Opponensi vélemény Dr.Gaspar Robert ,Régi és j tamadaspontok a korai
fajastevékenység gatlasara” cimi

MTA doktori értekezésérol

Dr.Gaspar Rébert MTA doktori cim iranti kérelmének benyuijtasat kbvetbéen az illetekes
bizottsag részletes habitusvizsgalat soran az MTA doktori kévetelményeknek valo
megfelelését vizsgalta és a jeldltet mind tudomanymetriai, mind tudomanyos kozéleti,
mind iskolateremté tevékenysége alapjan alkalmasnak talalta az eljaras lefolytatasara.

Jelen biralat az MTA szabalyzata alapjan kizarolag az értekezéssel és a tézisekkel
foglalkozik.

I.  Altalanos szempontok

A jelolt értekezésében a méhizom aktivitas szabalyozd mechanizmusainak preklinikai
kutatasaval foglalkozik. A farmakolégiai vizsgalatok célja a fajastevékenységet
befolyasold kilénbozé jelatviteli folyamatok dsszefuggéseinek és gyogyszeres
befolyasolasi lehetéségeinek feltarasa volt, kulonds tekintettel a kilénb6z6
tamadaspontok egyideji befolyasolasanak lehetéségeire. Az UGjszerl megkozelités az
amugy is bonyolult rendszert még bonyolultabba teszi, de létjogosultsagat az igazolja,
hogy a koraszilés vezeté okat képezd korai méhtevékenység gatlasa mindmaig
megoldatlan egészséglgyi probléma és orvosi szikséglet. A korasziléttseg
ellatasanak anyagi terhe az egészségugyi kiadasok egyik legnagyobb elemét kepezi.
Téziseinek bizonyitasara a jelélt az elmult 20 évben publikalt kisérleti eredményeit
logikus rendszerbe szerkesztve mutatja be. Az értekezés alapjaul szolgalé 30
kézleménybél 16 D1 vagy Q1 minésitesi folydiratban jelent meg, A 30 kdzlemény
kozil 22-ben a jelslt elsé vagy utols6é szerzékeént szerepel. A dolgozat szerkezete a
szokasos tagolast koveti.

. Formai szempontok

Dr.Gaspar Robert MTA doktori értekezésének terjedelme 189 oldal. Az érdemi rész
161 oldal, melyet 4 oldalon kévet az értekezést megalapozé kézlemények listaja és a
scientometriai tablazat. A 22 oldal terjedelmi irodalomjegyzék 284 kozlemeny
bibliorafiai adatait tartalmazza, tovabbi ket oldalon pedig a jelolt
készonetnyilvanitasban sorolja fel azon munkatarsait, akik az értekezésben
dsszefoglalt kutatasokban részt vettek, illetve azokhoz érdemi segitséget nyUjtottak.

Biralati szempontbél kiemelendd, hogy az értekezés Eredmények fejezete 92 oldal
terjedelmi. Bar ez nem tinik soknak, azonban a tébbszaz kisérlet eredményeinek 93
abraba toméritett grafikus szemléltetése virtualisan ezernyi oldal széveget helyettesit.
A szillész-négyogyasz klinikus birald szamara ez jelentds segitséget jelent, de nem
valtja ki és nem helyettesiti az abrak értelmezéséhez szikséges idét és energiat. Az
abrak csak ugy, mint az értekezés egésze esztétikus, az abran belili jelélések és a
betliméretek megfeleléek, a disszertacid szévegében betlelutés elvétve fordul el6, s
azok tébbnyire idegen szavak inkonzisztens betlizését jelentik (pl. tocoferol €s



tokoferol valtoz6 irasmédja). A jeldlt hatékonyan hasznalja ki az arnyalati, textira és
szinkdédolas lehetéségeit.

Az értekezés szbvege klinikus biralé szamara is olvasmanyos, gondolatmenete jél
kovethetd, nyelvhelyessége kifogastalan.

lll. Részletes biralat

Témavalasztas, célkitizés

A korasziilés sulyos kdvetkezményei jol ismertek. Az ismert kivalto tényezék tébbsége
a korai méhtevékenység aktivalasa révén fejti ki hatasat, ugyanakkor ennek a k6zds
nevezének a gatlasara nincs kelléen hatasos eszkdzunk. A méhizom aktivitast
befolyasol6 jelatviteli rendszerek szabalyozzak a kontraktilitast. Az izomsejtek
kérnyezetébél érkezé hatasokat a sejtfelszini B-AR, Ca**-csatornak, oxytocin-
receptorok, cyclooxigenaz és guanilciklaz enzimek az intracellularis CAMP-, cGMP- és
Ca**-szintek modulalasa révén koézvetitik az intracellularis kézponti effektor szerepet
jatszé miozin kénnyulanc-kinazra.

A jelolt témavalasztasaban felveti az akut monoterapiaként mar human vizsgalatokban
is tesztelt lehetéségeket (B2-AR-agonistak, Mg-szulfat, COX-gatlok, Ca**-csatorna
blokkolok, NO-donorok, oxytocin antagonistak) valamint a preventiv terapiaban
igéretesnek Vélt progeszteron, antibiotikumok, probiotikumok és antioxidansok
alkalmazasanak lehetéségét.

Taxative felsorolt célkitizéseiben a kutatasait az akut kezelés kombinacids
farmakologiai befolyasolasara sz(kiti a jelélt. A négy pontban megfogalmazott célok
kozott kombinacids kezelések lehetéségét helyezi vizsgalatainak fokuszaba.

1. AB2-AR, a1-AR és az-AR-on keresztill térténd farmakolégiai hatasok vizsgalata
a vemhes patkany méh és a cervix izomzatanak mikodésében.

2. Az a- és B2-AR-on haté farmakonok uterus kontrakciot gatlo hatasanak
fokozasa mas szerekkel vemhes patkany és csaszarmetszésbdl szarmazd
human uterus széveten.

3. Peptid természetli endogén anyagok szerepének és hatasanak vizsgalata a
vemhes uterus kontrakciokra és a cervix-rezisztenciara patkanyban.

4. Antioxidans hatas vizsgalata a B2-AR agonistak és COX-gatlok uterus
kontrakciokra és a cervix-rezisztenciara gyakorolt effektusaira vemhes
patkanyban.

A jelolt célkitlizéseiben 6sszessegében megallapithaté az az Ujszerd torekves, hogy a
korai méhtevékenység soktényezés korfolyamatanak gatlasaban tébb tényezd
egyideji farmakolégiai befolyasolasaval tisztazza a szinergikus hatas lehetésegét.

Az egyes fejezetek értékelése

A Médszerek fejezetében a jeldlt didaktikusan rendszerezett alfejezetekben mutatja
be az in vivo és in vitro kisérletekben alkalmazott kiserleti allatok, valamint
szévetmintak forrasat és eldkészitését. Kulon alfejezetek részletezik a biokémiai,
molekularis biolégiai, radioimmun, fluoreszcens immunhisztokémiai, ELISA, és
kolorimetrias vizsgalatok modszertanat, az in vivo kisérletekben alkalmazott



koraszillés modellek és obesitas modell létrehozasanak protokolljait, valamint az in
vivo kontraktilitasi vizsgalatok mechanikai és elektromos kévetésében alkalmazott
modszereket. A metodikai fejezetet egy révid statisztikai alfejezet zarja.

Az Eredmények elsé alfejezete a patkany uteruson vizsgalt a1-AR és az-AR hatasok
kisérleteit részletezi. A jeldlt kimutatta, hogy ai-AR A, B és D izoformai kéziill az A és D
expresszalédnak, az A altipus expresszidja novekszik a vemhesség elérehaladtaval, a
D expresszidja a vemhesség utols6 napjan cstkken. Az altipusokra szelektiv
gatloszerrel vegzett kisérletekben az EC50 értékek valtozasai ezekkel egybevagdan
tukrozték a receptor altipusok gatlassal szembeni érzékenységének valtozasat a
vemhesség soran. A masodik alfejezet a patkany cervixen vizsgalt B2-AR, ai-AR és
a2-AR hatasok kisérleteit mutatjia be. A jelélt rPCR mRNS és WB sorozat
vizsgalatokkal igazolta, hogy a cervix szdvetben a B2-AR expresszidé a vemhesség 18.
napjan markansan megemelkedik és a vemhesség tovabbi napjain nem valtozik.
Kimutatta, hogy a B2-AR-on hat6 terbutalin a G-protein aktivaciéja utjan vezet a cAMP-
szint novekedéséhez, s ezen keresztil a kontraktilitas csokkenéséhez. Mig nem terhes
allapotban a terbutalin nem okozott G-protein aktivaciot, addig késéi vemhesséegben a
vemhesség el6érehaladtaval csokkendé G-protein aktivacié volt detektalhatd, ami a
cAMP-szint csokkenése révén a cervicalis simaizom tonusanak fokozédasat
eredményezi. Az a1-AR A, B és D altipusainak cervix szévetben mert expresszidja a
vemhesség folyaman a B2-AR expresszidhoz hasonlén alakult. Altipus-szelektiv
farmakonokkal végzett kisérletekben a jel6lt kimutatta, hogy a G protein aktivacio csak
az A altipuson keresztiil befolyasolhatd, a B és D altipusokon keresztil egyaltalan
nem. A cervix szévet a2-AR expresszidja rPCR és WB technikaval egybehangzoéan
névekedett a vemhesség 21. napjaig, majd ezt kovetden csdkkent. Az altipusok kozul
az ax-AR esetében volt legkifejezettebb a vemhesség végére bekovetkezd
expresszid-csdkkenés. Az altipus-specifikus antagonista szerekkel végzett kisérletek
eredménye szerint a cervixrezisztencia vemhesség soran észlelhetd névekedése az
a2-AR-ok A altipusain kézvetitve valoésul meg, a B és C altipusokon keresztul a
folyamat nem befolyasolhato. A jelélt igazolta, hogy az aza-AR aktivitas G-protein-
kapcsolt miikédés révén valtoztatia a cAMP-szintet, s azon keresztlll a cervikalis
simaizom kontraktilitasat. A harmadik alfejezetben részletezett kisérletek a B2-AR
agonistaval kombinaciéban alkalmazott P4, Ca**-csatorna blokkolé, PDE-gatlé, AKAP-
PKA gatld, aia-AR antagonista vagy a2-AR antagonista kezelések méhizomra és
cervixre kifejtett hatasat értékeli.

A jelolt kisérleteivel igazolta, hogy a vemhesség végen bekévetkezd élettani P4-szint
csokkenés révén csdkkend B 2-AR agonista hatas P4 adagolassal helyreallithato és a
vemhesség utolsé napjan a Bz2-AR agonista terbutalin uterusban mért aktivalt G-protein
csdkkentd hatasa megfordul és G-protein aktivaciéo mutathato ki.

A jelslt bizonyitotta, hogy a B 2-AR agonista uterus relaxalé hatasat a Ca**-csatorna
blokkolé nifedipin jelentésen fokozza terminuskozelben mind vemhes patkany
méhizomszovetében, mind csaszarmetszésbél szarmazo uterusmintakban.
Hormonalis koraszillésmodellben a nifedipin kismértékben, a nifedipin-salmeterol
kombinacio jelentés mértékben késleltette az ellés idejét.

A PDE4-gatlé roliprammal végzett kombinacios kisérleteiben a jelolt kimutatta, hogy
LPS-indukalt koraszilés modellben a rolipram fokozza a kisdézisban alkalmazott
terbutalin uterusrelaxalé hatasat.



A jelolt nemzetkdzi kooperacioban vizsgalta a kombinaciéban alkalmazott AKAP-PKA-
gatlé cAMP-szint névelé, s ezaltal uterusrelaxacioban betéltétt szerepét.
Varakozasanak megfeleléen AKAP-PKA-gatld jelenlétében a terbutalin maximalis
kontraktilitast gatlé hatasa fokozodott.

Az aia-AR antagonistakkal kombinalt B2-AR agonista kezelés hatasait E2 és P4
elékezelést kovetben vizsgalta a jeldlt és megallapitotta, hogy a kombinaciéval elért
hatasfokozodas a G-protein altal kozvetitett jelatvitellel valésul meg. A folyamatot a P4
el6kezeles eldsegitette, azonban az E2 el6kezelés nem befolyasolta.

Az a2-AR antagonistakkal kombinalt B 2-AR agonista kezelés hatasait szintén E2 és
P4 elékezelest kbvetden vizsgalta a jeldlt és megallapitotta, hogy mig az E2 el6kezelés
az a2-AR mindharom (A,B,C) altipus expressziojat csokkenti, addig a P4 el6kezelés
mindharom  altipus kifejezédését fokozza. Altipusspecifikus antagonistak
alkalmazasaval igazolta, hogy a kombinacié az aza és azs receptorokon keresztil 40%-
kal fokozza a B2-AR agonista NA altal kivaltott kontraktilitas csékkentését, amit az E2
elékezelés felére csékkent, a P4 elékezelés pedig 90%-kal csékkent.

A negyedik alfejezet endogén peptidek uterus kontrakciéra kifejtett hatasaval
foglalkozik. A jelolt els6ként mutatta ki, hogy a neuropeptid nociceptin és nocistatin
prekurzora, a prepronociceptin expresszioja a patkany vemhesség utolsé napjan 8-
szorosara, human koraszilés idején pedig 35-szérosére emelkedik. Izolalt szervi
kontrakcios kisérletben a jel6lt igazolta, hogy a nociceptin koncentraciéfiggéen gatolta
az oxytocin altal kivaltott kontrakcidkat, s e hatast az Opiat antagonista NX
kismértékben fokozza. G-protein-gatléval kontrollalt kisérletben igazolta a jel6lt, hogy
ez a hatas G-protein aktivacidé utjan vezet cAMP-szint emelkedéshez és
kovetkezményes uterusrelaxacidhoz. A nociceptin és nocistatin egyltt hatasat
vizsgalva a szerzd kimutatta, hogy a két peptid nem antagonista, hanem szinergista
interakciot ad vemhes patkany uteruson, s ezt a cAMP-szintet néveld hatast NX
jelenléte megszinteti.

A szamos regulator fehérjével interakcidban allé kisspeptin uterusrelaxalé hatasanak
vizsgalata soran a jelélt bizonyitotta, hogy ez a hatas a kisspeptin receptorokon
keresztill valosul meg. Az expresszié a vemhesség folyaman fokozatosan csékken és
legintenzivebben a hosszanti myometrialis izomrostokban mutathato ki.

A leptinreceptorok eloszlasanak morfologiai vizsgalata soran a szerz6 kimutatta, hogy
ezek az uterus cirkularis és longitudinalis izomrétegeiben vannak jelen és a
vemhesség kezdeti és végsd szakaszaban legerésebb a kifejezédésuk. Ezzel
szemben az adiponectin-receptorok expresszidja a vemhesség elérehaladtaval
fokozatosan csokkent.

Obesitas-modellben a szerzé kimutatta, hogy a vemhes uterusban a koéros
metabolikus allapot fokozza a kisspeptin- és a leptin-receptorok expresszidjat,
ugyanakkor nem valtoztatja az adiponectin-receptorok kifejez6dését, tovabba a
spontan kontraktilitas jelentés csékkenése figyelheté meg.

Gyulladasos, azaz LPS-indukalt koraszilés modellben a szerzé igazolta, hogy az LPS
adasa elétt féloraban alkalmazott thalidomid megakadalyozza a TNFa-szint
emelkedését, azonban a B2-AR agonista terbutalinra adott fokozott relaxacio is
megszint.

Az otodik alfejezetben részletezett kisérletekben a szerzé PB2-AR agonistak
antioxidanssal vagy COX-gatléval kombinaciéban torténd alkalmazasanak hatasat
vizsgalta a méhkontrakciokra és a cervix-rezisztenciara. Eredményeivel igazolta a



jelolt, hogy a terbutalin hatasara bekdvetkezd uterus relaxaciét és cAMP-szint
emelkedést a tocoferol kezelés nem fokozza sem P4 elékezeléssel, sem anélkil. A
cervix szbéveteken hasonldé megfigyelést tett azzal a kilénbséggel, hogy ott a P4
elékezelés utani terbutalin kezelés cAMP-szintet fokozé hatasat a tocoferol
megsziintette. A COX-gatlé kezelés mellett alkalmazott tocoferol szinergikus cervix-
rezisztencia csdkkent® és uterus relaxalé hatast mutatott, ami COX2-gatl6 esetén volt
a legnagyobb mértéki. A rofecoxib kezelés 6nmagaban nem volt képes valtoztatni az
ellés kezdetének idejét, azonban tocoferol és rofecoxib egyittes alkalmazasa az elles
idépontjat a kontrollokhoz képest korabbra hozta.

IV. Kiritikai, kiegészité megjegyzések

A célkitlizésben felsorolt tervek az eredmények fejezet felosztasaban nem pontosan
tikrozddnek, tovabba az eredmények alfejezeteinek tovabbi tagolasa is némileg eltér
az alfejezetek bevezeté szakaszaiban taxative meghatarozott céloktol. A jel6lt nem ad
magyarazatot arra, hogy az aia-AR antagonistaval vagy aipo-AR antagonistaval, vagy
az-AR antagonistaval kombinacioban alkalmazott B2-AR agonista kezeléseket miért E2
és P4 eldkezelés utan vizsgalta, mas farmakonok esetében miért nem. Az izomélettani
alapkutatas szakirodalmaban kevésbé jaratos klinikus birald szamara jelentds
nehézséget okozott annak megfejtése, hogy az ai-AR antagonistaval végzett
kombinaciés kezelések soran miért csak az aia-AR és a1p-AR izoforméak antagonistait
alkalmazta és a tébbi izoformakét miért nem. Véleményem szerint a magyarazatként
szolgalé, mas alfejezetben taldlhatd sajat kutatasi eredmény roévid, egymondatos
ismétlése nem jelentett volna redundanciat, illetve a széveg terjedelmét sem névelte
volna észreveheté mértékben. A bevezetésben felvetett antibiotikumok és
probiotikumok szerepével az eredmények egyik alfejezete sem foglalkozik. A
célkitlizések kozott szerepeld peptid természetli endogén anyagok hatasvizsgalata
vemhes uterus kontrakciokra és cervix-rezisztenciara az eredményekben a nociceptin,
nocistatin, kisspeptin, leptin és adiponectin vonatkozasaban teljesul, azonban az 5.4.4
szamu ,obesitas és gyulladas hatasa a méhkontrakcidkra” cimi alfejezet
vonatkozasaban nem. Ez a b6 egy oldalnyi alfejezet a biraloban azt a benyomast kelti,
mint ha a Megbeszélés fejezetbdl véletlenul kerllt volna atemelésre a 142-t6l 155-ig
sorszamozott irodalmi hivatkozasokkal. Ez ellen szél az, hogy a 146-0s, 155-es és
155-6s hivatkozas a szerzé elsé- és utolso-szerzés kodzleményeit jelentik. E cikkek
valéban az adipokinek méhkontrakciokra kifejtett hatasaval foglalkoznak, de az
eredményeknek ez az alfejezete az 6sszes tobbi alfejezettdl eltéréen nem tartalmazza
konkrét kisérletek protokolljait és a kisérletek eredményeit grafikusan szemleltetd
abrakat sem. Ebbél adédoan az Eredmények utolso alfejezete kissé elhanyagoltnak
tinik, pedig a klinikus biralé szamara éppen a gyulladasos citokin markerek
izomkontraktilitast befolyasolé hatasara vonatkozo ismeretek szerzése jelentette az
értekezéssel szembeni legnagyobb varakozast. Ennek oka elsé sorban az, hogy a
Cochrane adatbazis kombinaciés farmakolégiai tocolizissel foglalkoz6, randomizalt
klinikai vizsgalatokat feldolgoz6 gyijteménye az elmult 20 évben egyetlen klinikai
vizsgalattal sem bévilt. Az egészségigyi probléma stagnald megoldatlansagat és
egyUttal az értekezésben taglalt kutatas fontossagat jelzi, hogy a legutobbi frissitésig,



azaz 2002-ig 6sszegyllt kombinaciés klinikai vizsgalatok sem hoztak attérest a korai
fajastevékenység kezelésében.

V.

VL.

Az értekezéssel kapcsolatos kérdések

. Napjaink sziilészeti-négyogyaszati szemlélete szerint a koraszilés, illetve a

korai méhkontrakciok kialakulasaért az esetek donté tébbségében szubklinikai
chorioamnionitis, azaz gyulladasos reakci6 tehetd feleléssé. Sajnos az
antimikrobialis kezelés csak a neonatalis és anyai szeptikus kévetkezmények
megelézésére képes, magat a koraszilést nem képes megakadalyozni. Az
értekezésben hasznalt gyulladasos modellben TNFa-szint csokkentésere
sikeresen alkalmazott thalidomid teratogén hatasa miatt a klinikkumban biztosan
nem alkalmazhaté. Az emelkedett TNFa hatasanak csokkentése ma mar
szamos autoimmun reumatolégiai és gastroenterologiai betegségben biologiai
terapiaval is elérhetd. A jelélt sajat vizsgalatai vagy irodalmi ismeretei
alapjan alkalmasnak tartja-e az TNFa ligand vagy receptor ellenes
biolégiai terapiat a gyulladasos eredetii korai méhizom-aktivitas
kezelésére?

. Ajelolt kisérletei szerint a B2-AR agonistak uterorelaxans hatasat PDE4-gatléval

hatasosan lehet fokozni. Patai és mtsai 2016-ban kimutattak, hogy a drotaverin
a PDE enzim gatlasan tul az L-tipusu fesziltségszabalyozott kalcium csatornan
keresztili Ca**-influx blokkolasaval is képes simaizom relaxaciét okozni, vagy
dozis-fuggd médon meggatolni a kontrakcio kialakulasat (Patai Z, Guttman A,
Mikus EG. Potential L-Type Voltage-Operated Calcium Channel Blocking Effect
of Drotaverine on Functional Models. J Pharmacol Exp Ther. 2016
Dec;359(3):442-451. doi:  10.1124/jpet.116.237271.). A Ca**-csatorna
blokkolokra jellemzé hatas felfedezése Ujabb perspektivat nyitott a drotaverin
klinikai alkalmazasanak lehetéségeiben. A jelolt szerint mi lehet a
magyarazata annak, hogy a drotaverin -placebo-kontrollos human
vizsgalatokkal bizonyitottan- terminusban roviditi a sziilés tagulasi
szakat, s ezaltal gyorsitja a sziilést? Mi lehet az in vitro uterusrelaxalé
hatis és az in vivo sziilésgyorsité hatas kozotti ellentmondas
magyarazata?

. A B2-AR agonistak és Ca**-csatorna blokkolokat egyidejiileg alkalmazva a B2-

AR agonistak toxicitasa fokozodik. A két tamadaspont egyuttes alkalmazasanak
az értekezésben bizonyitott szinergikus hatdsa a B2-AR agonista terbutalin
kontrakciogatlé hatasanak maximumat névelte és EC50 értékét is csokkentette.
Jelentheti-e ez az eredmény azt, hogy a két kiilénb6z6 masodlagos
jelatviteli Gtvonal mar az Gtvonalak végallomasat jelenté miozin
kénnyilanc foszforilacié el6tt kapcsolatot tart fenn egymassal.?

Osszefoglalé értékelés

Dr.Gaspar Rébert MTA doktori értekezése 20 éves izomélettani kutatomunkat
olel fel, melynek eredményei elsérangu tudomanyos szakfolyoiratokban
keriltek kozlésre. Az értekezés egyes fejezetei 6nmagukban is egy-egy



értekezéssel felérd mennyiségii és mindségl kisérletes munka eredményeit
részletezik. A kétszazat meghalad6 szamu kisérlet 6sszeallitasaban a tézisek
és antitézisek szigoru alkalmazasa biztositja az eredmények megbizhatésagat
és a kovetkeztetések megalapozottsagat. A jelolt tudomanyos és oktatdi
munkaja a gyoégyszerfejlesztésben és egy rendkivil fontos klinikai probléma
megoldasaban  jelentds  kutatdsi ~ eredményekkel gyarapitotta  az
orvostudomanyt. Dr.Gaspar Robert téziseit elfogadom és javaslom az értekezés
nyilvanos vitara bocsatasat, valamint eredményes eljarast kdvetéen az MTA
doktora cim odaitélését. :

Debrecen, 2024 .szeptember 5. " Lﬁ\

Dr.P6ka Rébert
egyetemi tanar
az MTA doktora



