Opponensi vélemény

Dr. Halmosi Robert: "A poli(ADP-riboz) polimerdz enzim gétlasa és a
természetes polifenolok hatasa a kardiovaszkularis remodellingre és a
szivelégtelenség kialakulasara" cim{i MTA doktori értekezésérol.

A disszertacio 200 szamozott oldalt tartalmaz. A 11 angol nyelvii publikaciora
¢piilé magyar nyelvii 6sszefoglalé felépitése aranyos, a palyazé legfontosabb tudomanyos
megfigyeléseit kivalo felépitésben tartalmazza. A leghosszabb, 59 oldalas ~Eredmények”
fejezetet a 34 oldal hosszu , Meghbeszélés™ rész koveti. Az ..Irodalmi dttekintés” 18 oldal
hosszusagu, a ..Célkitiizések™ 2 oldal terjedelmii, a kutatas modszertana pedig 18 oldalon
at keril bemutatdsra. A szerzd A kovetkeztetések, iij tudomanyos megdllapitasok™
kifejtésére 3 oldalt szant. Az ,Jrodalomjegyzék™ 371 irodalmi hivatkozast tartalmaz. A
disszertacio legelején, kozvetlenil a ,, Tartalomjegyzék™ utan talalhato meg a jelolt sajat
.In extenso” kdzleményeinek felsorolésa 6 oldal terjedelemben, melyet a Scientometriai
adatok kvetnek az MTA Orvosi Tudomanyok Osztalya éltal eldirt tablazatos forméaban.

Dr. Halmosi Roébert tudomanyos eredményeit kelléen hangsilyozza jelentés
publikacios tevékenysége eddigi életpilyaja soran. Munkaibol a Ph.D. fokozat
megszerzesét kovetden a disszertacio benyujtasaig 29 in extenso kozlemény sziiletett, ezek
koziil 10 kozleményben elsd vagy pedig utolsé szerzoé. A disszertacio benyujtasakor, a
jelolt altal jegyzett publikaciok kumulativ impakt faktora: 80.82. mig a filiggetlen
hivatkozasainak szama: 542. A disszertacio alapjaul szolgalé kozleményeinek Osszesitett
impakt faktora: 41,039, a rajuk tortént hivatkozasok szama a biralat idopontjaban 338.

Az értekezés nyelvezete gordiilékeny, fogalmazasa preciz, kifogastalan. Gépelési
hibak csak elvétve fordulnak eld, amelyeket kar is megemliteni, ezért ezek felsorolasatol
eltekintek. Az _Irodalmi bevezetés” fejezetben a disszertacié o témajaként szereplo
szivelégtelenség a kiindulasi pont. A fejezet réviden szél a szivelégtelenség két
legfontosabb rizikotényezojérél, a koszoruér betegségrél és a hipertoniardl, majd azon
subcellularis mechanizmusokat targyalja, amelyek a szivelégtelenség kialakulasaban
alapveté szerepet jatszanak. Az eredmények bemutatasa részletezett tematikai szempontok
szerint torténik. Roviden ismertetésre keriilnek a Pécsi Tudoményegyetemen szintetizalt
PARP-gatld, és az L-2286 hatdsai akut cellularis stressz soran. Ennek folyaman a
molekula hatékonysaga is dsszevetésre keriil egyes prekurzor molekulakkal. Ezt kovetden
farmakologiai PARP-gatlas hatasa keriil bemutatasra harom kiilonbdzé etiologiaju
kisérletes szivelégtelenség modellben.



Kiilon keriil ismertetésre a korai hipertenziv szervkarosodasok (sziv, nagyerek,
kozponti idegrendszer) kialakulasanak, illetve azok [.-2286-al torténé modulédlasanak a
vizsgalata.

Az . Eredmények™ fejezetet a természetes polifenollal — a rezveratrollal — végzett
vizsgalatok zarjak (posztinfarktusos szivelégtelenség modell, ill. posztinfarktusos betegek
vizsgalata). Az egyes fejezetek terjedelme aranyos, egyik sem tilzott hosszusagu, pontosan
annyi amennyi a megértéshez sziikséges.

A Megbeszélés fejezet tagolasa alapvetoen ugyan koveti az el6zé fejezetét,
azonban a komparativ vizsgalatok diszkusszioja kiilon torténik meg. Emellett tematikus
csoportositasban keriilnek megbeszélésre a PARP-gatlas hatasai a kardiovaszkularis
atépiilés kiilonboz6 pathophysiologiai folyamataira, illetve ezen valtozasok hatterében allo
subcellularis tényezokre/folyamatokra (jelatvitel, chaperone fehérjék. mitokondrialis
dinamika, ill. energetika).

Az MTA doktori disszertacio a jelolt Ph.D. értekezését kovetd 15 éves
¢életszakaszanak tudomanyos osszefoglalasa. Kiemelendonek tekintendé mindaz, hogy a
vizsgalatokhoz felhasznalt modszerek a kisérletes kardiologia igen széles spektrumat
olelik fel. Az elvégzett kisérletes munkak ugyanis az alapkutatastol egészen a human
klinikai vizsgalatig terjednek.

Az értekezéssel kapcesolatban a kivetkezé tartalmi kérdéseket fogalmaztam meg:

1. A Jelolt disszertacidjanak jelentds részében a farmakologiai PARP-gatlas
kardiovaszkularis hatdsait tanulmanyozta. Egy target, egy biologiai folyamat
viszont nemcsak farmakonokkal befolyasolhato, hanem egyéb mas lehetéségekkel
is (siRNA, genetikailag modositott allat — KO/Tg allatmodell). Ezen modszerek
alkalmazasaval specifikusabb ¢és teljesebb gatlas/aktivalas érhetd el, mint
kismolekulakkal. Hasznalt-e a jelolt esetlegesen ilyenféle modszereket, illetve azt
kérdezem. hogy vajon az altala hasznalt biolégiai rendszerekben mennyire
lehetnének esetleg hasznalhatoak ezek a modszerek? Es ha igen. tervez-e ilyen

vizsgalatokat a jovoben?

]

Az el6z6 kérdésben elokeriilt mar a farmakologiai kezelések esetén a szelektivitas
kérdéskore. Vajon a hasznalt PARP-gatlo molekulanak (L.-2286) nincs-e egyéb
olyan mas kimutathaté hatasa, amely elonyos volna a kardiovaszkularis rendszer
szempontjabol (pl. Ca-csatorna blokkolo, ACE-gatlo, béta-blokkold hatas)? A
disszertacioban szerepel az oxidativ stressz biologiai kdvetkezményeivel szembeni
EC50 érték meghatarozasa. Az 1-2286 PARP-gatlo hatasanak IC50 értékérol
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azonban nem esik sz6. Lehet err6l tudni valamivel tébbet? Az irodalomban nem
talalhaté meg ez az érték.

Inkabb csak megjegyzés, de fontos, hogy a Western-blot sordn szerencsésebb
lenne a jelatviteli faktorok foszforilacios éllapotat nem(csak) egyes konstitutivan
expresszalodo fehérjékre (aktin, GAPDH) normalizalni, hanem a szignalizacios
molekula nem foszforilalt forméjaval is dssze lehetne azt hasonlitani.

A PARP-gdtlas kovetkeztében jelentds mértékben csokken az érrendszeri és a
kardidlis remodellingben kozponti szerepet jatszé kotészovetes atépiilés
folyamata. A jel6lt tobb, jelatviteli faktor kedvezé iranyu véltozasat irja le ezzel
kapcsoltban. Ismer-e esetleg ajelolt adatokat arra vonatkozoan., hogy mi lehet
ennek a folyamatnak a pontosabb pathomechanizmusa?

A munlabol jol kitinik az, hogy az 1.-2286 adasa mellett a mitokondridlis
fragmentéacio jelentésen csokken. Vajon a mitokondrialis dinamika. illetve a
mitokondridlis minéségkontroll egyéb folyamataira milyen hatésa lehet ennek a
molekulanak? Lehet-e esetleg ezen folyamatok befolyasolasinak a késdbbiekben
terapias jelentosége a szivelégtelenség kezelésében?

A PARP enzimesalad tagjai a repair enzimek kozé tartoznak, igy a karosodott
DNS szakaszok kijavitasaban jatszanak szerepet. Emellett a Jjelen vizsgalat soran
azt lathatjuk, hogy L-2286 kezelés mellett a prosurvival jelatviteli faktorok
aktivitisa is konzekvensen emelkedik. Ezen faktorok aktivaldsa viszont a
tumorgenezis szempontjabol kedvezotlennek mondhaté. A legtsbb kemoterapias
¢s biologiai terdpids eljaras mellett ezek a faktorok (pl. Akt-1, ERK1/2. PKCg)
aktivitasa drasztikusan csdkken. E két tény tiikrében az a kérdésem. hogy a jelolt
munkaja soran taldlkozott-e rosszindulatu sejtburjanzassal PARP-gatlo kezelésben
részesiilt dllatok esetén, illetve ismeretei szerint a kronikus PARP-gitlas
eldmozdithatja-e a tumorgenezist?

Rezveratrollal végzett allatkisérletei folyaman a Jeloltnek hasonld jelatviteli
hatasokat és mitokondridlis protektiv hatasokat sikeriilt igazolnia, mint L-2286
kezelés esetében. Mi lehet ennek az oka? Lehetséges volna az. hogy vajon a
rezveratrol is interferal a PARP enzimmel?

Rezveratrollal végzett human klinikai vizsgalatait posztinfarktusos betegekben
végezte, azonban ellentétben az allatkisérletekkel, itt a balkamra funkcio
megtartott volt és a rendelkezésre allo adatok alapjan a betegek nem voltak
szivelégtelenek sem. FErdekes lenne valoban szivelégtelen betegekben is
megvizsgélni a rezveratrol hatasait. mely mivel ismerten fokozza a mitokondrialis
biogenezist (¢és latva a preklinikai eredményeket). potencidlisan hatékony lehetne
szivelégtelen betegek kezelésében.
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A jeldlt 4j tudominyos eredményeinek az alibbiakat fogadom el:

I. A PARP-1 enzim farmakolégiai gatlasaval mérsékelhetd a szivelégtelenség
kialakulasanak folyamata. A Jellt ezt a megallapitast minden lényeges etiologiai
tényezé (posztinfarktusos, hipertenziv, toxikus) altal kivaltott szivelégtelenségben
igazolta. PARP-gétlas mellett megmaradt a sziv struktirdja és funkcidja, mérsékelté
valt a BNP szint emelkedése. Ennek kdszonhetden javult a szivelégtelen allatok
talélése is. A PARP-gétlas ezen hatdsa 6sszemérhetd, illetve meg is haladja az ACE-
gatlé enalapril hatasat.

2. PARP-gatl6 kezelés képes mérsékelni a hipertenziv szivbetegség és a vaszkularis
remodelling kialakulasat, illetve kivédeni a magas vérnyomas kéros kdzponti
idegrendszeri hatasait SHR patkanyokban annak ellenére, hogy nincs érdemi
veérnyomascsokkent6 hatisa. Ezért a PARP enzim gatlasa egy potencidlis terapias
lehetéség lehet a szivelégtelenség megelozésében és kezelésében, illetve a hipertenziv
szervkarosodasok kivédésében azon betegekben, akiknél a célvérnyomas elérésére nem
lehetséges.

3. A PARP-gitlas a kardio- és cerebrovaszkularis rendszerben mérsékli az akut és
kronikus  stressz-szituaciok  soran  kialakulé  sejtvesztéssel, fibrozissal és
funkcidcsokkenéssel egyiittjaré patologias 4tépiilést. Ennek hatterében a NAD®
tartalom prezervaciojan kiviil szamos egyéb intracellularis folyamatra is kedvez6
hatassal van. Novelik a sejttalélésben szerepet jatszo jelatviteli faktorok és ttvonalak
aktivitasat (PI3K/Akt-1/GSK-3B, PKCe). Csokkentik ugyanakkor szamos — a
maladaptiv folyamatokhoz kothet6 — PKC izoforma aktivitasat, illetve az MKP-1
enzim fokozott expressziojan keresztiil, gatolja a MAP kinazok aktivitasat. PARP-

gatlas hatasara megn6 egyes hosokk-fehérjék (Hsp72 és Hsp90) mennyisége is.

4. A PARP-gitlas csokkenti emellett a cellularis stressz hatasara létrejové
mitokondrium fragmentacié mértékét a Drp-1 mitokondridlis felhalmozodasanak
gatlasan keresztiil. Ennek kovetkeztében a mitokondriumok méretének eloszlasa és a
mitokondrium ultrastruktirdja egyarant a fiziologiashoz kozelit. Kovetkezményesen
Javul a mitokondriumok funkcidja. a légzési lanc fehérjéinek aktivitasa, illetve
csokken a masodlagos, ROS-indukélta ROS termelédés.

5. Rezveratrol mérsékli a posztinfarktusos szivelégtelenség kialakulasat kisallat
modellben. Ennek hatterében az oxidativ stressz és a kollagén lerakodas mérséklodése
¢szlelhetd. valamint a remodellingben szerepet jatszé szignalizacios faktorok kedvezo
befolyasolasa igazolhato.

6. Rezveratrol posztinfarktusos koronaria betegekben az alkalmazott gyogyszeres
szekunder prevencios kezelés mellett tovabbi kardioprotektiv hatassal rendelkezik:



Javitja a balkamrai diasztolés funkciot, az endotél funkciot., csokkenti az LDL-
koleszterinszintet és védé hatast biztosit a posztinfarktusos betegekben észlelt
kedvezotlen hemoreologiai véltozasokkal szemben.

Osszefoglalva megallapithato, hogy Dr. Halmosi Robert eddigi kutatéi munkdja jelentos
mértékben hozzijarult ahhoz, hogy a PARP-gatlas kardiovaszkularis hatasait pontosabban
megismerjiik €s ezen keresztiil szivelégtelenségben és hipertoniaban egy igéretes kezelési
lehetoséget mutat be. Mindezek alapjan Dr. Halmosi Rébert MTA  doktori

disszertaciojanak nyilvanos vitara bocsatasat és sikeres védés esetén az MTA doktori cim

odaitélését messzemenden timogatom.

Debrecen, 2019. 06. 20.
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