Vilasz Dr. Tésaki Arpad egyetemi tanar, az MTA doktora, opponensi birilatira

Mindenekel6tt halisan koszondm Tosaki Arpad Professzor Urnak, hogy elvallalta értekezésem
biralatat. Szeretném tovabba megkdszonni professzor Ur elismerd szavait, doktori értekezésem
pozitiv birdlatat és értékes, elgondolkodtatd kérdéseit.

A részletes biralat soran feltett kérdésekre a valaszaim a kovetkezoek:

1. A PARP enzimek farmakologias gatlasan tilmend egyéb befolyasolasi lehetdségével
kapcsolatos kérdésre adott valaszom:

A kiilonbozd fehérjék biologiai szerepe valdban nem csak farmakologiai gatloszerek
alkalmazasaval vizsgalhato.

A kis interferald6 RNS-ek alkalmazasaval az adott fehérje termel6désének kozel teljes gatlasa
¢érhetd el (>80%), azonban hatdsa csak lassan, napok alatt alakul ki és nem 0szt6do sejtekben
max. néhany hétig 4all fenn. Ennek kovetkeztében az altalunk alkalmazott krénikus
allatmodellekben (hénapokig tartdé kezelés, leghosszabb kezelési id6 12 honap volt) nem a
legmegfelelobb modszer. Sejtkulturaban és akut, max 1-2 hetes vizsgélatok esetén azonban
valoban egy j6 modszerrdl van szo.

A genetikailag médositott allatokban és a beldliik izolalt sejtekben tipusosan szintén teljes az
adott fehérje hianya (kivéve, ha a gén teljes kiiitése lethalis). A KO allatok az eltérés stabil €s
folyamatos megléte miatt az altalunk alkalmazott kronikus ¢léallat modellekben nagyon jol
hasznalhatoak.

Ugyanakkor az alapkutatasban és a Klinikai gyakorlatban egyarant eredményesen és
széleskorben hasznalhato kismolekulak, valamint a siRNA és a KO allatok hasznélataval elért
eredmények nem teljesen fedik egymast. A farmakologiai gatlas esetén a target fehérjének
csupan részleges gatlasat tudjuk elérni. A masik két modszer ennél Iényegesen komolyabb ¢és
teljesen specifikus gatlast tud okozni. Azonban ezen mddszerek altal elért hataserdsséget a
klinikumban semmilyen kismolekula hasznalataval nem lesziink képesek elérni, ezért az ilyen
vizsgalatokkal elért alapkutatasi eredmények transzlalasa human beteganyagra problémas lehet.
Réadasul a hidnyz6 fehérje esetleges egyéb funkcidoi — melyek farmakologiai gatloszer adasa
esetén nem blokkolddnak - szintén kart fognak szenvedni, ami szintén befolyasolhatja a kapott
eredményeket.

Ugyan a genetikailag modositott allatok hasznalatdnak is lehetnek buktatoi, jelenleg mi is
folytatunk vizsgéalatokat ilyen 4llatok felhasznalasaval. Most egy transzgén allattdrzs



kardiovaszkularis jellemzése van folyamatban, de késébbiekben tervezziik KO allatok (pl.
PARP-17") hasznalatat is.

2. Az L-2286 kodjeli PARP-gatlonak egyes kardiovaszkularis szempontbol fontos
enzimekre/ioncsatornakra €s receptorokra gyakorolt hatdsaval, illetve a hataserdsséggel
kapcsolatos kérdésre az alabbi valaszt adom:

Szisztematikus farmakodinamids screenelés nem tortént ezzel a molekulaval, nem teszteltik az
esetleges béta-blokkold képességét, illetve hatasat az ACE-enzimre, illetve a Ca-csatornakra.
Indirekt adatok alapjan azonban azt gondolom, hogy az altalunk hasznalt farmakonnak az
emlitett harom gyogyszercsoportra jellemz6 hatasai nincsenek. Ezek kozos tulajdonsaga a
vérnyomas csokkentése. Ilyen hatas azonban sem invaziv, sem non-invaziv médon mérve nem
volt észlelhetd. Béta-blokkold hatas esetén pedig alacsonyabb szivfrekvencia lett volna
észlelhet6 a kezelt csoportban, de EKG vizsgalat, illetve a kisallat ultrahang soran rutinszeriien
elvégzett EKG-monitorozas soran szignifikans szivfrekvencia eltérés nem volt észlelhetd a
csoportok kozott.

Arrél sajnos nincs adatunk, hogy ezektdl eltérd egyéb nem-specifikus hatéssal bir a PTE AOK
Szerves- és Gyogyszerkémiai Intézetében, valamint Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézetében
Hideg Kalman és Siimegi Balazs Professzor Urak altal kifejlesztett és az altalunk PARP-
gatloként hasznalt L-2286 rendelkezik-e.

Az L-2286 PARP-gatlo IC50 értéke az alabbi kozleményben keriilt ismertetésre: Kulcsar G,
Kalai T, Osz E, Sar CP, Jeko J, Sumegi B, Hideg K: Synthesis and study of new 4-quinazolinone
inhibitors of the DNA repair enzyme poly (ADP-ribose) polymerase (PARP). Arkivoc 121,
131, 2003. A cikkben a 15c¢ jelii molekula az L-2286, melynek PARP-gatlo IC50 értéke 2,6
uM.

3. A Western-blot soran haszndlt normalizaciés metddussal kapcsolatos megjegyzést
koszonom, valdban helyesebb volna a foszforilalt fehérjék mennyiségét ugyanannak a
fehérjének az 6sszmennyiségével Osszehasonlitani. Jelenleg mar ezt a modszert koveti a mi
munkacsoportunk is, néhany évvel ezeldtt valtottunk mi is a foszforilalatlan fehérjére vald
normalizaciora, elsOsorban a kézirataink birdlatai sordn tapasztalt konzekvenssé valo
javaslatokra. A szivelégtelenséggel kapcsolatos kisérletes munkam kezdetén azonban még
altalanosan elterjedt modszer volt az allandé mennyiségben jelen 1év6 fehérjékre normalizélni
a foszforilalt fehérjék mennyiségét, igy akkor mi is ezt a modszert kovettiik.



4. A PARP-gatlasnak a kotészovetes atépiilésre gyakorolt hatasaval kapcsolatos kérdésre az
alabbiakban szeretnék vélaszolni:

A disszertacioban részletezésre keriiltek a PARP-gatld kezelésnek a fibrotikus atépiilésben
szerepet jatszo kiilonbozo jelatviteli faktorokra vald hatasai (PKC a és p, MKP-1 - MAP
kinazok, NF-kB gyulladasos folyamatok). A talan legfontosabb, de mindenképp a
legpontosabban ismert hatasmechanizmus ezek koziil az MKP-1 — MAPK rendszeren keresztiil
kifejtett hatas. Siimegi Professzor Ur munkacsoportjanak eredményei alapjan (Hocsak E, et al.
Free Radic Biol Med. 108, 770-784, 2017.) a PARP-enzim gatlasa hatasara aktivalodik az
ATF4/CREB?2 transzkripcios faktor, amely igy a CRE szekvenciahoz tud kapcsolodni, melynek
eredményeképp fokozodik az MKP-1 termelddése. Ez lehet az a hatasmechanizmus, amelynek
koszonhetéen a PARP-gatlas stimulalja az MKP-1 expressziojat, amely viszont gatolja a
fibrotikus atépiilésben szerepet jatsz6 MAP kinazok aktivitasat.

Emellett irodalmi adatok alapjan az ATF4-nek jelentds szerepe van a legfontosabb fibrotikus
citokin, a TGF-B a hatasanak medialasaban is (Selvarajah B et al. Sci Signal. 12(582). pii:
eaav3048, 2019.)

5. A mitokondrialis dinamikara/mindség kontrollra vonatkozé kérdéssel kapcsolatban szeretnék
most reagdlni. Huzamosan fennall6 magas vérnyomas altal kivaltott szivelégtelenség
modellben az L-2286 a Drp-1 transzlokaciora jelentOs gatld hatast fejtett ki. Publikacio alatt
allo6 eredményeink szerint sejtkulturas modellben (H9c2 és neonatal patkdny szivizomsejt)
MNNG ¢és H20; stressz esetén azonban emellett a fuzios fehérjékre is pozitiv hatast fejtett ki az
L-2286. A mitokondrialis dinamikara gyakorolt kedvez6 hatas kovetkeztében a
mitokondriumok megtartottak haldzatos strukturajukat. Emellett a mitokondrium maximalis
oxigén fogyasztd képessége és igy ATP termel6 képessége is szignifikansan jobb maradt stressz
szituaciok mellett.

Mivel szivelégtelenségben a halozatos mitokondrialis struktara felbomlik, olyan terapias
lehetdségek, melyek ezt a halozatos és megfeleldé membranpotenciallal birdé mitokondrialis
halozatot megdrzik, potencialisan hatékonyak lehetnek szivelégtelenségben.

6. A PARP gatlasnak a karcinogenezisre gyakorolt hatasarol a kovetkezokben szeretnék
reagalni:

Eddigi munkdm soran PARP-gatld kezelés mellett nem taldlkoztam rosszindulat
sejtburjanzassal, pedig PARP-gatloval a leghosszabb kezelési id6 megkozelitette az egy évet
(46 hét), ami egy ragcesalo élettartamat (2-3 év) tekintve tekintélyes id6tartamot jelent.

Genetikailag modositott allatok (PARP-17") teststilya kisebb talan valamelyest a vad tipusu
allatokhoz képest, azonban ezt leszamitva teljesen egészségesek. Amennyiben azonban mind a



PARP-1-et, mind a PARP-2 enzimet kiiktatjuk, embrionalis korban elpusztulnak az allatok
(Boehler C et al. Methods Mol Biol. 780, 313-36, 2011.).

A PARP-1 kiiitése esetén a DNS javitd mechanizmusok redundanciajanak kdszonhetden egyéb
mechanizmusok veszik at a PARP-1 szerepét. Amennyiben azonban egy masodik
tumorképzdédésre hajlamositd behatds/mutacié is fennall, ezen esetben valoban fokozodik a
daganatok kialakulasanak a valdsziniisége. Ilyen hatas igazolhato a p537 + PARP-17" kettés
KO allatokban, illetve alkilal6 agens adasakor. Azonban vannak olyan genotoxikus agensek is,
amelyek alkalmazésa sordn a PARP-KO 4allatok nem mutatnak nagyobb érzékenységet, mint a
vad tipusuak (Kim YM et al. Genes Dev. 19, 1951-67, 2005.).

Tumorsejtek esetén azonban a PARP-gatlasnak nemhogy potencialis veszélye van, hanem
kifejezetten elényos is lehet gatloszerek alkalmazasa (Bai P. Molecular Cell 58, 947-58, 2015.).

Olyan sejtek, amelyekben mar karosodott a BRCA-1 és 2 aktivitasa, csak a PARP-medialta
DNS repair marad mikédéképes. Ilyen tumorokban a PARP-gatlo olaparib adasa kifejezetten
citotoxikus hatast a tumorsejtekre. PARP-gatlok emellett akadalyozzak a Warburg-effektus
kialakulasat, mely a tumorsejtekben a hypoxias kdérnyezet miatt javitja a sejtek tualélését.
Emellett a tumor &ssejtek proliferacidjanak gatlasa, illetve a tumorsejt epithélsejten keresztiili
migracidjanak gatlasa révén pedig gatolja a tumorok novekedését és terjedését (Masanao M.
Cancer Sci 98, 1528-1535, 2007.).

7. Rezveratrol PARP-gatlo hatasara vonatkozo kérdésre azt a valaszt tudom adni, hogy
ismereteim szerint a rezveratrolnak nincs PARP-gatlo hatasa. Azonban diabeteses modellben
igazoltak, hogy a rezveratrol fokozza a PARG aktivitast (Abdelali A. et al. Toxicol Appl
Pharmacol. 311, 61-73, 2016.). A PARG fokozza a PARP-aktivacido soran keletkez6 PAR
polimerek lebontasat. Mivel a poli(ADP-riboz)-nak (PAR) jelentés szerepe van az
intracellularis jelatvitel modulalasdban, a PAR képzddés blokkolasanak, illetve a lebontés
gatlasanak hasonl6 hatasa lehetnek a kiilonféle cellularis funkcidkra, igy a jelatvitelre is, mint
maganak a PARP-gatlasnak (Liischer B, et al. Chem Rev. 118(3): 1092-1136, 2014.).

8. A rezveratrollal végzett human klinikai vizsgalattal kapcsolatos kérdésre szeretnék végiil
valaszolni.

Arezveratrollal végzett human klinikai vizsgalatba bevont betegek tobbsége valoban megtartott
ejekcios frakcidoval rendelkezett (az 4atlagos EF 50-55% volt). Természetesen voltak a
vizsgalatban olyan betegek is, akiknek ennél alacsonyabb volt az EF-je (40-50 %), azonban
manifeszt szivelégtelenségre utald tiineteket naluk sem észleltiink. A rezveratrol kedvezd
allatkisérletes eredményeit latva felmeriilt benniink is a human klinikai vizsgélat tlete, amelyet
sikeriilt is lefolytatni id6kdzben. Az utolso vizitek 2017 decemberében torténtek meg, az elmult
id6szakban pedig az adatok Osszegyiijtése zajlott és jelenleg mar a kéziratok publikacié ala
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rendezése folyik. A szivelégtelenekben — a koszoruér betegek esetén alkalmazotthoz képest —
magasabb dozisban adva a rezveratrolt (napi 100 mg) jelentds kardioprotekciot észleltiink
(szisztolés, diasztolés funkcio javulas, terhelhetdség javulasa, illetve biomarkerek csékkenése).

Végezetiil még egyszer szeretném megkdszonni Tosaki Arpad professzor Urnak az alapos
biralatat és tisztelettel kérem valaszaim elfogadasat!

Pécs, 2019. 10. 14.

Tisztelettel és koszonettel:

Dr. Halmosi Robert



