befolyasoljak. Az elektrofiziolégusok kdzoétt jol
ismert, hogy az iondramok paraméterei mar egyetlen Celsius fok hémérsékletvaltozasra is mérhetd
maodon megvaltoznak. Sajat vizsgalataink erre a teriletre nem terjedtek ki, de a probléma sulyat mutatja,
hogy standard metodikai kritériumként a méréseink sordn az elvart hémérséklet stabilitast fél fokban
szoktuk meghatarozni.

10. Es végezetiil; megjelennek-e a szarkomerek geometriai tulajdonsdgai azokban az eredményekben,
ahol a ,,spark”-ok gyakorisdgdt vizsgdlta a pdlydzo...

A sarcomerek geometriai sajatsdgainak a sparkok tulajdonsdagaira gyakorolt hatasat a disszertacidban nem
bontottam ki. Ezekben a vizsgalatainkban azt tapasztaltuk hogy a sarcomer hossz csokkenésével fokozodik
a sparkoknak hulldmokkd torténd osszeolvaddsanak a valdszinlisége. Ez a hatds kilondsen 1.6-1.8 um
tavolsagok kozott jelent6s. Mi a konkrét szerkezeti elemek jelentGségét, szerepét nem vizsgaltuk, erre
metodikailag nem is vagyunk felkészilve. Valdszinlinek tartom azonban, hogy a kalcium diffuzidjat a
Ryanodine receptor kérnyezete jelentGsen befolydsolja, igy a geometria megvaltozasa koévetkeztében
fellépé atrendez6dések alighanem funkcionalis kovetkezményekkel is jarnak.

Ismételten megkdszondm Opponensemnek a technikai részletek mélységéig atfogd biraldi munkdjat és
el6remutatd kérdéseit, melyek eredményeim Uj szemszogbdl torténé megvizsgalasara késztettek.
K6szondm elismers szavait és hogy értekezésem nyilvanos vitara bocsajtasat javasolta. Végezetil pedig
kérem valaszaim elfogadasat!

Debrecen, 2016. december 08.
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