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Biralat Dr. Toth Andrés ,Intracellularis Ca*" homeosztazis-valtozasok hatésainak elemzése
1zolalt szivpreparatumokon” cimiit MTA Doktori értekezésérol.

Toth Andrés értekezése egy nagyon atgondoltan megirt alapos munka, igazi monografia.
A szerz az értekezéshez mar a masodik sorban megadja az alaphangot, amikor rogziti, hogy
az éaltala muvelt sziikebb tudomanyteriiletnek konyvtarnyi irodalma van. Ehhez méltéan
erofeszitést is tett annak érdekben, hogy ezt a konyvtarnyi adatot jol szerkesztett, célszeri
formaban bemutassa. Ennek megvaldsitasa sordn 559 hivatkozast idézett. Ekkora attekintést
ritkan 14t az ember. Ennek egyik oka, hogy To6th Andrds mindent megtett annak érdekében,
hogy ne korabbi attekintd dolgozatokra, hanem az eredeti tudomanyos eredményt kozld
publikéciok keriiljenek hivatkozésra.

A disszertaci6 tartalmaban ehhez méltd. A tudomanyos eredményeket - fiiggetleniil attol,
hogy az hivatkozott, vagy sajat eredmény - nagyon szoros logikai haloban kozeliti meg.
Mindezt teszi a jeloltre jellemzd eleganciaval €s stilusossadggal, kezdve a szdhaszndlattdl a
kiemelésekig a szohasznalaton at. A disszertacio tobb rétegben szerkesztett. A fontosabb cimek
vastag betlivel szedése megszokott, de ebben a miiben a szovegben talalhatdé dolt betiis
informaci6 kiilonds jelentdséget hordoz. Egyrészt a fejezetek eldtt gyakran ilyen modon
foglalja 0ssze a legfontosabb mondanivalot, mig mas esetekben a szovegben megjelenve
elgondolkodtatasra sarkallo rovid megjegyzések forméjaban 6lt testet.

A szerkesztés dicsérete mellett még két formai megjegyzésem van. Az egyik a
mondanivalé talalasara vonatkozik, melyre a legjobb kifejezés talan a preciz. A mondatok
sokszor Osszetettek, de amikor a tagadas tagadasa is torténik, akkor is érthetd, hogy ez nem egy
szdndékosan bonyolult megfogalmazas, hanem a dolgok logikdjat, az iddbeli vagy a logikai
sorrendet precizen bemutatod folyamat eredménye. Az értekezés egy terjedelmes mi, érdemi
része 130 oldal, mégis, minden bekezdésnek van célja, értelme és mondanivaloja. Ez a
precizitas nagyon nehezen elérhetd, tiszteletreméltod teljesitmény- €s persze adottsdg. A masik
formai megjegyzésem mar inkabb kritikai jellegli. Az altalam kapott nyomatatott példanyban
sajnos eléfordulnak formazasbol és angolbdl torténd forditasnak betudhato tipushibak. Ilyenek
az abraszovegekben a hosszu ékezetes betlik hianya (a konverzid sordn szokoz betiivel
helyettesitddottek), a szamok egy részében a magyaros tizedes vessz0 helyett sokszor fordul
elé az angolos tizedes pont, tovabba az érték €s a mértékegység kozott gyakran hidnyzik a
sz0koz. Ezen elirasoktdl eltekintve azonban a mii nyelvtanilag példaérték, talan két tucatnyi
helyesirasi hibat tartalmaz, melyeknek felsoroldsa méltatlan lenne mind a miih6z, mind az
alkalomhoz.

Az értekezés alapvetden 9 elsO-, vagy utolso szerzds kézleményre alapul. Ezek kozott
5sszekoté kapocs a cimben is megfogalmazott intracellularis Ca®". A kisérletek végpontja
valamilyen élettani, leggyakrabban elektrofiziologiai jelenség, melynek preciz leirdsa ¢€s a
mechanizmusok feltarasa kozos vonas. A disszertacionak sikeriil azt is érzékeltetni, hogy ezek
a kisérletek valamire irdnyulnak. Ennek megfelelden a kisérletek eredménye mindig a
kardiovaszkularis betegségek ¢€s haldlozas keretében nyernek veégsd értékelést. Ebben a
tekintetben is nagyon tetszik a jelolt sajat maga altal adott értékelés: "Mennyit ér? ... talan egy
csavarral hozzajarultam a gépezethez." Jomagam ugy hiszem, hogy talan nem is egyetlen
csavarral jarult hozza a gépezethez.

Ezzel egyiitt egy j6 monografia nem csak informaciot nyujt, de kérdéseket is felvet. Toth
Andrés disszertacioja teljesitette ezt a feltételt is. A palyamunka €s a bemutatott eredmények



részleteit tekintve az alabbi kérdések fogalmazodtak meg bennem:

1. Az SK2 csatorna szivbeli expresszidjat tekintve a human protein atlas a jelolt eredményeivel
egybehangzoan jelentds (jollehet a mellékvesétdl, majtol, agytdl és prosztatatdl elmarado)
expressziora utal mind fehérje, mind mRNS szinten a KCNN2 fehérje vonatkozasaban.
Ugyanakkor a 14. dbra kapcsan felmeriil az alkalmazott antitest specifitdsanak kérdése,
tekintettel arra, hogy gyakorlatilag egyetlen csikot mutatnak a képen. Ez a kérdés azért fontos,
mert a jelolt funkcionalis eredményei nagyon limitalt szerepet sugallanak ezen csatornaknak,
ami az expressziora vonatkozo irodalmi adatokkal dsszevetve is nehezen érthetd.

2. Az SK csatorna altal vezetett aram szerepét a kisérletekben az apamin altali gatolhatdsag
alapjan hataroztdk meg. Az apamin specifitasat és hatékonysagat a diszkusszid fejezetben
részletesen elemezi a jeldlt. Az ott felvetett érvek mellett is kérdés marad, hogy a multicellularis
preparatumok esetében az apamin kell6 penetranciaval rendelkezik-e, tovabba, hogy a
sejtizolalas soran nem sériil-e az SK csatorna funkcionélisan nagyobb mértékben, mint a tobbi
K" csatorna? Szamomra érdekes kérdés, hogy lehet-¢ ezen folyamatokat valamilyen médon
megbecsiilni?

3. Altalanos megjegyzés, hogy az izolalt sejteken torténd elektrofiziologiai méréseket a
fiziologiastol jelentdsen eltérd koriilmények kozott végzik. Az alkalmazott ionkoncentracio, a
ramp protokollok nem a fizioldgias allapotot tlikrozik, sokkal inkabb egy adott csatorna altal
vezetett iondram meghatirozasanak specifikus koriilményeit termetik meg. Ilyen arteficialis
rendszerekben a csatorna (optimalis koriilmények kozotti) vezetdképessége meglehetds
pontossaggal mérhetd, sOt az iondramok irdnya, mértéke tobb-kevesebb bizonytalansaggal
josolhato. Ugyanakkor ez megneheziti az élettani helyzetben betoltott szerep megitélését. Ezt
tovabb bonyolitja az a jelenség (amit egyébként a disszertacid is felvet), hogy a mérési
eredmények a tuléld sejteken kapott eredményekre alapul. Ezzel szemben feltételezhetd, hogy
a kardiovaszkularis betegségek fatdlis komplikacioiért azok a sejtek feleldsek, amelyek a
leggyengébb lancszemet jelentik a sziv-szovetben és az izolalas, illetve a kisérletek soran
elhalnak. Van-e a jeldlt szerint kitit ebbdl a zsakutcabol?

4. A befelé egyeniranyité K aram (Ix,) Ca* fiiggése soran a pipetta oldattal modellezték az
intracellularis Ca®" koncentracié valtozast, 150 nM és 900 nM-os Ca®" pufferek
felhasznalasaval. Ilyen koriilmények kozott a 20. dbra tanisdga szerint a -70 €és a -30 mV
membranpotencidl tartomanyban kismértékli, de szignifikans kiilonbség mutatkozott az Ik;
aramban. Mennyire tekinthetd jelentdsnek ez a megtigyelt hatas? Ezzel kapcsolatban bizonyos
szerzOk (Li és munkatarsai: Am. J. Physiol. Cell. Physiol., 1998, 274(3 Pt 1), C577-585. és Am.
J. Physiol. Heart Circ. Physiol., 2000, 279(1), H130-138 , tovabbad Zhang ¢és munkatérsai
Pflugers. Arch., 2009, 457(6), 1275-1285.) felvetették, hogy az Ix; csatorna az akcids potencial
kezdeti szakaszaban a szivizomsejtekben is egy kifelé iranyuld rovid id6 alatt inaktivalodo
tranziens aramot is vezethet, mely az extracellularis K koncentraciotol fiigg és Ba' altal
blokkolhato - hasonloan a késéi befelé irAnyulé komponenshez. Ezen kifelé irdnyuldo K*
aramnak komoly jelentdsége van a simaizomsejt funkcioban, kiilonds tekintettel az agyi erekre.
Ezekben az esetekben ez a kifelé iranyuld dram a nyugalmi extracellularis K™ koncentracio
mérsékelt (1-20 mM) emelkedésére jelenik meg €s hiperpolarizaciot (simaizom relaxaciot) valt
ki. Mi tobb, a szivizomban feltételezett kifelé¢ iranyulo Ix; aram nagymértékli intracellularis
Mg®" fiiggést mutathat, ami felveti, hogy jelenléte nagymértékben fiigghet az alkalmazott
pipetta (Mg és extracellularis (K") oldatok Ssszetételétdl. A jeldlt hogyan latja ezt a kérdést
a szivizomsejtek tekintetében a kisérletei és elméleti tudasa alapjan?

5. Az AP extracellularis Ca®" fiiggését tanulmanyozo részben meglepd eredményre vezetett a
kutya (25. dbra) és a human (26. abra) szivizomsejtek Osszehasonlitdsa. A kutya esetében
ugyanis a magas extracellularis Ca>" novelte a CaT-t (24. abra), amivel parhuzamosan rovidiilt
az AP, amely rovidiilés IK1 (Ba") fiiggének bizonyult (26. abra). A humén sejtek esetében a
rovidiilés ugyan szintén megfigyelhetd volt, de erre a Ba® semmiféle hatissal nem volt (26.
abra). Ennek alapjan felmeriil a kérdés, hogy humdan szivizomsejtekben a megemelkedd



intracellularis Ca®" milyen mechanizmussal réviditheti meg az AP-t?

6. Az NCX szerepét feltarni hivatott kisérletekben jelentds fajfiiggd kiilonbségeket talalunk:
patkany szivizomsejtek esetében részleges gatlasa emeli a CaT amplitadojat (28 €s 29. abrak),
mig kutydbol izolalt szivizomsejtek esetében a SEA0400 némileg magasabb koncentracioja
nem okozott mérhetd valtozast. Megitélésem szerint fontos informacio a valaszok SEA0400
fliggése, amelyhez sziikséges lenne a koncentracid-hatas fiiggvény felvétele. Ennek hidnyaban
nehéz annak a megitélése, hogy az NCX modulécionak milyen élettani hatasai lehetnek.

7. Erdekes, hogy 2 nM ATX-II jelenlétében az NCX CaT amplitadd emelé hatasa felszinre
keriilt (35. abra, SEA0400, 38. 4bra, ORM vegyiilet) annak ellenére, hogy kontroll
koriilmények kozott ugyanaz a SEA0400 ¢és ORM 10103 koncentraciok hatastalanok voltak (30.
¢és 37. abrak).

8. Tovabbi érdekesség, hogy az NCX gatlok (SEA0400 és ORM10103) a késéi Na' aram
serkentése sordn normalizaltak a CaT-t (38. abra), mely az alkalmazott kezelések sorrend;jétdl
figgott: az NCX gatlok elokezelésként alkalmazva gatoltdk az ATX-II hatast, és a mar
kifejlodott ATX-II hatast is felfliggesztették, az ATX-II kezelést kovetd alkalmazasuk soran.
Ezzel szemben az ATX-II APD nyujt6 hatasat a mar kifejlodott ATX-II hatds esetében nem
voltak képesek felfliggeszteni (az ATX-II utan torténd NCX gatlo alkalmazas nem volt képes
normalizalni (réviditeni) az ATX-II hatasara megnyult APD-t, mi tdbb, a masik alkalmazott Na"
csatorna aktivator, veratridin esetében az NCX eldkezelés is hatastalannak bizonyult az APD
nyUjtd hatasra (42. dbra). Ezzel kapcsolatban tobb kérdés is felmeriil. Az elsd, hogy miért nincs
egyforma hatdsa az NCX gatlasnak a két kiilonbdzé Na ™ csatorna aktivator altal kivaltott APD
ndvekedésre? A méasodik kérdés az, hogy a Na' csatorna aktivatorok és a NCX gatlok kozott
nem lehet-e valami kdzvetlen molekularis interakcié? A harmadik kérdés az, hogy miért lehet
szerepe az NCX alkalmazas sorrendjének (Na® csatorna aktivacio elStt, vagy soran) a
bekovetkezd APD id6tartam valtozasokra? Végiil, az NCX gatlastol fliggetlen, de a hivatkozott
arbak kapcsan felmeriil6 kérdés, hogy mi lehet a magyarazata annak, hogy a veratridin hatasara
(Inar aktivacid) bekovetkezd APD nyulas ilyen jelentdsen eltér a kamrai és a Purkinje sejtekben
(42. abra).

9. Az NCX ¢lettani szerepével kapcsolatos kisérleteknek komoly gatja lehet, hogy a
farmakoldgiai modulatorok hatdsai nagyon rovid 1d6 alatt szelektalt (magas é€letképességii)
sejteken jelentkeznek. A kezeléseket toleralni nem képes sejtek adatai (miutan ezekkel nem
sikertil befejezni a protokollt) nem keriilnek értékelésre. Volt-e olyan iranyti megfigyelés, hogy
valamely kezelési csoportban tobb sejt valt funkcioképtelenné a mérések soran? Egyaltalan,
milyen volt az €106 €s elhalt sejtek kvalitativ ardnya a kisérletek kezdetén és a kisérletek soran?

10. A 45. 4bra jobb oldali grafikonja valosziniileg az elhalt sejtek szamat mutatja. Néhany
tovabbi arban pedig angol nyelvii felirat maradt (35/A, 35/C, 48/D, 49/B-E). A 48/B-D abrakon
hianyzik a vizszintes tengelyrdl az id6 beosztas és jeldlés.

11. Az iszkémianak kitett sejteken torténd mérések sordn az NCX gatlas (ORM10103, 47. abra)
onmagaban (a kordbbi eredményeknek megfeleléen) nem volt hatassal a CaT szisztolés
(maximalis) és diasztolés (minimalis) értékére, addig iszkémia soran a CaT-t jelentOsen
csokkentette mindkét értéket (48. dbra), mely hatas a reperfizié soran is megtigyelhetd volt.
Ugyanez az NCX hatas a Na-K-ATPase (NKA) gatlds (strofantidin jelenlétében) csak a
diasztolés (minimalis) értékre nézve volt megfigyelhetd (49. dbra). Mindezek az adatok azért
meglepbek, mert mig az iszkémia hatasara az NCX varhatoan kozvetleniil jarul hozza a Ca®”
homeosztazis zavardhoz, addig az NKA gatlas soran a megemelkedd intracellularis Na'™ révén
kozvetleniil. Mindennek ellenére a kozvetett hatas jelentdsebbnek bizonyult a maximalis CaT
értékeket tekintve. Mi lehet ennek a magyardzata, kiilondsen figyelembe véve, hogy a
megemelkedé intracellularis Na™ a revNCX miikodést segitené elé, ami az intracellularis Ca®"
tovabbi emelkedéséhez kellene vezessen?



12. Elméleti jellegi kérdés, hogy az iszkémia-reperfzid soran miért figyelhetd meg az iitésrol-
itésre torténd CaT amplitudd valtozas novekedése? Ismert-e ez a jelenség mas fajok, illetve
egész szervet érintd iszkémias hatasok esetében? Mennyire jarulhat ez hozza a APD
diszperzidhoz és az AF kialakuldsdhoz? Milyen koriilmények kozott fordul eld a T-hulldm
alternécio és ennek milyen pumpafunkciora és aritmia kialakuldsra gyakorolt hatasai lehetnek?

Ezen kérdések €s megjegyzések semmit sem vonnak le a disszertacio értékébdl, inkabb csak a
jelolt szamara biztositjak a sikeres és eredményes védéshez sziikséges vitakészség lehetdségét.

A jelolt 6nallo tudomanyos eredményeinek ismerem el az alabbiakat:

1.

10.

Az SK2 csatorna expresszalodik mind kutya, mind patkany szivizomban, de ennek az
SK2 csatornanak az apamin gétlas tiikrében nincs funkcionalis jelentdsége az akcios
potencial kialakitasaban.

Az intracellularis Ca®" koncentracio emelkedése CaMKII medialt médon néveli az Iy —
et, ami befolyasolja az akcids potencidlt (nytjtja és noveli a trianguléacidt). Ezen hatasok
terén jelentOs fajfiiggd kiilonbségek vannak, ez a hatas kutyaban jelentds, emberben
kevéssé kifejezett.

Kutya kamrai szivizomsejtekben kontroll (normoxias) koriilmények kozott az NCX
gatlas funkcionalis hatdsai csekélyek.

Patkany kamrai szivizomsejtjeiben kontroll (normoxias) koriilmények kozott az NCX
gatldas mérsékelt, de szignifikans hatidssal van a CaT amplitidojara (ndveli) és a
sejtrovidiilésre (fokozza).

A nagyobb szelektivitasu és hatékonysdgih NCX antagonista ORM-1013 hatésai
megegyeznek az Aaltalanosan hasznalt, farmakologiailag kevésbé kedvezd profila
SEA0400 vegyiilet hatasaival.

Kutya kamrai szivizomsejtekben az In, 1 aktivacidja egyarant fokozza a NCX forward
¢s reverz modu vezetOképességét, meégpedig olymodon, hogy a hatasok az
intracellularis Ca’" homeosztazist tekintve kiegyenlitik egymast.

A strophantidin hatisara megjelené diasztolés Ca®" sparkok megjelenése kivédhetd
NCX gatloszerekkel.

Szimulalt iszkémia/reperfizido reperfizidos szakaszdban az NCX gatlas protektiv
szereppel rendelkezik, amennyiben csokkenti a diasztolés Ca®* koncentraciot. Ez a hatas
strophantidin kezelés soran is megmarad. Ugyanakkor az NCX gatlas mérsékelt hatassal
van az APD értékekre ezen koriilmények kozott. Mas szavakkal: az NCX gatlas ebben
a kisérleti modellben sikeresen alkalmazhaté az iszkémia-reperfuzidt kovetd
kontraktilitas csokkenés kezelésére, de az aritmidk megeldzésére keveéssé alkalmas.

NCX gatlas noveli a szivizomsejtek tulélését iszkémia/reperfuziot modellezd
korilmények kozott sejtkultirdban, ez a hatds azonban nem figyelhetd meg
patkanyszivek kisérletes iszkémia/reperfuzidja soran.

Az NCX hatas a korabban emlitett izolalt sejtes eredményekkel 6sszhangban mérsékelt
hatassal van az iszkémia/reperfizid soran megfigyelt aritmiak kialakulasara.



11. ANHE gatlasa ezzel szemben hatdsosan csokkenti az aritmids epizodokat, azonban ezt
a NHE gatlasbol adodé védelmet az NCX egyidejii gatlasa csokkenti.

A doktori disszertacio alapjan javaslom a doktori értekezés nyilvanos vitara bocsatasat.

Debrecen, 2016. november 2.

Tisztelettel:

To6th Attila, PhD, MTA doktora



