OPPONENSI VELEMENY

HALMOSI ROBERT

»A poli(ADP-rib6z) polimeraz enzim gétlasa és a természetes
polifenolok hatasa a kardiovaszkularis remodellingre és a
szivelégtelenség kialakuldséara”

cimi MTA Doktori értekezésérél

Altalanos értékelés

Hattér - témavalasztas

Halmosi Rdébert benyujtott MTA doktori értekezésének témavalasztasa rendkivul idészerd,
mivel fokuszaban a napjainkban — a human populacié idés (65+ éves) tagjainak vilagszerte
tapasztalhaté rohamosan emelkedé létszdma és a betegség komplex etiol6giaja miatt —
egyre jelentésebb népegészségiigyi problémat jelentd szivelégtelenség all, amely — maig
nem megoldott megel6zése, illetve mérsékelten eredményes terapiaja miatt — kitlintetett
tudomanyos és nem utols6 sorban sulyos anyagi kihivast jelent a tudomanyos kdzésség,
illetve a népegészségligy szamara. Jelenleg visszafordithatatlan kialakuladsahoz a szivszdvet
paramétereinek kéros megvaltozasai és instabilitdsa (strukturalis és elektromos remodelling)
vezetnek, melyek kdvetkeztében a szivciklus sordn kipumpalt vérmennyiség elégtelenné
valik a szoveti energetika és funkciondlis steady state fenntartdsahoz. A szivizom elektromos
és strukturalis remodellingjének kialakuldsat szamos, viszonylag ismert patomechanizmus
inicidlhatja és/vagy gyorsithatja. Ezek kdzott meglehetésen elékeld helyet foglalnak el a
koronariak betegségei, az akut és kronikus iszkémids szivbetegség, a fokozott oxidativ
stressz és tobb mas kérfolyamat (billentylibetegségek, kardiomiopatiak, toxikus agensek) de
a legfontosabb etiol6giai faktor a nem megfeleléen kezelt hipertdnia, ami jelenleg még igazi
népbetegség. A szivelégtelenség kialakulasanak megelézésére, valamint progresszidjanak
lassitasara az elmult idészakban bevezetett Uj hatbanyagok — B-blokkoldk, ACE gatlék, MR
antagonistak — megnovelték ugyan a szivelégtelen betegek varhat6 élettartamat, a betegség
végsl prognozisa sajnos mégis rendkivil rossz. Korai fazisdban az elektromos aktivitas
0sszeomlasa (hirtelen szivhalal), kés6bbi fazisaban az elégtelenné valé pumpafunkcio vezet
a beteg halaldhoz.

Halmosi Roébert doktori értekezésében részletesen ismertetett tudomanyos munkassaga a
szivelégtelenség progresszidja soran kialakul6 irreverzibilis kardiovaszkularis remodelling
patomechanizmusainak mélyebb megértését és (] terapias stratégiak kidolgozasat célozza.
Ennek érdekében két kardioprotektiv hatasu hatéanyagot vizsgal részletesebben: az oxidativ
stressz szivkarositdé hatdsaiban kulcsszerepet jatsz6 poli(ADP-rib6z) polimeraz 1 (PARP-1)



enzimet gétld, hazai, pécsi fejlesztésii L-2286 molekulat (beleértve annak egyes molekularis
hattérmechanizmusokra, valamit intracellularis jelutakra gyakorolt hatasait is) és a francia
borbaratok szivét igen eredményesen ,karbantartd” rezveratrolt. Mindezek alapjan Halmosi
Rébert értekezésének témavalasztiasat egyrészt alapkutatasi, masrészt klinikai alkalmazasi
szempontbdl is rendkivil aktuélisnak és kiemelked6 fontossagunak tartom.

Formai szempontok

Az értekezés formailag mindenben megfelel az MTA Doktori Szabalyzat kdvetelményeinek.
A 200 oldalnyi magyar nyelv(i széveghdl az érdemi rész 144 oldalt tesz ki, az eredmények
jobb megértését 48 4bra + 14 tablazat segiti. A széveges rész jol attekinthetd, a fogalmazas
preciz, kbnnyen érthet6 és kelléen magyaros. Az abrak és tablazatok — kisebb hibaktél és
kovetkezetlenségektdl eltekintve — altalaban megfeleléen foglaljak 0ssze az allatkisérletek és
klinikai vizsgalatok eredményeit. Nyelvtani hibat, zavar6 elirast a dolgozat szinte egyaltalan
nem tartalmaz, de kissé zavard, hogy az idegen eredetli szavak atirasa nem mindig
kovetkezetes. Az értekezés szerkezetileg is aranyos, az Irodalmi attekintés 18 oldal, ezt
kovetik a Célkitiizések (2 oldalon), majd pedig a Kisérleti és statisztikai moédszerek leirasa
(18 oldal). Az Eredmények részletes bemutatdsa 59 oldalon torténik, a Megbeszélés 34
oldalnyi, végul az értekezés érdemi részét a 3 oldalas Kovetkeztetések, Uj megallapitasok
fejezet zéarja. Az Irodalomjegyzék 371 hivatkozast tartalmaz — ezek tébbsége azonban tobb
mint 10 éves, viszonylag kevés az Gjabb, néhany éves publikaciokra tértént hivatkozas.

Tartalmi szempontok

Az értekezésben bemutatott eredmények sajat, originalis medfigyeléseken alapulnak. A
Jelolt dominans kozremiikddését egyértelmiien bizonyitja, hogy az értekezés elkészitéséhez
felhasznalt 11 eredeti kbzlemény kozll 8-ban 6 az elsé vagy utolsé szerzd. Az alkalmazott
moddszertan megfeleléen megvalasztott, relevans: in vitro sejteken, illetve ex vivo és in vivo
allatmodelleken végzett kisérletes tanulmanyait kiegészitette human, klinikai vizsgalatokkal
is. A felhasznalt kisérleti modellek és mérési eljarasok a modern kisérletes kardioldgia széles
korben elfogadott mddszerei. Osszességében az értekezés egy gondosan megtervezett,
koherens kutatasi program megvalésitasat mutatja be.

Szcientometriai szempontok:

Az MTMT 2018. juniusi adatai szerint Halmosi Rébert tudomanyos folyéiratokban megjelent
in extenso dolgozatainak szama 6sszesen 43 (idegen nyelven, nemzetkdzi folyoiratokban
28, magyar nyelvi folyoiratokban 12), ezekbdél 28 sikeres PhD védését (2002) kdvetben
sziletett (18 az utébbi 10 évben). Elsé, illetve utolsé szerzés folyodiratcikkeinek szama 4,
illetve 9, tovabba nevéhez flizé6dik 1-1 kdnyv- és egyetemi tankdnyvfejezet. Kbzleményeire
0sszesen 726 hivatkozas tortént, melyekbdl 557 fuggetlen. Publikacidinak Hirsch indexe 15,
g indexe 28. A dolgozat alapjaul szolgalé publikaciokbodl 1-nek elsé, 7-nek utolsé szerzéje. A
11 publikacio Osszesitett impakt faktora tobb mint 40. Mindezek alapjan elmondhat6, hogy
Halmosi Rébert értekezésében feldolgozott publikacids tevékenysége egyértelmiien teljesiti
az MTA doktori cim elnyeréséhez sziikséges kdvetelményeket.



Az értekezés részletes biralata

Irodalmi 6sszefoglalé és Célkitiizések

Az irodalmi 6sszefoglal6 8 alfejezetének fokuszaban a szivelégtelenséggel, illetve legfébb
rizik6faktoraival (hipertonia, koszoruér-betegség, oxidativ stressz) kapcsolatos legalapvetdbb
informaciok 0sszegzése all. A fokozott oxidativ stressz szovetkarositdé hatdsait egyrészt
szervszinten részletezi, masrészt ¢sszefoglalja a poli(ADP-ribéz) polimeraz (PARP-1) enzim
korosan megnétt aktivitasa kovetkeztében kialakuld sziv/érrendszeri karosodasok hétterét
képezd szubcellularis folyamatokat, a jelatviteli faktorok ezekben betdltott szerepét, valamint
a mitokondriumok sulyos, stressz-indukalt kdrosodasanak kovetkezményeit az irreverzibilis
strukturalis remodellingben és a szivelégtelenség kialakuldsaban. Végezetll — bar szerintem
kissé vazlatosan — dsszefoglalja az alkalmazott két hatéanyag legfontosabb tulajdonsagait.
Az irodalmi hattér jobb megértését 2, ugyancsak kissé vazlatos abra segiti. Mivel még a
kardiologiai érdekl6désl és felkésziltségl olvasék igen jelentds része sem feltétlendl jaratos
a PARP-1 gétlassal kapcsolatos tudomanyos kutatasokban, véleményem szerint fontos, az
informaciok az olvasé altali hatékony 0sszegzését jotékonyan befolyasold hatasu lett volna
néhany részletes magyarazo6 abra beillesztése, kilondsen a rendkivul komplex szubcellularis
jelutak és ezek interakcioéi vonatkozasaban. Az irodalmi adatok ismertetését kovetéen Jelolt
a leirtakra alapozva fogalmazza meg a munkacsoportjuk altal megvalaszolandé kérdéseket,
illetve nevezi meg az értekezés mértéktartd, vilagos célkitlizéseit.

Mdbdszerek és anyagok

A kisérletes munka széleskor(i, modern metodikai bazison nyugszik, melyeket a Jeldlt igen
magas szinvonalon alkalmaz. Az allatkisérletes modelleken végzett vizsgalatok alapjat az
ismert, altalanosan alkalmazott laboratériumi (enzimaktivitas mérés, Western-blot analizis),
illetve szovettani (immunhisztokémia, konfokdlis fluoreszcens és elektronmikroszkdpia)
meghatarozédsokon kivil izometrids érmiogréafids mérések, noninvaziv kardioldgiai eljardsok
(EKG, hemodinamikai monitorozas), P** NMR spektroszképia, tovabba modern képalkotd
technikak (transztorakalis echokardiografia) képezik. A mddszerek fejezetben bemutatott 2
abra mellett a jobb megértés érdekében hasznos lett volna néhany tovabbi magyarazé abra
és a kevésbé ismert technikakkal kapcsolatban a hivatkozasokon kivil a mérés/kiértékelés
lényegének tomor ismertetése (,briefly”). A rezveratrollal végzett human vizsgéalatok szintén
a jelenlegi Klinikai iranyelveknek megfelel6en torténtek. A mérési adatok szokasos statisztikai
analizise mellett esetleg tovabbi értékes informacidkkal szolgalhatott volna a paraméterek
(pl. enzimaktivitasok) kdzotti korrelacié elemzése is.

Eredmények

Az eredményeket dsszefoglalé fejezet logikus felépitésl, a magyaraz6 széveg tomor és jol
érthetd. A szbveges részhez kapcsolodo abrak és tablazatok (44 abra, 16 tablazat) vilhgosan
szerkesztettek és vizualis segitséget nyljtanak az eredmények megértéséhez. Bar az abrak
tObbsége viszonylag jol attekinthetd, néhany abra mérete kisebb a kivanatosnél (pl. 6, 12,
17, 18, stb.); rajtuk a magyarazé szoéveg nagyité nélkil meglehetésen nehezen olvashato, a
részlegesen atfedd gorbék alig elkilonitheték. Szokatlan médon a legtdbb abrara jellemzé,



hogy az alkalmazott hatéanyag (akar csak kdzelit) koncentraci6ja sem az abran, sem
magyarazataban nem szerepel. A fejezet szerkesztésével kapcsolatban az egyetlen kritikai
észrevétel kissé tulzott széttbredezettsége lehet. A fejezet nagyszamu (pl. 5.2 — 20; 5.3 —
27, 6sszesen 60) alfejezetre bontasa nem konnyiti meg az olvasénak az adatok integralasat.
Taléan célszerlbb lett volna a szervesen kapcsol6do eredmények egylittes bemutatésa.

Megbeszélés

A ,Megbeszélés” fejezetben Jeldlt a kapott kisérleti és klinikai vizsgalati eredményeket mar
sokkal tematikusabb, fokuszaltabb csoportositasban elemzi. A legfontosabb témakorok: a
PARP-1 enzim gétlasanak kovetkezményei kisérletes akut stressz modellekben; a gatlas
hatasa a hipertonia-indukalt strukturalis remodellingre; valamint a megfigyelt kardioprotektiv
hatds molekularis, szubcellularis vonatkozasainak (a remodellingben és tulélésben szerepet
jatszo jelatviteli mechanizmusok és transzkripciés faktorok, egyes érintett hésokk fehérjék,
illetve a mitokondrium funkcio és sejtenergetika) analizise. Egy alfejezetben 6sszehasonlitja
a PARP-1 gatlé L-2286, az enalapril és a TEMPOL kardioprotektiv hatasait. Végul témoren
elemzi a posztinfarktusos kisérletes allatmodellben és human vizsgalatokban rezveratrol
alkalmazéasaval kapott igen biztatd, kardioprotektiv hatasokat. Az elemzések mértéktartdak,
a kovetkeztetések megalapozottak. A meglehetésen komplex dsszefliggések szemléltetését
azonban Jeldlt segithette volna néhany dsszefoglaloé abra beillesztésével. Ez kuléndsen igaz
a szubcellularis mechanizmusokra vonatkozéan. Végezetil a doktori értekezés izgalmas és
igen értékes aspektusat jelenthetné egy olyan alfejezet, amelyben Jeldlt ismerteti, hogy a
PARP-gétlas és a rezveratrol alkalmazas pozitiv hatasaval kapcsolatos, esetenként 10 évvel
korabban sziletett sajat eredmények és azok interpretaciéja miként alltak ki az id6é prébajat,
nyerhetnek-e némiképp mas értelmezést a legtjabb irodalmi adatok ismeretében.

Kovetkeztetések és Uj tudomanyos eredmények dsszegzése

A jelolt 6sszesen 8 alpontba csoportositva, attekinthetéen és érthetéen mutatja be és foglalja
Ossze az értekezésben talalhat6 legfontosabb megfigyeléseket

Halmosi Robert 0j tudomanyos eredményeiként az aldbbiakat fogadom el:

1. Tobb kilonbozé kisallat (patkany és egér) kisérletes (sejtes, ex vivo, in vivo) modellben
igazolta, hogy a poli(ADP-rib6z) polimeradz (PARP-1) enzim er8sen fokozott aktivitAsanak
munkacsoportjuk altal fejlesztett L-2286 hatbanyaggal torténd gatlasaval az ACE gatlé
enalaprillal 6sszevetheté mértékben lassithatok az akut és kronikus szivelégtelenséghez
vezetd patomechanizmusok. Ezaltal jelentésen névelhet6 az allatok tulélési idétartama.

2. A human esszencialis hipertoniat modellezé spontan hipertenziv (SH) patkanymodellben
a PARP-1 enzim L-2286-tal torténd farmakologiai gatlasa jelentdsen lassitja a hipertenzio
altal indukalt szivkarosodasok kialakulasat, illetve az érfal kéros remodellingjét, tovabba
csokkenti a hipertonia kdzponti idegrendszeri hatésait; ezéltal a PARP-1 gatlas jelentds
protektiv hatasa igéretes terapias stratégiat jelenthet a szivelégtelenség és a hiperténia-
indukalt szervkarosodasok kialakuldsanak késleltetésében.



3. Kisallat modellekben mind akut, mind krénikus stressz &llapotokban a PARP-1 enzim
gatlasa (L-2286) csOkkenti a sziv és agy érrendszerének koros atépulését (remodelling)
Gatolja a sejtek NAD* tartalmanak kiurulését (ezaltal a kollagén-lerakodast, fibrozist és
sejtpusztulast), tobb PKC izoforma koros aktivitas-novekedését, valamint a MAP-kindzok
fokozott aktivitasat. Ezzel szemben serkenti néhany, a sejttuléléshez szikséges jelatviteli
faktor aktivitdsat és megnoveli az oxidativ fehérjekarosodasok kialakulasat gatlé egyes
h&sokk-fehérjék (HSP72, HSP90) mennyiségét. Nagymértékben csokkenti a stressz-
indukdlt mitokondrium-fragmentéaciét és fiziologias-kdzeli szinten tartja a mitokondriumok
méreteloszlasat és ultrastruktargjat. Ennek kovetkeztében csak kismértékben csdkken a
Iégzési lanc fehérjéinek aktivitasa, viszont szamottevéen mérséklédik a szekunder (ROS-
indukélt) ROS szintézis.

4. Kiséallat (patkdny) modellekben a strukturalis remodellingben fontos szerepet jatszé fébb
szignaliz&cios faktorokra gyakorolt hatdsaval, azok koéros aktivitdsanak fiziologias irdnyba
és kollagén lerakddas csokkentésével a rezveratrol jelentésen lassitja a posztinfarktusos
szivelégtelenség kialakulasat. Human klinikai vizsgalatokban, posztinfarktusos koronaria
betegekben, az alkalmazott gydgyszeres szekunder prevenciés kezelést kiegészitve a
rezveratrol fontos kardioprotektiv hatassal rendelkezik, védi az endotél integritasat, javitja
a balkamrai diasztolés funkciét, csokkenti az LDL-koleszterin szintet, tovabba gatolja a
kedvezbtlen hemoreoldgiai valtozasokat.

Az értekezéshez kapcsoldddan az alabbi tartalmi kérdéseim vannak

1. Az allatkisérletek kisallatokon (patkany, egér) torténtek. Ugyanakkor jél ismert, hogy a
hatéanyagok kisallat modelleken igazolt kivalé kardioprotektiv hatasara vonatkoz6
megfigyelések klinikai felhasznalhatésaga, transzlacidja human betegekre sokszor
eredménytelen (pl. Heusch G. Circ. Res. 2017;120:1477-1486). Kissé jobb a helyzet
nagyallat (kutya, kecske, sertés) modellekbél szarmazd medgfigyelések transzlacidja
vonatkozasaban, de ilyenkor is elengedhetetlen azok human validacioja. Kérdésem,
mi indokolta a patkanymodellek alkalmazaséat? Vannak-e sajat, nagyallat modellekbdl
szarmaz0 adataik, illetve elérhetbk-e ilyen jellegii irodalmi adatok?

2. A human szivelégtelenség korai fazisaiban a talan legfontosabb halalozasi ok a sziv
elektromos aktivitasanak dsszeomlédsa (hirtelen szivhalal); az 6sszes szivelégtelen
beteg kbzel 50%-at érinti. Megfigyeltek-e ilyet az in vivo allatkisérletekben?

3. Az értekezésbdl szamomra hianyzik a rezveratrol és a PARP gatlas szivizomsejtek
elektromos remodellingjére (csatorna downregulacié, Ca®* homeosztazis zavarok,
akcios potencial vezetési zavarok, a nyugalmi potencial instabilitasa) gyakorolt
hatdsanak analizise. Vannak-e ilyen iranyu sajat vagy irodalmi adatok?

4. A posztinfarktusus szivelégtelenség (Langendorff) kisérletekben hogyan gy6zédtek
meg arrél, hogy a tulélé allatok valoban szivelégtelenek voltak? A vizsgalt reperfuzios
idétartam mindéssze 15 perc volt. Az adott modellben altalaban hosszabb reperfizios
idétartamot vizsgalnak (30-120perc). Stabilizalédtak-e a vizsgalt paraméterek ilyen
révid idé6 alatt?



10.

11.

12.

Tudjuk, hogy jelenleg az SHR modell a huméan hiperténia talan legjobb allatmodellje.
De hasonl6an j6 modell-e a szivelégtelenségre? A human kronikus szivelégtelenség
mely fontosabb jellemzéi jelennek meg az SH patkanyokban is és vannak-e, amelyek
nem (pl. elektromos remodelling vonatkozasaban)? Mit gondol, a pozitiv eredmények
milyen mértékben alkalmazhatok human hiperténia-indukalt szivelégtelenségben?

Korai vizsgdlataikban azért hasznéltdk a sajat fejlesztésii PARP-1 gatlészert, mert
akkoriban nem alltak rendelkezésre effektivebb hatéanyagok. Mennyire volt érvényes
ez a megéllapitas a késébbi kisérletekben? Es jelenleg? Az irodalomban leirt Gjabb
géatlészerek (INO-1001, 5-AlQ, stb.) farmakologiai paraméterei hogyan viszonyulnak
az L-2286 azonos paramétereihez (szelektivitas, 1Cso, dozishatasgorbe, aktiv plazma
koncentracio és felezési id6)? Mekkora lehet az L-2286 az értekezésben is emlitett
scavenger aktivitAsanak hozzajarulasa a kapott kardioprotektiv hatashoz?

Az 6sszehasonlito vizsgalatok (pl. L-2286 vs. enalapril) eredményei nagymértékben
fliggnek az alkalmazott hatbanyagok aktiv plazmakoncentracibjatél, ezért ilyen jellegii
tanulmanyok soran érdemes 6bb (sc. vagy per os) dozist alkalmazni. Hogyan tortént
az 6sszehasonlitand6 dézisok meghatarozasa? Vannak-e plazmakoncentracios vagy
kinetikai adataik? Tortént-e valamilyen kalibracié a szubcellularis NAD" szintekre?

A toxin-indukalt szivelégtelenség modellben a heti 2 x 3mg/kg dbzisban alkalmazott
Doxorubicin (DOX) sulyos mitokondrium karosodasokat okozott. Kézelitéleg mekkora
DOX plazmakoncentraciénak felel ez meg? Hasznaltdk-e a Tempolt a megadottnal
(20 mg/kg) nagyobb koncentracioban? Vannak-e sajat, vagy irodalmi 6ésszehasonlitd
adataik mas, esetleg kronikus (pl. alkohol) toxikus modellekbdl?

Lehet-e klinikai relevanciaja a PARP-1 enzim géatldsanak (mint jol tudjuk, a rezveratrol
alkalmazasanak igen)? Milyen korilmények kozott lehet indokolt a hasznalata — a
szivelégtelenség korai, esetleg késdi fazisaiban? Vannak-e friss irodalmi adatok a
gatldas human alkalmazasara vonatkozéan? Tortént-e prébalkozas szivelégtelen
pacienseken? Ha igen, milyen eredménnyel, ha nem, vajon miért nem? Van-e a
kronikus PARP gétlasnak kedvezétlen, esetleg veszélyes kdvetkezménye? Ha igen,
ez mennyire sulyos? Milyen komorbiditasok esetén nem szabad hasznalni?

Mit gondol, minden szervben problémat okoz a PARP fokozott aktivaci6ja? Vannak-e
korképek, amelyekben a PARP aktivitds fokozasanak lehetne klinikai relevanciaja?
Ismer-e ilyen vonatkozasu irodalmi adatokat? Egyaltalan, van-e elérhetd, effektiv és
viszonylag szelektiv PARP aktivator?

A rezveratrol vizsgalatokat NEM szivelégtelen human pacienscsoporton végezték. Mi
az oka? Vannak-e sajat, vagy irodalmi adatok szivelégtelen human paciensekbdl?

Az irodalmi adatok szerint a rezveratrol elsésorban az ereken fejti ki védé hatasat.
Leirtdk-e hasonlé, jelentés védbhatasat szivizomsejteken? Milyen oki dsszefliggés
vagy atfedés lehet a PARP gatlds és a rezveratrol alkalmazés hatasmechanizmusai
k6zott? Kardioprotektiv hatasukban lehet-e mas kritikus szervekre (pl. agy, vese, maj,
endotél) gyakorolt protektiv hatasuknak szerepe; ha igen, milyen mértékben?



Osszefoglal6 vélemény

Halmosi Rébert értekezése értékes és igen eredményes, allatkisérleteteket és human klinikai
vizsgalatokat egyarant tartalmazo, magas szinvonalt tudomanyos munka 6sszefoglalasa. A
bemutatott eredmények és kapcsolddé interpretaciok meggyézéek. Megfigyelései fontosak
és ujszerliek, kovetkeztetései mértéktartdak. Vizsgélati eredményeit szinvonalas nemzetkozi
folyGiratokban kozolte. Fenti kritikai megjegyzéseim, részletesebb vagy tovabbi informéacidkra
irdnyuld kérdéseim semmiképpen sem csokkentik a doktori tudomanyos munkassag
vitathatatlan értékét. Az értekezés mind tartalmi, mind formai szempontbol egyértelmiien
megfelel az MTA Doktori fokozat megszerzéséhez sziikséges elbfeltételeknek.

Fentiek alapjan az MTA Doktori Tanacsanak javaslom Halmosi Rébert MTA
doktori értekezésének nyilvanos vitara bocsatasat, illetve sikeres védés esetén
az értekezeés elfogadasat, valamint az MTA doktori cim odaitélését.

Budapest, 2019. szeptember 13.

Toth Andras
az MTA doktora



