Vilasz Prof. Dr. Abrahiam Istvan biralatira

Tisztelettel koszonom Professzor Urnak, hogy vallalta dolgozatom biralatat és alkalmasnak
talalta a nyilvanos vitara.

Kérdéseire valaszaim a kovetkezok:

1. A kémiai ovariektomiaval kapcsolatban két kérdés meriil fel. Mi volt az oka annak,
hogy az ovariektomia mellett ezt is alkalmaztak? Hogyan csokkent az észtradiol szint
és mi torténik a patkanyok osztrusz ciklusaval a triptorelin kezelés utdan?

Ko6szondm professzor urnak, hogy felhivta a figyelmemet a 4-vinylcyclohexene diepoxid
(VCD) modellre. A VCD-t a kétezres évek elejétél hasznaltak menopauza / korai petefészek
kimeriilés modellként (1, 2), ezt megeléz6en, kisérleteink tervezési fazisaban, illetve korai
kisérleteink idején (1995-1997 kozo6tt) mint ovotoxikus anyagot tartottdk szémon és
petefészek daganatkelté hatasa volt még ismert (3, 4), ezért keriilt latoteriinkon kiviil. A
kilencvenes évek végétdl mar csak a sebészi oophorectomia modellt hasznaltuk (1998-t6l
kezdédden), igy ezt kdovetden mar ezért nem kerestiink alternativ kémiai modelleket.

Jelenleg a szakirodalom a legjobb tranzicionalis menopauza modellnek a VCD-t tartja mind
korai petefészek kimeriilés, mint perimenopauza-menopauza esetében a hormonalis atmenet, a
tranzicié tanulmanyozasara (5), mivel akceleralt follicularis depléciot okoz, bar néhany
kételyt is megfogalmaznak, miszerint legalabb 15 széria intraperitonedlis injekcio fokozhatja
az allatok stressz szintjét, az injekcid sorozat idején az allatok fogynak — mig menopauzéban a
hormonhiany koévetkeztében hizas tapasztalhato, illetve a sorozatos injekciokkal viszonylag
nagy adag VCD-t alkalmaznak, ami fajlagosan viszonylag magas koltségli kezelés (illetve az
egyeb szervek karosoddsa sem zarhat6 ki, mivel nagyobb adagban illetve hosszabb id6 alatt
hepato- ¢és nephrotoxikus (6) illetve bizonyos petefészek- és bérdaganatokat okozhat (7), ez a
gumiiparbol ismert anyag), igy a menopauza modellek szempontjabol jelenleg is a ,,gold
standardnak” a sebészi menopauzat tartjak (5) mely olcso, koltséghatékony és jol modellezi az
Osztrogénhiany kdvetkezményeit.

Bér a tranzicid, az 4tmenet tanulmanyozasara a legjobb modell a VCD, kisérleteink soran
egyszeriibb gondolatmenettel munkacsoportunk eredetileg a révid-kronikus hormonhidnyban
kialakuld els6 elvaltozasok, érkarosodasok vizsgalatat tiizte ki célul. Azaz nem a fokozatosan
kialakulé6 hormonhiany, hanem a rovid kronikus hormonhiany vizsgalata volt a célunk, a
kialakulds dinamikajatol fiiggetleniil.

Munkacsoportunk az ovariectomia korabbi modelljeként alkalmazta a triptorelin injekciot,
melyet a klinikai gyakorlatban a terdpia rezisztens endometriosis kezelésére alkalmazunk 3
illetve maximum 6 hoénapig, mint miivi menopauzat idészakosan el6idézd készitményt. A
modellt Acs Nandor professzor ur éllitotta be PhD munkaja soran, igy az O munkajanak a
folytatasaként vettem at, — igy ez a valasztas a klinikum irdnyabol érkezett, mint terapidsan a
betegellatasban is alkalmazott ,,menopauza modell”. A triptorelin humén és allatkisérletes
koriilmények kozott is leallitja a ciklust és a kezelés idejére anovulaciot okoz, az élettani
menopauza masik jellemzdjeként ismert GNRH pulzatilitast sziinteti meg és szupprimalja, igy
okoz miivi menopauzat és kisérleteinkben is szupprimalt 6sztradiol és progeszteron szinteket
eredményezett:

Kontrollok: 26.9+3.6 pg/mL; ovariectomizalt allatok (OVX): 7.4+£2.1 pg/mL (OVX+
Osztradiol potlés): 28.4 +- 3.4 pg/mL; (OVX+ progeszteron p6tlas): 8.1£2.2 pg/ml és (OVX+
Osztrogén + progeszteron potlas) 27.4+3.3 pg/ml.

A progeszteron-szerii immun-kémiai aktivitas kontrollokban: 21.5+£3.9 ng/ml, OVX: 7.9+1.3,
OVX+P: 20.7+4.5, illetve OXV+E+P: 19.84+4.3 ng/ml. Az egyes hormonpétlasok a kontrollal



azonos, a triptorelin kezelés szignifikdnsan és jelentdsen alacsonyabb hormonszinteket
eredményezett (8, 9). Emellett a 3 honapos kezelés soran havi egy injekcioban részesiiltek az
allatok, igy az ebbdl adodo stressz is mérsékelt volt.

A triptorelin kezelés soran 4 hetente egy injekciot alkalmaztunk (6sszesen harom
alkalommal), hatasa atmeneti, reverzibilis, a klinikai tapasztalatok alapjan a kezelés
elhagyasat kovetden visszaall a normal ciklus. Toxikus hatas nem ismert alkalmazasakor — a 6
honapos felsé korlat a klinikumban a menopauzalis oszteoporozis kialakuldsanak
megeldzésére szolgal.

Az akkori kutatasi kereteinkhez mérten viszonylag draga készitményt egy ideig a cég
adomanyaként kaptuk, majd ezt kovetéen alltam 4t, szintén Acs professzor ur metodikai
segitségével a sebészi oophorectomia invaziv, de koltséghatékonyabb modelljére, melyre a
szakirodalom husz év utan, jelenleg is ,,gold standard”-ként tekint (5).

2. Az dllatkisérletek koncepcioja (20. oldal 1. tablazat) tobb esetben nélkiilozi a kisérleti
elrendezések szimmetridjat. Példaul nem igazan értheto, hogy intakt nostény és him
patkanyoknal vizsgaltak a normotonids és a hipertonidas dllapotot, ugyanakkor a
hiperandrogén modellekben ezt miért nem tették meg? Ugyancsak nehezen érthetd,
hogy menopauza modellekben normalis vérnyomdsnal a véna saphenat, az artéria
saphenat és az arteria coronariat vizsgalat ald vontak, azonban az ATII indukalt
hipertenzioval kapcsolatos kisérletekben csak a véna saphendra terjed ki a vizsgalat.

Munkacsoportunk allatkisérletes modelljei a disszertacidban és azon kiviil:

1. tablazat: Az allatkisérletes modellek dsszefoglalasa.

Modell tipusa Normotdnia Hipertdnia
Nemi kilonbségek 1A 1B
Kardiovaszkularis Hiperandrogén modell + D vitamin kezelés =~ A modell alapjat képez6
veszélyeztetettség fertilis védé hatdsa (2A) DHT pellet 2015 6ta az
korban USA-n és Kanadan kivdil

nem elérhetd

Hiperandrogén allapot + D-vitamin hidny jovében tervezett
koz6s karosité hatdsa (2B) — e téma vizsgalat
eredményeinek publikacidja most is

folyamatban van*

Menopauza modellek Sebészi és farmakoldgiai ovariektdmia hipertdnia + sebészi
(3A1, 3A2) ovariektdmia (3B)



2. tablazat: A menopauza-hormonpotlas modellek és a vizsgalt érteriiletek dsszefoglaliasa

Er-tipus Normalis vérnyomas ATII hipertdnia
vena saphena K / OV/ OV+komb HPK OV/ OV+ATIIl/ OV+ATII+k.HPK
arteria saphena OV/ OV+E — akut E (Kakucs) Varbiré és mtsai J Hypertension,
Acs és mtsai BJOG 1999, 2000 (PhD munkadmban)
Maturitas 2000
arteria coronaria (LAD)** K/OV/OV+komb HPK Matrai M et al, Menopause, 2016

* Hadjadj et al, Microvasc Res 2019, Gynecol Endocrinol 2019, Lajtai et al, Biomolecules
2019, Sziva et al, Antioxidants 2020. Még 5 kézirat késziil jelenleg: publikaciora elkiildve /
irasa folyamatban van a témaban.

** Andropauza / andropauzalis hipertonia modellben is megjelent az elsé publikacionk:
Josvai et al, J Sex Med 2020, a masodik publikaciora elkiildve (Andrology) — itt egyeldre
hormonpotlas nélkiil.

A hianyolt kozleményeinket részben csak citalni tudtam, mivel ezek alkottak Acs Nandor
professzor ur, Kakucs Réka doktorné ¢és sajat PhD értekezéseink alapjat, igy az
eredményekben a PhD védésemet megel6z$ kozleményeket nem szerepeltethettem. Acs
professzor Ur téméja a menopauza-hormonpdtlds modellben a kiilonb6zé hormonpotlasi
sémak hatasa volt arteria saphenan. A vena saphenara vonatkozd mnormotonias
eredményeinket, ATII hipertonias artérias eredményeinkkel egylitt sajat PhD értekezésemben
ismertettem. Dr. Kakucs Réka PhD-ja az akut 0sztrogén hatds vizsgélatdra vonatkozott — €
munka utolsé elemét az akut Osztradiol hatds vizsgalatdt kronikus hormonhianyban, mar
szerepeltettem MTA doktori értekezésemben, mivel ez PhD védésemet kovetden végzett
munkank volt, és koncepcidjaban illeszkedett a témahoz. Matrai doktorral k6z6s munkank
nem szerepel a dolgozatban, mert jelenleg irja PhD dolgozatat a témakorben.

Osszességében elészor Székics professzor ur témavezetésével, majd ezt kdvetéen 6nalld
palyafutdsom soran vizsgaltuk normo és hipertoniaban az intakt viszonyokat, a menopauza és
a hormonpotlas, illetve az andropauza allapotat — egyeldre andropauzalis hormonpoétlassal
négyogyaszként még nem foglalkoztam. Ezekben a korai években a nemi kiilonbségek, illetve
a hormonhiany-hormonpdtlas keringésélettani hatasait vizsgaltuk.

A PCOS modellekben napjainkban mas konstrukciokat alkalmaztunk, kicsit eltérd
kérdésfelvetéssel. A hiperandrogén modellek 6nmagukban az altalunk alkalmazottnal kicsit
hosszabb kezeléssel mar hipertoniat okoznak. Ebben a vonatkozasban parhuzamba allithatéak
az ATII kezeléssel, mivel ott szubpresszor dozist alkalmazva éppen kialakult hipertonia (kb 3
hét utdn, mi 4 hetes kezelést alkalmaztunk), addig a PCOS modellekben még éppen nem
alakult ki hipertonia: DHT kezelés esetén 10 hetes sémat alkalmaztunk, 12 hetes mar
hipertoniat okozott volna, mig tesztoszteron esetén 8 hetes kezelést, ott 10 hét utan alakult
volna ki hipertonia.

Hipertonias vizsgalatokat munkacsoportunk el6tt mar kozoltek (10, 11), errdl viszonylag
részletesebb tuddsunk volt — de nem volt egyértelmii, mi a hiperandrogén allapot és mi a
hipertonia kovetkezménye, melyek a kezdeti karosodasok és hogyan hat a D-vitamin illetve
annak hianya ezekre az elvaltozasokra. E kombinalt modellben az elsé vizsgélatoknal a
hiperandrogén allapot és a D-vitamin hatds mellé harmadik ismeretlenként nem akartam
bevonni a vizsgalatba a hipertoniat. Most publikaljuk normoténids eredményeinket, a
hipertdnia vizsgalata ezt kovetden keriilhet majd sorra.

Mig Onmagaban az ovariectomia / orchidectomia nem valtoztat a kisérleti allatok
vérnyomasan, ezért az ATII kezelés a kardiovaszkularisan sériilékenyebb, kezdeti hipertonids
allapot modellezésére szolgalt, addig erre DHT és tesztoszteron kezelés esetén nem volt



sziikségiink, mert az alap androgén kezelés is prehipertenziv allapotot hozott 1étre, amint ezt
késébb eredményeink is igazoltak. Ott a rovidebb kezeléseket azért alkalmaztuk, hogy az
androgén hatas egyértelmiien elkiilonithetd legyen a magasvérnyomas okozta karosito
hatasoktol, mint ezt a hosszabb modellekben biztosan elkiiloniteni nem lehetett volna. A
jovoben felmeriil a hosszabb tesztoszteron kezelési sémaval kivaltott hipertonia, mint ko-
morbiditas vizsgalata is, a kezdeti karosodasokat kdvetden a kdvetkezd, kozépsulyos eltérések
tanulmanyozasara. A disszertacibmban ismertetett munka remélem nem zarul le, hanem
ebben az iranyban is folytatodik.

3. Az immunhisztokémiai protokollok leirasa a metodikaban nagyon hianyos, példaul:
insulin  receptor, D-vitamin receptor, e-NOS, PAR, COX-2 nitrotirozin
immunhisztokémia. Mekkora volt a metszet vastagsag, milyen szekunder antitesteket és
detekcios protokollokat hasznaltak ezeknél az immunhisztokémiai festéseknel?

A  metszetek vastagsaga 5-7 mikrométer volt. A leirdsok az immunhisztokémiai
protokollokkal kapcsolatosan a disszertaciobol, illetve részletesebben a cikkek alapjéan:

eNOS, COX-2, nitrotirozin

A COX-2 ¢és az eNOS antitesteket az Abcam (Cambridge, UK); a szekunder antitesteket,
normal kecske szérumot, az avidin-biotinilalt enzim komplex kitet és a DAB-ot a Vector
Laboratories (Burlingame, CA, USA) cégen keresztill szereztilk be. Az immunhisztokémiai
vizsgalatokat a gyartok protokolljai szerint végeztiik. Részletesebben Masszi és mtsai Life
Sciences publikacidja alapjan (12):

Az ovariumokat és aorta ringeket a kivétel napjan 4%-os formaldehidben fixaltuk a szdvettani
viszgalatok céljabol. Vénas vérbdl leukocitakat gyiijtottiink Histopaque-1083 (Sigma Aldrich)
alkalmazasaval. A petefészkeket haematoxilin-eosin festéssel festettik meg, hogy a PCOS
szOvettani jegyeit fénymikroszkdppal detektalhassuk. A paraffinba dgyazott aorta €s ovarium
metszeteket — deparaffinizacio és antigén feltaras utan (0,1 mmol/l citrat puffer, pH 3,
mikrohulldammal 15 percig melegitve) — immunhisztokémiai festésnek vetettiik ala.
Nitrotirozin immunhisztokémiai festést (poliklonalis nyul anti-nitrotirozin antitest, 1:200
aranyban, egy éjszakan at, 4 °C-on, Millipore, Billerica, MA. USA); endotelialis NO szintaz
immunhisztokémiai festést (poliklonalis nyul anti-eNOS antitest, 1:06 aranyban, 70 percig, 37
°C-on, Abcam, Cambridge, MA., USA) ¢és ciklooxigendaz 2 immunhisztokémiai festést
(poliklonalis nyGl antiCOX2 antitest, 1:200 aranyban, 70 percig, 37 °C-on, Abcam,
Cambridge, MA. US) alkalmaztunk. A masodlagos jelolést biotinilalt nytl ellenes kecske
antitesttel (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) értiik el szobahdmérsékleten 30 perc
inkubacios 1dével. A jelolés vizualizalasdra torma peroxiddzzal conjugélt avidint adtunk
hozza (30 percig, szobahdmérsékleten), valamin nikkellel felerdsitett diaminobenzidint (DAB,
szobahOmeérsékleten, 6 percen at, fekete szin) alkalmaztunk. A metszetek és kenetek esetén
nuclear fast red-et alkalmaztunk a sejtmagok lathatova tételére (Nuclear Fast Red (NFR,
Sigma Aldrich). A festett metszetekrél mikroszkopos képeket készitettiink a Zeiss Axio
Imager rendszerrel (Zeiss Axiolmager.Al és Zeiss AxioCAm MRc5 CCD kamera). A
festések intenzitasat MBF Image) szoftverrel hataroztuk meg (McMaster Biophotonics
Facility, Ontario, Canada). Nitrotirozin esetében a pozitivan festddott szoveti teriilet aranyat
szamoltuk ki a teljes teriilethez képest. Az eNOS ¢és a COX-2 antitestek esetén az aortak
endotelialis rétegét értékeltiik. A keringd leukocitak nitrotirozin pozitivitasat egy fiiggetlen
vizsgalo, vakon, 1-t61 10-ig relativ skalan értékelte a festett keneten.



PAR

A PARP aktivitds a sejtszinti DNS-kdrosodds markere, PAR-antitesttel végzett
immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan a kontroll allatok kiilonb6z6 szoveteiben — keringo
leukocitak, ovariumok, endothel, vaszkularis simaizom sejtek - ugyanolyan PAR-festddést
talaltunk.

A részletes festési protokoll Masszi és mtsai Plos One publikacioja alapjan (13):
Petefészkeket és az aorta gyliriiket a kisérlet napjan frissen 4%-os formadehidben fixaltuk
szOvettani vizsgalatokra. Hematoxilin-eosin festés alkalmaztunk és a szovettani képeket a
Zeiss Axio Imager rendszerrel (Zeiss Axiolmager.Al és Zeiss AxioCAm MRc5 CCD kamera,
Pannoramic viewer szoftver (3DHISTECH Kft, Budapest, Magyarorszag)) vizsgaltuk. Vénas
vérbol leukocitakat gyiijtottiink a Histopaque-1083 (Sigma Aldrich) hasznalataval. Metanol
fixalt keneteket készitettiink a sejt szuszpenziokbdl. A formalin fixalt aorta és petefészek
mintakat paraffinba agyaztuk és 5 um vastagsagi metszeteket készitettiink. Deparaffinizaciod
¢és antigén feltaras utan (0,1 mmol/l citrat puffer, pH 3, 15 perc mikrohullamt melegités), a
mintakat egér monoklonalis anti-PAR antitesttel (Calbiochem, San Diego, CA, USA)
festettilk meg, egy éjen at kezelve, 1:1000 aranyban 4 °C-os hémérsékleten. A masodlagos
jelolést biotinilalt egér ellenes 16 antitesttel (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), 30
percen keresztiil, szobahOmérsékleten végeztiik. Torma peroxidazzal konjugalt avidint adva
hozza (30 percen keresztiil, szobahOmérsékleten), valamint nikkellel felerdsitett
diaminobenzidint (DAB, szobahdémérsékleten 6 percen keresztiil, fekete szin) hasznaltuk a
jelolés vizualizalasara (Vector Laboratories). A metszetek és kenetek esetén nuclear fast redet
alkalmaztunk a sejtmagok lathatova tételére (Nuclear Fast Red (NFR, Sigma Aldrich). A PAR
festés értékelésére szemikvantitativ pontozasos skalat alkalmaztunk: a festett keneteken
latottakat, fliggetlen vizsgaldo vakon 1-10ig értékelte: 1: nincs festédés, 2: enyhe
citoplazmatikus festddés; 3: erds citoplazmatikus festddés; 4: citoplazmatikus festddés néhany
pozitiv sejtmaggal; 5: a sejtmagok 50%-a pozitiv festédésl; 6: a sejtmagok 75%-a pozitiv; 7:
altalanos magfestddés néhany negativ sejttel; 8: minden sejtmag pozitiv; 9: erds magfestddés
minden sejtben; 10: igen erds altalanos magfest6dés minden sejtben (14). Leukocita kenetek
esetén 5 latdmezOt, minimum 300 sejtet értékeltiink. Artéridk és a petefészkek esetében a
teljes szovettani mintat értékeltiik.

Inzulin receptor, D-vitamin receptor

Paraffinba agyazott szdvetblokkokbol késziilt nativ metszeteken Banch/Mark ULTRA
automata immunhisztokémiai (IHC)/in situ hibridizaci6é (ISH) metszetfestd rendszer (Ventana
Medical Systems, Inc., Tucson, AZ, USA) segitségével, valamint monoklonalis egér anti IR
béta (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) és poliklonalis nyul anti-VDR (Abcam,
Cambridge, Nagy Britannia) antitestekkel vizsgaltuk az inzulin-receptor béta (IRB) és D-
vitamin receptor (VDR) expressziot. A specifikus kotddés kimutatdsa szines diaminobenzidin
(DAB) enzimszubsztrat jeloléssel €s hematoxilin ellenfestéssel ultraView Universal DAB
Detection Kit (Ventana Medical Systems, Inc.) hasznalataval tortént. A festett erekrdl
mikroszkopos képeket készitettiink Zeiss Axio Imager rendszerrel (Zeiss, Oberkochen,
Németorszag). Image] programmal [National Institutes of Health (NIH), Bethesda, MA,
USA]; és a teljes érfelszin szazalékaban adtuk meg az érfal intima és média rétegeiben a
pozitivan fest6do teriileteket.

Az ultraView Universal DAB Detection Kit a Banch/Mark ULTRA automata
immunhisztokémiai (IHC)/in situ hibridizacio (ISH) metszetfesté rendszerhez fejlesztett
klinikailag diagnosztikdhoz hasznéalhaté detekcids kit, mely tartalmazza mind a mésodlagos
(feltehetéen HRP-konjugalt) anitesteket és a DAB szubsztratot is. A kit-ben talalhato
szekunder antitestekrol tovabbi informacido nem elérhetd, a termék leirasa az alabbi linken
talalhato: http://ww.ventanadiscovery.com/product/1414?type=1791.



http://ww.ventanadiscovery.com/product/1414?type=1791

4. A 29. oldalon az 1. B) abran a mikroangiometrids foto életleniil latszik és hianyzik a
kalibracios egyenes. A 30. oldalon a LAD koronaria érrendszer halozata ugyancsak
eletlen és nem vilagos, hogy a nyil a 6x nagyitasu képen mire mutat? Mekkora
tavolsagot reprezental a kalibracios egyenes?

Sajnos ez jogos kritika. A file konverziok soran mindig sériil a képek mindsége és sajnos nem
értek jobban a grafikai programokhoz, hogy ezt ennél jobb mindségben prezentalni tudjam.
Ezt csak ugy tudom athidalni, hogy az eredeti kozlemény kiilonlenyomatat elkiildom az ujsag
honlapjarol letoltott pdf-ben.

A kalibracios 1épték valosziniileg masolasi hiba miatt maradt le, az emiatt hidnyzé adatokat a
véalaszban megadtam.

A jelzett fotok illusztracids képek, a metodika jobb megértése céljabol (nem mérési eredmény
dokumentécioja). Remélem, a most csatolt fotd jobb mindségili lesz, a pdf konverzid sajnos
rontott a képek, fotok mindségén. A fehér jelz6 képpontok kozotti tavolsag (az ératmérd) 137
mikrométer.

A 30. oldalon a nyil egy preparaciora keriild6 LAD koszortér szakaszt mutat, a felsé képen a
skala 2 millimétert mutat, az als6 képen 200 mikront.

5. Miért alkalmaztak kétféle PCOS modellt? A tesztoszteron kezelés végen milyen volt az
ovarium hisztologiai képe?

A modell valtas oka az volt, hogy az USA a korabban alkalmazott DHT pelletet tilt6 listara
tette, és az USA hatdrain kiviil egyediil Kanadaban engedélyezték a forgalmazasat az
Innovative Research of America-nak (ezt a terméket egyediil 6k forgalmaztak) — ezt kdvetden
kerestiink hazankban is beszerezhetd alapanyagokra épiild ¢és ekvivalensnek tlind modellt —
melyet a tesztoszteron kezelés nagyrészt, de nem teljes mértékben bevaltott.

Az ovariumok hisztologiai képét tartalmazé cikkiinket a disszertacid alapjanak lezarasat
kovetden publikaltuk (kozelitben a disszertacid beadasakor jelent meg a kozleményiink),
hasonl6 volt, mint a DHT modellben: Pal Eva és mtsai, 2009 (15).



Petefészek szovettanok

Reprezentativ fotok a hematoxylin-eosin festett petefészkekr6l. A T@D+ és T@D- allatok
petefészkeit a PCOS-re emlékeztetd, megndvekedett szamu kisméretii primordialis follikulus

megjelenése jellemezte.

Illetve egy jelenleg folyamatban 1év6 kéziratunk alapjan részletesebben:

1. tablazat

A napi hiively kenetvizsgalat alapjan azonositott normal Osztrusz fazisok szama a kezelés 6.
hetétdl kezdve, a petefészkek végso sulya, tiiszo €s sargatest atlagos szdma, valamint a teljes
petefészek teriilet aranyaban a kezelés 8. hetében (minden adat atlag + SEM formdban van

feltiintetve).

VD+/T- VD+/T+ VD-/T- VD-/T+
Osztrusz szam (6-8.
kezelési hét) | 3,63+ 0,15 0,910,213+ 2,00+ 0,23* 0,36+ 0,201+
N=11 csoportonként
Petefészek veégso
stlya (g) 0,25+ 0,09 0,06+ 0,01* 0,07+ 0,01* 0,068+ 0,02*
N=11csoportonként
Atlagos tiisz8 szam « * 71,33+
N=6 csoportonként 13,66+ 1,72 58,50+ 1,947 35,01+ 2,68 57611
Follikulus 10,27+ 1,29 | 43,99+ 1,17+* | 29,02+ 4,49 38,20+ 2,56+

teriilet/teljes




petefészek
tertilet*100 (%)
N=6 csoportonként

Atlagos sargatest
szam 12,67+ 1,85 0,83+ 0,401* 5,16+ 1,22 1,16+ 0,407*
N=6 csoportonként

Sargatest teriilet/teljes
petefészek
teriilet*100 (%)

N=6 csoportonként

48,12+3,19 | 0,68+ 0261+ | 11,563,226+ | 0,82+ 0,271+

A D-vitaminnal szupplementalt, tesztoszeronnal nem kezelt allatok rendszeres és szabalyos
Osztrusz mintazattal rendelkeztek és szignifikdnsan magasabb volt az ovulaciés ratajuk a
tesztoszteronnal kezelt csoporthoz képest (1 p<0,001). A D-vitamin hianyos, transzdermalis
tesztoszteron mentes allatok szintén szignifikdnsan kevesebb 0sztrusz ciklussal jellemzhetdk,
mint megfeleld D-vitaminos parjuk (* p<0,05), de szignifikansan tobbel, mint a tesztoszeron
kezelt csoportok (1 p<0,01). A végsé petefészek stlyat tekintve mind a harom csoport
szignifikansan alacsonyabb eredményeket ért el, a D-vitaminnal kiegészitett, tesztoszteronnal
nem kezelt csoporthoz képest (* p<0,05). Az atlagos follikulus szam és azok teriilet aranya a
teljes petefészekhez képest szignifikansan magasabb volt a tesztoszeronnal kezelt allatokban a
D-vitamin kezelt (3 p<0,001 és 1 p<0,01) és D-vitamin hianyos allatokhoz képest ( p<0,01
¢s * p<0,05). D-vitamin hiany énmagaban magasabb szamokat ereményezett (* p<0,05). A
tesztoszteronnal kezelt csoportokban szignifikansan alacsonyabb szdmu sargatestet talaltunk a
megfeleld csoportokkal 6sszehasonlitva (1 p<0,01 and * p<0,05). Ezek a valtozaskok a teljes
petefészek aranyaban is megfigyelhetdek voltak. VD+/T-: D-vitamin poétolt, transzerdermalis
tesztoszeron mentes; VD+/T+: D-vitamin potolt és traszdermalis tesztoszeron kezelt; VD-/T-:
D-vitamin hianyos és transzdermalis tesztoszeron mentes; VD-/T+: D-vitamin hianyos ¢és
transzdermalis tesztoszeron kezelt. One-way ANOVA, Tukey post hoc teszttel.

6. A nemi kiilonbségek vizsgalatanal nem vilagos, hogy a nostény patkanyok az észtrusz
ciklus melyik szakaszaban voltak (pl. kontraktilitas vizsgdlat)? Hogyan
befolyasolhatja ez az eredményeket?

Nem vizsgaltuk ebben az anyagban az 6sztrusz ciklus valtozasait, csak a PCOS modellekben,
a PCOS-ben jelentkezd ciklus-zavar igazolasara.

Ennek megfeleléen az irodalmi adatok alapjan egészséges kontrollok esetében a csoportok
szorasat noveli, ha kiilonboz0 ciklusszakban 1évd allatokat vizsgalunk.

A biralok azért nem kifogasoltdk ezt az eljarast, mert konvencionalisan a nemi kiilonbségek
vizsgélatat random ciklusszakban 1év0 patkanyokkal végezziik tekintettel arra, hogy a
vizsgalat kérdése nem a ciklusfiiggd hanem a nemi kiilonbségek vizsgalata volt. Amennyiben
ciklusban rogzitett idoépontban végeztilk volna a vizsgélatainkat, akkor nem tudtunk volna
altalanos nemi kiilonbségekre kovetkeztetni, hanem csak a prodsztrusz / Osztrusz/
metOsztrusz/ didsztrusz és a himek kozotti kiilonbségeket értékelhettiik volna. Emellett a
kisérletek tervezése is nehezitett, mivel az elsé két ciklusszak kb 12 6rads iddtartamu, igy
ebben az esetben bizonyos vizsgalatokat éjszaka kellett volna elvégezniink, ha a ciklushoz
igazodunk, beleértve a komplett 6-8 oras keringésélettani vizsgalatot is, ami nehezitette volna
a labormunka 0sszehangolasat is, ugyanakkor csokkentette volna vizsgalataink értékét annak




okan, hogy nem altalanosan a nemi kiilonbségek, hanem az egy adott ciklusszak és a himek
kozotti kiilonbséget jellemezte volna csak.

Osszességében a ndi ciklus és a vaszkuldris valtozasok dsszefiiggéseirdl:
Vaszkularisan sériilékeny allapotban, mivel a menstruatio alatt a legalacsonyabb az Gsztradiol

szint, részben ezzel hozzak 6sszefliggésbe, hogy a fertilis korti n6kben ilyenkor a legnagyobb
az esélye a coronaria eseményeknek (16) és a stroke-nak (17). EI6bbi a menstruatio alatt
megnovekedett endothelin  szint (16), utoébbi a fokozott szerotonin érzékenység
kovetkezménye is lehet (18). Mindkettd esetében a vazokonstriktor reaktivitds nd. A
progeszteron simaizom relaxans hatasa is ismert (19), ennek megfelelen a lutealis fazisban a
vazorelaxacio novekedését és a vazokonstrikcid csokkenését varhatjuk — ez egészségesekben
inkabb tendenciaszerii, mint markéans kiilonbség — a férfiakhoz viszonyitott nemi kiilonbség
jellemzOen a ciklusszaktol fliggetleniil megtartott (20). Rakobowchuk és mtsai. nem talalt
kiilonbséget a vaszkularis reaktivitasban egészséges fiatalokban (21). Ugyanakkor
beszamoltak vazokonstriktor érzékenység csokkenésrdl is a korai lutealis fazisban a korai
follicularishoz képest (22).

Egészséges fiatalokban nincs szamottevd, kimutathatdo hatdsa a ciklusnak a célszervi
keringésre (20, 23), de kardiovaszkularisan sériilékeny allapotban mar kimutathaté a
kardiovaszkularis események rizikojanak ciklusfiiggé fokozodasa (16, 17).

Allatkisérletes vizsgalatokban is talaltak ciklusfiiggd kiilonbségeket. Mesenterialis artéridkon
az angiotensin 1-7-fiiggd vazorelaxacid prodsztruszban nagyobb volt, mint didsztruszban
(24). Mig Lucca és mtsai. (25) a vazokonstrikcio mértékét talalta kisebbnek prodsztruszban
mint 0sztruszban és didsztruszban, mig az acetilkolinfiiggd relaxacidban abszolut értékben
nem talalt kiilonbséget, csak a hattér-mechanizmusok dominanciajaban (eNOS upreguléciot
irt le prodsztruszban).

Osszességében Cairrao és mtsai dsztrdiol és progeszteron hatdsara is vazorelaxaciot irtak le,
tehat ezen hormonok emelkedése inkabb a relaxdcid, mig alacsonyabb szintje a
vazokonstrikcid iranyaba tolja az érvalaszokat (26).

Részletesebben a ciklusfiiggd hatasokat az alabbi tablazat foglalja 6ssze (27):

Vasoactive

Substance Model Tissue Actions in Endothelium References
-The vascular synthesis of both
Control group: PGE2 and PGF2a was

Cyclic rats Aorta (vascular significantly higher in the group

. . . of OVX rats compared to the

Norepinephrine Experimental smooth muscle)
i S . proestrous. (28)
(NE) group: Treated in isometric
° . -The vascular response to NE
Ovariectomized  myography system . - .

was significantly higher in OVX

rats (OVX) .
rats, compared to normal cycling

rats during proestrous.

-The tone induced by cirazoline
was lower in the proestrous and
. . Mesenteric vascular  pregnant groups, but the increase

Cirazoline Pregnant, . S .
. bed in the tone of L-NA is higher in

(a1-Adrenergic proestrous and (25)
i . Treated by pregnant compared to proestrous
agonist) diestrous rats . X
perfusion and diestrous group. The

participation of EDRF in this
effect is suggested.

Methacholine Control group: Uterine and -The relaxation induced by (29)




(Muscarinic Experimental mesenteric arteries methacholine was higher in

agonist, group: Pregnant ~ Treated in isometric pregnant mice, in both uterine

endothelium- mice myography system artery and mesenteric vessels,

dependent with a more pronounced effect
vasodilator) on the uterine vasculature.

-Modulation of relaxation is
endothelium-dependent PGHS or
NOS pathways is reinforced in
the uterine arteries.

Uterine
endothelium
Treatment by using -Dose-dependent decrease in
Cyclic rats an oropharyngeal duration of estrous cycle and (30)
cannula and histoarchitecture of the uterus.
calibrated
hypodermic syringe

Aspilia africana
(Ethanolic extract)

Uterine
Cyclic rats endothelium
Buddleja globosa Ovariectomized Treatment
(Ethanolic extract) administered
rats (OVX) .
subcutaneously with
hypodermic syringe

Anti-estrogenic effect of extract
of Buddleja globosa at the (31)
highest dose evaluated.

1. A statisztikai vizsgalatoknal legalabb az abra feliratokban jo lett volna feltiintetni az
adott csoport elemszamat. Az ANOVA-nal milyen volt az adatok eloszlasa
kisérletenként és milyen eredményt adott a varianciak homogenitdsa?

A metodikaban az esetszamokat megadtam — kétségkiviil attekinthetbb lett volna ezt minden
abra aldirasban jelezni.

Az adatok Gauss szerinti eloszlasat D'Agostino & Pearson teszt elvégzésével ellendriztiik. Az
ANOVA soran F-probat, Brown-Forsythe, és Bartlett's tesztet végeztiink ez esetlegesen elérd
csoport variancidk ellendrzésére, ha ennek eredménye nem volt szignifikans, akkor
értelmeztiik a ANOVA ¢és foként Tukey, illetve Bonferroni post hoc tesztek eredményeit. Ha a
fenti probak eredménye alapjan az ANOVA nem volt elvégezhetd, akkor Wilkoxon féle rank
korrelaciot vagy Kruskal Wallis tesztet hasznéltunk.

8. A4 19. dbra és a szovegben megadott adatok alapjan a follikulus atmérok
meghatarozasa nehezen értelmezheto. Pontosan milyen metodikdaval hataroztak meg a
follikulosok méretét és hogy szamoltik az atlagot?

A szovettani értékelést hematoxilin eozin festett metszeteken Pannoramic Viewer szoftver
(3DHistech Magyarorszag) segitségével végeztiik, a méréseket relativ egységben (pixelben)
adtuk meg (32). Minden allat / ovarium esetében 5 metszet teljes keresztmetszetébe esd
Osszes folliculust és teljes felszint lemértiik.

9. 4 40. abran lévo e-NOS adatokat hogyan kaptak meg? Hogyan kvantifikaltak az e-
NOS immunhisztokémiat (pl. mely teriiletekrol, mekkora ROI stb.)?

Az eNOS-sal pozitivan festddo endotél teriiletét a teljes endotél teriilet szazalékdban adtuk
meg. Nem volt sziikebb ROI kijeldlés, a teljes endotél festddését hataroztuk meg és az endotél
teljes felszinének szdzalékaban adtuk meg.



10. 4 7. tablazatban lévo PAR immunhisztokémia képei nagyon kis méretiiek és a nagy
nagyitasu inzertek hianyoznak. Mit jelent ,,a PAR szintek” kifejezés az y tengelyen a
42. és 43. abran? Hogyan kvantifikaltak?

Korai vizsgalatainkban tapasztalt vizsgaldo 1-10 skalan szemikvantitivan, vakon pontozta a
metszeteket. Ennek részletes elemzése a 3. kérdésre adott valasznak megfelelden:

A PAR festés értékelésére szemikvantitativ pontozasos skalat alkalmaztunk: a festett
keneteken latottakat, fliggetlen vizsgaldo vakon 1-10ig értékelte: 1: nincs festddés, 2: enyhe
citoplazmatikus festédés; 3: erés citoplazmatikus festodés; 4: citoplazmatikus festédés néhany
pozitiv sejtmaggal; 5: a sejtmagok 50%-a pozitiv festédésli; 6: a sejtmagok 75%-a pozitiv; 7:
altalanos magfestddés néhany negativ sejttel; 8: minden sejtmag pozitiv; 9: erés magfestodés
minden sejtben; 10: igen erds altalanos magfestédés minden sejtben (14). Leukocita kenetek
esetén 5 latdomez6t, minimum 300 sejtet értékeltliink. Artéridk és a petefészkek esetében a
teljes szovettani mintat értékeltiik.

11. Generalisan megkérdezheto, hogy miért nem haszndltak western blot-ot az expresszios
szintek vizsgalatanal (eNOS, PAR, COX-2 sth.)?

Az eNOS ¢és a COX-2 vonatkozéasadban egyrészt elvesztettiik volna az endotél lokalizacid
vizsgalati lehet0ségét, masrészt nagyon kicsi volt az érszovet tomege, igy western blot-ra nem
lett volna elegendd. PAR esetében az érszovet esetében nem, csak az ovarium esetében lett
volna elegendé minta western blot elvégzésére, de a lokalizaciot szintén elveszitettiik volna,
ezért az Osszehasonlithatosdg érdekében maradtunk az immunhisztokémids vizsgdlatnal —
mely az abszolit mennyiségek kimutatdsdra ugyan nem alkalmas, de relativ aranyokat és
lokalizaciokat tudtunk kovetni vele.

12. A 9. tablazatban 1évé képeken nem lathatéo a COX-2 expresszio. 10. tablazatban a
szovettani képek tul lettek exponalva a nagy nagyitas miatt nem igazan latszik, hogy
mi tekintheto immunpozitiv jelnek. A 9. és 10. tablazat COX-2 immuhisztokémiai képe
redundans.

Sajnos ezek a részek is az elektronikus képszerkesztés €s a pdf konverzio aldozatdul estek —
leszamitva az eredetileg is til exponalt szovettanokat. A 9. abra rezorcin festést abrazol.
Alatta a szoveges rész mar a 10. dbra COX-2 eredményeit ismerteti; a dolgozat térdelésénél
nem vettem észre, hogy ez kiilon oldalra keriilt a 10. dbratol — ez okozhatta a félreérthetd
helyzetet.

13. 4 77. és 78. abran az x tengelyen pontosan mekkora koncentraciok lettek feltiintetve az
osztradiol és a nifedipin tekintetében?

1, 10, 20, 50 és 100 mikromo6l/1 dozisokat teszteltiink, illetve nifedipin esetében 0,1 és 0,01
mikromolos koncentraciot is. 1 mikromolos koncentracid alatt értékelheto relaxans valaszt
nem kaptunk egyik farmakon esetében sem.

14. 4 99. oldalon leirtak szerint az akut kezelésekben 1, 10, 100 uM osztradiol
koncentraciot alkalmaztak, ami nagysagrendekkel nagyobb, mint a farmakologiai
dozis. Miert?



Izolalt ereken az ,,ér-agy” hianyaban, kornyezetiikbdl kiemelve az erek reaktivitasa csokken,
ezért ezek a szokdsos dozisok. Hasonlé adagokat alkalmaztunk nifedipinbdl is, mely in vivo
joval kisebb koncentracioban is hatékony, hasonléan az 0sztradiolhoz. Teszteltiik, de kisebb
koncentraciokban relaxans hatast nem tapasztaltunk.

15. A 68-71. dbra mutatjia az D vitamin és az inzulin receptor expresszios szint
valtozasokat. Hogyan nyerték ezeket az adatokat? Mivel nincs jo mindségii foto az
immunhisztokémiai expresszios mintazatrol ez az adat még nehezebben értelmezheto.

Ennél az immunhisztokémiai festés sorozatnal valoban kimaradtak a demonstrativ fotok,
furcsa modon az 0jsag redundans adatként értékelte és ezért ki kellett hagynunk a kéziratbol,
igy a publikalt anyagban mar nem szerepeltek, ezért a disszertacioba sem kertiltek be — csak a
statisztikailag kiértékelt eredmények grafikonjai.

Az adatokat (pozitivan fest6do coronaria endotél illetve media felszin) a teljes endotél illetve
media érfelszin teriilet szazalékaban adtuk meg.

Reprezentativ fotdk, abrak és abraaldirasok az eredeti kéziratbol, melyeket végiil ki kellett
hagynunk:

FIG. 3A.

VD+/T- VD-/T-

VD+/T+ VD-T+

Fig. 3A. Insulin receptor (IR) expression in coronary arterioles after 8 weeks of transdermal treatment with
testosterone and VitD deficiency.

A jelzések 20 mikrométeres tavolsagot jeldlnek.



VD+/T- VDT

VD+/T+ VD-/T+

Fig. 3B. VitD receptor (VDR) expression in coronary arterioles after 8 weeks of transdermal treatment with
testosterone and VitD deficiency

A jelzések 20 mikrométeres tavolsagot jelolnek.

Tisztelettel koszondm Abrahdam Istvan Professzor Ur birlatat és hogy dolgozatom
elfogadasat javasolta. Bizom benne, hogy kérdéseire adott valaszaimat is megfelelonek talélja.

Budapest, 2020. 12.14.
Dr. Varbiré Szabolcs
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