Valasz Dr. Ferdinandy Péter egyetemi tanar, az MTA doktora, opponensi biralatara

Szeretném megkdszénni Ferdinandy Péter Professzor Urnak doktori értekezésem pozitiv biralatat
és értékes kérdéseit.

Az altalanos értékelés kapcsan tett megjegyzésekre a kovetkezék a valaszaim:

1. megjegyzés

Mi volt az oka, hogy kdézleményeim kdzll szamosat nem hasznaltam fel a disszertaciohoz?
Az értekezés megirasa soran igyekeztem az eredményeket minél koherensebb médon bemutatni.
Ennek megfelel6en, szamos kdzleményt nem hasznaltam fel, melyek tematikaja nem kapcsolodott
szervesen az értekezés f6 iranyahoz, a szivizom-kontraktilitds regulaciojahoz.

2. megjegyzés

Biralém felrdja, hogy a disszertaciéban nem tlntettem fel, hogy mely kézlemények szilettek
itthon illetve kilféldon. Az eredeti kozlemények szerzdit illetve affiliaciojukat megtekintve
megallapithatd, hogy a kdzlemények zome tébb hazai és kilfoldi kutatdocsoport k6zds munkaja
eredményeként sziletett meg. Mentorom, Téth Miklés, 30 évvel ezelbtt kezdte meg a kdzds
munkat a finn Heikki Ruskoahoval, a németorszagi Heidelbergben. A Semmelweis Egyetem és a
University of Oulu kézott kialakult egyuttmikédésbe jomagam 20 éve kapcsolodtam be. 1998 és
2003 kozott posztdoktorként dolgoztam a finnorszagi University of Oulu-n, ehhez az idészakhoz
kothetéek az értekezés 1., Il., VI, Xll., XIV., és XVI. szdmu publikacioi. Pécsre torténd
hazatérésemet kdvetden is fenntartottuk ezt a fontos kapcsolatot, szenior vendégkutatoként
évente 1-2 honapos tanulmanyutakon vettem részt a University of Oulu-n. Az Oulu-Budapest-Pécs
haromszogben magyar és finn oldalon elnyert egyuttes palyazatok (OTKA, ETT, TAMOP, Academy
of Finland’s Centre of Excellence, Sigrid Juselius Foundation, Finnish Foundation for
Cardiovascular Research, etc) tamogatasaval folytattuk a kdz6s kutatomunkat, metodikai és
miszerfejlesztéseket. Ezen fellil PhD-kurzusokat, brainstorming-okat és k6z6s szimpdziumokat
tartottunk. Az elmult 2 évtized soran a University of Oulu-n 6, a Semmelweis Egyetemen 4, a Pécsi
Tudomanyegyetemen 2 PhD értekezés szlletett, melyekhez posztdoktori illetve szenior kutatoként
jarultam hozza érdemben. A magyar tudomanyos élet fejlesztése érdekében végzett munkajaért
Heikki Ruskoaho professzort 1996-ban a Semmelweis Egyetem diszdoktorava avattak, 2001 ota
tiszteleti tagja a Magyar Tudomanyos Akadémianak, 2004-ben a Magyar Kbéztarsasagi Erdemrend
kézépkeresztjével tintették ki.

A részletes biralat soran feltett kérdésekre a valaszaim a kovetkezéek:

1. kérdés

Opponensem kérdései az AM overexpresszios kisérleteinkre vonatkoztak. Az adenovirus
géntranszfer hatékonysagat és lokalizaciojat X-gal festéssel (5-bromo-4-kloro-3-indoil-13-3-D-
galaktopiranozid) demonstraltuk a kontroll, 3-galaktozidazt (LacZ) overexpresszaldé sziveken (az
értekezés 7C-D. abraja). Az injektalas helyének megfeleléen, a bal kamra falaban kiterjedt
transzmuralis X-gal festédést észleltliink, ezzel ellentétben a jobb kamra, a bal illetve jobb pitvar
nem fest6dott. Az altalunk hasznalt vektor, az 5-6s szerotipusu adenovirus, nagy hatékonysaggal
képes megfertézni a lassu osztdédasu illetve a nem osztdédo, terminalisan differencialddott sejteket,
melyek k6zé a szivizomsejtek is tartoznak. A fenti vizsgalatainkban nem végeztiink kvantifikaciot,
ugyanakkor kollaboraciés partneriink azonos vektort hasznalva kimutatta, hogy VEGF-B
géntranszfert kdvetéen, a szivizomsejtek =40%-a fejezte ki a célfehérjét (Serpi és mtsai, 2011),
mely 6sszevetheté a modszer masok altal leirt hatékonysagaval (Guzman és mtsai, 1993;
Quifiones és mtsai, 1996; Davis és mtsai, 2008). Fontos hangsulyozni, hogy a teljes bal kamrai
szovetmintak Northern-blot analizise szerint az AM génexpresszidja a géntranszfert kovetd 3.
napon 20.9-szeres (P<0.001) novekedést mutatott a kontrollhoz viszonyitva (az értekezés 7A.
abraja), azaz a bal kamra szintjén megfelel6 hatékonysaggal miikdédott a génbevitel. Tovabbi
géntranszfer modozatokat nem alkalmaztunk.
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2. kérdés

Biralom kdvetkez6 kérdése arra vonatkozott, hogy szivelégtelenségben a pozitiv inotrop
hatasu kardiokinek vajon a pumpafunkcié fenntartdsaban jatszanak-e szerepet, vagy éppen
ellenkezbleg, a dekompenzacid kialakulasat segitik-e el6. Azon mechanizmusok, mint példaul a -
adrenerg receptorok (B-AR) izgalma, melyek a szivizom-kontraktilitast csupan aranytalanul magas
energiaraforditas mellett képesek ndvelni a megfelelé energetikai tartalékok hianyaban mikodé,
hanyatlé pumpafunkcioju sziven, miokardialis iszkémiara hajlamositanak, fokozhatjak a
szivizomsejtek apoptotikus és nekrotikus elhalasat, hozzajarulva a szivelégtelenség tovabbi
progresszi6jahoz (Nakayama és mtsai, 2007; Zhang és mtsai, 2010). Az altalunk is vizsgalt ET-1-
rél leirtak, hogy ex vivo jelentésen javitotta a kontraktilitas hatasfokat (Takeuchi és mtsai, 2001).
Ezzel 6sszefuggésben, az ET-1 szimultan volt képes fokozni a kontrakcios erét és csdkkenteni az
aktomiozin ATPaz aktivitast in vitro, kiemelend®, hogy a kontrakciok hatédsfoka a szarkomerhossz
ndvelésével progressziv modon javult (McClellan és mtsai, 1996). Hipertrofids sziveken nyert
eredményeink szerint, a miokardialis ET-1/ETa-receptor rendszer aktivacidja jelentésen hozzajarul
a kamrafunkcio fenntartdsahoz akut hemodinamikai terhelés soran (az értekezés 55. abraja).
Tovabba, nyomasterhelésnek kitett egerekben, sulyos kamratagulat és pumpafunkcio-zavar jon
létre, az ET-1-et koddolé gén kondicionalis, szivizom-specifikus delécidja esetén (Zhao és mitsai,
2006). Fontos megjegyezni ugyanakkor, hogy szamos vizsgalat eredménye arra utalt, hogy az
ET-1 jelentdés szerepet jatszhat a szivelégtelenség kialakulasaban és progresszidjaban.
Szivelégtelenség kulénbdz8 allatmodelljeiben az ETa- illetve ETam-receptor-antagonistak
csOkkentették az endothelium funkciézavarat, elényés hemodinamikai valaszt valtottak ki, valamint
javitottak a kamrai remodellaciot és a tulélést (Brunner és mitsai, 2006). Ezen medgfigyelések
alapjan komoly varakozas o6vezte az ET-receptor-antagonistak klinikai tesztelését. Azonban a
REACH-1 (Research on Endothelin Antagonism in Chronic Heart Failure), az ENCOR (Enrasentan
Cooperative Randomized Evaluation) és a HEAT (Heart Failure Endothelin A Receptor Blockade
Trial) randomizalt nagy klinikai tanulmanyok negativ eredménnyel zarultak, illetve a magas dézisu
bosentan és enrasentan (ETam-receptor-antagonistak) illetve darusentan (ETa-receptor-
antagonista) adminisztracidja soran a szivelégtelen betegek egy részénél a tiinetek fokozodasat
tapasztaltak (Mylona és Cleland, 1999; Abrahams, 2001; Luscher és mtsai, 2002; Packer és mtsai,
2005). A kisallat-modelleken tett megdfigyelések extrapolalhatosaga a human viszonyokra
kérdéses, mégis tampontot nyujthatnak a klinikai tanulmanyok soran nyert adatok megértéséhez.
Hipotézisink szerint, az ET-receptor-antagonistdak a hemodinamikai terhelés fliggvényében
javithatjak illetve ronthatjak a kamrafunkcidt. Nyugalmi viszonyok ko6zott az ET-receptor-
antagonistak a periférias rezisztenciat csdkkentve javithatjak a sziv teljesitményét. Ugyanakkor,
fokozott hemodinamikai igénybevétel esetén a miokardium ET-receptorainak a gatlasa
csOkkentheti a hipertréfias szivek adaptacios készségét a Frank-Starling-valasz befolyasolasa
révén (Szokodi és mtsai, 2003).

Energetikai szempontbdl az AM inotrop hatasa is kedvezének tinik. Mérsékelten csokkent
szisztolés funkcidju betegeken (EF: 40-50%) a peptid anélkldl ndvelte a bal kamrai kontraktilitast
(végszisztolés elastance-t), hogy érdemben fokozta volna a szivizom oxigénfogyasztasat (Nagaya
és mtsai, 2002). Mivel az AM mind az el6-, mind az utoterhelést csdkkentette, a kamrai falfesziilés
kdvetkezményes csOkkenése elénydsen befolydsolhatta a sziv oxigénigényét. Jelenleg nem
ismert, hogy a hemodinamikai hatasain tul, az AM képes-e kozvetlenll javitani a kontraktilitas
hatasfokat. Krénikus nyomasterhelés hatasara, a vad tipusu egerekhez viszonyitva, a heterozigota
AM génkiltott egerek (AM*-) sulyosabb bal kamrai funkcidzavart és kifejezettebb szivhipertrofiat
mutattak, amihez magasabb foku mortalitas tarsult (Niu és mtsai, 2004). Az endogén kardiokin
hianyaban megfigyelt maladaptiv valasz hatterében szamos folyamat karosodasa allhat, mivel az
AM, a pozitiv inotrop effektusa mellett, antiapoptotikus, antihipertrofids, antifibrotikus, és
angiogenezist serkentd hatassal is rendelkezik (Nagaya és mtsai, 2005; Szokodi és Ruskoaho,
2008). Mindezek alapjan feltételezhet6, hogy human kronikus szivelégtelenségben az AM bal
kamrai termel6désének jelentdés emelkedésére (Jougasaki és mtsai, 1995) adaptiv valaszként
tekinthetlnk.

Tartés nyomasterhelés allatmodelljeiben a hipertrofids szivek csdkkent apelin expressziét
mutatnak (az értekezés 31C. abraja), mig masok észlelései szerint, szivelégtelenség allapotaban
mind az apelin, mind az apelinreceptor bal kamrai expresszidja downregulalédik (lwanaga és
mtsai, 2006). Az apelin génhianyos egerekben 6regedés soran (6-12 honap) a balkamra-funkcio
jelentésen beszlkilt, mely exogén apelin adasaval korrigalhatd volt (Kuba és mtsai, 2007).
Fiatalabb korban (3-4 hénapos), amikor az apelin génhianyos egerek pumpafunkcidja in vivo csak
enyhe foku romlast mutatott, az ezen allatokbdl izolalt szivizomsejtek kontraktilitasa mar jelentésen
csbkkent (Charo és mtsai, 2009). Tovabba, a vad tipusu egyedekhez képest, az apelin génhianyos

2/7



egerekben nyomasterhelés hatasara illetve miokardidlis infarktust koévetéen sulyosabb foku
szivelégtelenség fejlédott ki (Kuba és mtsai, 2007; Wang és mtsai, 2013). E megfigyelések arra
utalnak, hogy az endogén apelin fontos védd szereppel bir a miokardiumban. Megjegyzendd
ugyanakkor, hogy a kontraktilitds befolyasolasa mellett az apelin, az AM-hoz hasonléan, egyéb
érdemi hatasokkal is rendelkezik patofiziolégias viszonyok kozott, gatolja az apoptédzist és a
fibrézist, valamint stimulalja az angiogenezist a szivben (Kuba és mtsai, 2007; Siddiquee és mtsai,
2011; Wang és mtsai, 2013).

3. kérdés

Opponensem kovetkezd kérdése arra iranyult, hogy az altalunk tanulmanyozott kardiokinek
hasznalhatoak-e biomarkerként a szivelégtelenség klinikai stadiumanak illetve prognozisanak
meghatarozasahoz. Az autokrin/parakrin szintli szabalyozasi folyamatokban résztvevd peptidekre
jellemz8, hogy alacsony a plazmakoncentraciéjuk, gyors az eliminaciojuk, ennélfogva rovid a
féléletidejuk. E tulajdonsagaik miatt korlatozottan hasznalhatoak biomarkerként. Ezzel szemben,
ezen kardiokinek lokalis aktivitasa pontosabban jellemezhet szisztémasan a prekurzoraik egyes
stabil fragmentumainak a meghatarozasa révén, melyek egyenlé mértékben képzddnek az érett
peptiddel, ugyanakkor biolégiailag inaktivak, jelentésen hosszabb a féléletidejuk, tovabba kevésbeé
fragmentuma (MR-proAM, ‘midregion proadrenomedullin”), az ET-1 esetén a prekurzor C-
terminalis fragmentuma (CT-proET-1, “C-terminal pro-endothelin-1”) tlinik igéretes biomarkernek.
Akut szivelégtelenségben az MR-proAM emelkedett plazmaszintje el6érejelezte a 30 napos illetve a
90 napos halalozas magasabb kockazatat a MOCA (The Multinational Observational Cohort on
Acute Heart Failure) (Lassus és mtsai, 2013) és a BACH (Biomarkers in Acute Heart Failure)
tanulmanyban (Maisel és mtsai, 2010). A CT-proET-1 magas plazmaszintje szintén a mortalitas
fuggetlen prediktoranak adodott egy 12 honapos utankovetéses vizsgalat soran (Dieplinger és
szoros Osszefliggest mutatott a betegség klinikai stadiumaval (New York Heart Association [NYHA]
klasszifikacio). Az MR-proAM és a CT-proET-1 emelkedett plazmaszintje a kardiovaszkularis
eredetl mortalitéas flggetlen prediktoranak bizonyult 12 honapos (von Haehling és mtsai, 2010,
Jankowska és mtsai, 2011) illetve 24 honapos utankdvetés soran (Adlbrecht és mtsai, 2009),
valamint, az uj biomarkerek képesek voltak tovabb javitani az NT-proBNP prognosztikus erejét ,
mely a szivelégtelenség diagnosztikajanak jelenlegi elsérendl markere az eurdpai és az észak-
amerikai iranyelvek tukrében (McMurray és mtsai, 2012; Yancy és mtsai, 2013). Hasonl6 médon,
nagy betegpopulacio (n=1237) atlagos 3.9 éves kdvetése soran az emelkedett MR-proAM és CT-
proET-1 értékek az o6sszhaldlozas nagyobb kockazataval tarsultak a GISSI-HF (GISSI-heart
failure) tanulmanyban (Masson és mtsai, 2010). Tovabba, a PEACE (Prevention of Events With
Angiotensin Converting Enzyme) vizsgalatban, alacsony rizik6ju, megtartott balkamra-funkciéju,
stabil koronariabetegek (n=3717) 6 éves kovetése soran az MR-proAM és a CT-proET-1 magas
plazmaszintje figgetlen mdédon elérejelezte a kardiovaszkularis eredetii halal bekdvetkeztét illetve
a szivelégtelenség kialakulasat (Sabatine és mtsai, 2012). Mindez felveti, hogy az uj biomarkerek
révén olyan komplex predikcios modellek dolgozhatéak ki, melyek segitségével azonosithatéva
valhatnak a legveszélyeztetettebb betegek, akik esetében a korai intenziv farmakologiai kezelés
illetve a non-farmakoldgiai eszk6z06s terapia javithatja az életkilatasaikat.

4. kérdés

Biraldbm kovetkez6 kérdését az apelin sejtek kozotti kommunikaciét befolyasolé hatasa
kapcsan tette fel. Patkany, neonatdlis szivizomsejt-tenyészeten, multielektrod-array technika
segitségével kimutattuk, hogy az apelin fokozza a szivizomsejtek spontan tizelési frekvenciajat,
vezetési sebességét és csokkenti a mezdpotencial idétartamat (az értekezés 30. abraja). Az
interkalaris lemezek jelent6s apelinreceptor expressziét mutatnak (az értekezés 21. abraja),
felvetve, hogy a peptid lokalisan képes befolyasolni a réskapcsolatok mikddését. Ennek részletei,
mint példaul a Biral6 altal felvetett connexin-43 szerepe, azonban még tisztazasra var.

5. kérdés

Mely sejtekben, mely NAD(P)H-oxidaz izoformak altal termelt ROS aktivalhatja az ERK1/2-t
és jarulhat hozza az ET-1 pozitiv inotrop hatasahoz? A NAD(P)H-oxidaz (Nox) fehérjecsalad 7
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tagja kozul a szivben dontéen a Nox2 és a Nox4 expresszalodik. Kimutattak, hogy a miokardiumot
felépitd f6 sejttipusok, igy a szivizomsejtek, fibroblasztok, endothelsejtek, valamint a vaszkularis
simaizomsejtek mindkét izoformat kifejezik. Ugyanakkor, ezen izoformak markans kuldnbséget
mutatnak a felépitésiket, aktivaciojuk maddjat, szerepuket, intracellularis lokalizaciojukat, és a
termelt ROS molekulakat tekintve. A Nox2 fehérje aktivitasat akutan szamos G-proteinhez kapcsolt
receptor agonista (angiotenzin Il, ET-1, a-AR agonistak, etc), biomechanikai erék, és metabolikus
faktorok (gliikoz) képesek fokozni. Stimulacié hatasara a citoszélban talalhato alegységek (p47°hox,
p67rhox  p4Qrhox - és Rac1) a sejtmembranban [évé Nox2 fehérjéhez kapcsoldédnak, serkentve a
szuperoxid termelését. Ezzel szemben a Nox4 regulacidja dontéen az enzim expresszidjanak
szintjén toérténik. A Nox4-et a mitokondrium, az endoplazmas retikulum és a sejtmag
membranjaban irtak le, az enzim déntéen hidrogén-peroxidot termel (Geiszt, 2006; Burgoyne és
mtsai, 2012). Kisérleteinkben arra az alapvet6 kérdésre kerestink valaszt, hogy intakt sziven az
endogén ROS, mint jelatvivd, szerepet jatszik-e a kontraktilitds akut regulaciéjaban. A kapott
valaszaink természetszeriileg tovabbi kérdéseket generalnak, melyek kdzul szamos nyitott még.
Ily médon, nem ismert, hogy az ET-1 hatasara mely sejttipusban fokozédik a ROS produkcié. A
Nox izoformakat tekintve, szdmos adat utal arra, hogy az ET-1 a Nox2 fehérjét aktivalja. (1)
Valészindtlen, hogy a 10 perces ET-1 infuzié befolyasolta volna a Nox4 expresszidjat, az akut
valasz a Nox2 mellett szdl. (2) A ROS detektalasara hasznalt moédszer - a dihidroetidium
etidiumma torténd ROS-fiiggd oxidacidja - a szuperoxid termelésrél ad alapvetden felvilagositast
(Sovershaev és mtsai, 2006), a Nox4-fllggé hidrogén-peroxid produkcié kimutatdsara nem
alkalmas. (3) Az altalunk hasznalt NAD(P)H-oxidaz gatlé apocynin a citoszoélban talalhatd p47rhox
és p67rhox alegységek transzlokaciojat akadalyozza meg (Stolk és mtsai, 1994), mely folyamat
nem jatszik szerepet a Nox4 aktivacidjaban.

6. kérdés

Biraldm kovetkez6 felvetése arra vonatkozott, hogy az altalunk vizsgalt kardiokinek miként
hathatnak vajon a kontraktilitdsra szivelégtelenségben, az arra jellemzd tarsbetegségek
jelenlétében. A transzlaciés kutatasok egyik f6 gyengesége, hogy jelenleg a kisérletes eredmények
tulzottan “steril” korulmények kozott szuletnek. Egészséges, fiatal allatokban hozunk Iétre
szivinfarktust, vagy valtunk ki hipertdéniat, azonban csak nagyritkdn kombinaljuk ezeket az
allapotokat, még ritkabban alakitunk ki olyan modelleket, amikor a kisérleti egyedek diabéteszesek
és/vagy hiperlipidémiasok is parhuzamosan. Nincs tudomasom arrol, hogy az altalunk vizsgalt
kardiokinek kontraktilitasra gyakorolt kbzvetlen hatasat ilyen komplex modellekben tanulmanyoztak
volna, a jovében tervezzik munkank ilyen iranyu kiterjesztését. Ugyanakkor megjegyzendd, hogy
az els6 human klinikai vizsgalatok soran, valtozatos etioldgigju kronikus szivelégtelen betegekben,
a jelenleg elérhet6 optimalis gyogyszeres kezelés mellett, az AM illetve az apelin akut intravénas
infuziéja kedvez6 hemodinamikai valtozasokat hozott létre, melyek 6sszevethetbek voltak az
egeészseges kontrollok esetében nyert valaszokkal (Nagaya és mtsai, 2000; Japp és mtsai, 2010;
Barnes és mtsai, 2013). Ezen kis esetszamu klinikai tanulmanyok eredményei arra engednek
kdvetkeztetni, hogy a valds életben, a fent emlitettet tarsbetegségek valdszinlsithetd jelenlétében,
ezen kardiokinek hatasa megtartott.

7. kérdés

Opponensem utolsé kérdése megegyezett az altalanos értékelése kapcsan tett 2.
megjegyzéseével, melyre fent igyekeztem kielégitd valaszt adni.

Végezetiil még egyszer kdszdndm Ferdinandy Péter Professzor Ur biralatat és tisztelettel kérem
valaszaim elfogadasat!

2014. 07. 22.

Tisztelettel és koszonettel: //

Dr. Szokodi Istvan
doktorjeldlt
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