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Valasz Prof. Dr. Szokodi Istvan biralatara

Nagyon szépen kiszondm Professzor Ur értekezésemrdl készitett, minden részletre kiterjed6
¢s nagyvonalii opponensi véleményét. Kiilon megtiszteltetés szamomra, hogy kutatdsaim
tudomanyos és klinikai relevanciajat ilyen elismer6 szavakkal illette.

Az alabbiakban tisztelettel valaszolok a biralatban megfogalmazott kérdésekre:

1. A humdn mintdkon végzett in vitro mérések kapcsdn (4.1-4.4. alfejezetek) tisztdzands, hogy
az emlitett alfejezetek eredményei részben azonos beteganyagon elvégzett mérésekbdl
szdrmaznak-e, vagy egymdstol fiiggetlen kohorszokat képviselnek?

Vdlasz: A 4.1-4.4. alfejezetekben bemutatott eredmények részben azonos beteganyagon
elvégzett mérésekbdl szarmaznak, jelentds atfedéssel a kohorszok kozott. A kezdeti, HFrEF
¢s HFpEF fenotipusokat sszehasonlité tanulmanyunk (4.1.) 44 betegének adatai alapul
szolgaltak a késobbi, a diabétesz (4.2.) és a béta-blokkolé kezelés (4.3.) hatdsait vizsgald
elemzésekhez is. A titin-specifikus molekulédris vizsgélatokhoz (4.4.) ugyanakkor ezen
alapcsoportok egy reprezentativ alcsoportjat hasznaltuk fel, kiegészitve ijabb kontroll és aorta
szten6zisos mintakkal a statisztikai erd ndvelése érdekében.

2. 4 4.1. alfejezetben bemutatott mérések sordn - a passziv fesziilés mellett - tapasztalt-e a
Szerzd szignifikdns kiilonbséget a maximdlis aktiv erd tekintetében a HFrEF és a HFpEF
betegcsoportok kizott? Tovdbbd, a proteinkindz-A (PKA) kezelés miként befolydsolta ezt a
paramétert az egyes csoportokban?

Valasz: A 4.1. alfejezet mérései sordn a maximalis kalcium-aktivalt izometrids erd (Fakiiv)
tekintetében nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a HFtEF és a HFpEF csoportok ko6zott.
Bar a HFrEF-ben a miofibrilléris siirliség alacsonyabb volt, a szarkomerek specifikus
erOgeneralo képessége megmaradt. A PKA-kezelés szignifikansan csokkentette a Ca?'-
érzékenységet, de nem volt szignifikdns hatdssal a maximalis aktiv erére egyik csoportban
sem.

3. A diabétesz mellett a hiperténia és az obezitds is eredményez-e karakterisztikus eltéréseket
a HFrEF és HFpEF betegcsoportok kardiomiocitdinak funkciondlis paramétereiben?

Vilasz: Igen, a hipertonia és az obezitas karakterisztikus eltéréseket eredményez, kiilsnésen a
HFpEF fenotipusban. A hiperténia a szivizomsejt-hipertrofia és a titin-izoforma valtas (N2B
iranyba) egyik f6 mozgatorugdja, mig az obezitds a szisztémas gyulladas fokozasan keresztiil
hozzijarul az endothel diszfunkcidhoz és a titin hipofoszforilacidjahoz. Ezek a
komorbiditdsok egyiittesen okozzék a szivizomsejtek fokozott passziv merevségét, ami a
HFpEF egyik legfontosabb celluléris jellemzbje.

4. 4 Jelolr eredményei alapjén a membrdnfosztott szivizomsejteken a titin Jridsfehérje
merevebb, N2B izoformdjdnak foszforildciés dllapota meghatdrozé a passziv fesziilés
kialakuldsdban. Milyen osszefiiggés dll fenn a szivizom-hipertrofia tipusa, mértéke, valamint
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a passziv erd nagysiaga kozott? A kisérletek sordn a passziv erét a prepardtum
keresztmetszetére normalizdltdk. Felmeriil a kérdés: egy adott szarkomerhossz mellett a
nagyobb sejidtmérével rendelkezd kardiomiocitdk ardnyosan vagy ardnytalanul nagyobb
passziv_ erdvel rendelkeznek, amennyiben az értékeket a miofibrillaris denzitdsra (vagy
teriiletre) normalizdljuk?

Valasz: HFpEF-ben a koncentrikus hipertréfia soran a szivizomsejtek transzverzalis
névekedése domindl, ami a jelen vizsgalatunkban szoros korrelaciét mutatott a passziv
fesziiléssel. Amennyiben az eréértékeket a miofibrillaris stiriségre normalizalnank, a HFpEF-
ben tapasztalt magas passziv fesziilés valdszintileg még kifejezettebb lenne a HFrEF-hez
képest, mivel utobbi csoportban a miofibrillumok részleges pusztuldsa miatt a "maradék"
kontraktilis 4llomanyra nagyobb relativ terhelés jutna.

5. Szervi szinten a kardiomiocitdk titin-alapii passziv merevsége miként viszonyul a diasztolés
Junkciot  meghatdrozé egyéb  tényezékhoz, ugy, mint a miofilamentumok Ca**-
szenzitivitdsdahoz, a mikrotubulus-rendszer biztositotta viszkoelaszticitdshoz, az extracelluldris
mdtrix (ECM) ésszetételéhez, vagy a kamrai geometridhoz? Ezen tényezk miként hatnak
kolcson a diasztolé korai (gyors telédési), illetve késci (lassii telédési) fizisaiban?

Valasz: Szervi szinten a szivizomsejtek titin-alapi passziv fesziilése (Fpassziv) alapvetd
meghatarozdja a szivizom merevségének, és szoros korrelaciot mutat az in vivo mért stiffness
modulussal, kiilonosen HFpEF fenotipusban. Mig a HFrEF-ben az extracellularis matrix
(ECM) étépiilése, a kollagénlerakodas és az AGEs felhalmozédasa dominal, addig a HFpEF-
ben a titin merev N2B izoforméjanak hipofoszforilacidja miatti sejtmerevség valik
meghatarozOvd. A kamrai geometria, kiilonosen a HFpEF-re jellemzd koncentrikus
hipertréfia, felerdsiti ezeket a sejtszintli elvaltozasokat, mivel a megndvekedett falvastagsag
tovabb korlatozza a kamrai tigulékonysagot. A miofilamentumok fokozott Ca2*-érzékenysége
HFpEF-ben ténusosabb diasztolés allapotot eredményezhet, ami a passziv merevséggel
Osszeadodva rontja a kamrai tel6dést. A diasztolé korai (gyors tel6dési) fazisaban a titin
molekularis rugoként segiti a rugalmas visszacsapédast (elastic recoil), azonban kéros
merevsége €s a lassult aktiv relaxacio egyiittesen gétoljak ezt a folyamatot. Ezzel szemben a
késdi diasztolés fazisban a titin-alapii merevség és az extracellularis méatrix fibrézisa
egytttesen szabnak hatirt a kamra tigulasinak, amit HFpEF-ben a bal pitvar fokozott
kontraktilitdsa probal kompenzalni. Ezen tényezék komplex kolcsonhatasa vezet a bal kamrai
toltényomas megemelkedéséhez, ami a betegeknél terhelési intoleranciat és sulyos klinikai
tiineteket okoz. Bar a mikrotubulus-rendszer viszkoelaszticitdsban betdltott szerepét is
vizsgaljak, a forrasok alapjan HFpEF-ben jelenleg a titin-foszforil4cié és a kollagénszerkezet
kozotti egyenstly tiinik a legmeghatarozobb terapias célpontnak

6. A Szerzd eredményei arra utalnak, hogy a HFpEF heterogén korkép, amely kiilonbozd
endofenotipusokbol tevidik ssze. Ezek kialakuldsdban - egyéb tényezék mellett - a titin
Joszforildcié, a miofilamentumok Ca2+-érzékenysége, valamint az extracelluldris mdtrix
osszetétele eltérd mértékben vesz részt, és e folyamatokat alapvetéen a tdrsbetegségek
(komorbiditdsi profilok) hatdrozzék meg. Felmeriil a kérdés: az endofenotipusok pontosabb
azonositasa lehet6vé teszi-e a mechanizmus-specifikus, személyre szabott terdpidak
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alkalmazdsdt? Véleménye szerint milyen mélységii fenotipizdldsra lesz sziikség a jovében e cél
elérése érdekében?

Vilasz: Véleményem szerint HFpEF-ben az endofenotipusok azonositasa kulcsfontossagu
mind a koérkép diagnézisaban, mind a személyre szabott kezelésében. A jov6ben olyan
mélységli fenotipizalsra lesz sziikség, amely kombindlja a betegek klinikai jellemzdit,
specifikus biomarkereket, figyelembe veszi a kardiovaszkularis és nem kardiovaszkuléris
tarsbetegségeket, a multimodalis képalkotds (pl. echocardiographids vagy MRI-strain,
munkaindex paraméterek, nyugalmi és terheléses vizsgalatok) és az invaziv (pl. jobb szivfél
(Swan-Ganz) katéterezés) hemodinamikai vizsgalatok soran meghatarozott paramétereket,
valamint specidlis esetekben (pl. HFpEF ,mimickers”) akdr a szivizom biopszids
eredményeket. Ez lehet6vé tenné a profil-specifikus kezelést (pl. fibrézis-dominans profil
esetén antifibrotikus szerek (MRA-k), titin-merevség esetén PKG-aktivatorok, pulmonélis
hypertonias (PH) fenotipus esetén foszfodiészterdz gatlok vagy oralis levosimendan
alkalmazasat).

1. A miofilamentdlis fehérjék oxidativ mddosuldsai kapcsin megjegyzends, hogy a
mieloperoxiddz dital termelt hipoklérossav (HOCI) lényegesen reaktivabb dgens, mint a
hidrogén-peroxid (H>0:). Tisztdzandé, hogy a HOz-vel ésszevetve mekkora a HOCI diffiizios
tavolsdaga a termelddeés helyétdl sejtszinten? Képes-e a HOCI dtjutni a sejtmembrdnokon, és
behatolni az intracelluldris kompartmentekbe? Tovdbbd, az in vitro alkalmazott
koncentrdcick miként viszonyulnak a lokdlis in vivo szintekhez? Osszességében: vajon az
extracelluldrisan (példaul neutrofil granulocitak dltal) termelt HOCI eljut-e a kontraktilis
Sfehérjékig?

Valasz: A mieloperoxiddz (MPO) éltal termelt hipoklérossav (HOCI) a hidrogén-peroxidnal
(H202) Iényegesen reaktivabb és toxikusabb agens, emiatt azonban élettartama rdvidebb,
sejtszintli diffizids tdvolsaga pedig korlatozottabb. Bar a H,O; stabilabb és j61 ismert modon
membranpermedbilis, az irodalmi forrdsok megerdsitik, hogy a HOCI is képes éthatolni a
sejtmembranokon, és bejutni az intracellularis térbe. In vivo koriilmények kozott gyulladt
szovetekben a lokalis HOCl koncentraci6 elérheti akar az 5 mM-os szintet is, mig a
kisérletekben alkalmazott mikromolaris d6zisok a patolégias allapotok relevans modelljeinek
tekinthetdk. A vizsgalatok egyértelmlien igazoltdk, hogy az extracellularisan (példaul
neutrofil granulociték altal) termelt HOCI eljut a kontraktilis fehérjékig, ahol direkt oxidativ
modositdsokat okoz. A kezelés hatdsdra csokken az aktin szulfhidril-csoport tartalma,
valamint fokozédik az aktin és a MyBP-C karbonilaciéja. Ezen molekuléris valtozasok
kozvetlen kovetkezménye a szivizomsejtek aktiv erégeneralasanak csékkenése és a passziv
merevség jelentés novekedése, ami alatdmasztja a HOCI mélyrehat6 sejtszintii karositd
hatdsat. Az MPO-gatlok vagy antioxidansok alkalmazisa képes kivédeni ezeket a
funkciondlis kdrosodasokat, megerdsitve, hogy a folyamatért az enzim klorinacios aktivitdsa a
felelds.

8. Mivel magyardzhaté az a vdratlan eredmény, miszerint az ovariektomizdlt dllatok
kardiomiocitdinak keresztmetszete jelentGsen kisebb volt a kontrollcsoportéhoz képest?
Miként egyeztethetd ossze ez a megfigyelés az Osztrogén szakirodalombdl ismert
antihipertrofids hatdsdval?
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Vilasz: Valoban vératlan eredmény volt, hogy az OVX patkanyok szivizomsejtjeinek
keresztmetszete kisebb volt a kontrollndl. Ez latszolag ellentmond az Osztrogén
antihipertr6fids hatdsanak. A jelenség magyardzata a kisérlet idobeliségében rejlik: az
ovariektémia utdni 16. héten a krénikus Osztrogénhidny miatti szisztémds valtozasok (pl.
megvaltozott anyagcsere, progeszteron-valasz) olyan komplex korfolyamatot indithattak el,
amely ebben a stddiumban még nem a klasszikus hipertréfidban, hanem a sejtek funkciondlis
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remodellacidjaban nyilvanult meg.

9. Hogyan befolydsolja a szivizommiozin-aktivitor danicamtiv az AT, P-igényt és az
energiahatékonysdgot a szarkomerek, a kardiomiocitdk, valamint az egész sziv szintjén?
HFrEF esetén miként médositja a szer a mdr eleve energiahidnyos szivizom metabolikus
igényeit, figyelembe véve a szivfrekvencia, valamint a killonbozé el6- és utdterhelési
viszonyok (preload és afterload) hatdsait is?

Valasz: A miozin-aktivatorok, igy a danicamtiv hatdsa az ATP-igényre ¢és az
energiahatékonysigra alapveten eltér a hagyomanyos pozitiv inotrép szerekétdl. A
danicamtiv elvileg nem noveli a szivciklus alatti 6ssz-ATP-igényt, mivel a Ca2*-mobilizaciét
nem befolyasolja. A szarkomer szintjén a szer kozvetleniil a kardidlis miozinhoz kétédve
fokozza az erégenerdlast anélkiil, hogy novelné az intracellularis kalciumszintet, igy
megsporolja a Ca** visszapumpdlashoz sziikséges ATP-t. A szivizomsejtek szintjén szintjén a
danicamtiv jelentésen megnyjtja a kontrakci6 idétartamat (SET) és lassitja az 6sszehtizodas,
illetve az elernyedés kinetikajat. Az egész sziv szintjén a megny(lt szisztolé miatt a diasztolé
idétartama lerdvidiil, ami korlatozhatia a koronaria-perfuzit. HFrEF esetén az eleve
energiahidnyos szivben ez a rdvidiilé diasztolés id6 fokozhatja a miokardialis iszkémia
kockazatat ¢s troponin kidramléshoz vezethet. A szer javitja a szisztolés paramétereket
(BKEF, SV, CO) és a bal kamrai straint, de mindezt a diasztolés funkcié romlasanak aran
teszi. A danicamtiv néveli a pitvari kontraktilitdst, ami segit kompenzalni a kamrai diasztolés
merevséget €s segiti az el6terhelés (preload) hatékonyabb kihasznalasat. A szivfrekvenciat a
szer nem befolyasolja, igy a metabolikus tSbbletigény nem a frekvencia ndvekedésébél,
hanem a megnyult aktiv kontrakciéb6l adédik. Bar a szer hatidsmechanizmusa elméletileg
energiahatékony, a ,,luzitrop koltség” (iszkémis riziko a rovidiil diasztolé miatt) HFrEF-ben
korlatozhatja a klinikai alkalmazhatésagot. Ezért a szer alkalmazasakor a preload/afterload
viszonyok €s a szérumszint szoros monitorozasa elengedhetetlen.

Még egyszer nagyon szépen kdszéném Professzor Ur é&pitd jellegi kérdéseit, melyek
lehetéséget adtak eredményeim mélyebb sszefliggéseinek megvilagitasara.

Tisztelettel, Dt / 79%’7
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