Valaszok Dr. Boros Mihaly biralatara
Altalanos megjegyzések

K&széném Dr. Boros Mihalynak az alapos és minden részletre kiterjedd biralatat. Ahogy a
Birald is tdbbszér hangsulyozza, észrevételeit abbdl a szemszdgbdl készitette, hogy a
doktori munka 6énall6 tudomanyos md, ezért egységes egészet kell alkotnia. A dolgozat
megirasa soran is erre térekedtem, ezért az eredeti forrasul szolgald 24 kdzleménybdl
csak azokat az eredményeket foglaltam 6ssze, amelyek egy egységes gondolatmenetre
felflzhet6ek voltak. Ahogy a dolgozat elészavaban és a tézisflzetben is szereplé abran
lathatd, ezen gondolatmenet a mitokondriumok oxidativ-nitrozativ stresszre adott
valaszainak vizsgalatdbél indult ki, majd tdbb eldgazads utdn egy lokalis értagitod
készitmény kifejlesztéséig jutott - kildn 6ruldk, hogy a Birald is kiemelte a gondolatmenet
egységességeét.

Valaszok a részletes biralatra

l. Formai rész

1. Ahogy a Biral6 is kiemeli, sajnos néhany esetben angol szakkifejezések szerepelnek a
dolgozatban. Ezek jellemzben olyan szbkapcsolatok, amelyek magyarul igen ritkan
hasznéalatosak, ezért a hazai tudomanyos szaknyelvben is inkdbb angolul hasznaljuk.
Minthogy a Doktori Ertekezés egyik célja a hazai szaknyelv bévitése, szabatos
hasznélata, ezért egyetértek a Biraléval abban, hogy ezen kifejezéseket szerencsésebb
lett volna magyarra atultetni még akkor is, ha magyarazatként vagy réviditésként az
angol kifejezés emlitésére is szikség lett volna. Példaul 'peroxynitrite decomposition
catalyst' helyett 'peroxinitrit bomlas katalizator' szerepelt volna.

2. Tébbszdri kritikai olvasas utan is maradtak ellitések a dolgozatban, ezért elnézést
kérek, remélem azonban hogy ezek nem zavarjak az olvasast, megértést.

3. A 16. abran, ahogy a Biralo is kiemeli, valbban a H panelen abrazoltam a proton

gradiens megszlntetését kdvetden észlelt reakcibt és az | panelen a IV. komplex gatlas
eredményét. A 28. abra magyarazata helyesen az alabbi:
"Nitrozativ-oxidativ stressz altal befolyasolt fehérjék sajat mérések alapjan. A
proteomikai méréseink segitségével azonositott mitokondrialis fehérjék, amelyek
funkciéjat megvaltoztatja a nitrozilacié. Nyilak mutatjak a nitrozilacidé hatasara létrejovo
hatasok iranyat a mitokondrialis 1égzési lanc és nitrat kérforgas sematikus abrazolasa
mellett. Fontos kiemelni, hogy vélhetéen nemcsak ez az 5 fehérje érintett a
valtozasokban, hanem ezek voltak azok, amelyeket elektroforézissel és
tdmegspektrométerrel megbizhatdan tudtunk kimutatni."

4. A 44.0ldalon talalhaté tablazatba a kelleténél tObb informéciot igyekeztem besuriteni,
amely ezért nehezen értelmezhetd és szerkeszthetd, célszeri lett volna ezt megbontani
és akkor kdnnyebben tudtam volna szerkesztési hibak nélkil bemutatni az adatokat.

5. A Biral6 altal laborzsargonként azonositott kifejezések, pl. ,blottolas”, ,knockoutokkal
azonositas” vagy ,blockbuster molekula” tudatosan maradtak angol vagy félig angol
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helyesirassal, mivel ezek a hazai szaknyelvben is elfogadotta valtak, illetve magyar
megfelel6juk nem egyértelmi vagy tulzottan kérilményes lett volna, amely végsé soron
az olvashat6sag rovasara ment volna.

6. Az idézett kérmondatok valdban tulzottan bonyolultan lettek megfogalmazva, ezeket
szerencsésebb lett volna rovidebb tételekre bontani.

Il. Tartalmi rész

Oriilék, hogy a Birald kiemelte a dolgozat egységességét, 6nalld6 miként vald
értelmezhetdségét az azt megalapoz6 tudomanyos cikkektdl fliggetlendl. Térekedtem az
adatok egységesitett bemutatasara, tébb esetben eltértem az eredeti kézleméynekben
vald diszkusszio vezérfonalatol amikor késébbi mérések alapjan az értelmezés maddosult,
pontosodott, vagy éppen az ellenkezdjére fordult. Mindezen térekvések mellett
maradhattak kisebb értelmezési, tartalmi hibak a dolgozatban, amelyekre az alabbiakban
valaszolok.

1. Kbész6ndm a felvetést, hogy a farmakoldgiai prekondicionélasrél mint az ischaemias
prekondicionalas alternativajarél bovebben kellett volna megemlékezni, pl. az adenozin,
nikotinamid-nitrat emlitése sziikséges lett volna.

2. A nitrotirozin szint a keringd leukocitdkban val6szinlleg folyamatosan emelkedik a
terhesség elGrehaladtaval, ezt a kilénbdzd idépontokban vett mintak elemzése alapjan
becsulhetjik. Amig a nitrotirozin esetében az emelkedés mértéke mindéssze egy enhye
trend formajaban volt kimutathatd, addig a PAR festés mértéke mindharom csoportban
folyamatosan emelkedett, amelyet az id6 fluggvényében korrelaltatott PAR festés
er0ssége adatok ANOVA analizise mutatta. A cukorbetegek estében az emelkedés
szignifikansan jelentésebb volt, mint az egészségesekben, s6t, azon betegek akik
késbbb inzulin kezelésre szorultak, mar a korai vizsgéalat alkalmaval is a legmagasabb
PAR értékeket mutattak. Az egészen pontos adatokat nem ismerhetjik, mivel a
mintavétel a terhesgondozas kontroll peribdusaiban, tehat meghatarozott hetekben
torténik. Ezen adatok részletes bemutatdsat a dolgozatbdl kihagytam a kénnyebb
olvashatdsag kedvéért, de egy korabbi kézleményben részletesen bemutatasra keriltek
(2009 Diabetologia, 1-2. abrak).

3. A korai kdzleményekben az akkori tudomanyos konszenzus szerint a fehérje nitraciot
mint karos hatast elemeztik, noha az élettani hatasai is mar részben ismertek voltak.
Ahogy sajat késébbi munkainkban is kimutattuk, a tirozin-nitraci6 mindenképpen
élettani folyamat, amely mind a sejttestben, mind a mitokondriumokban jelen van. Mivel
feltételezhetd, hogy ez nem random karosodas eredménye, hanem szabdlyozott
folyamat.

4. Ahogy a Biral6 altal is emlitett hivatkozasban szerepel, a fehérje nitracié nem random,
irreverzibilis folyamat, hanem szabalyozott és visszafordithaté reakcid, legalabbis
bizonyos peptidek és fehérjek esetében. Példaul a sokszor csak gybdkfogdként
jellemzett glutation az él6 szervezetben reverzibilis nitracion megy keresztil, ennek
révén az NO molekula hatékony tarol6 és szallitdé molekuldja is egyben.



5. Az anyai vér leukocytdi, ill. anyai és magzati szévetek esetén, vagyis a méhlepényen, a
koldok artérian és vénan anti-nitrotirozin antitesteket alkalmaztunk a nitrotirozin
kimutatdsara. A magzatokbOl szarmaz6 szdvetek reakcioit kizardlag a koldokzsinor
esetében tudtuk vizsgalni, mivel etikai engedélyt csak olyan szdvet kinyerésére kértink
és kaptunk, amely maskuldnben megsemmisitésre kerllt volna. Természetesen az
eredmények fényében érdemes lenne tovabbi mérésekkel, esetleg a mostanra mar
kisgyermekkorba 1ép6 alanyok visszahivasaval és utankdvetésével tovabbi adatokkal
kiegésziteni a vizsgalatot, erre kollegam, Dr. Horvath Eszter immar sajat
munkacsoportja keretében is tébb alkalommal adott be kutatasi palyazatot.

6. A statisztikai elemzések részleteit tudatosan nem emlitettem meg a doglozatban, mivel
annak Osszefoglald jellege miatt az olvashatdésagot rontotta volna. Természetesen
minden egyes mérés esetében a pontos statisztikai proba leirasa, a p értékek
intervalluma szerepel az eredeti kbézleményekben. A doktori dolgozatban viszont
minden olyan megfogalmazas, amely valtozast fejez ki, pl. emelkedik, erdsen festédik,
stb., vagy 6sszehasonlitasokra utal, pl. kevésbé magas, kizarélag statisztikailag igazolt
kilénbségekre vonatkozik. Az abrakon viszon szerepeltettem az altalanosan elfogadott
statisztikai jelzéseket, azaz * jeléli a p< 0.05 értéket, ** jeldli a p< 0.01 értéket. A 17.
abran valoban félrevezetd lehet, hogy a nyilvanvaléan kuilénb6z6 meéretl oszlopok
esetén csak egy helyen szerepel a szignifikanciara utald csillag. A tobbi kulénbség,
noha azok is szignifikdnsak voltak, nem kapott jel6lést, mivel ezek varhatd, ismert
kilénbségek voltak, pl. a kontroll esetében a jol ismert gatlészer 3-AB hatasa amelyet
csak a mértékek Osszehasonlitdsa miatt tlntettink fel. Azonban ahogy a Birald is
megjegyzi, szerencsésebb lett volna a szignifikancidkat teljeskdrien &brazolni. A
szbvegben a PARP + 3-AB csoport félreérthetéen van megfogalmazva, azért jeldltem
"részlegesen gatolhatonak", mert a kontroll PARP aktivitast csak mintegy felére tudta
csbkkenteni ahogy az a 17. abra els6 két oszlopan is bemutatasra kerdilt.

7. A bér mikrokeringését Lézer Doppler médszerrel mértik mind patkanyokon, mind
emberi alkaron. GSNO hatasara az egészséges és a diabeteszes allatokban is azonos
mértékben valtozott a véraramlas, és hasonl6 értékeket mértink egészséges
Onkénteseken is. A Lézer Doppler mbdszer elsésorban a felszini szdvetek
kb. 1 mm mélységet jelent, tehat a teljes bor rétegeit, az alatta fekvd zsirszévet vagy
izomréteg nélkul. A bér mikrokeringése nem igazan reprezentélja a diabeteszes lab
mélyebb szdveti struktirainak keringését elsésorban azért, mert a diabéteszes lab
szindrébma egy komplex, tébb jelentds tényez6bdl 6sszealld klinikai fogalom. Megvan
benne a cukorbetegség szdévbédmeényeiért felelés mindharom f6 tényezé, azaz a
mikroangiopatia, a makroangiopatia és a neuropatia. Ezen patomechanizmusok
egymashoz képesti aranya, jelentésége az érintett szévet esetében, illetve a betegség
lefolyasat tekintve is valtozd, ezért egy homogén éllatmodellen nyert eredményeket
érdemben szabad kiterjeszteni a human esetekre. A jelen vizsgalatok célja, azaz egy
lokalisan haté NO donor készitmény létrehozasa viszont tdbb tamadasponton is
hatékony lehet. Mind a sajat vizsgélatok, mind irodalmi adatok szerint is a
mikrocirkulaciét jelentésen lehet ndvelni NO donorok segitségével még cukorbeteg
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allapotban is, tehat ezzel elvileg javithatd a sebgydgyulasi hajlam illetve altaldban a
regeneracids folyamatok. Ezen felll t6bb vizsgalat is kimutatta, hogy a diabéteszes
neuropatia tineteit, a fajdalmat és paresztéziakat igen jol lehet kezelni lokalis NO donor
készitményekkel. Epp ez utdbbi indikacid lett a tovabbi kisérleti fejlesztések
mozgatdrugbja, mivel erre az indikaciéra nincsen forgalomban |évé specifikus
készitmény.

8. A biraldé jogosan veti fel a kérdést, hogy a helyi NO tartalom valtozasa a bevitel
fokozddasa utan és a hiperglikémias kérnyezetben a fokozdédd véraramlassal bejutd
molekuléris oxigén kapcsan fokozodhat a szuperoxid €s a peroxinitrit generalas. Ennek
a felvetésnek ellentmond, hogy a méréseink soran nem tapasztaltunk emelkedett
peroxinitrit szinteket. A fenti gondolatmenet arra tamaszkodik, hogy a szabadgydk
koncentraciok valtozasat mérjik, azonban sajnos erre nincsen lehetéségink élo
szbvetek esetében, s6t, még kémiailag izolalt rendszerekben is csak kdzelit6 mérési
modszerekkel tudunk kovetkeztetni a szabadgydkdk és mas labilis oxidansok
kumulativ mér6szamaként elfogadott nitrotirozin mértékét allapitottuk meg, amely az
egyes sejtek és sejtalkotdk kdzoétt is erbs heterogenitast mutatott. Ezen technikai
korlatok miatt meg sem kiséreltem diszkutalni a Birald altal is javasolt gondolatmenet,
mivel kumulativ mérésekbdl nem lehet megbizhatdéan visszakdvetkeztetni térben és
idében is gyorsan valtozé molekularis folyamatokra.

9. Ahogy az a 29. dbran bemutatott 6sszefoglaldéban is szerepel, a mitokondriumon kivil a
citoplazmaban elhelyezkedé GSNO reduktaz enzim elsésorban abban jatszik szerepet,
hogy a mitokondriumbdl a citoplazmaba diffundaldé GSNO lebontaséat, de-nitralasat
katalizalja, ezzel csdkkentve az elérhetd GSNO szinteket, de egyben mas fehérje
oldallancokat nitralva. Kisérleteink soran nem volt lehetéségiink a GSNO reduktaz
részletes vizsgéalatéra, ezért a fenti gondolatmenet mindéssze a megjelent kézlemények
diszkusszi6jaban illetve a dolgozat ésszefoglalé abrajan szerepel.

Végezetul ismét kdészondm Dr. Boros Mihalynak a biraldéi munkéajat, a doktori védés
szabadel6adasanak kidolgozasakor mindenképpen a javaslatai alapjan fogom bemutatni

az eredményeket.

2013. 06. 07.

Dr. Lacza Zsombor



