Téth Andras ,Intracelluliris Ca® homeosztazisvaltozasok hatasainak
elemzése izolalt szivpreparatumokon” c. MTA Doktori értekezésének
biralata

A sejtfunkciot meghatarozd ¢€letfontossagu ionok kozil a Ca**-nak kiilondsen a
szivizomsejtek fizioldgias mikodésében kiemelkedd kulcsszerepe van ¢és igy a kiilonféle
szivbetegségek (iszkémia, szivelégtelenség, aritmiak) koroktana a Ca** homeosztazis
valamilyen zavardra vezethetd vissza. A térben és id6ben elkiiloniilt, integralt, de azért tobb
szinten differencialt Ca®'-fliggd élettani részfolyamatok elemzése, modellezése ¢és
farmakologiai befolyasolasa gyogyszer-jeldlt vegyiiletekkel (Na*/Ca* kicseréls, NCX gatlok)
képezi a disszertacié targyat. Ennek alapjan Toéth Andrés téma valasztasat rendkiviil
aktualisnak tartom mind alapkutatds mind a klinikum szempontjabol.

A szegedi Farmakologiai és Farmakoterapias Intézetben a kardiovaszkularis farmakologiai
kutatdsok nagy hagyoményokkal rendelkezd és kimagasldé nemzetkodzi tekintélyl iskolaja
miikddik. A Szerzé ennek az iskolanak tagjaként az optikai méréstechnikai laboratorium
vezetdjeként, az utobbi 10 év kisérleteinek eredményeit foglalja 6ssze a benyujtott MTA

crer

A szerz célkitiizései négy kérdéskort érintettek, nevezetesen : a Ca®'i markans valtozasanak
van-e hatasa a Ca®*-fliggd repolarizalé K aramokra?; a szelektiv Na*/Ca”* kicserélé (NCX)
gatlasnak van-e szignifikans befolyasolé hatisa a Ca®'i haztartasra és a kontraktilitasra?; az
egyes szivbetegség modellekben a Ca?*i haztartis zavara éltal indukalt aritmidk kialakuldsa
ellen jelenthet-e az NCX részleges gatlasa terapias perspektivat?; izolalt perfundalt szivben
reperflizids aritmiakkal szemben a két kicseréld (NCX+Na'/H" kicserélé, NHE) kombinalt
gatlasaval fokozhato-e az antiaritmias hatékonysag?

Célkitiizéseinek elérésére a Szerz6 a legkorszeriibb metodikak (optikai méréstechnika,
transzmembran akcios potencidl és elemi iondram mérések, immunhisztokémiai, biokémiai,
1szkémia modell stb.) arzenaljat alkalmazta.

A szoveg stilusat gordiilékenynek tartom. Az értekezés 6tvozi az atfogd gondolatvezetést az
alapos, szisztematikus részletekre kiterjedd kisérleti tervezéssel. A disszertans beavatja az
olvasét abba az intellektualis folyamatba, mely az izgalmas kutatast kisérte, nem hallgatva el
esetleges kétségeit, kételyeit sem.

Részletes megjegyzések

Az értekezés 160 szamozott oldalt és 58 abrat tartalmaz, formailag megfelel az MTA Doktori
Szabalyzat kovetelményeinek. A szoveges rész jol érthetd, a fogalmazas vilagos. Az abrak jol
demonstraljak és megfelelden egészitik ki a szoveges részt. Az abrak nagy részének mindsége
JO, de néhany abran a kis méret, illetve a nem megfeleld, vagy rosszul lathatd szimbolumok
alkalmazasa zavarja az attekinthetdséget (példaul a 15., 19. ébra).



A disszertacio szerkezetileg 9 részre tagolt (bevezetés, irodalmi attekintés, célkitlizések,
modszerek, eredmények, megbeszélés és kovetkeztetések, Uj tudoményos eredmények,
hivatkozasok, sajat kozlemények). A téma hatalmas konyvtarnyi, néha ellentmondésos
irodalmanak az olvasd szamara tanulsagos feldolgozasa és a legkorszeriibb metodikak
részletes ismertetése utan, vizsgalatait alapvetden 4 témakorben, 3 fejezetben foglalja 0ssze,
melybdl kiemelend6ének tartom azokat az eredményeit, amelyek fiziologias és
szivbetegségeket modellez6 koriilmények kozott, az NCX gatlasra  vonatkoznak.
Mondanival6jat 559 irodalmi hivatkozassal tAmasztja ala. Az értekezés 9. fejezete tartalmazza
a jelolt 9 db., a disszertacid alapjat képezd elsé vagy utolsd szerzds kozleményét, illetve a
rokon témaja, de nem a disszertacié anyagahoz tartoz6 9 dolgozatat, tovabba 1982-ig a teljes
publikacids listat. A disszertdcid anyagahoz kapcsolodd jelentds nemzetkodzi folydiratban
megjelent teljes cikkekben a jelolt elsd vagy utolsod szerzoként szerepel. A fenti, valamint a
mellékletben megadott scientometrias adatok egyértelmiien jelzik Toth Andras kimagaslo
tudomanyos aktivitasat és munkassagat, amellyel egyben eleget tesz az MTA doktori cim
odaitéléséhez sziikséges kovetelményeknek.

Az értekezés érdemi részét nem érinto kérdések, észrevételek

1. Az alacsony konduktancigju Ca®* fliggd K" aram (Isk) irodalmi attekintésében a szerzd is
emliti, hogy az SK csatornaizoformai els@sorban pitvarban expresszalodnak, érdekelne, hogy
a 61. oldalon bemutatott SK2 csatornaprotein expresszids vizsgalatat (14. dbra) miért nem
pitvaron végezték?

2. A 18. és 19. abraknal a kontrol és apamin gorbék jelzése nem megfeleld, nem elkiilonithetd
egymastol.

3. A 25. és a 26. abran lathato a 10 M BaCl; altal indukalt Ix; géatlas APD nyujt6é hatasanak
[Ca®], fiiggése kutya, illetve egészséges humén jobb papillaris izmaban. Mig a kutya
preparatumon mind a normal (2 mM ) mind a magas (4 mM) [Ca®"], mellett a BaCl, okozta
APDgo megnyulas szignifikdnsan nagyobb volt, human készitményen a BaCl; indukalt APDgg
megnyulas csak 4 mM [Ca®*], esetében volt szignifikans. Ugyanakkor a szerz6 a 69. oldalon
kimutatta, hogy a BaCl, Ca?*-fiiggd szignifikans triangulacio névekedést is kivéltott, ami arra
mutatna, hogy az lIx: Ca2+-ﬁ'1gg6 novekedése erdteljesebben kovetkezne be az APDys a platot
1s magaban foglald fazisban, mint az AP termindlis fazisaban. Ez azonban elég szokatlan,
figyelembe véve az Ix; fesziiltségfiiggd karakterisztikdjat és meghatarozo szerepét elsdsorban
az AP terminalis fazisaban. Miutan a szerz6 a legfontosabb repolarizald aramok (Ik;, Iks)
Ca2+-ﬁ'1gg6 redisztribucidjanak vizsgalataban (27 abra) igazolta, hogy ezek az aramok nem
jatszanak szerepet a magas [C212+]0 APD rovidité hatasdban, érdekelne, hogy milyen
magyarazat lehetséges a fenti triangulacioval kapcsolatos kérdésemre?

A megbeszélés fejezet 110 oldalan a szerz6 kielégité magyardzatot ad a [Ca2+]o emelés altal
okozott AP triangulécio fokozddasra.” Az LT Ca csatorndk felgyorsult Ca2+-f1'igg6
inaktivacidja az AP platdo fazisa alatt a magas [Ca*]o AP roviditd hatdsinak ismert
mechanizmusa, melyet eredményeink is igazolnak”, de véleményem szerint tovabbra is adds
marad a BaCl, indukalta fokozott triangulacié magyarazataval, vagyis az Ik plato fazis alatti
feltételezett szerepével.



4. A 78. oldalon a 35. abranal a keretben eliras tortént, mert az ATX-II helyett a SEA0400
szerepel.

5. Az irodalmi attekintés 30. oldalan a szelektivebb NCX gatlok targyaldsanal kitiinik, hogy
az ORMI10103 vegyiilet elég alacsony koncentracioban (ED50= 780-960 nM) gatolja a
befele/kifele irdnyuld Incx-t és még 10 uM sem befolyasolja a tobbi ioncsatornat. Kérdésem,
hogy ez esetben, a kisérleteikben miért 10 uM —os koncentraciot alkalmaztak?

6. Az irodalmi attekintés 29. oldalan a KB-R7943 és a SEA0400 farmakoldgiajanak
Osszehasonlitasakor a KB-R7943-t a legszelektivebb reverz NCX gatloként jellemzi. Nem
jelolt szivsejten a reverz/forward aranyt 20:1-nek (ICsp: 0,3/17uM) adja meg. A SEA0400
7.5-14 X hatékonyabb, mint a KB-R7943 tengerimalac kamrasejten az NCX reverz transzport
vonatkozasaban (IC50: 32-40/265-457 nM). Ugyanakkor kutya kamrasejten a SEA0400 ¢és a
KB-R7943 NCX befele/kifele iranyt gatlasa 111/108nM, illetve 3.35/74,74 uM ICsp-nel
jellemezhetd, vagyis kutyasziven a KB-R7943 ellenkezd iranya (befele) szelektivitast
mutatott. Elképzelhet6-e egy ilyen nagy species kozotti kiilonbség?

7 .AZ Ina aktivaciodja alatti INCX kinetikai vizsgalata soran a 43.abra adatai alapjan kitiinik,
hogy a két NCX gatlo a SEA0400 és az ORM10103 kozott az ATX-II alkalmazasakor az
érzékeny aramok amplitidoja és kinetikdja esetében jelentds eltérés mutatkozott és az
ORMI10103 esetében még a nettd toltések kozotti szignifikdns kiillonbség is jelentkezett.
Kérdésem az, hogy a két gatlo vegyiilet kozotti fenti kiilonbségek magyarazatara elégséges-€
a SEA0400 Ic,. gatld hatasa, vagy egyéb mechanizmusok (mas ioncsatorndk, stb) jatszhatnak
szerepet?

8. A 110 oldalon hibas irodalmi hivatkozas van a” Az LT Ca csatornak felgyorsult Ca**-fliggd
inaktivacidja az AP plato fazisa alatt a magas [Ca®], AP roviditd hatdsanak ismert
mechanizmusa (92), melyet eredményeink is igazolnak (485) ” mondatban , mert a 485-0s
citatum Grandi és mtsai munkdja.

9. Az NCX irodalmanak alapos attekintése utan, valamint a disszertacid értékes, erre
vonatkoz6 sajat vizsgalatai és az azoOta esetleg megjelent iy NCX gatlok ismeretében, mit
gondol a szerzd lesz-e olyan vegyiilet, amelyik a preklinikai vizsgalatok utdn bekeriilhet a
gyogyszerfejlesztés klinikai fazisaiba?

10. A kiilonbozé NCX gatlok (SEA 0400, ORM10103) és az NHE gatlo cariporid izolalt
perfundalt patkényszivek poszt-iszkémias, reperfuzid-indukalta aritmiaival szemben
megnyilvanul6 kardioprotektiv hatdsat vizsgaltak (54-58. abra) és azt talaltak, hogy a legtobb
aritmiatipusban a cariporid fejtette ki a leghatékonyabb védo hatast, mig az ORM10103 csak
mérsékelten hatott (VF, VT) . A cariporid és a fenti NCX gatlok egyiittes alkalmazéasanal a
potencirozas helyett varatlan eredmény, a védé hatds megsziinése kovetkezett be. A
kombinaci6 és a cariporid csokkend hatékonysagara a szerzé a megbeszélés rész 129. oldalan
részletes és igen bonyolult magyarazattal szolgdl és feltételezi, hogy tovabbi kisérletek
hozzasegitenek az ellentmondas feloldasdhoz. Tekintve, hogy a disszertacidban emlitett NHE
gatlok antiaritmias hatékonysagara utald irodalmi adatok nagy része patkanyra vonatkozik,
érdemes lenne a posztiszkémias/reperfizios Kisérleteket kutya sziven megismételni.

11. A Szerzo két modellen (LQT3 és szimulalt iszkémia) meggy6zden bizonyitotta kiillonbozo
NCX gatlok védé hatasat Ca*i tulterhelés okozta aritmogén valtozasokra, amikor gyakran a
reverzNCX transzport talmiikddésérdl van sz6 és ezt a legtobb irodalmi adat megerdsiti. A



kronikus szivelégtelenségben bekdvetkezd Ca®'i homeosztézis zavarat a Ca®'i és Ca**SR
csOkkenése jellemzi, mely a forward NCX transzport fokozott miikdodésének is lehet a
kovetkezménye. Kérdésem az, hogy van-e irodalmi adat arra, hogy pl. kardiomyopatias
modellen, vizsgaltak volna a NCX gatlokat?

12. Az irodalmi részben néhany formai hiba, kovetkezetlenség taldlhatd. Szamos citadtumnal
hianyzik az évszam, pl. ugyanannal a folyoiratnal, a Circ Res esetében (516-0s és 517-0s
hivatkozas) néha szerepel, néha nem.

Uj tudoményos eredményként az alabbiakat emelném Ki:

1. A repolarizalé K* aramok vizsgalata soran mind kutya mind human kamrai szivsejteken
Ca2+i emelkedés indukalta Ix; novekedést mutatott ki, mely hozzajarult az aritmia készséget
befolyasold repolarizacios rezerv fokozddasahoz. Ugyanakkor az SK2 csatornaprotein kutya
¢s patkany kamrasejten vald expressziojanak igazoldsa ellenére, a csatorna szerepét a fenti
speciesek multicellularis  AP-jdn nem sikeriilt bizonyitani, tovdbb4 az apamin szenzitiv
(SK-) aram jelenléte sem volt kimutathat6 izolalt kamra sejteken.

2. Normoxias szivkészitményeken a NCX gatlas hatasat vizsgalva jelentds, speciesek kozotti
eltérést talalt. Mig patkany kamrasejteken az NCX gatlas szignifikdns CaT amplitadé és
sejtrovidiilés novekedést, valamint Ic,. amplitidd csokkenést valtott ki, addig kutya kamrai
szivsejteken nem okozott valtozast a fenti paraméterekben. Sikeriilt viszont kimutatni, hogy
az Incx-re vald gatlas hatékonysagat a Ca®"i novekedése csokkentette.

3. A részleges NCX gatlas lehetséges terapias alkalmazasat vizsgalva a Ca?*i homeosztazis
zavarai okozta aritmidkban, tobb szivbetegség modellt allitott be és bizonyitotta az NCX
gatlok védd hatasat a Ca®" tilndvekedés okozta véltozasokban Az LQT3 modellben
alkalmazva a vizsgalt NCX gatlok kivédték az Ina. aktivacioja altal kivaltott CaT amplitudd
€s revincx novekedést, valamint szignifikdnsan csokkentették a forskolin imdukalta swdlncx
fokozodast, anélkiil, hogy a magas Na®; altal indukélt mas paramétereket ( APD megnytlas,
AP diszperzid novekedeés stb.) befolyasoltdk volna. A masik, szimulalt iszkémia/reperfuzios
modell mindkét valtozataban (low flow és no-flow) az NCX gatlas csokkentette, illetve
kivédte az I/R okozta véltozasokat (CaT amplitadé ndvekedés, Ca®*iD emelkedés stb.).

4. Kimutatta, hogy izolalt perfundalt sziven alkalmazott regionalis I/R okozta kiilonb6zd
aritmidk esetében az NCX gatlok csak igen mérsékelt védd hatést, tudtak kifejteni, mig az
NHE gatl6 cariporid szinte minden aritmia tipusban hatékonynak bizonyult. A NHE és NCX
gatlok kombinacidja, azonban vératlan eredményt, potencirozas helyett antiaritmias
hatékonysag csokkenést okozott.

Osszefoglalas

Toth Andras disszertacioja egy igen értékes, komplex kisérletes munka Osszefoglaloja. A
bemutatott eredmények az olvasét is tovabbgondolasra késztetik, igy a fenti kritikai
megjegyzéseim nem ¢érintik az értekezés érdemi értékét. Megtigyelései ujszertiek, a levont
kovetkeztetések mértéktartoak. Eredményeit szinvonalas nemzetk6zi folyoiratokban kozolte,



igy a benyujtott értekezése mind tartalmi mind formai szempontbol megfelel az MTA doktori
fokozat megszerzéséhez sziikséges elofeltételeknek.

A fentiek alapjan az MTA Doktori Tanacsanak javasolom Toth Andras MTA doktori
értekezésének nyilvanos vitara bocsatasat, illetve sikeres védés esetén az értekezés

elfogadasat és az MTA doktori cim odaitélését.

Budapest, 2016. oktober 12. Dr. Kecskeméti Valéria

Professzor emerita, kandidatus



