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ElGszor szeretnék koszonetet mondani Toth Attila PhD, az MTA doktordnak, hogy értekezésem
birdlatat elvdllalta és azzal behatdan foglalkozott. K6szondm kritikus tartalmi és formai
megjegyzéseit. Koszonetet mondok értékes és segitd§ észrevételeiért, elgondolkodtato
kérdéseiért és elismer6 szavaiért a témavalasztas fontossagat, illetve a dolgozat szerkezetét,
tartalmat, nyelvét és szerkesztési stilusat illetéen. K6szoném, hogy az elvégzett vizsgalatokat
gondosan megtervezettnek, koherensnek, az alkalmazott mddszereket korszerlinek értékelte.

A formai megjegyzésekre adott valaszaim.

A hosszu ékezetes betilk hidnya az dbrafeliratokban: ezt a bosszantd hibat sem az eredeti
DOC file-ban, sem az altalam hasznalt , freeware” PDF-be konvertald programmal létrehozott
és feltoltott PDF file-ok abrafelirataiban nem taldltam meg, igy valdszinileg a hibas nyomdai
konverzio, vagy nyomtatds kovetkezménye; a korrekt nyomdai konverziot a dolgozat bekotott
példanyanak atolvasasaval kiilon is ellen6riznem kellett volna — ez sajnos elmaradt.

Tizedes pontok haszndlata tizedes vessz6k helyett: a kritika jogos — a tizedes vessz6 helyett
szinte mindenhol az angol nyelvl publikaciokban megszokott tizedes pontot hasznaltam,
amiért ezuton is elnézést kérek.

Sz0kozok: a kézirat tobbszori atnézése és helyesirds-ellendrzése ellenére mégis eléfordul,
hogy kimaradt a szdm és mértékegység kozotti szokoz.

Csak remélni tudom, hogy mindezek a pontatlansagok, bar kétségtelenil zavardak lehetnek,
nem nehezitik Iényegesen az olvasd szamara a sz6veg megértését.

A tovabbiakban részletezem a feltett kérdésekre azok sorrendjében adott valaszaimat:

1. Az SK2 csatorna kimutatdsdra haszndlt antitest specificitdsa; a csatorndk aktivitdsanak
hidnya..

Fontos leszogezni, hogy az irodalom mindmadig megosztott a szivizomsejtek SK csatorndival
kapcsolatban. A KCNN2 csatornafehérjék jelenléte a pitvarokban, és a kamrakban altalanosan
elfogadott, funkcioképességik és aktivitasuk feltételei/korilményei vitatottak. A m(ikodésik
ellentmondasaira vonatkozé fontosabb hipotéziseket a disszertacidoban ismertettem — kiilon,
és hangsulyosan targyalva a cikklink megjelenése utdn publikalt irodalmi adatokat.

Az immunfluoreszcens és elektrofizioldgiai mérések markansan ellentmondd eredményeinek
egyik lehetséges magyardzata, hogy az antitestekkel torténd jel6lés nem kell6en specifikus —
a mérésekhez a kereskedelmi forgalomban elérheté legjobb, specifikusnak mondott
antitesteket haszndltuk — ugyanakkor nem allt médunkban barmilyen szinten vizsgalni, hogy
az antitestek milyen tovabbi sejtstrukturakhoz kapcsolédhatnak. Vizsgalatainkkal, a Xu és
mts. (J Biol Chem. 2003) altal kozolt eredményekkel egybehangzdan, mi is kimutattuk az SK2-
szerl csatornafehérje szamottevd, valdszin(ileg cellularis membranokba lokalizalt jelenlétét



mind kutya, mind human kamrai szivizomsejtekben. Természetesen minden tovabbi nélkiil
elképzelhetd, hogy az altalunk hasznalt antitest nem koét6dott teljesen specifikusan. A kérdés
végleges tisztdzasahoz Ujabb kisérletek szliikségesek, lehetbleg specifikus ellenanyagokkal.

AP méréseinkben elvileg hibat okozhatott az SK2 gatldszer nem kielégitd szelektivitdsa (bar az
apamin maig az egyik legspecifikusabb SK gatldszernek szamit), a mds szervekben expresszalt
SK2 csatornaktél kissé, vagy nagyobb mértékben eltéré molekulaszerkezet (erre vannak
irodalmi spekuldcidk, de az egyértelm(i bizonyitékok hidnyoznak), a csatornafehérje

«ses

Tovabbi, nem elhanyagolhatd elvi lehetdség, hogy az SK2 csatorndk — a Karp csatornakkal
analég modon — fiziologias korilmények kozott nagyrészt inaktivak és csak meghatarozott
kéros korilmények kozott aktivalddnak. Ez a hipotézis egyre elfogadottabb; pitvarfibrillacio
sordn a pitvari SK csatorndk aktivalédasa igazoltnak tekinthet6. Krénikus szivelégtelenségben
szintén valdszinUlsithet6 a kamrai SK csatornak aktivacidja. Magas frekvencidval stimulalt
kutya szivelégtelenség modellben, perforalt patch clamp mérésekkel, kontroll szivben nem,
csak elégtelen szivekben lehetett az APD apamin-indukalt megnyuldsat igazolni, amit inkabb
az SK3 és kevésbé az SK2 csatornak szivelégtelenség altal indukalt fokozott expresszidja és
aktivitdsa magyarazhat (Bonilla és mts., 2014). Az APD megnyulas értéke korrelal a kezelés
id6tartamdval. Az SK3 csatorna gatlas APD nyujtd és fokozottan aritmogén hatasat elégtelen
human szivben is igazoltak.

Patoldgias kortilmények altal indukalt SK2 aktivacid lehet&ségét mi is vizsgaltuk, csdkkentett
repolarizacids rezerv, illetve a patch pipetta segitségével megemelt Ca®*; szintek mellett, de az
alkalmazott protokollokkal nem tudtuk az SK2 csatorndk detektalhaté aktivalédddasat igazolni.
Ezzel szemben az SR-bél felszabaduld Ca®* elégségesnek bizonyult a kamrai SK csatornak
aktivalasahoz (Terentyev és mts., 2013).

A birdld utolsé allitasaval tokéletesen egyetértek, az elektrofizioldgiai és immunhisztokémiai
mérési adatok ellentmondasait jelenleg nem tudjuk egyértelmien feloldani (bar hattertkre
nézve vannak hipotéziseink — lasd el6bbiekben). Mindazonaltal hangsulyozni szeretném,
hogy izolalt (egészséges) szivizomsejteken, illetve multicelluldris szovetmintakon végzett
méréseinket nagyon sokszor megismételve, SOHA nem kaptunk detektalhaté kiilonbséget az
apamin alkalmazasa el6tt és azt kovetGen regisztralt AP-k morfoldgidjat és/vagy kinetikajat
illetéen. Ezzel szemben, érfalsimaizmon végzett szatellit méréseinkben hasonlé dézisban
alkalmazva, az apamin egyértelmd, j6| mérhet6 valtozast indukalt.

2. lehetséges-e az SK és mds ioncsatorndk izoldlds-okozta sériiléseinek becslése? Az apamin
megfelelGen penetral-e a multicelluldris preparatumokba?

Mivel az apaminos kisérleteket multicellularis mintakon megismételve mérési eredményeink
— az SK2 csatorndk latszélagos mUikodésképtelenségét igazolva - teljesen megegyeztek az
izolalt sejteken kapott eredményekkel, valdszin(itlennek tlinik, hogy izolalt kamrasejtekben az
aktiv SK2 csatornak hidnya visszavezethet6 lenne azok fokozott sérlilékenységére a
sejtizoldlas sordan. Ami pedig az apamin penetracidjara vonatkozd nagyon fontos kérdést illeti,
egyrészt multicellularis mintakban — a konvencionalis mikroelektrdd technika sajatossagaibol
kifolyélag — a mérések szinte minden esetben a legfels6 1-3 sejtrétegben torténnek, igy a
hatdanyag penetracidjaval elméletileg sem lehet gond, a megszurt sejtekre az apamin
valoban az alkalmazott koncentracioban hat. A feltételezést szdmos mas hatdanyaggal
ugyancsak multicellularis szivizom-preparatumokon végzett vizsgalataink eredményei
megerGsitik. Masrészt az allitast az a megfigyelés is tamogatja, hogy a kontrollként vizsgalt,



hasonlé falvastagsdgu erekben apamin hatasdra a vartnak megfelel6 mérték( valasz jon létre.

Ami az SK2 és mas ioncsatornak enzimes izolalds soran létrejové sériiléseinek becslését illeti,
ezzel a nagyon fontos elméleti és egyuttal gyakorlati problémaval kapcsolatban, irodalmi
adatok hianyaban, spekuldcidkra vagyunk utalva. Kiilonosen rosszul megvalasztott izolalasi
protokoll, pl. tal magas enzimkoncentracié, nem megfelel6 enzimosszetétel vagy tul hosszu
emésztési idétartam alkalmazdsa esetén elvileg el6fordulhat, hogy egyes csatornafehérjék
fokozottan, masok kevésbé sériilnek. Ugyanakkor az is igaz, hogy a membranban taldlhaté
mUikod6képes csatorndk szdma szinte minden csatornatipus esetén tébbszorésen meghaladja
a fizioldgias korulmények kozott ténylegesen aktivalddd csatorndk szamat, ezért legaldabbis
csokkent mértékl valaszra ilyenkor is szamitani lehetne. Kozel optimalis emésztési protokoll
alkalmazdsa esetén pedig valdszinltlennek tlnik, hogy egyes csatornafehérjék irreverzibilis
karosoddasa lényegesen meghamisithatnd kovetkeztetéseinket. Mindazonaltal multicelluldris
preparatumokon kapott eredményeink megerdsitik izolalt sejteken kapott eredményeinket.

3. A mérések a legegészségesebb, tuléld sejteken térténnek, és nem a fatdlis komplikdciokért
felelés ,,leggyengébb Idncszem” sejteken. Van-e kiut ebbdl a zsakutcdbol?

Ez a kérdés a kisérletes szivelektrofizioldgia egyik kardinalis kérdése, amire jelen ismereteink
alapjan nem tudunk megbizhaté valaszt adni. Az dltaldnosan elterjedt, viszonylag egyszer(i
kisérleti modszerekkel azt az egyetlen sejtet (vagy sejtcsoportot) megtaldlni, amely a fatalis
torténés morfoldgiai alapjat jelenti, szinte lehetetlen. A valaszt — ha mégis lesz valamikor —
nem izolalt sejtes vagy egyszer(i multicellularis technikdk alkalmazasaval végzett vizsgdlatok,
hanem komplex, in situ mérések eredményei adhatjak. Ezekben a nagyon nagy id6- és térbeli
felbontassal végzett, ,,3D mapping” mérésekben elvileg lehet6ség van egyetlen, a t6bbitdl
valamilyen szempontbdl eltér6en viselked6 sejt lokalizacidjara és ezen a sejten célzott
elektrofiziolégiai mérések elvégzésére. Bar ennyire komplex vizsgalatokat a ma elérheté
mapping mddszerek nem tesznek lehet6vé, a metodikai fejl6dés toretlen — és mi optimistak
vagyunk. Ezen kivil a felvetett kérdés megvalaszoldsdhoz segitséget nyujthatnak a gyorsan
fejl6dé in silico modellekbdl szarmaztatott adatok is.

4. Az I Ca**-fiiggése, korai tranziens kifelé irdnyulé komponense, Mg2+ fiiggésének
jelentdsége

Az lg; megfigyelt Ca2+i—fi]ggésének fizioldgids jelent6ségét meglehetésen nehéz megbecsiilni.
A kérdésre inkdbb egy daltalanositott véleménnyel valaszolnék. A Ca’'; eloszlasara jellemzé
rendkivil nagymérték( térbeli és id6beli heterogenitasok kdvetkeztében az integrativ modon
meghatarozott dram-, vagy feszliltségvaltozasok informacidtartalma mindig limitdlt, hiszen a
lokalisan kialakuld valtozasok ennek sokszorosara tehet6k. Ez az érvelés kiiléndsen érvényes
az eleve jéval magasabb szubmembrdan ionkoncentracidkra és azok valtozasaira. Igen jé példa
erre az AP, hiszen az egyetlen AP alatt kialakulé [Na']; valtozas elhanyagolhatd, praktikusan
nem regisztralhaté. Teljesen hasonld logikat alkalmazva valdszin(, hogy a szarkolemma egyes
kitlntetett terlletein — azokban a mikrodoménekben, amelyek Ca?* tartalma magas és
gyorsan valtozik (pl. didadok) — a mérsékelt globalis Ix; novekedéssel szemben a lokalis Ix;
valtozas viszonylag nagy lehet és fontos kovetkezményekkel jarhat; a megndtt lokalis lg;
ugyanis kulcsszerepet jatszhat a .oNCX aktivitas lokalis diasztolés fokozddasa kovetkeztében
kialakuld szarkolemma depolarizaciéo kompenzalasaban.

A 21. abran bemutatott Ba®*-szenzitiv aramok tanusaga szerint ezekben a kisérletekben kifelé



haladd aram az akcids potencial kezdeti szakaszan nem volt megfigyelhet8. Az |-V gorbékbdl
ugyancsak leolvashatd (20B, 22C abrak), hogy 0 mV felé haladva az dram zérus felé tendal,
vagyis az akcids potencial kezdeti szakaszan, amikor a V,, pozitiv érték, nem volt Ba®*-szenzitiv
aram. Hasonlé eredményre jutott munkacsoportunk egy kordbbi munkajaban is (Jost és mts.,
2013) (Iasd. 3/B abra, jobb panel). A gorbe kezdeti szakaszan lathatd rapid aramvaltozas
vélhetGen sokkal inkabb az dram gyors inaktivalédasanak kévetkezménye, hiszen -80 mV-rél
+40 mV értékre ugrunk (-80 mV-on még van dram, +40 mV-on mar nincs). A depolarizacios
szakaszon esetenként rovid ideig mérheté dram szerintlink m(itermék, nem valddi dram, de
az allitas igazolasara tovabbi vizsgalatokra lenne sziikség. Az emlitett cikk 3/B abrajanak bal
paneljén lathato dram csak 500 UM Ba’* alkalmazasat kovetben jelenik meg, ami az altalunk
alkalmazotthoz képest 50-szeres ddzis és nagy valdszinlileg gatol tovabbi dramo(ka)t is. Az
altalunk alkalmazott 10 uM [Ba?*] még szelektivnek tekinthetd.

Az I, Mg**-fiiggésére vonatkozo felvetés jogos. Ezt a fiiggést nem vizsgéltuk, sem a pipetta,
sem a kiils6 oldat Mg?* koncentracidjat a mérések soran nem viéltoztattuk. Az irodalmi adatok
szerint a kifelé iranyuld I, izollt tengerimalac szivizomsejtekben 15 °C-on, a belsé Mg** szint
maximalis redukcidjat kovetSen valt kimutathatéva (Martin és mts., 1995). Méréseik szerint
a lecsokkent [Mg®*]; az Iy, aktivéacidjanak fesziltségfuggését depolarizacié iranyaba tolta el és
az lg; konduktancidjat is linearizalta. A hémérséklet 30 °C-ra emelését kovetben az outward
I nem volt mérhet6. Ugyanakkor macska és nyul szivizomsejtekben kifelé irdnyuld I;-et a
tengerimalachoz hasonlo feltételek mellett sem sikerilt kimutatni, mivel ezekben a sejtekben
az lgy aktivacios gorbéi sem a h6meérséklet, sem a [Mg2+]i hasonld valtozasaira nem mutattak
a tengerimalac sejtekhez hasonld markans fesziltségfliggést.

5. Az AP kiils6 Ca** fiiggésének ldtszélagos eltérése kutya és humdn szivizomsejtekben.

Kordbbi, mar idézett kisérleti adataink (Jost és mts., 2013) alapjan tudhaté, hogy a Kir2.1
csatorndk denzitdsa joval nagyobb kutya, mint humdan kamrai szivizomsejtekben, ebbdl
kovetkezGen az Iy, hozzajarulasa a repolarizacids rezervhez szignifikdnsan kisebb human, mint
kutya szivben. A Kir2.1 csatornak joval alacsonyabb expresszidja miatt a repolarizaciés rezerv
Osszességében is gyengébb human szivizomban. A human mintakon tapasztalt, a kutyatdl
eltér6 Ba’"-hatds leglogikusabban a jéval alacsonyabb Kir2.1 csatorna denzitassal, illetve
ennek kovetkeztében szignifikdnsan kisebb lg; arammal, magyarazhatd. Logikusnak t(inik,
hogy a megemelt [Ca®']; APD rovidit6 hatdsa alapvetSen hasonlé mechanizmussal térténik
human és kutya szivben, de a kérdés megnyugtatd tisztazasdhoz UGjabb kisérletek
sziikségesek.

6. Az NCX gdtlds species-fiiggése.

A felvetés jogos; az NCX gatlas species-fliggésére vonatkozd adatok egyrészt az irodalomban
is talalhatok, masrészt ilyen vizsgdlatokat munkacsoportunk is végzett. Az elérhet6 adatok
alapjan meglehetds biztonsaggal allithatd, hogy az altalunk kapott species-fliggé kiilonbségek
els6dleges oka nem a kismértékben valéban eltéré gatlasi hatékonysag.

Mindazonaltal, megbizhatéan még nem tisztazott, hogy az NCX szignifikdns mérték(i gatlasa
ellenére miért nem fokozdédik nagy eml6sok (kutya, nyul, ember), illetve tengerimalac kamrai
szivizomsejtjeinek kontraktilitdsa. A vart és hipotetizalt Ca”";/CaT emelkedés, illetve markans
pozitiv inotrop valasz hianyanak okara tébb, elvileg eltérd, de racionalis magyardzat adhatd.

1) A hasznalt inhibitorok gatlasi hatékonysaganak nagymértékd, [Ca®']-figgs csdkkenése; 2)



a gatlas kozel zérd nettd hatasa az SL Ca’* fluxusaira (ennek lehetséges oka: a) az /¢, NCX-
fliggd modulacidja és a gatlas [Ca’']; flggése; b) a rev/fwd Incx egyensuly gatlast kovetd
modosulasa; c) magas NCX denzitds, esetleg mas NCX- és/vagy SR-t6l fuggetlen transzport-
mechanizmusok; d) a ,load” LTC csatorndk ,trigger” LTC csatornaknal kisebb aktivitasa, vagy
nagyobb gatlasa, illetve e) az SL Ca®* fluxusainak viszonylag korlatozott szerepe az EC-
csatolasban); (3) mindezen faktorok komplex, sokvaltozdés kombinacidja; (4) mas, jelenleg
még nem tisztazott mechanizmus(ok) (pl. egyes TRP csatornak aktivacioja).

Az NCX gatlas inotrép hatdsanak species-fliggését a felsorolt intracellularis mechanizmusok
barmelyikének kismértékl, kompenzalatlan eltoldddsa magyarazhatja. A kérdés részletesebb
analizise céljabdl a kdzelmultban végzett vizsgdlatainkban (publikacidra el6készitve) a kiils6
és/vagy bels6 ionosszetétel megfelel6 mddositasaval igazolni tudtuk, hogy az NCX gatlast
kovetSen pozitiv és negativ inotrép valasz egyardnt létrejohet.

7. NCX gdtlds hatdsdra a CaT amplituddja kontroll kériilmények kézétt nem vdltozik, ATX-11
alkalmazdsa esetén viszont vdltozik.

A 35-0s abra feliratdba sajnalatos médon hiba csuszott; az abrafeliratban a SEA0400 helyett
ATX-1I-nek kellene szerepelnie; bar az abramagyarazat korrekt, a hibas abrafelirat az olvasét
kdnnyen megzavarhatja. Az dbra helyes interpretdcidja alapjan érthetévé valik, hogy nincsen
ellentmondas: a 35/C abran lathaté CaT novekedés egyértelmUien az ATX-Il kezelés (azaz az
Ina. €melkedés) kévetkezménye. A 38/A, C paneleken mutatott CaT emelkedés ugyancsak az
ATX-Il el6kezelés kovetkezménye. Méréseink szerint kontroll kérilmények kozott mindkét
NCX gatldszer hatdstalan; ezzel szemben ATX-Il el6kezelést kovetSen helyredllitottak, a vellk
tortént el6kezelést kbvetben pedig megakadalyoztak a CaT ATX-indukalt novekedését.

8. Az NCX gdtlas eltéré hatdsa a két Iy, aktivator dltal indukalt APD megnyuldsra. Van-e
molekuldris interakcio ? Kamrai sejtek és Purkinje rostok eltéré veratrin érzékenysége.

Amint a 38. dbran is [athatd az NCX gatlasa valdban csokkentette az ATX-Il dltal indukalt CaT
ndvekedést. A 40. dbra szerint ennek legf6bb oka, hogy az NCX gétlds hatdsara a fokozott Na*
bedramlas altal aktivalt ,.,NCX dram csokken, ezaltal csokken a [Ca2+]i és a CaT amplituddja is.

Az ATX-1l elGkezelés hatdsara az Ina. inaktivacidja szignifikdnsan (kb. kétszeresére) lassul
(35/A); egyidejlileg a [Ca®"]; is emelkedik (35/C). Mig az el6bbi véltozds APD nydjtd, utdbbi
APD rovidit6é hatasu. Az eredd valtozas a 35/B abra szerint mérsékelt APD megnyulas. Az NCX
gatlds APD-re gyakorolt hatdsa az NCX reverz potencidljanak értékétdl, illetve a [Ca®'];
valtozas Ca**-dramra gyakorolt hatdsatdl fugg. Az ATX-Il hatdsat részben a repolarizacids
rezerv aktivalddasa is kompenzalhatja.

A két aktivator eltéré APD nyujtd hatdsanak magyardzata vélhetGleg eltéré szelektivitasukban
rejlik, amit a hatasos doézisok kozotti kdzel 3 nagysagrendnyi eltérés igazol (2 nM vs. 1 uM). Az
ATX-Il specifikus aktivatorként ismert, hatékonysaga valamennyi Nayl.x csatornara kozel
azonos. Ezzel szemben a veratridin kevésbé specifikus és kis mennyiségben mas alkaloidokat
is tartalmaz, csdkkenti a single-channel konduktanciat, tovabba aktivator hatdsa eltér6 a TTX-
érzékeny, illetve TTX-re érzéketlen (a szivben leginkabb expresszalédd Nayl.5 is ilyen) Nay
csatornak aramaira. Ezek az eltérések nagyrészt magyarazhatjak a latott, de (a Purkinje
rostoktdl eltekintve) nem tul jelentds eltéréseket a két aktivator hatdsai kozott. A Na*
csatorna aktivatorok és NCX gatlok kozotti kozvetlen molekularis interakciora vonatkozdan
nem taldltam irodalmi adatokat. Ezzel szemben tobb, kilonésen a korabbi vizsgalatokban



alkalmazott NCX gatloszer (pl. KB-R7943) Nay gatlé hatdsat igazoltak.

Végiil, mind irodalmi, mind sajat adatok szerint Purkinje rostokban a repolarizaciés rezerv
szignifikdnsan gyengébb, mint kamrai szivizomsejtekben, ennek kdvetkeztében a Purkinje
rostok APD modulator farmakolégiai behatasokra vagy a frekvenciavaltozasra érzékenyebben
reagalnak, mint a kamrai sejtek. Ez indokolja a megfigyelést, hogy az Iy, aktivaciét kbvetGen
kapott APD megnyulas szignifikdnsan nagyobb Purkinje rostokban. A jelentés kvantitativ
eltérés magyarazhatja az AP diszperzid ATX-1l kezelést kovets szignifikdns fokozéddasat. Mivel
az ATX-Il APD nyujté hatasa ismereteink szerint kdzvetlenil jon létre, az NCX gatlds — amint a
42. dbran is lathaté — nem befolydsolhatja |ényegesen.

9. Magas életképesséqli és életképtelen sejtek viszonya.

Az izoldlt sejteken torténé mérések egyik fontos elvi problémajat és szisztematikus hibajat
jelenti, hogy a vizsgalatok mindig , preszelektdlt”, minél jobb allapotu sejteken torténnek. Az
el6szelekcid eleve nemkivanatos hatasat tovabb fokozza, hogy a protokollok sordn a kevésbé
ellenalld sejtek sokszor elpusztulnak, a bel6lik nyert eredmények altaldban nem jelennek
meg a feldolgozott adatok kozott. Tobbé-kevésbé jogosan feltételezhets, hogy az elpusztult
sejtek egyes intracellularis folyamataikban eltérnek a tulélé sejtektdl.

Az elpusztult sejtek szamat altalaban nem szokds szdmon tartani, mivel pusztulasuknak eltéré
okai lehetnek: a sejtek izoldlas soran elszenvedett mechanikus sérilései mellett, az emésztés
soran kialakuld irreverzibilis membrankarosodasok, illetve az eltéré mértékl festékfelvételbdl
eredd, nehezen karakterizdlhaté kilonbségek miatt az elpusztult sejtek szdma nem
feltétlenll reprezentalja a sejtek bioldgiai intoleranciajat a protokollal szemben. Az
természetesen igaz, hogy a jelent6sen megndétt transzmembrdn iondramok és a metabolikus
tulterhelés nagyobb gyakorisdggal okozza a sejtek idé el6tti pusztulasat.

Részben az emlitett probléma megkeriilése céljabdl végeztiik a tulélési vizsgalatokat, amelyek
soran nyomon kovettiik a protokoll teljes id6tartama alatt elpusztult sejtek szamat is. Mivel a
méréseket — a patch clamp, illetve fluoreszcens tracer mddszerekkel végzett mérésekhez
viszonyitva szignifikdnsan nagyobb (kb. tizszeres) szamu, nem preszelektalt szivizomsejten
végeztiik, a nagy szamok torvénye értelmében az adatok joval megbizhatébban jellemezték a
sejtek protokoll irdnti érzékenységét. A tulélési vizsgalatok sordn megaéllapitott atlagos
él6/elhalt sejtaranyokat a 45. dbra C panelje 6sszegzi. A preiszkémids periédusban a vizsgalt
sejtpopulacidban ez az arany kozelitGleg 7525% az é16 sejtek javara; az arany az iszkémias
periodus végéig nem valtozik Iényegesen, a reperflzids periddus végére viszont a kontrol
csoportban gyakorlatilag megfordul (25/75%), mig az NCX gatldval elGkezelt csoportban
kozelit6leg 50/50%.

10. A 45/C dbra értelmezése, angol nyelvii feliratok, hidnyzd idéskdla.

A 45/C 4bra bal és jobb oldali grafikonja tulajdonképpen komplementer informacidkat mutat
— a tulélé és elpusztult sejtek szamat az iszkémids ciklust megel6z6en (3. perc), annak végén
(15. perc), valamint a reperfuzié végén (26. perc).

Ami a hianyzd, illetve angol nyelvl abrafeliratokat illeti, a dolgozat elkészitésének nem tul
izgalmas, de annal id6igényesebb részének bizonyult az eredetileg angol nyelv(i dbrak atirasa
magyar nyelv(ire. Sajnos az idézett abrdkban egyes feliratok atirdsa elmaradt, ezért elnézést
kérek. Az 6sszevont 48/B-D (és 49/B-D) abrakon valdban hidnyzik a vizszintes tengelyrél az
id6beosztas, de a leolvasasi id6pontokat az abramagyarazatok korrekt modon tartalmazzak.



11. NCX gdtlds hatdsainak eltérése iszkémias sejtekben strofantin nélkiil és strofantinnal.

Irodalmi adatok szerint a mérsékelt (low-flow) iszkémia kezdeti fazisaban a szisztolés [Ca®');

csokken, a diasztolés [Ca’']; emelkedik, ennek kdvetkeztében , CaT amplituddja gradualisan
csokken. Reperfuzid soran a szisztolés és diasztolés értékek, s ezaltal a CaT amplitudéja is
normalizdlédnak. Ezek a véltozasok megfigyelhet6k a 48. abra A, B és E paneljein. Az NCX
gatlds jelentdsen csokkenti a szisztolés [Ca®*]it, normalizdlja a diasztolés [Ca’']i-t, ezéltal a
CaT nagysaga is jelentGsen csokken (48./A, B, E). A strofantinnal el6kezelt sejtekben kialakulod
stlyos (no-flow jelleg(i) iszkémia sordn a szisztolés és diasztolés [Ca®']; is nagymértékben
emelkedik, ezért a CaT amplituddja kevéssé valtozik. Ez az allitds igaz a reperfuzids fazis alatti
valtozasokra is, viszont a CaT relaxacids ideje markansan né. (49/A, B, E). A gatlas hatasara a
CaT amplituddja iszkémia alatt alig valtozik, reperfuzié soran jelentésen emelkedik (49./E). A
szokatlannak tin6 CaT amplitudé-valtozasok els6édleges magyarazata vélhetGleg a diasztolés
[Ca®']; emelkedés pozitiv inotrép hatasdban rejlik — mérsékelt diasztolés [Ca®*]; emelkedés
nem hoz |étre pozitiv inotrop valaszt, nagymértékd viszont igen.

A biralé felvetése, mely szerint az iszkémia/reperfuzié indukalt Ca®* homeosztazis zavarok
egyik fontos komponense az NCX kdzvetlen hozzajaruldsa, jogos, mivel alacsony pH; esetén az
NCX miikodése gatolt, ami lehetSvé teszi a lassu diasztolés [Ca?*]; emelkedést. Amennyiben
az iszkémiat sulyosbitandd az NKA transzportaktivitdsa is gatolt, tehat az iszkémia alatt
kialakul6 intracellularis valtozasok is nagyobbak, az iszkémia-indukalt [Ca*']; novekedéshez
hozzdjdrul az NKA gatlas kdvetkeztében létrejové szignifikdns Na*; szintemelkedés is, ami az
amugy is lelassult NCX transzportaktivitast eltolja reverz iranyba. A fokozott Ca** akkumuldcié
kovetkeztében mind iszkémia, mind reperfizié alatt a diasztolés [Ca*]inG; a magas diasztolés
[Ca®™); pozitiv inotrép hatdssal rendelkezik; ez egyrészt kompenzalja a CaT tranziens low-flow
iszkémiaban latott csokkenését, masrészt fokozza a sejtek metabolikus tilterhelését.

12. Beat-to-beat CaT vdltozds iszkémia/reperfuzié sordn. APD diszperzid, T-hulldm alterndcio.

Az irodalmi adatok szerint a CaT amplitudd beat-to-beat variabilitasanak reperfuzié-indukalt
novekedését nagyrészt az SR Ca2+—spark aktivitdsanak fokozdddasa okozza, amit sajat kisérleti
adataink is megerdsitenek (50. dbra). Mivel a spark felszabadulds sztochasztikus folyamat és
az egyetlen sparkban atlagosan felszabaduld ca® mennyisége is n6, az SR-bél a normal ECC
soran (trigger Ca?* hatasara) felszabadul6 Ca?* mennyisége és a CaT amplituddja is fokozott
variabilitdst mutat. Ujabb irodalmi adatok szerint a CaT variabilitds-ndvekedése az AP
variabilitas-novekedésének is egyik fontos hattérmechanizmusa. Sajat eredményeink szintén
tdmogatjak ezt a feltételezést — a yNCX transzportaktivitdsanak gatldsa miatt csokkend spark
felszabadulds kovetkeztében a reperfuzié-indukalt AP variabilitas is jelentésen csokkent (53.
abra). A Ca*' transzportfolyamatok beat-to-beat variabilitdsanak jelentésége igazolt a sinus
csomé pacemaker sejtjeiben is. A variabilitds species-fliggésére vonatkozdan viszont nem
allnak rendelkezésre megbizhatd, 6sszehasonlitd irodalmi adatok.

A mikrovolt szintl T-hulldam alterndnsok a kamrai repolarizacié beat-to beat variabilitdsahoz
kothet6k (Faisal és mts. 2013). Izolalt perfundalt sziveken végzett optikai mapping mérések
és izolalt szivizomsejteken végzett vizsgalatok igazoltak, hogy ezek az alternansok sejt szinten
generalddnak, hatdsukat pedig fokozza a vezetési sebesség restitucidja és az ektdpids Utések
hatdsa. Az APD restitucids hipotézis szerint az alternalé membranpotencial, AP morfoldgia és
transzmembran dramok vezetnek a [Ca2+]i beat-to-beat fluktuaciéihoz. A ma mar nagyobb
tamogatast élvezd Ca”" restitucios hipotézis szerint viszont els6édlegesek a [Ca®"]; fluktudcioi



és ezek generaljak az AP morfoldgia és a membranpotencidl valtozasait. Ez utébbi esetben az
[Ca®]; alternansok kialakuldsa egy vagy tobb Ca®* transzport mechanizmus (Ca** bearamlas, a
RyR-ok inaktivaciét kovetd helyredlldsa, az SR Ca®* felszabaditasa, Ca’'felvétele és Ca®*
tartalmdanak redisztribucidja, a Ca®* homeosztazis és a membranpotencial kdlcsonhatdsa,
stb.) stressz-indukalt perturbacidjanak (pl. B-adrenerg stimulacié) kbvetkezménye. A szivben
kialakulé (pl. T-hulldm) alternansok egyértelmden jelzik a szivizom elektromos instabilitasat,
rontjak a sziv pumpafunkcidjat és aritmogén (reentry) szubsztratot képezhetnek; ezaltal nagy
gyakorisaggal kot6dnek a kamrai aritmidk (VT, VF) kialakuldsahoz.

Végezetll ismét koszonetet mondok Téth Attila, PhD, az MTA doktordanak értekezésem
gondos és alapos attekintéséért, igényes és részletes birdlataért. Koszonom épit6 kritikait,
fontos, elgondolkodtaté megjegyzéseit, pozitiv véleményét, és eredményeink elismerését.
Koszonom, hogy értekezésemet nyilvanos vitara alkalmasnak taldlja és tisztelettel kérem
vdlaszaim elfogaddsat.
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