Valasz Dr Szokodi Istvan MTA Doktora

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

biralatara

K6szondm Dr. Szokodi Istvdn MTA doktornak, hogy értekezésem biralatat elvdllalta és elvégezte.
K6szondom részletes és szisztematikus értékelését és kritikai megjegyzéseit, melyekre az alabbiakban a
kérdések sorszamanak megfelel6en reagalok.

1. Kamrai szivizomsejtek iondramait vizsgdlva igen jelentGs sejt-sejt k6zotti eltéréseket tapasztaltak,
ugyanakkor az akcids potencidlok jellemzéi kis szdrdst mutattak....

Azionaramok amplituddinak nagy varianciaja és az akciés potencidl paraméterei kozo6tti viszonyt kizardlag
tengerimalacon tanulmanyoztuk. Csak ezen a fajon végeztiink szisztematikus statisztikai médszerekkel
torténd Osszehasonlitasokat, tehat valaszomat kisérleti adatokkal csakis tengerimalacra vonatkozodan
tudom alatdmasztani. Egyszer(i matematikai levezetéssel megmutathato, hogy egy adott akcids potencial
igen sokféle nagysagu ionaram kombinacioval létrehozhatd. Ismert az is, hogy ha 6sszevetjlik az egyes
kutatécsoportok kdzleményeiben lathatd iondramok nagysagat, akkor azonos fajon belil is jelent6s
kiilonbségeket fogunk latni az egyes iondramok nagysagaban. Tengerimalacon végzett vizsgalataink soran
mi azt taldltuk, hogy egyes iondramok nagysagat 6sszehasonlitva a sejtek kdzotti variabilitas akar egy teljes
nagysagrendnyi is lehet. Természetesen mindez Ugy, hogy az akcids potencidlok paraméterei joval kisebb
kiilonbséget mutattak. A szekvencialis akcios potencial clamp technikdnk segitségével meghatdrozhattuk
és Osszevethettiik az ionaramok nagysaganak egyetlen sejten beliili aranyait. Azt tapasztaltuk, hogy bar a
depolarizalé és a repolarizald dramok 6sszege viszonylag jol korreldl egymassal, ezen belill mar jelents
varianciak figyelhet6ek meg. Az egyes sejtekben példaul, ahogy erre a birald a hatodik kérdésében ra is
kérdez, jelentésen eltérhet a késdi egyenirdnyité dram gyors és lassi komponense nagysaganak viszonya,
természetesen alig, vagy nem kiilonb06z6 akcids potencidl paraméterek mellett. A jelenség hatterében allo
mechanizmusokat illetéen jelenleg csak taldlgatni tudunk. A legvaldszinlibbnek az latszik, hogy az eltéré
ionaram amplitudodkat eltéré csatorna s(irliségek okozzak. Ezzel a fajta sejt-sejt variabilitassal napjaink sziv
elektrofizioldgidja még egyaltaldn nem szamol, a matematikai modellek példaul szigordan homogén
arams(rlség viszonyokra alapulnak. De ugyanigy, a klinikai farmakoldgidban sem kapott még helyet ez a
koncepcid, a klinikai gyakorlat is annak megallapitasara szoritkozik csupan, hogy az egyes betegek a
kiilonb6z6 gyogyszerekre eltéré mértékben reagalnak. Az eddigiektdl eltéréen a regiondlis kilonbségek,
mint a transmuralis, vagy csUcs-bazis irdnyban megfigyelheté aramdenzitas kiilonbségek jol ismertek, azok
hatterében eltérs csatorna expresszié all.

2. Az értekezésben a Jelélt 6sszefoglaldan irt az antracén-9-karboxilsavval (ANTRA) gdtolhato
klorid aramokrol

Minthogy az aram lefutasanak meghatarozasara ANTRA-t hasznaltunk, ANTRA érzékeny klorid aram alatt
a kalcium érzékeny klorid aramot értjik. A névhasznalatunk oka az akciés potencial clamp technikaban
elterjedt hagyomdny, miszerint az dramokat a hasznalt gatldszer szerint nevesitjik. Ebben egyfajta



onkritika van, arra az esetre, ha a gatldszer nem lenne eléggé szelektiv és nemcsak a kivant ionaramot
metszené ki, hanem valami egyebet is. Igy L-tipusu kalcium dram helyett hasznéljuk a Nifedipine érzékeny
aram elnevezést, vagy mint esetlinkben, kalcium érzékeny klorid aram helyett az ANTRA érzékeny aramét.
A kézirat elkésziiltekor ezen két elnevezés mogott alldé dram azonossdagat még nem igazoltuk
egyértelm(ien, de azéta munkacsoportunk folytatta ez iranyu vizsgalddasait, s ma mar kijelenthetjik, hogy
tobb fliggetlen bizonyiték is van a keziinkben. Ugyancsak tanulmdanyoztuk a biralé altal kérdezett L-tipusu
kalcium aram és Na/Ca cseremechanizmus moduldlé hatdsat is. Ez a kérdéskoér kivil van disszertaciéom
fokuszan, de azt tudom mondani, hogy a sejt kalcium dinamikajara, illetve annak valtozasara a klorid dram
igen érzékenyen reagal, mindig hliségesen kovetve a sejtplazma pillanatnyi kalcium koncentrdcidjat.

3. Izoproterenol elSkezelés utdn az ANTRA fokozta a késéi utddepolarizdcidk kialakuldsdnak
esélyét. Ugyanakkor, ouabain elékezelést kévetéen az ANTRA jelenlétében mind a késdi,
mind a korai utddepolarizdcidk kialakuldsa megfigyelhetd volt....

Hasonldéan az el6z6 problémahoz, ennek a kérdésnek a megvalaszolasa is a disszertacidé benyujtdsa ota
tett megfigyeléseink révén lehetséges. MindenekelStt szeretném leszégezni, hogy az utéddepolarizaciok
problémadja a sziv elektrofizioldgiajanak egyik legbonyolultabb, legellentmondasosabb terilete. El6szor is,
a korai és kés6i utddepolarizacidk elvalasztdsa egy erésen szubjektiv, fenomenoldgiai osztalyozason
alapul. Konkrétan, a hatart annak alapjan vonjuk meg, hogy az utddepolarizacié kialakulasat megel6z6en
a membranpotencidl elérte-e a nyugalmi potencial értékét. Ez az els6 hallasra igen egyszer( kritérium
egyértelm( elkllonitést tesz lehetévé egy plato kozeli korai utddepolarizacio és egy késéi
utddepolarizacié kdzott, azonban jéval kevéshé lesz egyértelmd, ha egy harmadik fazis végén jelentkezé
utddepolarizaciéval van dolgunk. Az ma mar altalanosan elfogadottnak tekinthet§, hogy mindkét
utddepolarizacié tipusban jelen van a kalcium homeosztazis zavara. Ha az utédepolarizaciét ouabainnal
valtjuk ki, esetleg ANTRA-val kombinalva, akkor ugy tlinik, hogy ez a homeosztazis zavar a szivciklus
barmely pontjan képes spontan kalcium felszabadulast, s ennek révén depolarizaciét kivaltani. A kalcium
homeosztdzis szempontjabdl az izoproterenol valdszinlileg ezzel sok hasonldsagot mutat. Nagy kiilonbség
azonban, hogy az izoproterenol emellett jelentésen fokozza a késGi egyeniranyitd kalium aram lassu
komponensének, az lks-nek az amplituddjat. Ahogy ezt egy kdzleménylinkben megmutattuk, az amplitidé
akar a kontroll érték 20-szorosara is n6het. Valdszinlinek tartom, hogy ez az erds repolarizalé aram tartja
féken a korai utédepolarizaciokat a plato feszliltségértékein izoproterenol kezelést kovetéen, ellenben
hatastalan a késGi utddepolarizaciokra a nyugalmi membranpotencial értékénél, ahol a kalium
elektrokémiai gradiense kozel nulla.

4. Az ANTRA-érzékeny Cl csatorndk kifejezédése illetve a I miként vdltozik koros
kériilmények kézétt a szivben?

A klorid csatornak, illetve daramok kapcsan ismereteink joval elmaradnak a kation csatorndkétél. Ennek
részben technikai okai vannak, ugyanis nagyon kevés nagy szelektivitasu klorid csatorna blokkolé ismert,
ezek nélkil pedig az elektrofiziologus lehetdségei igencsak korlatozottak. Az valészin(, hogy a klorid
csatornak mikodésének megvaltozasa kisebb-nagyobb mértékben kihat a sziv mikodésére is, de ennek
mértéke eléggé vitatott. Legyen szabad itt példaul egy nemrég megjelent review-t emlitenem, ahol a
szerz6k (Adkins és Curtis) megkérddjelezték, hogy a kalcium aktivalt klorid csatornaknak barmi patoldgias
szerepe lehet. Mashol, mint példdul egy Duan dltal jelzett 6sszefoglaléban olvashatd, hogy a kalcium
aktivalt klorid aram patoldgias szerepét kizardlag a kalcium zavarok mediatoraként vetik fel. Ugyanakkor,
meglehetdsen régi az a megfigyelés, mely szerint a klorid aram hozzajarul az utédepolarizaciok és
ritmuszavarok kialakuldsaban fontos szerepet jatszo Iy-hoz. A szivelégtelenségben jelentkezé kalcium
homeosztazis zavarok okan is varhatd, hogy megvaltozik a klorid aram dinamikaja példaul kamrai



hipertrofidban, de ennek bizonyitasa tudomasom szerint eddig még csak expresszids rendszerekben
sikeriilt, in situ kamrai sejteken nem. A legérdekesebb azonban taldn az a Kozlowski altal felvetett
lehetGség, mely szerint patoldgias allapotokban (ischemia, fokozott fali terhelés) a klorid csatornak
expresszidja a kamrafalon belll inhomogénné valna és ezzel hozzdjarulna az elektromos inhomogenitas,
az elektromos diszperzio fokozdédasahoz, amely a ritmuszavarok egyik elGhirnéke szokott lenni. A kalcium
érzékeny klorid aram patoldgiai megitélését meglehetsen megneheziti, hogy a csatornafehérje, illetve a
gén beazonositdsa még nem tekinthet6 véglegesen lezartnak. Taldn elég, ha itt megemlitem a
bestrophinok kiilénb6z4 tipusait, vagy a TMEME16 fehérjét. A tobbi klorid aram, mint a CFTR, vagy a cAMP
és duzzadds aktivalta klorid csatorndk kapcsan ismereteink valamelyest bévebbek.

5. A 28. dbra szerint, bikarbondt ion hignydban (Tyrode oldat) az akciés potencidl megnyuldsa volt
megfigyelhetd. Izoldlt sejtekkel Gsszevetve, multicelluldris prepardtumokon ez a hatds markdnsabb volt.
Mi lehet a magyardzata ezen jelenségnek?

Az izoldlt sejteken és a szoveteken mért akcids potencidl paraméterek kozott tobb kilonbség is
megfigyelhetd, de a legszembedtl6bb mégis a dinamikus vdlaszok eltérése, példaul az izoldlt sejteken
megfigyelhetd joval nagyobb beat-to-beat variabilitds, vagy a multicellularis preparatumok eltéré
valaszideje frekvencia valtas esetén. A kiilonbségek valdszinl oka az extracellularis tér eltér6 nagysdgdban
lehet. Multicelluldris prepardtum esetén a sejtek kozotti tér, amit elsé kozelitésben extracelluldris térnek
nevezhetlink, a sejtek térfogatdnak toredéke csupan. Mi sem utal jobban ennek a térnek a kicsiny voltara
mint az, hogy a szakzsargon a szivizomsejtek kozotti teret gyakran hasadéknak, angol széval cleft-nek
nevezi. A kis térfogat egyrészt diffizids szempontbdl limitald tényez6, masrészt valdszindsithets, hogy az
iondsszetétele is jelentGsen valtozhat eltéré mikodési viszonyok kozott. Azt példaul tobb matematikai
modell is szamitasba veszi, hogy emelkedd frekvencia esetén a kdlium akkumulalédhat az extracelluldris
térben. Ezzel szemben az izolalt szivizomsejt extracelluldris tere, ami megfelel a kisérleti kad teljes
térfogatanak, a szivizomsejt sajat térfogatdhoz képest végtelenil nagy, diffuzios és puffer kapacitasa
kimerithetetlen barmilyen mdkodési feltétel esetén.

6. A 32. dbra szerint, az Icq, dltal az AP alatt szdllitott téltésmennyiség egyértelmien korreldlt az I dltal
kézvetitett téltésmennyiséggel, mig az Ix; illetve az I esetében hasonld 6sszefiiggés nem dllt fenn.

A problémaval tobb, a disszertacid lezarasat kovetd publikacidonkban foglalkoztunk. Tapasztalataink
szerint a B-stimulacid igen jelent6sen atrendezi a kdlium aramok egymashoz viszonyitott, avagy relativ
nagysagat. R-stimulacio hianyaban példaul a késGi egyeniranyitd kalium aram lassu komponense, az Igs
egy, a méréshatart alig két-hdromszorosan meghaladd dram, melynél a gyors komponens, az Iy majd egy
nagysagrenddel nagyobb. Mig azonban az Iy B-stimulaciéra nem reagal, az Ixs amplitiddja, illetve az altala
szallitott toltésmennyiség tobb mint hdsszorosara is névekedhet. A két aram nagysaganak viszonya tehat
megfordul. Ez akut hatds, amennyiben a B-stimuldcié kezdetétél szamitott 1-2 percen belll kialakul és
tet6zik is. Hosszutavu hatast vizsgald munkardl nem tudok, de ismerve a katekolamin receptorok
stimulaciot kdvetd jelentSs deszenzibilizacidjat, valdszinlleg izgalmas és klinikai szempontbdl is érdekes
ez a kérdés.

7. A Jel6lt mely felismerését tartja bioldgiai tekintetben a legjelentésebbnek, illetve a potencidlis
terdpids hasznosithatdsdg szempontjabdl a legigéretesebbnek?

Ha egy és csakis egy eredményt nevezhetek meg, és a potencialis terapias hasznosithatdsag kiemelt
szempont, akkor a disszertacié Uj megdllapitasok fejezetének 13-as pontjaban taglalt megfigyelésiinket
emelném ki, mely szerint a késéi egyeniranyitd dram lassi komponense kicsiny volta ellenére az akcids



potencidl repolarizacidjaban igen jelentSs szerepet jatszik. Ugy gondolom, hogy azon megfigyelésiink,
mely szerint az dram amplituddjat elsésorban az akcids potencidl platdé magassdga és nem a hossza
szabalyozza, egy jelenleg még nem kellG sullyal kezelt tulajdonsaga ennek az aramnak. Ezt annal is inkabb
fontosnak érzem, mert amint azt azéta publikdlt eredményeink megmutattak, az dram amplitiddja
megfelel6 korilmények kozott igen jelentésen megnovekedhet.

Ismételten megkdszondm Opponensem részletes és kritikus biraldi munkajat és az izgalmas kérdéseket,
melyek eredményeim Ujragondoldsdra késztettek. K6szondm pozitiv dllasfoglalasat és hogy értekezésem
nyilvanos vitara bocsajtasat javasolta. Végezetiil pedig kérem vélaszaim elfogadasat!
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