Toth Andras — MTA doktori értekezés

Intracellularis Ca2+ homeosztazis-valtozasok hatasainak elemzése izolalt
szivpreparatumokon”

Vdlasz Szokodi Istvan MTA doktor opponensi véleményére

ElGszor is szeretnék kdszonetet mondani Dr. Szokodi Istvdnnak, az MTA doktordnak, hogy
értekezésem biralatat elvallalta és azzal behatéan foglalkozott. K6sz6nom kritikus de segité
megjegyzéseit és halds vagyok értékes észrevételeiért, elgondolkodtatd kérdéseiért és
elismer6 szavaiért a témavalasztas fontossdgat, illetve a dolgozat stilusat illetéen. Készonom,
hogy témavalasztdsomat fontosnak és id6szerlinek, az elvégzett vizsgalatokat gondosan
megtervezettnek és koherensnek, az alkalmazott médszereket korszerilinek értékelte.

A kérdésekre és megjegyzésekre adott valaszaim:

1. Bal és jobb kamra kézétti elektrofiziologiai eltérések?

Az alkalmazott kisérletes technikak nem teszik szlikségszer(ivé, hogy a sejtek izolaldsa a bal
kamrabdl, a multicelluldris mintak izoldldsa a jobb kamrdbdl torténjék; a megosztasnak
alapvetéen praktikus okai vannak — ilymédon ugyanis egyetlen szivb6l mindkét tipusu
preparatum kinyerhet6, s ezaltal jelentls koltségcsokkentés érhetd el. Természetesen az
eredmények 6sszehasonlitasanak alapvets feltétele, hogy a vizsgalt ionaramok nagysaga és
eloszlasa, illetve a Ca’" homeosztazis fontosabb paraméterei vonatkozasaban ne legyen a két
szivfél sejtjei kozott lényeges kvantitativ eltérés. Ezt a kérdést kisérletesen nem vizsgaltuk,
de az irodalmi adatok szerint (melyek nem kis része a debreceni kutatdcsoporthoz kothet6)
ez a fontos feltétel igen j6 kozelitéssel teljesiil. A Ca**-haztartas vonatkozasaban a jobb és bal
szivfél lényegesen nem kilonbozik egymdastdl, az AP a jobb szivfélben valamivel révidebb,
amit a depolarizalé K™ dramok csatorndinak kissé magasabb denzitdsa magyaraz.

Elektrofiziolégiai szempontbdl jéval nagyobb, sok esetben szignifikdans kilonbségek
igazolhaték a szivizom rétegeit alkotd endo-, epi- és midmiokardidlis sejttipusok, illetve
kisebb mértékben a bazalis és apikalis izomterlletek sejtjei kozott. Az izoldlasi technikak
sajatossagai miatt a sejt mérések szinte minden esetben midmiokardialis sejteken torténnek.
Végezetil meg kell emliteni, hogy a jobb szivfélbdl izolalt multicellularis mintdk valamivel
vékonyabbak, ezért a core-hypoxia kialakulasi valdszin(isége alacsonyabb, tovdbba a hatd- és
jelz6anyagok penetracidja is egyenletesebb.

2. Milyen modellek bevezetésétél varhato dttorés?

Szdmos vizsgdlat igazolja, hogy elektrofiziologiai szempontbdl a kutyasziv tlnik
legalkalmasabbnak a human sziv modellezésére. A kisebb ragcsaldk szivében — az igen magas
szivfrekvencia és az ebbdl kovetkezben jelentGsen lerdvidilt AP kovetkeztében — a legtobb
ioncsatorna expresszidja, szdma és eloszlasa markansan eltér(het) a nagyobb allatok és az
ember szivének ioncsatorna-osszetételétél. Természetesen ez nem jelenti azt, hogy a kutya
szivének ioncsatorna-dsszetétele és denzitasa, illetve Ca’" homeosztazisanak legfontosabb
paraméterei egy-az-egyben megegyeznek a human sziv analdg paramétereivel; pl. az Ix
vonatkozdsaban mi is szignifikdns eltérést mutattunk ki (Jost és mts., 2013). Altalanossagban
elmondhatd, hogy adott kérdéshez mindig taldlhatd kozel optimalis allatmodell, ami



legtobbszor valdban a kutyasziv, de bizonyos aritmogenezissel kapcsolatos vizsgalatokat
célszerlbb lehet kecskéken végezni, a pitvarfibrillacio kialakuldsaval/terapiajaval kapcsolatos
vizsgalatok céljara pedig esetenként lovakat is hasznalnak.

Mindezek alapjan fontos hangsulyozni, hogy még a legjobbnak tartott allatmodellekbdl nyert
kisérleti eredmények is markansan eltérhetnek a human sziven végzett analég mérések
eredményeitdl, ezért minden esetben indokolt és sziikséges az allatkisérletek eredményeit
human sziveken, szivmintakon validalni. Csakis az érthet6 okbdl nehezen elérhetd, sokszor
limitalt szamud human mintan végzett mérések pozitiv eredményei szolgdltathatjak a végsé
engedélyt a klinikai tesztek elinditdsahoz. Szemléletes (sajnos negativ) példa erre az NHE-
gatlokkal kapcsolatos experimentalis és klinikai eredmények markans eltérése, melynek okai
mindmaig nem tisztazottak.

Végezetlil meg kell emliteni, hogy egyes elektrofiziologiai paraméterek nagymérvi eltérése
ellenére esetenként mégis megengedhetének véljik kis ragcsadldk szivének felhasznalasat.
Ennek részben technikai/financialis okai lehetnek — nagyszamu allatra van szikség (sok
kisérleti csoport), vagy egyes hatdanyagok, fluoreszcens tracerek kiemelked6en nagy fajlagos
koltsége. Masrészt nemegyszer jol kidolgozott, sokszorosan validalt kisérleti modellek alinak
rendelkezésre, mint pl. a patkanysziven alkalmazott regionalis iszkémia/reperfuziéos modell.
Természetesen ezekben az esetekben még sokkal inkdbb kiemelked6 jelent6sége van az
eredmények human sziven térténé validalasanak.

Ami a lehetséges gyors attorést illeti, a Jelolt ebben a kérdésben kissé bizonytalan. A
szivbetegségek jelenleginél hatékonyabb kisérletes modellezését — kilonGsen a szivizom
markans remodelingjével jaré kronikus betegségek (egyes kamrai aritmidk, pitvarfibrillacio,
szivelégtelenség) vonatkozasaban — erésen behatdrolja a patomechanizmusokat strukturalis
szempontbdl is megfelel6en tiikroz6 (pl. aritmogén szubsztrat) dllatmodellek hidnya és az
elérhet6 modellek kulcsparamétereinek szignifikdns eltérése a beteg human szivektdl,
masrészt — és fGleg — rendkiviili mértékben megneheziti a klinikai beavatkozast igényl6
human szivek allapot-paramétereinek rendkivil nagyfoku heterogenitasa. Ezért véleményem
szerint a varhato fejl6dés a nagy ugras helyett a sok kis |épés irdnydba mutat; a komplex
klinikai allapotot (pl. kronikus szivelégtelenség ) sokkal jobban megkdzelit6é allatmodelleken,
a human szivmikodés elektrofizioldgiai vonatkozdsainak mélyebb feltardsan (még kevéssé
ismert ioncsatorndk karakterizalasa, stb.), a hasznalt hatéanyagok szelektivitasanak és/vagy
kinetikajanak optimalizalasan (pl. gyors kinetikaval kot6dé/levalé NCX-gatldszerek, szelektiv
NCX aktivatorok kifejlesztése), végiil, de nem utolsésorban a jelenleginél jobban validalt és
optimalizalt szamitégépes (in silico) modellek hasznalatan keresztiil.

3. A CaMKil esetleges “beat-to-beat” kinetikdja? In vitro eredmények in vivo érvényessége?

Az lgi-et generalé Kir2.x csatornak szabalyozdsa rendkiviil komplex; az elkiiléonilt modulacids
jelutak (PKA, PKC, CaMKII, [Ca™]) egyidejlileg hatnak a csatornakra, ezdltal johet létre az Iy
nagysaganak és kinetikdjanak az APD megfelel§ adaptdcidjat elGsegité finomhangolasa.
Ennek kovetkeztében a CaMKII pillanatnyi aktivitasat, a Kir2.x csatorndkra kifejtett hatasat
kozvetlen mddon tanulmanyozni csak specidlis, nem feltétlenil fizioldgids koéridlmények
kozott lehet. Az dltalunk is hasznalt kisérleti felallasban két masik, fizioldgids kérilmények
kozott folyamatosan aktiv jelat (PKA, PKC) nagy valdszin(iséggel nem, vagy csak minimalisan
aktivalodott, igy az Ik, pillanatnyi értéke szinte kizardlag a CaMKII aktivitasatol figgott, ami
ez esetben lényegében (bar komplex médon) a [Ca®']; fuggvénye.



Régota ismert, hogy Ca**/CaM komplex bekotSdése hidnyaban a legtébb (de nem &sszes)
CaMKIlI molekula — a katalitikus domének autoinhibiciéja kovetkeztében — inaktiv allapotban
van. Az enzim autofoszforilacidja Ca’*/CaM affinitasat kdzel 1000-szeresére fokozza (CaM
trapping), egyidejlileg jelent6sen megnyujtva a CaMKII aktiv allapotanak id6tartamat. Az igy
kialakuld “autondm” aktivitas tovabb noveli az aktiv allapot élettartamat — ez a CaM komplex
joval hosszabb lehet a CaT id6tartamdndl és az eredeti aktivalé stimulus megsz(inését
kovetéen (diasztolé alatt) is fennallhat — azaz a CaMKIl ,Ca**-dependens memdriaval”
rendelkezik. Ugyanakkor a nem aktivalt (azaz nem autofoszforildlt) enzim markansan eltéré
deaktivacios kinetikat mutat; a [Ca®']; nyugalmi szintre csékkenésével parhuzamosan a Ca*'-
CaM komplex levalik az enzimrél, és az rovid idGallandéval inaktivalédik. Mindezekbdl
kovetkez6en nehéz megbecsiilni a CaMKII aktivitdsanak id6skalajat. Amennyiben az adott
intracelluldris mikrodoménben az enzimmolekuldk nagy része foszforildlatlan, az lx; kdvethet
beat-to-beat kinetikat; ezzel szemben a CaMKIl aktivalédasa esetén CaM trapping
tulajdonsaga és autondm aktivitasi hajlama valdszin(itlenné teszi, hogy aktivitas-kinetikaja
képes lenne kovetni a [Ca2+]i fiziologids, beat-to-beat valtozasait.

A CaMKIl aktivitas-valtozasdra vonatkozd felvetés jogos, mivel az ismertetett kisérletekben
valdban nem mértik kozvetlenlil az enzim aktivitdsanak id6figgését. Idézett allitdsunkat
egyrészt néhany (n = 3) kiegészit6 kisérlet eredményeire alapoztuk, melyekben az Ix;
kinetikajanak beat-to-beat valtozasait kiséreltiik meg folyamatosan kovetni és megbecsiilni
(hangsulyozottan csak megbecsiilni). Masrészt allitasunkat indirekt médon aldtamaszthatjak
a 21/B abra alsé részén lathatd egyedi lx; gorbék; bar a csiicsaram-amplitiddkban jelentds
kiilonbség mutatkozik, a fel- és lefutasi kinetikdk kozotti [Ca2+]pip-ft'jgg6 eltérések kisebbek,
minthogy az lx; valtozasai ne kévethessék a [Ca®"]; beat-to-beat véltozasait.

MUkodési sajatossagai alapjan a CaMKIl intracelluldris stimulusjel integrald szerepet jatszik;
eszerint aktivalédasanak mértékét és kinetikajat az [Ca™); megel6z6 id6szakra jellemzé
paraméterei hatarozzdak meg. Az alkalmazott protokoll soran mas, fiziolégias koérilmények
kozott fontos jelutak (PKA, PKC) nem, vagy alig aktivalddtak, igy a CaMKII ezen koriilmények
kozott mutatott aktivitasara vonatkozéd megfigyelések in vivo viszonyokra kozvetleniil nem
vihet6k at. Figyelembe véve, hogy az enzim aktivalddasanak mértéke in vivo is els6sorban a
[Ca¥];ifuggvénye, a mértéktartd indirekt kévetkeztetések vélhetSen mégis helytalloak.

4. A CaMKll-nek és tartds (kdros) aktivdcidjdnak hatdsa a repolarizdciés rezerv K* dramaira.

A CaMKIl a szarkolemma Nay csatornain és tobb, a Ca**-héztartasban résztvevd proteinen
(pl. LTCC podrusformaléd és B alegységei, foszfolemman (PLM), RyR, SERCA2) kiviil tobb
fesziiltségfiiggd K™ (Ky) csatornat is foszforilalhat. Kézvetlen, jol ismert és j6I dokumentalt
modulator hatdsa van az AP korai repolarizaciéjaért felel8s tranziens outward K" aram (ls) 4-
aminopiridin érzékeny komponensét (l,1) human szivben tdlnyomédrészt generdld Kv4.3
(KCND3) és Kv4.2 (KCND2), illetve a nylUlban dominans Kv1.4 (KCNA4) csatornakra. Erdekes
maddon a Kv4.x csatornatipusokra kifejtett hatdsai kozott kvantitativ kiilonbségek vannak: a
Kv4.3 csatorndkat mar alacsony (diasztolés) [Ca2+]i mellett is, a Kv4.2 csatorndkat viszont
csak viszonylag magas (szisztolés) [Ca®"]; mellett képes foszforildlni. A Kv4.3 CaMKIIl-medialt
foszforilacidja lassitja a csatorna inaktivacidjat és gyorsitja helyreallasat az inaktivaciébdl; igy
az ly1 kinetikdjanak CaMKIl-indukalt valtozasai befolydsoljak az AP id6tartamat. Fontos
azonban hangsulyozni, hogy in vivo, akar fizioldgids, akar patoldgias koérilmények kodzott, a
CaMKIl csak egyike a szivizomsejtekben aktiv, nem szelektiv, a Kv4. csatorndkat foszforildlni



képes intracellularis kinazoknak. A kérdés komplexitasat jol mutatja, hogy egy szamitégépes
nyul modellben (Grandi és mts., 2007) az epikardialis szivizomsejtekre jellemz& magas lio
expresszio esetén a CaMKIl fokozott expresszidja (az Iy, markans novekedése kdvetkeztében)
APD rovidiiléshez, ezzel szemben az endokardidlis szivizomsejtekre jellemzé mérsékelt |y
expresszio esetén — mivel az Iy, és lca. aktivacid APD nyujté hatdsa tulkompenzdlta az |y,
aktivacié APD rovidit6 hatdsat — végsS soron APD megnyuldshoz vezetett. Erdemes azt is
megjegyezni, hogy a Kv4.3 csatornak, mivel a CaMKIl CaM-két6 helyéhez kompetitiv médon
kapcsolédhatnak, CaMKIl rezervoar funkcidt toltenek be, ezdltal modulaljdk annak
aktivitasat. A Kv4.3-kotdtt enzim az [Ca?'],emelkedését kdvetSen sem aktivalodik.

A CaMKII és a repolarizacids rezervben kiemelkedd szerepet jatszé késéi K aramok (lkur, lkr,
Ixs) kozvetlen kapcsolatara joval kevesebb irodalmi adat all rendelkezésre. A pitvarban
el6forduld, az lg,, aramért felelés Kv1.5 (KCNAS) csatorndk aktivitdsanak CaMKIl-dependens
modulaciojat tobb szerzé leirta, bar a bizonyitékok tulnyomod része indirekt. Az Iy, (hERG,
KCNH2) és Igs (Kv7.1, KCNQ1) aramokat generdld csatorndak mikodését jelen ismereteink
szerint a CaMKIl nem befolyasolja.

A human krénikus szivelégtelenség kialakulasaval/progresszidjaval kapcsolatban szamos,
egymassal komplex kélcsonhatasban allé ioncsatorna kéros miikodését igazoltak, ezért még
mindig meglehet6sen nagy a bizonytalansag abban a kérdésben, melyek a sziv malignus
hipertrofidért, a szivelégtelenséghez vezet6 strukturalis és elektrofiziolégiai valtozasok
kompenzatorikus jellegliek ioncsatorna valtozdsok. Az irodalmi adatok szerint krénikus
szivelégtelenségben — tobb mds endogén kindzzal egylitt — a CaMKIl is fokozottan
expresszalédik (Hoch és mts., 1999; Kirchhefer és mts., 1999; Ai és mts., 2005) és szamos
ioncsatorna, tobbek kozott a CaMKIl-dependens kdlium csatorndk aktivitasa is jelentésen
véltozik. Bar az allatmodellekb8l szarmazd adatok/kovetkeztetések csak megfelel§
limitacidkkal alkalmazhatdok a human szivelégtelenségre, egyes kisérleti eredmények fontos
implikacidkkal rendelkezhetnek.

Tachycardia-indukalt kutya szivelégtelenség modellben a kamrai Kv4.3 protein expresszidja
és az |, denzitdsa szignifikansan csdkken (Zicha et al., 2004). Ezt human szivelégtelenségben
is igazoltak (Kaab és mts., 1998; Zicha és mts., 2004). A csokkent |, denzitds kovetkeztében
az APD és QT intervallum megnyulik (Barry és mts., 1998). Hasonlé valtozasokat lattak
tachycardia-indukalt nyulsziven (Rose, 2005), bar érdekes mdédon a csokkent Kv1.4, Kv4.2 és
KChIP2 mRNS szintek mellett a Kv4.3 mRNs szint nem valtozott. A Kv4.2 és KChIP2 proteinek
expresszidja csdkkent, viszont a Kv4.3 és Kv1.4 csatorndké nem valtozott.

A vdltozasok hattérmechanizmusainak megértését neheziti, hogy az eredmények
ellentmonddsosak. Nyul szivizomsejtekben a CaMKII6 enzim rovidtavu tulexpresszidja az lio
denzitas fokozédasahoz vezet (Wagner és mts., 2009). Hasonld kovetkeztetéseket vontak le
in silico modellekbdl is (Grandi és mts., 2007). Egy masik vizsgalatban a megemelkedett I,
hatterét képez6 Kv4.2/4.3 csatornak porusformald alegységeinek expresszidjdban nem
taldltak eltérést, csak a KChIP2 alegység downreguldciéjat sikeriilt kimutatni (Li és mts.
2006). Egyes adatok alatdmasztani latszanak a feltételezést, hogy a CaMKII-nek tulajdonitott
valtozdsokért részben a SAP97, egy MAGUK (azaz membrane-associated guanylate kinase)
protein felel6s. A rendkivil komplex koélcsénhatasok részleteinek tisztdzasahoz szamos
tovabbi vizsgalat sziikséges. Erdekes megemliteni, hogy egy friss kézlemény (Mizukami és
mts. 2015) szerint spontan hipertenziv patkdnyokban a CaMKIl foszforilaciéjat kdvetéen a
Ca**-aktivalt SK2 csatornak drama is megné.



5. Mi lehet krdnikus szivelégtelenségben az el6nyésebb stratégia, a CaMKIl globdlis, vagy
egyes célpontjainak szelektiv moduldcidja?

A CaMKIl-nek, mint lehetséges terapids célpontnak, kiemelkedé jelent&séget biztosit az
intracellularis jelutakban betoltott centrdlis szerepe. Az enzim az egyik legfontosabb Ca®
szigndl transducer, melyre szamos, hipertréfidhoz, aritmogenezishez és szivelégtelenséghez
vezetd szignalut konvergdl. Krénikus szivelégtelenségben a sziv fokozott aritmids hajlamdanak
kialakuldasaban a megnétt CaMKIl expresszid/aktivitas kovetkeztében kialakuld intracellularis
ionhomeosztazis-perturbaciok kritikus szerepet jatszanak. Az intracelluldris Na* és Ca®'
haztartasban Nay Cay, RyR, PLM és NCX kéros mikodése kdvetkeztében kialakulé zavarok
mellett nagyon lényeges komponens az APD megnyuldsa, melynek hatterében az Iy, és lx;
denzitdasok CaMKIl-indukalt csokkenése taldlhatdé. A megnyult APD és/vagy tul magas
szivfrekvencia kovetkeztében az enzim tulaktivalédik, ami tovabbi APD megnyulashoz vezet.
CaMKII&6-transzgén egerekben kialakulé szivelégtelenségre jellemzé az g és |y, denzitds
csokkenése, az APD megnyulasa, a fokozott aritmids hajlam és a Ca®*; homeosztézis zavarai
((Kaab és mts., 1998, Maier, 2003; Wagner és mts., 2011). Ezzel szemben krénikus
miokardialis infarktus vagy emelkedett utéterhelés esetén a transzgenikus CaMKIl gatlas
vagy KO megel6zi/normalizalja a szivelégtelenséghez és aritmiakhoz vezetd strukturdlis
remodelinget (Zhang és mts., 2005; Backs és mts., 2009; Ling és mts., 2009). Bar az aritmia
hajlam fokozédasahoz vezeté patomechanizmusok részletei kevéssé tisztazottak, a CaMKII
tulmdkodés gatlasa farmakoldgiai és/vagy génterapias eszkozokkel az ionhomeosztazis
perturbdcidinak csokkentésén keresztil jelent6s antiaritmids potencidllal rendelkezik.

Kilonb6z6 szivbetegség allatmodellekben a CaMKII gatldk sikeresen kivédték a strukturalis
szivizom remodeling kialakuldsat és az aritmogenezist. A vizsgalatok tovabbfejlesztését és a
klinikai tesztek elinditasat azonban nagymértékben hatraltatjia a megfelel6 membran-
permeabilis CaMKIl gatlészerek hidnya. A leggyakrabban alkalmazott gatldszer, a KN-93,
nélkilozhetetlen informacidkat nyujtott a CaMKIl vélt fizioldgids/patoldgids szerepérdl a
szivben, de nem igazén szelektiv: a CaMKII-n kiviil gatolja néhany fesziiltségfiiggd K* csatorna
aramat is, ezért az AP-re gyakorolt hatdsait nem lehet a szelektiv CaMKIl gatlas
kovetkezményének tulajdonitani. Az érintett ioncsatorndak és az AP CaMKIl-dependens
regulacidjara irdanyulé vizsgalatok folytatdasahoz szelektivebb gatldszerek sziikségesek.

A catecholaminerg és/vagy a renin-angiotenzin szignalutak koéros tulaktivalasa, melyet
jelent6s részben a CaMKIl fokozott miikodése kozvetit, a sziv pumpafunkcidjanak
karosodasahoz és fokozott aritmia-hajlamhoz vezethet. A klinikumban rutinszerlien
alkalmazott B-blokkoldok és ACE gatldk lassitjdk a szivelégtelenség és a proaritmias szoveti
remodeling kialakulasat. Az érzékelhetd fejl6dés ellenére a krdnikus szivelégtelenség klinikai
terdpiaja ma még nem tekinthet6 sem kiforrottnak, sem kell6en hatékonynak, amit az a tény
is igazol, hogy a CaMKIl aktivitds upstream célpontjainak szelektiv gatldsara alapozott
terdpias stratégidk mellett még mindig kiemelked6en magas a szivelégtelenségben, ezen
belll a végletes aritmidk kovetkeztében eltavozottak szdma. Ezért véleményem szerint az
optimalis kardioprotektiv stratégia a CaMKIl-re konvergdld jelutak — a szivelégtelenség
tipusatol/progresszidjatol fliggs — szelektiv modulacidjaval egyidejileg a CaMKII aktivitas és
expresszid globdlis gatlasa lehet. Ez esetben ugyanis lehetségesnek tlinik a remodeling
progressziéjanak ledllitasa, idedlis esetben a malignus folyamatok visszaforditdsa. Bar ezt a
hipotézist szamos irodalmi adat tamogatja, a globalis CaMKII-gatlds, mint hatékony terapias
stratégia bevezetéséhez Iényeges elvi/gyakorlati nehézségek elharitasara van sziikség.


http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fphar.2014.00020/full#B35

6. Elképzelhet6-e a NKA-gdtldk aritmogén hatdsdnak megel6zése pozitiv inotrop effektusuk
megdrzése mellett?

A digitalisz szarmazékok jol ismert pozitiv inotrép hatdsanak hatterében a Na'/K" ATP-4z
mérsékelt gatldsa kovetkeztében kialakuld Ca®; szintemelkedés all. Mig azonban ez az
emelkedés egyik oldalon jotékony hatasu, mivel fokozza a sziv kontraktilis erejét, a masik
oldalon rendkivil veszélyes, mert jelent6s proaritmids hatdssal rendelkezik, amiért a
megemelkedett [Ca®']; kovetkeztében ugyancsak megemelkedd [Ca*']sz felelés; a RyR-ok
normal kérilmények kozt alacsony diasztolés szivargasa a [Ca’']ss emelkedés kovetkeztében
szignifikdnsan megné, és ennek kovetkeztében ugrdsszer(ien né a sztohasztikus mdédon
felszabadulé Ca®*-sparkok szama, illetve Ca®* tartalma. Az ORM-10103 &ltalunk kimutatott
antiaritmids hatasanak hatterében a strofantidin-indukalt Ca%*; szintemelkedés gatlasa allhat.
Sajnos ennek kdvetkeztében a pozitiv inotréop hatas is csokkenhet. Fontos hangsulyozni, hogy
a 33. 4dbran Osszegzett vizsgdlataink alapjan az NCX gdtlé SEA0400 (és bar nem vizsgaltuk, de
vélhetéen az ORM-10103) kozvetlenlil nem befolyasoljdk az SR muikodését, igy az
antiaritmias hatds oka a [Ca®']; csdkkenés okozta [Ca*']sg csdkkenés lehet. Az ORM-10103
Ca2+5R tultel6dést csokkentd hatasat az elmult id6szakban sikerlt kdzvetlenil is igazolnunk.

Bar a digitalisz-szdrmazékok pozitiv inotrép hatdsanak fenntartdsa mellett az NCX1 gatlas
nem tlnik a legalkalmasabb eszkdznek az indukalt aritmidk kivédésére, az ECC tébb pontja is
jelenthet megfelel§ célpontot. Az egyik lehetSség a Ca**-troponin-C csatolds hatasfokanak
javitasa — ez esetben ugyanis alacsonyabb, kevésbé aritmogén diasztolés [Ca®']; emelkedés is
létrehozhatna a vart pozitiv inotrép hatast. Ez irdnyban az elmult id6szakban mar torténtek
sikeresnek mondhaté klinikai prébalkozasok (levosimendan). Egy madsik logikus célpontot
képezhetnek a RyR-ok, amennyiben azok aritmogén, [Ca®]sr emelkedés-indukalt szivargasat
sikerl markansan csékkenteni. Ennek egyik eszkdze lehet nyitott allapotuk id6tartamanak
csokkentése. Pozitiv kisérleti eredmények mar ismertek (pl. ciklikus adenozin 5'-difoszforibdz
(cADPR) szarmazékok, JTV519) de tudomdsunk szerint klinikai koértlmények kozott
tesztelhet6 RyR szivargas gatloszer még nem all rendelkezésre.

7. Milyen klinikai kérdllapotokban jelenthetnek a NHE-, illetve az NCX-gdtlok elGrelépést?

A mindennapi klinikai gyakorlatban haszndlatos antiaritmids szerek hatékonysaga egyaltalan
nem tekinthet6 kielégitének, ezt a mortalitasi adatok — a szivelégtelenségben és iszkémids
szivbetegségben szenved6 betegek fele kamrai aritmia (szivmegallds, kamrafibrillacid)
kovetkeztében hal meg — egyértelmlien igazoljdk. Az elégtelen hatékonysdg egyik
kovetkezménye a draga, ezért széleskorlen kevéssé haszndlhatd ICD eszkdzok gyors
terjedése. A valédi attoréshez, az aritmids megbetegedések kielégité terapidjdhoz,
szignifikans fejlédésre van sziikség, ami magaban foglalja uj terdpids célpontok azonositdsadt,
az antiaritmids hatdéanyagok korének szamottevé bdvitését, tovabba ezekre alapozva a
mainal hatékonyabb megel6zési/qgydgyitdsi protokollok kifejlesztését.

Irodalmi adatok és sajat eredményeink szerint egyes kisérleti dllatmodellekben mind az NHE,
mind az NCX gatldsa antiaritmias hatdst fejt ki. Bar az irodalmi adatok nem elhanyagolhaté
része — els6sorban a nem-szelektiv gatldszerekkel kapcsolatos nehézségek kdvetkeztében —
ellentmonddsos, az elérhet6 informacidk kissé szubjektiv 6sszegzése alapjan viszonylagos
biztonsaggal allithatd, hogy mindkét kicserél6 gatlasa értékelhetd antiaritmias potenciallal
rendelkezik.



A szelektiv NCX gatlas akut fizioldgiai/patoldgiai kovetkezményeinek megbizhaté analizisére
csak a kozelmultban, az ORM anyagok bevezetésével keriilhetett sor. A gatlas jotékony
hatdsa elsGsorban a kiilonbdz6 patomechanizmusokon keresztiil kialakulé Ca®* tultelGdés
szignifikdns csokkentésében, a triggerelt aritmidk kialakuldsanak gatlasaban nyilvanul meg;
ezek alapjan az NCX gatlds perspektivikus stratégianak tiinik akut iszkémia/reperfuzié
indukalta aritmogenezis, illetve a szivelégtelenség korai fazisaban, a RyR-ok instabilitdsa és
fokozott diasztolés szivargasa (fokozott spark aktivitds) kovetkeztében kialakulé DAD-
indukalt aritmiadk ellen. Ugyanakkor — legaldbbis a jelenleg elérhet6 hatdanyagok hasznalata
esetén - az NCX gatlds nem tlinik eredményesnek a sokkal veszélyesebb (pl. diszperzio-
novekedés kovetkeztében kialakuld) aritmogén szubsztrat bazisu aritmidkkal (pl. PVTC,
kamrafibrillacié) szemben.

Fentiekkel kapcsolatban hangsulyozni kell, hogy mivel az NCX transzport irdnya egyetlen AP
alatt is valtozik és a Ca®' tdlterhelés minél gyorsabb megsziintetéséhez a (eyIncx gatlasaval
parhuzamosan a fydlncx aktivaldsa is célszer(i lenne, mindkét transzportirany egyidej(i, kozel
azonos mérték( gatlasa vélhetéen messze nem optimalis megoldas. A jelenleg elérheté NCX
modulatorok lassu kotési/levalasi kinetikaja viszont nem teszi lehetévé a kicserél§ tranziens,
szelektiv gatlasat, vagy aktivaldsat. Ennek alapjan az NCX gatlds tényleges antiaritmias
hatékonysaganak karakterizdlasahoz engedhetetleniil sziikséges Ujtipusu, gyors kinetikaju és
irdny szelektiv gatldszerek kifejlesztése. Tovabbi nehézséget jelent, hogy a krénikus NCX
gatlas kovetkezményeire vonatkozdéan nem érheték el irodalmi adatok.

A szelektiv NHE gatlas akut fizioldgiai/patoldgiai kbvetkezményei jobban tisztazottak, klinikai
adatok is rendelkezésre allnak. Mivel az NHE mérhetd aktivitast csak igen alacsony pH esetén
mutat, a gatlas a hipoxias, iszkémids szivben kialakuld aritmidk kialakuldsaval szemben lehet
hatdsos. Ugyanakkor, szemben az NCX gatldssal, az NHE gatlds hatdsosan gatolja az
aritmogén szubsztrat miatt kialakuld reentry-tipusa aritmidk (VT, VF) kialakuldsat is.

Az NHE gatlds klinikai, rutin felhasznaldsaval kapcsolatban alapvet6 problémat jelent, hogy
kisérleti kortilmények kozott és klinikai tesztek sordn mutatott hatékonysaga kdzott markans
eltérést taldltak, melynek oka még nem tisztazott. Az egyik logikus magyardzat szerint a
problémat a klinikai dozisok helytelen beallitasa okozhatta (tul alacsony human dézisok).
Végil még egy megjegyzés. Habar krdonikus szivelégtelenségben és iszkémia/reperfuzié soran
is a kialakulé utdédepolarizaciok triggerelik a haldlos kamrai aritmidk tulnyomé részét, a
klinikai vizsgalatok soran az aritmia triggerek (pl. PVC-k) gatldsa 6nmagaban nem bizonyult
kell6en eredményes stratégidnak. Nagyon valdsziniinek (és logikusnak) tiinik, hogy a reentry
mechanizmusokat fenntarté paraméterek (pl. a restiticié meredeksége és/vagy fokozott AP
diszperzio) egyidejl gatlasa jelentheti a valdban hatékony megoldast.

8. Mi lehet szivelégtelenségben a legigéretesebb terdpids lehetéség a Ca**-homeosztdzis
normalizdlasa céljabdl?

A szivelégtelenség kialakulasanak, a szivizom elektro-mechanikai atalakuldsanak tobb kritikus
lépése is a szivizomsejtek Ca’'; homeosztazisanak zavaraihoz kothetd. A repolarizalé K
aramokat (li, lkr, lks, k1) generald ioncsatorndk (legaldbbis részben CaMKIl-medialt) csokkent
expresszidja/aktivitdsa miatt APD megnyulds jon létre, ennek kovetkeztében né a szisztolés
lcaL €5 az Ina. A megn6tt [Na']; és megnyult APD az NCX transzportaktivitasat reverz irdnyba
tolja, ezaltal Ca*" eltavolito funkcidja sérul, ami az [Ca’'], tovabbi emelkedéséhez vezet. Az SR
Ca’' felvétele a SERCA2 csdkkent aktivitasa miatt szintén csdkken, markansan megemelkedik
a diasztolés [Ca®"];, ami csdkkent relaxacidhoz, diasztolés diszfunkcidhoz vezet. Az AP platé



fazisa alatt a membran-ellendllds nagy — ezért a depolarizalé (Na* és Ca®*) aramok
novekedése membran depolarizaciét (korai utépotencialokat) hoz létre. Az RyR-ok fokozott
spontan diasztolés szivargdsa (spark aktivitasa) kovetkeztében csokken a CaT amplituddja és
késleltetett utdpotencial alakulhat ki. A magas Ca”"; szint Ca**-fiiggd jelutak tulaktivalasaval
pozitiv visszacsatolast hoz létre, ami a szivelégtelenség progresszidjahoz vezet.

A kronikus szivelégtelenségre jellemzé Ca**-homeosztazis zavarok sokszinlsége, illetve a
nagyszamu, egymassal szoros kdlcsonhatdsban 1évé résztvevs, rendkivil megneheziti a
megbomlott homeosztazis normalizaldsat. igéretes terapids lehetSség lehet a Ca*'/Na’;
tulterhelés gatlasa, az APD megnyulds megakadalyozdsa, tovabbd az SR diszfunkcid
megszintetése. Mindazonaltal valdszintinek tiinik, hogy a Ca**-haztartds hatékony
normalizdlasa 6nmagaban legfeljebb lassithatja a betegség progresszidjat, a kéros szivizom-
remodeling visszaforditasahoz joval 6sszetettebb terapias eréfeszitésekre van sziikség.

Az egymashoz szorosan csatolt, kilénb6z6 okokbdl kialakuld intracelluldris Ca®* és Na*
tulterhelés kivédésére vonatkozéan mar elérheték biztaté eredmények. A Ca’* tulterhelés
kialakulasanak egyik els6dleges faktora a eIncx kompenzatorikus fokozdéddsa, ami NCX
gatlészerekkel megakaddlyozhatd. Bar az el6z6ekben részletezett okokbdl (a fwdlncx egyidejl
gatlasa) az elérheté NCX gatldszerek nem tekinthet6k optimalisnak, a jovében kifejlesztésre
kertlhetek jobb paraméterekkel rendelkezé hatéanyagok is. Amennyiben a Ca®* tdlterhelés
kialakuldsat sikeriil meggatolni, a rellnex-indukalt [Na®]; emelkedés mértéke is szamottevéen
csokken, igy az NKA fokozott miikodésén (esetleges stimuldldsan) kivil egyéb beavatkozasra
vélhet6en nem lesz sziikség.

Az egyik legsulyosabb kovetkezményekkel jaré perturbacié a RyR-ok stabilitdsanak markdans
csokkenése melynek hatterében tulzott foszforilacidjuk all. A fokozott foszforilaciéért nem
kis részben a CaMKII§ (oxidativ stressz, fokozott szimpatikus aktivitds, stb. okozta) tulzott
aktivitasa és expresszidja felelés. Az irodalmi adatok szerint a RyR-calstabin kapcsolddas
stabilitdsanak erGsitésével (ennek kovetkeztében a RyR nyitvatartasi valdszinlisége (Pg)
csokken) a RyR-ok destabilizdldoddsa nagyrészt kivédhets. A RyR-calstabin kotés stabilitdasat
fokozza a JTV519 és az elsGdlegesen Nay csatorna gatld tetracain is; ezek hatdsara a Ca®*
tultel6dés-indukalt fokozott spontan Ca®* felszabadulds (spark aktivitas) markansan, kozel
normal szintre csokken, ami egyuttal a CaT amplitudé novekedését is okozza. Az aritmogén
spontdan Ca?* felszabadulas gatlasa és a CaT amplitudéjanak névelése — azaz a sziv aritmia
hajlamanak csokkentése és egyidejlleg kontrakcios erejének névelése — idedlis stratégianak
tlnik a szivelégtelenségben szenvedd paciensek pumpafunkcidjanak stabilizalasara, valamint
sikeres tulélésének biztositasara.

Végezetiil még egyszer szeretném megkdszonni Dr. Szokodi Istvannak, az MTA doktoranak
részletes, igényes és alapos biralatat. Koszondm, hogy az értekezést értékesnek, bemutatott
eredményeinket elgondolkodtaténak, megfigyeléseinket ujszerlinek, kovetkeztetéseinket
mértéktartonak itélte, tovabba, hogy az értekezést és téziseit elfogadasra mélténak taldlta.
Nagyon koszonom, hogy az értekezés nyilvanos vitara bocsatasat, sikeres védés esetén pedig
a doktori cim odaitélését tdmogatja, és kérem el6z6ekben ismertetett valaszaim elfogaddsat.
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