Valasz Prof. Dr. Zupko Istvan az MTA doktora cim elnyerése érdekében benytjtott palyazatom
birélatéra

Tisztelt Professzor Ur!

Elstsorban szeretném kifejezni haldmat és nagyrabecstilésemet az MTA doktori értekezésem
kériiltekintd, magas szinvonalli és szakszerll értékeléséért, valamint a tdmogatd szemléletért.
Kiilén koszontm, hogy munkamat alkalmasnak taldlta a nyilvénos vitdra. Az aldbbiakban

részletes valaszt adok a felvetett formai és tartalmi észrevételekre és kérdésekre.

1. A jel6lt a gbrdgszéna hatdanyagaként jeldli meg a 4-hidroxi-izoleucint a bevezetésben (22.
old.), jollehet az ,,egy ndvény — egy hatdsért felelds fartalomanyag” elv nem tarthatd, A
gOrbgszéna az emlitett aminosav mellett tartalmaz tobbek kozott alkaloidokat, szteroid
szaponinokat és flavonoidokat (Singh N et al. Food Biosci 46: 101546 (2022), doi:
10.1016/j.1bi0.2022.101546).

Valasz:

A Trigonella foenum-graecum (gorégszéna) farmakolégiai hatasai a névény rendkiviil dsszetett
és gazdag fitovegylilet profiljdbol erednek, amelyek komplex mdodon képesek modulalni a lipid-
¢s glﬁkézanyagc'serét, a gyulladasos medidtorok szintjét, valamint az oxidativ stressz
folyamatait!. E tulajdonsigok indokoljdk a gérogszéna alkalmazdsit metabolikus és
kardiovaszkularis megbetegedések, kiiléndsen a 2-es tipusi diabetes mellitus (T2DM),
inzulinrezisztencia és endothel diszfunkcid prevencidjdban és kiegészitd kezelésében, A
kézelmultban tovdbb4 daganatellencs, hepatoprotektiv és neuroprotektfy hatasokat is
dokumentaltak!=, amelyek még inkabb névelik a ndvény terdpias jelentdségét,

Valéban, a szakirodalom alapjan vildgosan kdrvonalazadik, hogy a gordgszéna élettani hatasai
nem vezethetOk vissza egyetlen izolalt hatéanyagra. A ndvény magja szdmos bioaktiv
komponenst tartalmaz, koztlik szteroid szaponinokat (pl. dioszgenin), flavonoidokat (pl.
kvercetin), alkaloidokat (pl. trigonellin), vizoldékony rostokat (pl. galaktomanndn), valamint
nem standard aminosavakat, mint példaul a 4-hidroxi-izoleucint (4-HIL)" *. Fontos
hangsilyozni, hogy a fitofarmakolégiai aktivitis valoban nem értelmezhetd az ,egy névény —
egy hatdéanyag — egy hatds” redukcionista modell szerint. A ndvényi eredetii készitmények
hatdsmechanizmusait sokkal inkabb a hatéanyagok kozétti szinergizmus, potencirozas alakitja,
amely komplex polifarmakolégiai és interakeids rendszert eredményez, amit ,shotgun
effektus”-ként is szoktak emliteni, ami azt jelenti, hogy egy ndvényi kivonat sokféle
hatdanyagot tartalmaz, amelyek egyszerre tobb célpontra hatnak.

Atisztelt birdlé észrevételével dsszhangban a dolgozat nem a 4-HIL kizarélagos vagy domindns
szerepét kivanta hangsilyozni, hanem azt a szandckot tiikrdzi, hogy e komponens ismerete,
killsnds tekintettel a glitkdzfiiggd inzulinszekrécid fokozdsara és a PI3K/Akt Gtvonal
aktivaldsdra®, hozzdjarul a ndvény éltalanos metabolikus hatdsprofiljanak jobb megértéséhez.
Hasonloképpen, a dioszgenin tobb kutatds alapjan is képes onalld farmakoldgiai hatas




kifejtésére, killéntgsen a lipidprofil javitdsa, az inzulinérzékenység fokozédsa, illetve a
gyulladdsos és oxidativ stressz vilaszok mérséklése terén®®. Ennek ellenére sajat in vivo
kisérletes eredményeink azt mutatjék, hogy a dioszgenin hatdsai dozisfiiggdk, és nem minden
esetben fedik le a teljes gdrdgszéna magkivonattal elért hatdsokat.

2, A szerz0 a rezveratrol hatésait pravasztatinnal kombindcidban is vizsgalta, a pravasztatint
azonban csak a modszertani leirdsban emlit (33. old.). A kés6bbiekben — az eredmények
bemutatasakor és azok diszkussziéjdban — csak statinként, ill. t8bb alfejezetcimben
»Resveratrol és statinok hatdsa-ként hivatkozik a kezelésre. A sztatinok kozdtt jelentSs
farmakologiai eltérések vannak, igy nem célszerli az ilyen éltaldnositds. Az Eredmények TI.
alfejezeteinek cimei megtévesztdek, mivel csak egy sztatin-tipust hatdanyagot alkalmaztak.

Vilasz:

A statinok kozott jelentds farmakoldgiai kiilonbségek allnak fenn, {gy a birald altal emlitett
altalanositds valoban félrevezetd lehet. A pravastatin hidrofil karakter(i, alacsonyabb LDL-
cstkkentd potenciallal biré molekula, amely minimélisan metabolizdlédik a CYP-
enzimrendszeren keresztiil, és viszonylag kevés gydgyszerkilesénhatdssal rendelkezik. Ezek a
farmakokinetikai és farmakodinamids sajatossigok érdemben eltérnek mds - kiillénésen a
lipofil — statinokétél, igy az eredmények &ltalanos statin hatasként vald értelmezése nem
teljesen helyes.

A statinok kémiai tulajdonsigaik alapjan ket f6 csoportra oszthaték: lipofil €s hidrofil
vegyliletek. A csoportok kizstti kiillonbségek befolyasoljdk a hatésaikat és mellékhatdsaikat. A
lipofil statinok, mint példdul az atorvastatin, a simvastatin és a lovastatin, kdnnyen bejuthatnak
a méjon kiviili szivetekbe, igy a periférids szovetekben, példaul az izmokban is
megjelenhetnek. Ennek kvetkezményeként ezek a statinok nagyobb véazizom mellékhatdsok
kockédzataval jarnak, mivel a hatdanyagok felhalmozddhatnak a szévetekben’., Ezen
gyogyszerek hatékonysaga és lipidestkkentt hatdsa nagy. de pl. myopathia nagyobb arnyban
jelentkezik, Ezzel szemben a hidrofil statinok, mint a rosuvastatin és az altalunk is vizsgalt
pravastatin, szelektivebbek a majra, igy kevesebb extrahepatikus mellékhatissal jarnalk és ezért
biztonsagosabbak. A statinok kdzitti kiilonbségek masik fontos aspektusa azok potencidja,
hogy milyen mértékben cstkkentik az LDL-koleszterin szintet. A rosuvastatin a legmagasabb
potencidjul statin, ami erbteljesebben csdkkenti az LDIL-szintet, mint példaul a szintén elég
hatékony atorvastatin. Az atorvastatin és a simvastatin kdzepes potenciaju statinok, mig a
pravastatin és a fluvastatin alacsonyabb potenciajtiak'®. A rosuvastatin 10 mg-os adagja
kortilbeliil megegyezik az atorvastatin 20 mg-os adagjdval, illetve a simvastatin 40 mg-javal az
LDL-cstkkenté hatas tekintetében. A killonbozé  statinok kozétti  farmakodindmias
kiillonbségek figyelembevételével fontos, hogy az egyes kezeléseknél az optimalis dbzisokat és
farmakologiai profilokat mérlegeljilk. A statinok metabolizmusa szintén jelentds eltéréseket
mutat, ami alapvetfen befolydsolhatja a gydgyszerktlestinhatasok kockdzatat, Az atorvastatin,
simvastatin -~ és  lovastatin  a CYP3A4 enzim 4ltal metabolizalodnak, igy
gyogyszerkdlestnhatdsokra érzékenyek. Kiillondsen a makrolid antibiotikumok, az azol
gombaellenes szerek és a grapefruitlé interakeioi figyelhetdk meg, amelyek erbteljesen




befolydsolhatjak ezen gyogyszerek farmakokinetikai viselkedését, fokozhatjdk példaul a
rhabdomyolysis kockazatat'!, Ezzel szemben a fluvastatin és a rosuvastatin féként a CYP2C9
enzimen keresztlil metabolizalédnak, ami kisebb interakcids kockézatot hordoz. A pravastatin
metabolizmusa minimdlis, ezért a legkevesebb gyodgyszerinterakcidval rendelkezik, ami
elényds lehet azok szdméra, akik sokféle gyogyszert szednek. A statinok felezési ideje is
jelentés mértékben eltér egymadstdl, ami befolydsolja az adagoldsukat. A hosszu felezési idejl
statinok, mint az atorvastatin (14 6ra) és a rosuvastatin (19 6éra), a nap barmely szakdban
adhaték, mivel a hatéanyag hosszd ideig a szervezetben marad'®> !*, Ezzel szemben a rovid
felezési ideji statinokat, mint a simvastatin, lovastatin és fluvastatin, este célszerli bevenni,
mivel a koleszterinszintézis foként éjszaka torténik. A statinok tSbbsége a mdjban
metabolizdlddik és epével iirill, azonban a pravastatin és rosuvastatin esetében a vesék is
jelentds szerepet jatszanak a gyodgyszer kitirftésében®, A vesén keresztiili kivélasztodds noveli
annak esélyét, hogy ezen statinok felhalmozdédhatnak a szervezetben, igy kiilonds figyelmet
kell forditani a vese milikddésére a kezelés soran.

Egyetértve a birdlo kritikdjaval, egyben k&szoéndm, hogy felhivta a figyelmemet erre a
pontatlansagra. Valéban pontosabban kellett volna az alfejezet cimeket fogalmazni. Helyesebb
lett volna ,,a resveratrol és a pravastatin” kifejezések hasznélata.

3. Tébb esetben szokatlan és nehézkes a szignifikanciat jelzé markerek értelmezése. Pl a 6.
abra szbvegében: ,,7p<0,05 3., 4.,5., csoport vs 2. csoport”, &m a marker csak a 3. oszlopon
szerepel. Ugyanezen dbra bal oldali részén nem szerepelnek statisztikai markerek, jollehet a 2-
5 csoportok adatai markansan eltérnek az egészséges allatok értékeihez viszonyitva.

Valasz:

Kogzéndm az észrevételt. Valdban a fszignifikancia jelzés lemaradt a 4. illetve az 5.
oszlopokrdl, csupan az dbramagyardzatban jelent meg. A bal oldali 4brdn nem szerepelnek
szignifikancia jelzések annak ellenére, hogy a statisztikai elemzés alapjdn elérték a
szignifikancia szintet. Ennek oka, hogy ez csak reprezentativ dbraként lett besztrva, ahol a
vércukor értckeket 5 nappal az STZ kezelést kivetden megmértiik és Osszehasonlitottuk a
kontroll 4llatokéval annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk a STZ kezelés
hatékonysagardl. >300 mg/dl értékek esetén tekintettiik az allatokat diabéteszesnek, ez alatt
kizartuk az allatokat a kisérletbol.

4. A szerzd tobb alkalommal is statisztikailag nem szignifikéns eltéréseket targyal. igy pl. a
noradrenalinra adott vaszkularis valasz kapesan a nem szignifikéns eltérés lehetséges okét is
leitja (90. old.). Hasonlé értelmezés olvashatdé a ,BGP-15 hatisa az endotél-fiiggd
vazorelaxacidra” c. fejezetben (95. old). Ezek nem felelnek meg annak az altalanosan
elfogadott farmakoldgiai alapelvnek, miszerint a beavatkozdsnak csak akkor van értelmezhetd
hatasa, ha az szignifikdns mértéket ér el.



Valasz:

A statisztikai elemzés célja — egészen leegyszeriisitve — az, hogy a vizsgalot (és olvaséit, illetve
hallgatdsdgat) ne csaphassa be a latszat, és egy adekvat algoritmus mentén haladva minél
megbizhatobb valaszt kapjunk arra a kérdésre, hogy a csoportok kozdtti killsnbségek az
dltalunk vizsgélt kortilményeknek (eleve meglevd eltéréseknek és/vagy kezeléseknek)
tulajdonithatok-e. A statisztikai elemzés eredményeinek maradéktalan kizlése az eredmények
bemutatasakor ehhez elégséges biztositékot jelent. A nem szignifikdns ecredmények
interpretaldsa ugyanakkor bizonyos esetekben hasznos lehet, még ha természetesen sokkal
kisebb stillyal is esnek latba a statisztikailag szignifikdns eredményekhez képest. Ennek oka,
hogy a statisztikai szignifikancia és a biologiai jelent&ség elvalhatnak egymadsidl. Kelléen nagy
szamu adat elemzésekor bioldgiailag jelentéktelen killonbségek is szignifikdnssd véalhatnak
statisztikailag, mig kis szami adat birtokaban bioldgiai nézbdpontbdl potencidlisan (tehét
esetlegesen) jelentdséggel bird eltérések is lehetnek statisztikailag nem-szignifikansak'. Az
interpretacié sordn természetesen helyén kell kezelni a statisztikailag nem szignifikéns
eredményeket (tehat mindig utalni kell hipotetikus voltukra), amit én is igyekeztem megtenni
kézleményeimben &s a disszertdciomban is. Egyetértek ugyanakkor a birdléval a tekintetben,
hogy ez félrevezetd lehet és egy adott beavatkozasnak akkor van kdnnyen értelmezhetd hatasa,
ha szignifikans mértéket ér el. Szigoriian véve statisztikai értelemben valdban nincsen értelme
tendencidr6l beszélni, amennyiben a teszt altal kimutatott kiilénbség nem szignifikans.

5. Mi indokolta, hogy eltérd ketamin/xilazin dézisokat alkalmaztak a meggymagkivonattal és a
medvehagyma liofilizatummal kezelt allatok esetében (43. old.)?

Vialasz:

A ketamint gyogyszerkonyvi nevén (Ketamini hydrochloridum) 1962-ben Calvin Stevens
fejlesztette ki és 1964-t0l kezdték el szélesebb kirben alkalmazni az egdszségiigyben. A
ketamin aril-cikloalkilamin szerkezetd vegyiilet, hasonloan a fenciklidinhez (PCP). Eldnyeként
hamar megmutatkozott, hogy a PCP-hez képest joval enyhébb személyiségbeli valtozasokat
idéz el6. Magas dozisban rontja a memdridt, ami miatt fogyasztoéi gyakran valtak erfszak
aldozatava. Széles korben alkalmazzak érzéstelenito és fajdalomesillapité hatdsa miatt, legyen
sz6 human gydgyaszatardl vagy allatkisérletekrsl®?,

Hatdsmechanizmusat tekintve a ketamin az agykéregre és a limbikus rendszerre hat, az NMDA -
receptorok use-dependens, nem kompetitiv antagonistaja. Gatolja a gerincvel& hatsé szarvéban
talalhaté neuronok kézponti szenzitizacidjat, ami fajdalomesillapitd hatésaért felelés. Bzen
kivill negativ allosztérikus modulétora a nikotinos acetilkolin receptoroknak, gyenge agonistija
a delta-, kappa- és mii-opioid receptoroknak, valamint dopamin 12-receptor antagonista.
Szintén gyenge antagonista a muszkarinos acetilkolin receptorokon, és géatolja a dopamin,
szerotonin és noradrenalin visszavételét'®,



A xylazint 1962-ben fejlesztették ki Németorszdgban, Mér korén szembetiiné volt jelent6s
antihipertenziv és kozponti idegrendszeri hatdsa. Mivel tilzottan erés hipotenziét &s
bradycardiat idézett el6, az FDA emberi felhasznélasra alkalmatlannak mindsitette. Rekredcids
hatdsaira el6szor 1979-ben figyeltek fel, amikor heroinnal keverve tabletta forméjaban kerilt
forgalomba a feketepiacon!”. A xylazin arilaminotiazin-szarmazék, szerkezete a clonidinéhez
hasonld. Nyugtatd, fijdalomesillapité és izomrelaxans tulajdonsagai miatt dllatgyégyészatban
széles korben alkalmazzak. Hatdsmechanizmusat tekintve, hasonléan a guanfacinhoz és a
guanabenzhez, a xylazin a kozponti és periférids alfa2-receptorok agonistaja. A preszinaptikus
oldalon a noradrenalin kibocsatds gétlasa révén cstkkenti a szimpatikus aktivitast, aminek
kdvetkezménye a vérnyomds- és szivfrekvencia-csékkenés. Az echocadiografia sorén a xylazin
szimpatikus tonust csdkkend hatdsat hasznaljuk ki.

Xu és munkatdrsai vizsgdltdk a ketamin/xylazin kombindcié kilonbézé dozisainak hatdsait az
echokardiogréafias paraméterekre. Az eredmények azt mutattdk, hogy onmagdban ketamin
alkalmazdsa, illetve az alacsony dozisi ketamin—xylazin kombinacid stabil és biztonsdgos
allapotot biztositott, ugyanakkor csak rovid, koriilbelil 20 perces anesztézids idét
eredményezett. Ezek mellett a szivfrekvencia magasabb értékeket mutatott, mint a nagyobb
ddzish ketamin—xylazin kombindcié esetében, mely utdébbi hosszabb és stabilabb anesztéziat
valtott ki. A legalacsonyabb szivfrekvenciét a legmagasabb kombindci6s dézisnal mérték, mig
a legmagasabb ¢rtéket az 50 mg/kg ketamin ~ 2,5 mg/kg xylazin kombindcié eredményezte. A
legnagyobb kombindcids dbzis emellett majdnem a legalacsonyabb frakcionalis rovidiilést és a
legnagyobb végdiasztolés bal kamra belsd atmérdt produkalta. Az emelkedd kombinacios dozis
az anesziézia fokozatos meghosszabbodasét is eredményezte. Frdekes megfigyelés volt, hogy
az 50 mg/kg ketamin — 2,5 mg/kg xylazin kombindcié kisebb bal kamra dilataciot okozott, mint
a 100 mg/kg ketamin — 2,5 mg/kg xylazin kombindcié. A 100 mg/kg ketamin és emelkedd
xylazin dézisok (0,5-10 mg/kg) fokozatosan nivelték a frakcionalis rovidiilést, ugyanakkor a
végdiasziolés bal kamra belsé atméréje is emelkedett. A ketamin és xylazin kombinécidja soran
a xylazin kdzvetlentil deprimalja a szivfunkciot és gatolta a ketamin méjbeli metabolizmusét,
ezéltal elnytjtva annak pozitfv inotrép hatésat'®.

Mivel minden egyes 4llatttrzs rendelésekor optimalizaljuk az altatdsi protokollt, az inkriminalt
kiilénbség ebb6l adodott. Szamunkra az egyik legfontosabb paraméter az EF és FS mellett az
E/A ariny. Az E és A hullam szétvaldsa nagyon érzékeny az alkalmazott altatési protokollra,
ezért minden egyes kisérletsorozat elején bedllitjuk az adott 4llatok esetében a legjobb
kombinaciot (elsésorban a dyastolés paraméferckre optimélizalva). Az exterminalds sordn
mindig ki kell valasztanunk azt a dézist, ahol minden allatnal elérjiik a szeddcidhoz sziikséges
mennyiséget, és ez a medvehagyma vizsgalataiba vont allatok esetében dozisemelést kivant,
amit a szigord allatvédelmi térvények és etikai szabalyzat miatt meg is kellett valdsitanunk.
Megjegyzendd, hogy a suboptimalis dézis mellett kivaltédd védekezé reflexek rontjdk a
toracotomia pontossagat is. Fontos hangstlyozni, hogy 6nmagéban nem jelent problémat, ha
két kiilonboz6 kisérlet eltérd altatdsi protokollt alkalmaz, de egy adott vizsgdlaton beliil végig
ugyanazt az altatészer-kombindciét kell haszndlni annak érdekében, hogy minden éllatra
azonos kisérleti feltételek teljestiljenek.



6. Meértékegység nélkiili adatok szerepelnek a medvehagyma liofilizadtum széram
paraméterekre kifejtett hatdsat bemutatd fejezetben (84-85. old.), ill. a 3. tiblazatban, Ez azért
is zavard, mert a prezentalt lipidoldgiai paraméterek mg/dl-ben és moldris koncentracidban is
fellelheték a szakirodalomban. Ugyanezen részben a szerzé azt irja, hogy ,,a HDL nyole
nagysédgrenddel volt magasabb a HC, és hat nagysdgrenddel a HCT csoportban a kezeletlen
kontroll nyulak plazmaszintjeihez viszonyitva™. A tabldzat adataibél viszont kitlinik, hogy
val6jaban nyolcszoros és hatszoros kitllnbségekrd] van sz6,

Valasz:

A laboratériumi paraméterek mértékegységei az EFLM (European Federation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine) altal javasolt SI-rendszer szerint kerilltek megadésra,
Gsszhangban az eurdpai klinikai laboratériumi gyakorlat szabvdnyaival. Sajnélatos modon a
mértékegységek lemaradtak a tablazatbdl, illetve hozzd tartozd magyarfzd szévegbdl. A
tablazat paraméterei mértékegységekkel megadva az aldbbiak:

LDL-C HDL-C

Csoport  TC (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) ApoA (g/L) ApoB (g/L)
Kontroll 0’792?5:@066 0.2320,02259 0,523120,04498 0’042(3)%0’00 0,01538+0,003323
*, *’#

HC  2637=3,6637% 2050500320y 4oi0.6560" 0’02;27,27281:,2’00 0,28+0,06349
per  ZOORELOTY g a0 66 0,056;9;0084 0,1718:0,01920%

TG (mmoVL) CRP (mgll) _ GOT (UL) _ LDH (U/L) CK (UL)

Kontroll 0’78732‘;0’035 0,10,01387  29,67+2,895 72641707 42136232
HC 1367403354 0’727871:0’361 48.8+1622"  791.94325.4 4955£1353

1,052+0,3391  0,5958+0,231
1
3. tablazat. A szérum paramdéterek analizise,

316,6+37,17°

HCT 24,9142,708"" 2851+600,8"

Roviditések: TC: 0ssz koleszterin; LDL.: alacsony denzitast lipoprotein-koleszterin; HDL:
magas denzitdsd lipoprotein-koleszterin; ApoA: apolipoprotein A-I; ApoB: apolipoprotein B;
TG: triglicerid; CRP: c-reaktiv protein; GOT: glutamét-oxdlacetat transzaminaz; LDH: laktat
dehidrogendz; CK: kreatin-kinaz. A * kontroll csoporthoz viszonyitoit, a ** a HC csoporthoz
viszonyitott, a # a HCT csoporthoz viszonyitott szignifikans kiilonbséget jelsli (p<0,05).

A HDL értékekre vonatkozdan valdban eliras tortént, és a tablazat adatai a helytalloak — valoban
nem nagysdgrandi killonbségekrdl van sz6, hanem csak 6, illetve 8-szoros eltérésekrdl.
Kosz6n0m az észrevételt, amibo] kitlinik, hogy a biralé mennyire alaposan biralta a dolgozatot.

7. A Western blot eredmények egy részében egy-egy atlagértékhez igen eltéré parhuzamosok
tartoznak. Ilyen pl. a 28. 4brdn a hemoxigenaz-1 (HO-1) expresszidja a kivonattal kezelt
iszkémia/reperflizios csoportban, vagy a 30. abrdn szintén a HO- 1 a HC csoportban.



Pérhuzamos mérések eredményeinek ilyen mértékii eltérése kérdésessé teszi az adott kisérlet
reprodukalhatdsagat.

Valasz:

Kosztndm az észrevételt, a kérdés megvalaszoldsdhoz néhany gyakorlati informdcioval
szolgalnék. Annak érdekében, hogy a kapott intenzitds, tehét a fehérje expresszidia, ezaltal a
kiilonbbzé mintdk bemérése ardnyos legyen, sziikséges az azonos, dsszes fehérje koncentracio
bemérése minden mintdban. Bzt elsdsorban az izoldtum Gsszfehérje koncentricidjanak
meghatdrozéaséval érjiik ¢l, melyre a bicinchoninsavas (BCA) meghatirozast hasznalunk,
emellett eredményeinkét egy haztartdsi fehérje expresszidjanak mértékével ellendrizzik és
normalizdljuk. Az eredmények normalizdldsira tébb moédszer 4ll rendelkezésiinkre, jelen
esetben is az egyik abszolut értékre, a masik relativ értékre lett normalizalva. Annak ellenére,
hogy egyre tobb szakvélemény sziiletik a héztartdsi fehérjékrdl, mely szerint expresszidjuk
sejttipusonként, illetve kiilonbdzd kérnyezeti hatdsokra (pl. hypoxia, diabétesz) véltozhat 1922,
tovéabbra is elfogadott médszernek szamit a Western blot eredmények kiértékelésénél a réjuk
torténd normalizalas. Jelen esetben a normalizélt érték a vizsgdlandé fehérjéhez tartozé pixel
intenzitdsa és az ugyanazon mintdn vizsgalt héztartdsi fehérje el8hivasabol kapott pixel
intenziths hényadosa. [gy valéban egy szemikvantitativ, meértékegység nélkiili értékkel
szamolunk, ami jelentés mértékben kiildnbdzhet az alkalmazott kiértékelési modszertél
fiiggden.

A jelen disszertdcidban a citoszdlikus fehérjek normalizaldsahoz gliceraldehid-3-foszfat-
dehidrogenazt (GAPDH, 36 kDa) hasznaltunk, ami a glikolizis sebességmeghatérozé 1épéséért
felel; a mitokondridlis fehérjék normalizalasahoz pedig COX IV-et (17 kDa), ami a citokrém ¢
oxiddz konstitutiv alegysége. Itt fontos azt is elmondani, hogy a héztartasi fehérjék hasznélata
az egyes szdvetekben kiilonboz lehet. A 28. és 30. dbrdn lathatd Western blot el6hivasbol
szarmazd képek csupdn egy eredmény, melyet Snkényesen vélasziottunk ki a tobbi koziil,
illusztracidként. Az valdban igaz, hogy a HO-1-re vonatkoztatva lehetett volna valasztani olyan
felvételt, ahol a pixelintenzitasok kézelebb vannak egyméshoz,

Azonban azt is fontos megemliteni, hogy az egér, patkdny és human mintdkhoz képest a nyul
Western blot technikdja nagyon nehézkes a kevésbé specifikus antitestek miatt (sokszor csak
poliklondlis antitestek allnak rendelkezésiinkre). A nagyobb szérasnak van egy olyan oka is,
ami az éllatok allapotahoz kéthetd: a magas koleszterin tartalmu diéta megviseli az allatokat.
Ez a funkcionalis vizsgélatoknal is megnyilvanul, izolalt dolgozd sziv esetén a vizsgalati
rendszert teljes mértékben 4t kell allftani és példaul kisebb afterload bedllitasdval dolgozni a
beteg allatok esetében.

Mindezek alapjan elmondhatd, hogy kutatocsoportunk a technikai reprodukalhatosdg
feltételeinck mindenben probalt megfelelni, melyek 4, illetve 6 minta 4tlagat mutatjak a
héztartasi fehérjékkel végzett normalizaldst kovetden. Az eredmények GraphPad Prism 5
szofter segitségével voltak kiértékelve, Shapiro-Wilk teszt alapjan normél eloszlast mutattak,
az adatok statisztikai elemzéséhez Bonferroni-féle tobbszords Osszehasonlitdé tesziet
alkalmaztunk, amely lehetvé tette a csoportok kozotti kiilonbségek alapos értékelését. A



kiilénbségeket akkor tekintettlk szignifikdnsnak, ha a p értéke kisebb volt, mint 0,05. A nagy
szOras egy olyan bioldgiai jellemzét azonosit, amely jelentSs egyéni fiiggbségre utal, Ilyen
kortlmények kozott kiilsndsen hasznos a statisztikai értékelés, amely a lényeges eltéréseket
képes azonositani a nagy szords dacdra is. A szdrds biologiai okainak vizsgélata kiilon
tanulmanyokat igényel, gy ennek pontos okairél nincsenek objektiv ismereteim, mint ahogy
ezen drasztikusan valtoz6 paraméterek bioldgiai jelentdségének mélyrehatd clemzéséhez sem.

8. A nyulnak adott aterogén diéta kardiolégiai hatasaival kapesolatban tekintélyes szakirodalmi
adatallomany 4ll rendelkezésre — pl. Talini E et al. Atherosclerosis 197: 346-354 (2008), doi:
10.1016/j.atherosclerosis.2007.05.024 —~ igy az Eredmények X fejezetben bemutatott
eredmények egy része megerdsitd jellegd.

Valasz:

Igen, a bemutatott eredmények egy része valdban meger&sitd jellegl, hiszen igazolnunk kellett
modelliink. és ezzel egylitt a kezelésiink hatékonysdgit annak érdekében, hogy az adott
szignaltranszdukeidés Gtvonalat illeszteni tudjuk az atherosclerosis  kinetikéjahoz.
Tanulmanyunk legjelentdsebb eredménye, hogy — ismereteink szerint elséként — kimutattuk a
PDESA fokozott expresszidjat hipercholesterinaemids nyulak bal kamrai szévetmintaiban,
atherosclerotikus kdrnyezetben. A PDE9A upregulacidjihoz kapesoldds kardidlis (és kognitiv)
betegségek egyre nagyobb figyelmet kapnak, kiilsndsen midta bebizonyosodott, hogy a PDE9
az agyl nétriuretikus peptid Gtvonal altal is termelt cGMP szintjét szabalyozza — ezzel még
jelentésebb szerepet jatszhat a szivelégtelenség kialakuliséban, mint a PDES.

Kisérletiink soran a VASP és annak foszforilalt formdjanak, a pVASP*239-nek az expresszidjat
is vizsgaltuk, Az atherosclerotikus allatok miokardialis sz6vetében szignifikinsan emelkedett a
nem foszforildlt VASP szintje, ami mas kutatisok eredményeit is aldtdmaszthatja. Tudomasunk
szerint azonban ez az elsd olyan tanulmany, amely atherosclerosis talajan kialakuld
szivbetegség allatmodelljében emelkedett miokardialis VASP expresszi6ré] szamol be.

9. Nem vildgos, hogy mi indokelta egy aktiv kezelést nem kapd Wistar patkény csoport
bevonasat a BGP-15 hatasanak vizsgalatdba, amikor a kezeléseket Goto-Kakizaki patkanyokon
végeziék, és alkalmaztak ugyanilyen kontroll csoportot is. A két t6rzs kozott metabolikus
kiilsnbségek jol ismertek a szakirodalomban. Zavard, hogy az éhomi glitkéz eredményeket
mmol/l-ben adja meg a szerz6 (5. tdblazat), ugyanakkor a mddszertani részben mg/dl-ben adja
meg a diabétesz hatarértékét (33, old.).

Valasz;

A Goto-Kakizaki (GK) patkany tdrzs egy stabil és 6rokl8d6 2-es tipust diabéteszes modell,
amit az 1970-es években Japanban (Sendai, Tohoku Egyetem) hoztak 1étre: glitkdz-intoleranciat



mutaté Wistar patkdnyokat szelektiv tenyésztéssel, generacidkon 4t parositottak, igy non obese
formaban alakult ki inzulinrezisztencia és B-sejt diszfimkcié® >, A sajat kisérletsorozatunkban
azért hasznaltuk dket, mert &ssze kivantuk hasonlitani a Wistart (mint egészséges allatot) a
beteg modellel annak érdekében, hogy a beteg modelliink mennyire el8rehaladott 4llapotban
van.

Az ¢homi glitkéz értékek kozotti kiillonbségeknek az az oka, hogy az (ijsag kritériumainak meg
kellett felelniink a mértékegységek tekintetében, {gy a 33. oldalon bemutatott glilkézértékeket
az amerikai gyakorlatban alkalmazott conventional units szabvdnyrendszer szerint, mg/dL
mértékegységben adtuk meg (amely eltér az Eurdpaban elterjedt SI alapti mmol/L egységtél).
Elképzelhets, hogy helyesebb lett volna a dolgozatban valamelyik szabvényrendszert
kivalasztani és azt végig kdvetni, de az meg a kdzleményekkel vald konfliktushoz vezetett
volna.

10. Ellentmondésesnak tiinik a rezveratrol Akt foszforilacidjara gyakorolt hatasanak széveges
¢s grafikus bemutatdsa, A lefrtak szerint a p-Akt szintjében a diabéteszes és nem diabéteszes
csoport kozétt nem mutatkozott statisztikailag kiilsnbség (58. old.), ugyanakkor az ide
vonatkozd 9. abra fels6 részén az 1. és 2. csoport kézitt szignifikans eltérés 1athatd.

Valasz:

Kész8nm a nagyon alapos birdlaton alapuld észrevételt. Valoban ellentmonddsos az 4dbra és a
szbvegben taldlhatd magyardzat. A tabldzatban szerepel helyesen a statisztikai szignifikancia.
A diabéteszes és nem diabéteszes csoport kdzott statisztikailag szignifikdns a kiilsnbség, Az
eliras és diszkrepancia miatt elnézést kérek.

11. A 10, &dbrdn bemutatott eredmények értelmében a rezveratrol niveli a kezelt allatokban a
VEGF expresszidjat. Tekintettel arra, hogy a tumorterdpia egyik korszer( eleme a VEGF
gatldsa, lat-e a jelolt onkologiai kockdzatot a rezveratrol alkalmazésival kapesolatban?
Megitélése szerint felmeriilhet-e kedvezétlen interakei6 a rezveratrol és a VEGF-antagonisték
kozitt?

Vilasz:

Az onkoldgiai, de akdr mas VEGF-fiigg6 betegségek esetén elsbdlegesen a hypoxia indukalt
angiogenezis gétlésa a cél (példdul bevacizumabbal), ezért felmeriil a kérdés, hogy a resveratrol
esetleg ndveli-e a daganatok novekedését azéltal, hogy az eredményeink alapjan a VEGF
expresszidja fokozddik, Lévén, hogy a resveratrol intenziven kutatott természetes vegyiilet,
szamos tudomanyos publikacio all rendelkezésre ezen kérdés megvalaszolasara®®. A resveratrol
allatkisérletesen mind pro-*’, mind anti-angiogén hatasokat is kivélthat, de daganatos
modellekben éltalaban a VEGF-fliggetlen tumorgdtlds domindlja. Jelen tudasunk szerint



resveratrol bevitele (megfeleld dézisban) nem jar egyértelm( onkoldgiai rizikéval, és kifejezett
kedvezétlen interakcié a VEGF-gatlé terapidkkal sem ismert. A resveratrol potencidlisan
kedvezd hatdsii adjuvdns a daganatellenes terdpidkban: géatolja a tumorsejt proliferdciét,
angiogenezist és invéziét, mikdzben apoptozist indukdl®®. Nem szdmoltak be olyan
allatkisérletes eredményekr6l, amelyek arra utalnanak, hogy resveratrol a VEGF-emelés révén
fokoznd a tumoros szdvet méretének novekedését.

Ugyanakkor a kisérletiinkben bemutatott pro-angiogén potencidl miatt elméletben érdemes
figyelni a resveratrol d6zisara és a piciens allapotéra: ha valakinél VEGF-gétlé kezelés folyik,
célszerl lehet orvosi konzultaciot kémi a kiegészitd resveratrol hasznalata elétt, azt elddntend®,
hogy a beteg éllapota a VEGE-gatléval monoterdpiaként vagy resveratrollal kombindlva
Jjavithaté-e jobban.

12. ,,A szerzd a bromelain infarktus kiterjedésére és a miokardidlis sejtpusztulas mértékére
gyakorolt hatdsdnak bemutatasakor szinonimaként haszndlja a sejthaldl és a szivizom
apoptozisa kifejezéseket (18. abra), jollehet a modellezett miokardialis kdrosodaskor apoptézis
és nekrézis egyarant lejatszodik (Konstaninidis K et al. Arterioscler Thromb Vasc Biol 32:
10.1161/ATVBAHA.111.224915 (2012), doi: 10.1161/ATVBAHA.111.224915).”

Vilasz:

Teljes mértékben e'gyetértek a birdlo 4llitaséval. A termindlis dezoxinukleotidil-transzferaz ktal
kizvetitett JUTP nick end labeling (TUNEL) vizsgalat a DNS-térést a szabad 3™-hidroxilvégek
fluoreszcens vagy kromogén jelolésével mutatja ki. Mivel a genomialis DNS-térések az
apoptézis korai és késdi szakaszdban is eléfordulnak, a TUNEL-festést tovabbra is széles
kirben hasznaljék az apoptotikus sejthaldl mérésére. Apoptézis sordn a DNS szabalyozott
modon, endonukledzok hatdsara fragmentalodik, ami pozitiv TUNEL reakcidt eredményez, A
vizsgélat elényei kozé tartozik, hogy viszonylag knnyen elvégezhetd, és a TUNEL ~vizsgalati
készletek széles kdrben elérhetk killonbdzé alkalmazdsckhoz, példaul az apoptdzis egyscites
elemzéscéhez sejtkultirakban és szdvetmintdkban. A TUNEL assay a DNS fragmenticiot
detektalja, amely az apotdzis egyik jellemzéje. A DNS lancok végén taldlhaté szabad 3°-OH
csoportokat jelsli meg fluoreszoens vagy kromogén mddszerrel?>32, Mindennek megfeleléen,
az abran pontosabb lett volna a sejthalal helyett az apoptézis kifejezés hasznalata.

13. A jeldlt az eredmények diszkusszidjakor azt irja, hogy rezveratrol ,jabb terdpids
lehetdséget jelenthet diabéteszes betegek klinikai kezelésében” (109. old.). Pontosan hogyan
képzeli a névényi vegytlilet beépitését a rutinszer(i ellatisba? Ismer-e erre vonatkozd klinikai
vizsgalatot?
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Valasz:

A resveratrol preventiv célu alkalmazasa féként metabolikus szindréma, inzulinrezisztencia és
prediabétesz esetén meriilhetne fe] kiegészitd terapiaként. Emellett esetleg szerepet jatszhatna
id6skori neurodegenerativ kérképek — példaul Alzheimer-kér — megeldzésében is. Kiegészitd
kezelésként a jelenleg alkalmazott konzervativ kezelések mellett t&bbféle kronikus betegség
esetén johet szoba, Ggymint 2-es tipusl diabétesz™, vagy sziv-érrendszeri megbetegedések,
példaul az endothel funkeié javitisa, vagy az LDI-oxidacié mérséklése céljabdl®. Szamos
betegséggel kapcsolatban folynak humén klinikai vizsgélatok a resveratrol terdpids
potencidljanak feltardsa végett, és bér a kutatdsi eredmények vegyesek, Ssszességében
igéretesnek mondhatdak.

Kiemelend6, hogy Brasnyd és munkatarsai igazoltdk a resveratrol inzulinérzékenységet javito
hatasat 2-es tipust diabéteszes betegek kirében, amelyet a jelatviteli Uitvonalak aktivaldsa is
alatdmasztott®®. Crandall és misai idésebb, inzulinrezisztens egyéneknél a glitkéztolerancia
javulasat irtdk le resveratrol kiegészité terdpia esetén®’. Ugyanakkor egyes vizsgalatok, mint
példdul Yoshino ¢és mtsai posztmenopauzalis nékén végzett tanulmanya, nem mutattak
metabolikus elénytket egészséges populdcioban®®, Hasonldképpen, Van der Made &s
munkacsoportja nem talalt jelent8s javuldst a metabolikus és gyulladdsos paraméterek

tekintetében tilstlyos egyéneknél*® 40,

Egy masik fontos megfigyelés, hogy elhizott, metabolikus szindrémas férfiaknal a resveratrol
a kaldriamegvonashoz hasonlé anyageserejavitd hatdsokat idézett els, példaul csokkentette a
gyulladasos markereket &s javitotta az inzulinérzékenységet*’, Ugyanakkor jol kontrollalt 2-cs
tipusi  cukorbetegeknél a hatdsok kevésbé egyértelmilek voltak, ami felveti a
gyogyszerkdlesénhatdsok lehetéségét egyéb antidiabetikumokkal, és tovabbi vizsgalatokat
szorgalmaz*?,

A kardiovaszkuléris hatdsokra vonatkoz6 klinikai vizsgalatok azt mutatjak, hogy a resveratrol
javithatja az endothel funkeiét, példaul ndvelve az dramlds-medialt értagulatot®, valamint 2-es
tipusti cukorbetegeknél javitotta az agyi vérdramlds szabélyozdsat*!, Nagyobb populdciékon
végzett megfigyelések, mint példdul a PREDIMED tanulmény adatai, sszefliggést mutattak a
magasabb (taplalékkal bevitt) resveratrol-metabolit szintek és kedvez8bb kardiometabolikus
paraméterek kozott*. Ugyanakkor nem minden vizsgélat tamasztotta ald ezeket az
eredményeket, kiilsntsen metabolikus rizikofaktorok terén.

Policisztés ovarium szindréméban (PCOS) a resveratrol kedvezd hormonalis és metabolikus
hatdsokat valtott ki*®.

Egy¢b indikaciokban is igéretes eredmények sziilettek: neurodegenerativ betegségekben (pl.
Alzheimer-kér) a resveratrol cstkkentette a neuroinflammaciét és kedvezé biomarker
valtozdsokat indukalt*’, gyulladdsos bélbetegségekben (colitis ulcerosa) pedig a gyulladdsos
markerek csdkkenését és klinikai javuldst figyeltek meg*®. Reumatoid arthritisben a resveratrol
cstkkentette a gyulladdsos tiineteket és a betegség aktivitasat®.
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Osszességében a resveratrol, mint természetes eredetii polifenol, elsbsorban antioxidans,
gyulladascsékkentd és inzulinérzékenyitd tulajdonsigai révén keriilt az érdeklddés
kozéppontjaba. Ugyanakkor klinikai alkalmazisa, illetve a rutinszer( ellatisba torténd
integrdcioja még kezdeti stddiumban van, és szdmos akadalyt kell leklizdeni ahhoz, hogy
terdpias szinten elfogadottd valjon. A leggyakrabban emlitett problémék kozé tartozik
kedvezotlen farmakokinetikai profilja, kiilondsen a gyenge biohasznosulds, az eltérd
készitményekben fellelheté valtozd hatdanyag-tartalom, valamint a nem egységes
dozisajanldsok. Mindezek mellett a humén klinikai bizonyitékok szdma és mindsége egyelére
korlatozott. Fontos tovabba megemliteni, hogy a resveratrol esetleges mellékhatdsai, valarnint
gybgyszerkdlesdnhatasai t5bb kutatd szerint még nem teljeskoriien tisztazottak™.

A j6v6beni klinikai alkalmazis feltételeként elsésorban egy korszerlien formulzott (jél
felszivodo), fix, magas dozist tartalmazd készitmény kifejlesztése lenne kivanatos. E célra
alkalmas lehet példaul liposzémas, nanogydngyts vagy béta-ciklodextrines technolégia. Ezt
kévetben — hasonldan a bioekvivalencia vizsgdlatokhoz — elengedhetetlen lenne az AUC
éri€kek monitorozasa, azok hatarértékeinek jogszabaly szerinti betartatdsa és ennek megfeleld
ellendrzése. A klinikai adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a resveratrol kiegészitd
terapiaként, killondsen metabolikus és kardiovaszkularis betegségek esetén, hasznos lehet, de
jelenleg tovabbi nagyobb, standardizalt és hosszabb tavi vizsgilatok sziikségesek annak
tisztdzdsara, hogy milyen koriilmények kozott és mely betegesoportokban a leghatékonyabb,
illetve hogyan lehet rutinszertien beépiteni a klinikaj gyakorlatba.

Végezetill szeretném ismételten megkoszonni Professzor Ur 4tfogd, magas szinvonald
munkadjat és értékes észrevételeit, amelyek 1ij szemléletet kinaltak szAmomra, és lehet8séget
teremtetick a palydzatom tudomanyos mélységének, tartalmi mindségének és koherencidjanak
tovabbi erdsitésére a késdbbi palyafutdsom soran. '
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