Valasz Prof. Bari Ferenc biralatara

Tisztelt Professzor Ur!

Elészor is szeretném megkdszonni Professzor Ur barati hangvételi biralatat és a
méltaté szavakat. Osszefoglald kérdésére, miszerint miért nem mélyiltink el egyes
koérfolyamatok részletes feltarasaban és foglalkoztunk inkabb sokféle biologiai
jelenséggel, valaszom egyszerii, de nem lesz kielégit6. A munkacsoport, amelyben
hosszu ideje dolgozom nagyrészt nem orvos végzettségliekbdl all és nem volt meg az
az elméleti hattér, ami az egyes korképek részletes tanulmanyozasahoz sziikséges
lenne. E helyett valasztottuk azt az utat, hogy hasonlé patolégias folyamatokban
tanulmanyoztuk az elemi kalciumfelszabadulasi jelenségeket és prébaltunk levonni
altalanossagban érvényes kovetkeztetéseket. Még egy magyarazatot tudok adni
kérdésre: szamos esetben a korképnek csak az allatmodellje allt rendelkezésiinkre és
human mintak hianyaban nem tudtunk tovabblépni az allitasaink klinikai megerositése
felé.

A tovabbi kérdésekre a szamozasuk sorrendjében adom meg a valaszaimat.

1. A fototoxicitas mikroszképos mérések soran az intenziv megvilagitas
(ktlénésen a révid hullamhosszu lézerfény) é16 sejtekre gyakorolt karos hatasa.
Ez féképpen a reaktiv oxigénfajtdkon (ROS) keresztil okoz karosodast és
pontatlan kisérleti eredményekhez vezethet és nagy kihivast jelent az €16 sejtes
képalkotasban, mivel olyan stratégiakat igényel, mint az alacsonyabb fénydodzis,
hosszabb hullamhosszak és a preciz megvilagitds a karok minimalizalasa
érdekében.

Mi a méréseink soran a koévetkez6é modokon probaltuk csoékkenteni a
megvilagitas karos hatasait. A 1ézer hatasfokat mindig a minimalis értéken (1-2
%) tartottuk. A szkenneléseket soha nem ismételtik meg ugyan azon a helyén
az izomrostoknak, hanem Uj poziciba mozgattuk a lézer megvilagitast.
Igyekeztiink a lehetd legrévidebb ideig megvilagitani az izomrostokat.
Méréseink soran igy is néha szemmel lathatd jeleit tapasztaltuk a
fototoxicitasnak. llyenkor az izomroston a szkennelés helye fényesebben
vilagitott, ami emelkedett intracellularis kalciumkoncentraciot jelzett. Ez extrém
esetben olyan nagy lehetett, hogy az izomrost kontrahalt. Természetesen ekkor
ezeket a méréseket kizartuk a tovabbi elemzésbdél.

2. Az energia s(irliség nagysaga szorosan kapcsolédik az el6z6 kérdéshez. Mint
emlitettem a Iézer intenzitast 1-2 %-on tartottuk szkenneléseink soran. A Zeiss
LSM 510 META 488 nm-es lézere (Argon-ion lézer) 25 mW maximalis kimeneti
teljesitménnyel rendelkezik. igy a mintan 1 ms-os megvilagitas mellett
legfeliebb 0,25-0,5 pJ lehetett a mérhetd energia. Ha ehhez hozzavesszik az
optikai Utban levé tiikrok és az objektiv fényszéréd hatasat, akkor a ténylegesen
a mintat ér6 fény energiaja joval alacsonyabb is lehet.

A Zeiss LSM 5 LIVE rendszerben a 488 nm-es |ézer kimeneti teljesitménye
jelentésen nagyobb, mint a hagyomanyos pontszkennel6 (LSM 510)
rendszereké, mivel a fényt egy vonalra fékuszalja a minta gyorsabb



letapogatasa érdekében. Itt a 488 nm-es didda lézer maximalis teljesitménye
100 mW. Mivel a lézerfényt a mi esetiinkben altaldban 512 pont hosszisagu
vonalra hizta szét a szkenner, még itt is legfeljebb 0,2 pJ lehetett a rostokon
mert fényenergia 1 ms-os megvilagitas mellett.

Ha még azt is figyelembe vessziik, hogy mindkét esetben a Iézerfény atvilagitja
arost telies keresztmetszetét, vagyis van kilép6 fény a mintabdl, akkor az elébbi
szamitasoknal joval kisebb érték a valos betaplalt energia.

. Vélemeényem szerint igen, az izomrostokban Iétezik egy dinamikus egyensulyi
(steady-state) intracellularis szabad kalciumkoncentracié, amely nyugalmi
allapotban rendkiviil alacsony szinten marad a sejtm(ikédés fenntartasahoz. A
jelenlegi irodalmi adatok alapjan nyugalmi allapotban a vazizomrostok
citoplazmajaban a szabad Ca?* koncentracié altalaban 20-100 nM kozott
mozog. Mi a szamolasaink soran, amikor nem tudtuk ezt megmérni, a 100 nM-
os értéket hasznaltuk.

. A Fluo-3 és Fluo-4 festékek azért valtak a kalcium sparkok mérésének legjobb
valasztasava, mert egyediilallé médon 6tvozik a nagy érzékenységet a gyors
idébeli felbontassal. Nagy a dinamikai tartomanyuk: ezek a festékek nyugalmi
allapotban (kalciummentes formaban) szinte egyaltalan nem fluoreszkalnak.
Kalcium kotddésekor azonban a fényintenzitasuk 40-100-szorosara (vagy még
tébbre) emelkedik, ami kivalé jel-zaj aranyt biztosit a kisméret(i sparkok
detektalasahoz. Gyors a kinetikajuk: a kalcium kétédése és levalasa rendkivill
gyors, igy képesek kdvetni a sparkok milliszekundumos idéskalan zajlo
lefutasat anélkil, hogy torzitanak annak alakjat. Optimalis a spektralis
tulajdonsaguk: mindkét festék gerjeszthet6 a 488 nm-es Iézerrel, az emisszidjuk
pedig a zold tartomanyba (525 nm) esik, ami tékéletesen illeszkedik a konfokalis
mikroszképok sziir6ihez. Végezetll megfelelé a dinamikus affinitasuk: a
disszociaciés allandéjuk (Ka ~ 325-390 nM) pont abban a koncentracié
tartomanyban van, amely lehetévé teszi a nyugalmi intracellularis
kalciumkoncentracié szint (~20-100 nM) és a sparkok alatti lokalis csticsok (~1-
10 M) k6z6tti atmenet érzékeny kovetését.

A Fluo-3 és Fluo-4 festékekkel végzett méréseket leginkabb a mangan (Mn?*),
a magnézium (Mg**), a cink (Zn?*), valamint a stroncium (Sr2*) és a barium
(Ba?*) ionok zavarhattak meg. A mangan lehet a legjelentdsebb zavaré tényezé.
A Ca?"-nal nagyobb affinitassal kétédik a festékhez, de nem néveli, hanem
drasztikusan kioltja a fluoreszcenciat. Ezt a tulajdonsagat gyakran hasznaljak
kisérletesen a kalcium-bearamlasi csatornak aktivitasanak mérésére (Mn2*
quenching assay). Azonban a citoplazmaban szabadon mozgé, a fluoreszcens
festékeket ténylegesen befolyasolé manganszint rendkiviil alacsony, becslések
szerint 10 nM alatt van (Kondo és mtsa., 1990, PSEBM, 196:83-88). A cink,
stroncium és barium a biolégiai rendszerekben ritkdbban vannak jelen zavaré
koncentracidban. A két festék affinitasa a Mg2*-hoz sokkal kisebb, mint a Ca2*-
hoz, viszont annak az intracellularis koncentracidja tébb nagysagrenddel
magasabb a kalciuménal (~1 mM). Ez eltolhatia a festék latszélagos
disszociacios allandgjat, igy csokkentve annak érzékenységet.

. Egy konfokalis pontszkenner (mint amilyen a Zeiss LSM 510) altal egy adott
pillanatban megvilagitott és detektalt térfogat — az ugynevezett excitacios és
detekcios térfogat — rendkivil kicsi, jellemzéen a femtoliteres (10-'5 liter)



tartomanyba esik. A pontos érték fligg az alkalmazott objektivtél €s a konfokalis
rekesz (pinhole) beallitasatél. Az altalaban altalunk hasznalt nagy numerikus
apertaraju (pl. 40x/1,3 vizimmerzios) objektivvel és 1 Airy Unit (488 nm lézer
esetében ~250 nm) pinhole-lal a detektalt térfogat kb. 0,3-0,5 femtoliter.

A térfogat geometriaja nem téglatest alakd. A konfokalis térfogat egy "nyulank”
amerikai futball-labdahoz hasonlit. Ezt a térfogatot egy nyujtott elipszoidkent
kell elképzelni (ezt az ugynevezett Point Spread Function — PSF —irja le),
amelynek lateralis (X-Y) atméréje kb. 200-250 nm, axidlis (Z) hossza kb. 500-
800 nm (a mélységi felbontas mindig gyengébb, mint a vizszintes). Az axialis
(Z-iranyq) felbontas gyengesége a fény diffrakcidjanak és az objektiv lencse
geometridjanak kovetkezménye. Ezeket az informacidkat a disszertacidban
nem részleteztem, amikor a konfokalis mikroszképok képalkotasat targyaltam.
. A vazizomban a mitokondriumok és a szarkoplazmatikus retikulum (SR) kdzotti
szoros strukturalis és funkcionalis kapcsolat meghatéarozhatja a kalcium-
sparkok dinamikajat. Bar a spark els6dlegesen az SR-bél a Ryanodin-
receptorokon (RyR1) keresztiil felszabadulé kalcium jel, a mitokondriumok
aktivan modulalhatjak ezt a folyamatot. A mitokondriumok és a RyR-csoportok
(CRU - Calcium Release Units) kézétti tavolsag vazizomban rendkivil kicsi,
gyakran kevesebb, mint 100 nm. Ez a kozelség lehetéve teszi, hogy a
mitokondriumok a spark soran kialakulé lokalis Ca?*-koncentraciét kdzvetlendl
érzékeljék, miel6tt az ionok kidiffundalnanak a citoplazmaba. A mitokondrialis
kalcium uniporter (MCU) segitségével a mitokondriumok képesek a spark
kérnyezetében hirtelen megemelkedett kalciumszintet gyorsan "elszivni". Ez a
lokalis pufferelés csdkkenti a spark amplitidéjat és lerdviditi a lefutasi idejét
(decay time), megakadalyozva, hogy a jel kontrollaltalanul tovabb terjedjen a
szomszédos RyR-csoportokra. Ezt a mitokondriumok miikédésének kisérletes
gatlasaval bizonyitottak (pl. MCU gatlasaval Ru360-nal, Yi és mtsa., 2011, THE
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 286:32436-32443). Patch-clamp
technikaval mérték az MCU arams(iriségét, ami vazizomban alacsonyabb, mint
szivizomban, de a mitokondriumok nagy szama és stratégiai elhelyezkedése
miatt a lokalis Ca?*-eltavolitas 15-25%-aért is felelhetnek a spark kézvetlen
kérnyezetében.

A natrium/kalcium csere lassabb folyamat, amely a nyugalmi egyensuly
helyreallitasaban segithet. Mivel a SERCA pumpak miikédése erbsen ATP-
fliggd, a mitokondriumok kdzelsége biztositja a lokalis ATP-koncentraciot, ami
szilkséges a kalcium gyors visszapumpalasahoz az SR-be a spark lezajlasa
utan.

. A kronikus szivhipoperflzié nem j6 modellje az akut szivinfarktusnak, viszont
kivalé modell a kronikus iszkémias allapotok és az iszkémias szivelégtelenseg
vizsgalatara. Azonban mi nem ezt alkalmaztuk a posztmiokardialis patkany
modelliinkben, hanem a teljes koronaria artéria lekdtést. Ez a modszer
patkanyban altalaban akut szivinfarktust okoz, nem krénikus szivhipoperfuziot.
Ward és mtsai. (2003, FASEB JOURNAL 17:1517-1519) kimutattak, hogy a
RyR1 a posztmiokardidlis infarktusos allatok vazizmaban a protein kinaz A
(PKA) altal hiperfoszforilalt és a csatornarél hianyzik az FKBP12 fehérje.
Szerintiik a lokalis Ca?* jelatvitel megvaltozasa egy PKA-fliggé mechanizmus,
és az FKBP12 hianya a RyR1-DHPR kdélcs6nhatasat modositja. Mi azt talaltuk,



hogy a posztmiokardialis patkanyokbdl izolalt RyR1-ek aktivalodasanak Ca2*
fliggése kissé balra tolédott, mig a csatornainaktivacié Ca?*-fiiggése magasabb
citoplazmatikus Ca?*-koncentracio felé tolodott el. Ez azt jelenti, hogy a
csatorna kalcium érzékenysége csdkken posztmiokardialis patkanyokban. Ez
vezethetett a kisebb amplitidoéju sparkok megjelenéséhez a posztmiokardialis
patkanyok vazizomrostjaiban.

Erdekes médon periférias hipoperfuzio, érsziikiilet vagy tartdés immobilizacié
esetén vazizomban altaldban né a Ca**-sparkok szama (frekvenciaja). Xu és
mtsai. (2012, MOLECULAR AND CELLULAR BIOCHEMISTRY 367:113-124)
patkanyokon idéztek eld izomleépilést immobilizacioval, ami névelte a sparkok
szamat. Ehhez hasonl6 eredményt talaltak Teichmann és mtsai. (2008, PLOS
ONE 3:e3644) izomdisztéfias egerek vazizmain. Itt azonban nem egyértelmdi,
hogy a csokkent disztrofin fehérie vagy a kevesebb mozgas hatasara
emelkedett meg a sparkok szama.

Tehat sajnos nem allapithatunk meg egy altalanos szabalyt, hogy a kevésbé
hasznalt véazizomban hogyan valtozik az elemi kalciumfelszabadulasi
esemenyek szama és morfolégiaja.

. Eldre kell bocsajtanom, hogy a disszertacioban bemutatott eredmények - a
sejttenyészeteken kivil - mind gyors (glikolitikus) izomrostokon szillettek.
Azonban vannak adatok az irodalomban lassu (oxidativ) izmokbdl is. Példaul
Isaeva és mtsai. (2005, JOURNAL OF PHYSIOLOGY 565:855-872)
Osszehasonlitottdk soleus (oxidativ) és EDL (glikolitikus) izomrostokon a
sparkok megjelenésének idébeliségét az izomrostok kémiai nylzasa utan
(mivel intakt membrannal rendelkez6 emlés izomrostokon nem alakulnak ki
elemi kalciumfelszabadulasi események). Azt talaltdk, hogy a tébb
mitokondriummal rendelkezé soleus rostokon késébb jelentek meg a sparkok.
A szerz6k ezt azzal magyaraztak, hogy mivel a mitokondriumok az SR
kdzvetlen kozelében helyezkednek el, képesek gatolni a kalciumcsatornak
megnyilasat vagy ,felszivni” a belsé kalciumraktarbél kiaramlé ionokat, ami
segitené a kalcium indukalt kalciumfelszabadulas folyamatat. A Biralé 6.
kérdésére adott valaszban mar kitértem a mitokondriumok lehetséges spark
morfologiat befolyasol6 szerepére.

Mig az elektromosan indukalt kalciumfelszabadulas helye az ingerlés helyétél
flgg, addig a sparkok és emberek kialakulasanak helye teliesen véletlenszerti
egészséges vazizomrostokban. Ezt a disszertacié 21. abrajan be is mutattam.
Azonban patol6gias kérilmények kozott ez az allitas mar nem érvényes.
Példaul az MTM1 hidnyos vazizomban a sérilt T-tubularis halézat miatt az
elektromos ingerlés tovaterjedése megszakadhat (Kutchukian és mtsai., 2019,
CELL CALCIUM 80:91-100). Ugyanakkor ez a sériilés kedvez a RyR1 spontan
kinyilasanak, mert elvész a DHP receptor kontrollja a rianodin receptor felett.
igy ebben a kérképben vannak kitiintetett helyek az izomroston, ahol az elemi
kalciumfelszabadulasi események kialakulasa valésziniibb, mint a rost tébbi
részen (disszertacio 35. abra).

. A triadin egy olyan SR membranban talalhaté fehérje, amely kapcsolatban all
RyR1-el és a kalszekvesztrinnel is. Ezért a disszertaciéban felhasznalt
munkankban (Fodor és mtsai., 2008, JOURNAL OF PHYSIOLOGY 586:5803-
5818) a triadin fehérje szintjét moédositottuk sejttenyészetben és feltételeztiik,



hogy ennek hatasa lesz a sejtek kalciumhaztartdsara. A cikk 1. abraja
bemutatja, hogy a triadin fiziolégidsan jelen van a miotubulusokban és sikerilt
majdnem megduplaznunk annak szintjét. A cikk 5. abraja pedig bemutatja a
triadin fehérje sikeres csokkentését ugyancsak miotubulusokban. A két
beavatkozas a vartnak megfeleléen ellentétesen miikoédott: mig a fehérje
expresszidjanak noévelése csokkentette az elemi kalciumfelszabadulasi
események szamat és amplitidéjat (disszertacié 30. 4bra), addig a triadin
mennyiségének csokkentése tébb és nagyobb amplitid6ju sparkot
eredményezett (disszertacio 8. tablazat). Ebbél mi arra kdvetkeztettlink, hogy a
triadin fiziologias korlilmények kozott egy biztonsagi fék rendszer lehet a
kalcium csatornan, ami gatolja szilkségtelen RyR1 megnyilasokat és igy a Ca?*
elcsorgasat az SR-bdl.

Még egyszer koszoném a feltett kérdéseket és a dolgozatom biralatat!
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