Valaszok Prof. Dr. Gyires Klara biralatara

El6szor is szeretném megkdszonni Dr. Gyires Klara Professzor Asszonynak, hogy véllalta a
doktori értekezésem alapos és részletes birdlatat, elismerd szavait és érdekes és elgondokodtatd
kérdéseit. A biralatban feltett kérdéseire az alabbiakban véalaszolnék.

Altaldnos megjegyzések:
A Moddszerek fejezetben az alkalmazott sejtvonalak leirasanal célszerti lett volna megemliteni
az epesavak vizsgalara alkalmazott BAC 6sszetételét.

Koszonom szépen Professzor Asszony észrevételét. Sajnos az értekezés készitésénél elkertilte
a figyelmemet, hogy az epesav koktél Osszetételét nem tiintettem fel a Mddszerek fejezetben.
Ha a doktori titkarsag szabalyzataval nem iitkdzik, akkor ezen hianyossagot az értekezés végso
verzidjaban javitom.

Szakmai kérdések:

1. Az UDCA védohatasu, gyulladasgatlé hatasa a GI rendszer epithel sejtjein, csokkenti
a citokin termelést (Ward JB et al., 2017. Am. J. Physiol. 312 (6): G550-G558; O'Dwyer
AM, et al., 2016. Am. J. Physiol. 311 (2): G334-41.)

Kérdés: Mi a jelolt véleménye, ezen hatasok hozzajarulhatnak-e az UDCA CDCA
apoptozist indukalo ill. egyéb toxikus hatasaival szembeni védelem létrejottéhez?

Irodalmi adatok igazoljak, hogy az UDCA gatolja a TNF-o, IL-1B3, IL-2, IL-4 és IL-6
proinflammatorikus citokinek expresszigjat mRNS és fehérje szintjén. Ezenkiviil az UDCA
erés antioxidans tulajdonsagokkal is rendelkezik, emiatt egy igéretes terapias célpont lehet a
gyulladdsos bélbetegségek kezelésében. A CDCA hatasara vonatkozéan az irodalom
ellentmondasos. Calmus és mtsai, azt talaltak, hogy a CDCA dézisfiiggd modon gatolja az IL-
1, IL-6 és TNF-a termelddését monocitakban (Calmus €és mtsai., 1991, Hepatology). Mig egy
masik tanulméanyban arrdl szdmoltak be, hogy a CDCA gyulladasos citokinek termelddését
indukalja hepatocitakban (Allen, 2011, Am. J. Path). Arra vonatkozoan nem talaltam adatot az
irodalomban, hogy a CDCA vagy akar a hidrofob epesavak, hogyan befolyasoljak a gyulladasos
mediatorok felszabaduldsat a panredszban, azonban feltételezhetd, hogy hasonléan a méajhoz, a
pankredszban is gyulladdsos faktorokat indukal. Mivel az UDCA gatolja a citokinek
expressziojat, elképzelhetd, hogy amellett, hogy csdkkenti az mPTP nyitodasat, befolyasolja a
CDCA-indukalta gyulladasos mediatorok felszabadulasat is.

2. A dolgozat bevezetésében olvashatdo, hogy a nyeldcs0 mucosa relative rezisztens a
sosavval szemben. A gyomornyalkaharya rezisztenciaja szempontjabol szamos fontos
komponens, mechanizmus mar ismert, bar hogy miért nem emészti meg a gyomor
onmagat Davenport 1972-ben felvetett kérédésére (H.W. Davenport, Am Sci. 972 Jan;226
(1):87-93) még egyértelmiien Kielégité valaszt ma sem tudunk adni.



Kérdés: Milyen mechanizmusok jatszanak szerepet a nyel6csé6 mucosaban, melyek a
sosavval szemben a relativ rezisztenciajat magyarazziak a dolgozatban elemzett
epithelialis transzportereken kiviil?

A nyel6csé mucosa tobbrétegli, nem-keratinizalt laphambol all, melynek legfelsd rétegei
képezik a stratum corneum-ot, ezt kdvetden tobb réteg, aktiv transzportot végzo lapham sejt
alkotja a stratum spinosum réteget, majd 1-2 sejtsor vastagsagban helyezkednek el a
mitotikusan aktiv bazalis sejtek vagy stratum germinativum. A str. corneum sejtjei egy
permeabilitas-gat formajaban kezdeti védettséget biztositanak a savas reflux-al szemben. Ez az
ugynevezett permeabilitds-gat az apikalis sejtmembranbodl és a junctiondlis komplexekbdl
az intercelluléris terekben. Az apikalis sejtmembran azaltal fejti ki a hatdsat, hogy a nem-
szelektiv kation csatornai savas pH-n inaktivak, mig az AJC a szoros kapcsolatok, vagy tight
junction-6k illetve a dezmoszomak révén megakadalyozza a paracellularis transzportot.
Azonban ez a védekezd mechanizmus nem teljesen tokéletes, ami miatt a hidrogén ionok lassan
bediffundalnak a sejtbe vagy az intercellularis térbe. A sejten beliili és sejtek kozotti tér
acidozisa ellen puffer molekuldk hatnak, melyek képesek semlegesiteni a protont. Ilyen
pufferolo hatassal birnak a fehérjék, foszfatok és a bikarbonat, melyek koziil a bikarbonat bir a
legnagyobb jelent6séggel, mivel a bikarbondt konnyen transzportalodik a vérbdl az
extracellularis illetve intercellularis terekbe ezaltal gyorsabban képes kiegyenliteni a pH-ban
bekovetkezo kilengéseket.

A bikarbonat szekrécio mellett a mukodza felszinét boritod nyalka réteg is fontos szerepet jatszik
a nyeldcsé ham savval szembeni védelmében. Ez a nyak réteg bikarbonatban gazdag és az els6
veédo gatat jelenti még az epitél sejtek eldtt. A nyak réteg folyamatosan ki van téve mechanikai
illetve kémiai behatasoknak, melyek karosithatjak, viszont a szubmukédza mirigyek altal
folyamatosan ujratermelddik, illetve a lenyelt nyalbol is kivéalasztodik. A nydk egyik
alkotéeleme a mucin, amely amellett, hogy fontos szerepet jatszik a sav semlegesitésében
megvaltozott expresszidja révén szerepet jatszik a metaplasia-dysplasia-adenocarcinoma
szekvenciaban. Emellett a nyel6csé mirigyek egyeb, a védekezésben fontos szerepet jatszo
fehérjéket is szekretalnak, tigy mint a prosztaglandinok vagy novekedési faktorok, melyek
A nyeldcsd hamjanak ezen védekezd mechanizmusainak a milkodését a megfeleld vérellatas
biztositja, amely oxigénnel és tapanyagokkal latja el a sejteket, ami a ndvekedéshez
elengedhetetleniil sziikséges, valamint szerepet jatszik a sav-bazis egyensuly kialakitasaban, az
elektrolitok szallitasaban valamint a felesleges szén-dioxid eltavolitasaban. Ezenkiviil a
vérellatas bizonyos mértékig képes alkalmazkodni a megvaltozott koriilményekhez az d&ramlasi
sebesség novelésével.

3. Mig a sav a gyomorban fiziolégiasan jelenlévo irritativ agens, az epesavak a gyomorban
is afiziologias.
Kérdés: Milyen sullyal jatszik szerepet az epasav a GERD-ben? Az epe reflux onmagaban
is lehetséges-¢ vagy mindig a gyomorsavval egyiitt regurgital a nyelocsobe? Az epesav -
a pepszinhez hasonléan - szenzitizalo faktor-e sdsav irritativ hatasaval szemben a
nyelécsoben?



Nehra és mtsai (Nehra ¢és mtsai, 1999, Gut) GERD-ben, Barrett nyel6csében illetve
ezofagitiszben szenvedd betegekbdl vett aszpiratum pH-jat és epesav Osszetételét vizsgaltak.
Azt talaltak, hogy az epesavak valtozé pH-értéken regurgitdlnak a nyeldcsobe, bar jellemzden
a legtobb esetben a nyelécsé mintak pH-ja savas volt. Mindamellett, bizonyitékok vannak arra
nézve is, hogy az epesavak a savaktol fiiggetleniil is regurgitalodhatnak. Ezekben az esetekben
a betegeknek a refluxatuma nagyrészt nyombél eredetii volt, ami jellemzden ligos kémhatast,
vagy a gyomorsav-termelésiik gyogyszeresen gatolva volt.

Szamos tanulméanyban vizsgaltak, az epesav €s a sdsav egyiittes hatasat a nyeldcsore. Ezekben
a vizsgalatokban azt talaltdk, hogy az epesav sosavval egyiitt adva Iényegesen toxikusabb,
nagyobb mértékii karosodast okozva a nyel6cs6 mucosa-ban, mint dnmagaban adva. Ezzel
szemben, a tripszin az epesavak karos hatasat csak ligos pH-n potencirozza. Erdekességként,
Vaezi és mtsai. (Vaezi és mitsai, 1995, Gastroenterology) kimutattdk, hogy a nyeldcso
nyalkahdrtya viszonylag ellendllo a savas expozicioval szemben, mig pepszin vagy epesok
hozzdadasa (savas pH-n konjugilva, semleges pH-n konjugalatlanul) nagyobb mértékii
elvaltozasokat okoz.

Ezek a megfigyelések egyiittesen a sav, a pepszin és az epesavak kozotti szinergizmust
bizonyitjak, mely soran szdmos olyan molekularis esemény torténik, amelyek a nyel6cso-
karosodasahoz vezetnek. Igy példaul a proteolitikus enzimek, mint a pepszin vagy a tripszin
kozvetlen szovetkarosodast és gyulladasos mediatorok felszabadulasat okozzak. Mig az
epesavak a lipid membranok karosodasa révén indukalhatjak az intracellularis mediatorok
felszabadulasat.

4. Az epasav a gyomornyalkahartyara is irritativ hatasu. Az epesavak gyomorbol torténo
reflux kovetleztében jutnak a nyelocsdbe, és a gyomorban gastritises tiineteket okoznak.
Az epesavak okozta gastritis egyik javasolt terapiaja a UDCA. Bar a histologiai kép nem
mutatott szignifikans javulast, a betegek panasza jelentéosen csokkent (fajdalom
intenzitasa és gyakorisaga) (McCabe et al, 2018, Clin. Gastroenterol. Hepatol.
16(9):1389-1392)

Kérdés: Lat-e jelolt hataismechanizmusbeli hasonlésagot az UDCA epe-reflux okozta
gastritisre Kkifejtett kedvezé hatasa és az UDCA ductalis sejtekre gyakorolt CDCA
szembeni véd6hatasa kozott (bar a két epithel sejt eltéro funkcioju)?

A szakirodalom némiképp ellentmondasos az UDCA védoé hatasara vonatkozdan epe
gasztritiszben. Egy 2011-es klinikai tanulmanyban (Nezam, S.K., 2011, Zahedan Journal of
Research in Medical Sciences) 60 beteg bevonasaval vizsgaltdk a 3 hetes UDCA kezelés hatasat
epés gasztritiszben. Azt talaltdk, hogy a szukralfat kezelés kiegészitése UDCA-val nem
csOkkentette a betegek tlineteit. Egy masik tanulményban (Stefaniwsky A.B., 1985,
Gastrotenterology) 12 alkalikus reflux-gasztritiszben szenved6 beteget kezeltek 1 M-0s UDCA-
val (1000 mg / nap), melynek hatasara a fajdalom intenzitasanak és gyakorisaganak jelentds
csokkenését tapasztaltak, illetve csokkent az émelygés és hanyas eléfordulasa is. A gyomor
nyalkahartyajanak makroszkopikus és mikroszkopikus megjelenése azonban az UDCA kezelés
utan sem valtozott. Az epesavkezelés soran az UDCA ardnya a gyomorban az dsszes epesav
50% -ara emelkedett, a kélsav €s dezoxikdlsav mennyisége csokkent, mig a CDCA mennyisége



valtozatlan maradt. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az UDCA aranyanak novelése a
refluxaltumban Iévé epeben csokkenti az epe reflux-al jaro fajdalmat és a tiinetek gyakorisagat.
Mindamellett, elképzelhetdnek tartom, hogy sejt szinten hasonlé mechanizmusok zajlanak le,
mint a pankreasz duktalis sejtek esetén, mint példaul az mPTP gatlas, viszont a gyomor esetében
az UDCA-indukalta cellularis mechanizmusok feltehetéleg nem képesek kivédeni a hidrofob
epesavak irritativ és gyulladaskelté hatasat, melyben valdsziniileg mas mechanizmusok is
szerepet jatszanak.

5. Az alkalmazott sejtvonalak a human CP-A nyel6csé6 metaplazia, nem-diszplazias
sejtvonal ill. a CP-D human nyel6csé diszplaziabdl szarmazé sejtvonal.
Kérdés: Tortént -e vizsgalat normal nyel6csé sejtvonalon is?

Normal sejtvonalon nem végeztiink kisérleteket, melynek oka a normal nyel6csé sejtek
nehézkes tenyésztése. Jelenleg viszonylag kevés, kereskedelmben kaphaté normal nyelécsd
sejtvonal érheté el. Munkacsoportunk kisérletet tett a HETIA normal nyel6csé sejtvonal
tenyésztésére, melyet az American type culture collection cégtdl szereztiink be és ami egy SV40
immortalizalt sejtvonal. A normal sejtekre alapvetden jellemzd, hogy nagyon specifikus tapot
¢s tenyésztési protokoll-t igényel a fenntartasuk, illetve csak néhany passage-on keresztiil 6rzik
meg ¢letképességiiket. Jelenleg munkacsoportunkban sikeriilt beéllitani a nyel6cso epitél sejtek
izolalasat tengerimalacbdl, valamint nyel6cs6 organoid kultirakat tenyésztiink egérbol. Ezek a
tenyészetek funkcionalis mérésekre illetve molekularis biologiai vizsgalatokra egyarant
alkalmasnak bizonyultak, ezért a jelenlegi projektjeinkben, a normal nyeldcsd epitél sejtek
karakterizalasahoz ezen tenyészeteket alkalmazzuk. Tovabba folyamatban van a human
nyeldcsd organoid-ok tenyésztése is, amely amellett, hogy kitlind kisérleti model-t biztosit az

crer

terapia alkalmazéasanak a lehetGségét is.

6. Az epesavak hatiasanak elemzésére a GERD patomechanizmusaban a BAC oldatot
alkalmazta a jelolt, mely 7 epesavat tartalmaz.

Kérdés: Vizsgalta-e az irritativ epeavak iontranszporterekre gyakorolt hatasat UDCA
elokezelést vagy a koktélhoz torténé hozzaadasat kovetéen ? Vagyis az UDCA modositja-
e az epesavak iontraszporterekre gyakorolt hatasat?

Az UDCA hatdsat nem vizsgaltuk az epesavak iontranszporterekre kifejtett hatasaban.
Elképzelhetd, hogy hasonloképpen a pankredsznal tapasztaltaknal, képes csokkenteni a
hidrofob epesavak transzporterekre gyakorolt hatdsat. Mivel a kisérleteink soran epesav koktélt
alkalmaztunk, amely hidrofil epesavakat is tartalmazott, nehéz lett volna megitélni az UDCA
specifikus hatasat. Mindamellett irodalmi adatok azt mutatjak, (Peng és mtsai. 2014, Am. J.
Physiol Gastrointest Liver Physiol) hogy az UDCA adasa elGkezelésben, csokkenti az
epesavas/savas kezelés-indukalta oxidativ stresszt, DNS karosodast és NFkB aktivaciot Barrett
nyeldcsében. Abban az esetben, ha az UDCA-t egyiittesen adtak a tobbi epesavval ez a védd
hatas nem volt megfigyelhetd, ami arra utal, hogy az UDCA véddhatasa a nyeldcsében nem
kozvetlen, hanem sokkal inkabb valamilyen védd factor szintézisén keresztiil valosul meg.
Kimutattdk, hogy az UDCA kezelés fokozza a glutation peroxidaz-1 €s katalaz expresszidjat,



melyek antioxidaz hatasuk révén védik a sejtet.

7. A dolgozat, mint a jelolt is hangsilyozta, az alapkutatiasok tudomanyteriilethez
tartozik. A Kkisérleti eredmények értelemzése soran azonban tobbszor is
megfogalmazodott a terapias alklamazas lehetésége. Ezek koziil melyiket latja a jelolt a
legigéretesebbnek és leginkabb megvalosithatonak?

Kutatasaim soran a megvaltozott iontranszport szerepét vizsgaltam mind a pankreatitisz mind
pedig a Barrett nyeldcsé kialakulasaban illetve progresszidjaban. Vizsgalataim soran szamos
olyan uj utvonalat azonositottam, melyek akar kiindulépontot jelenthetnek hatékonyabb
terapiak kifejlesztésében. A pankreasz kapcsan a duktalis iontranszport folyamatok jelentdségét
tapasztaltam a pankreatitisz kialakuldsaban. Az Ujonnan felfedezett apikalis BK csatorna
segitségével eddig nem ismert mechanizmusokat sikeriilt azonositani a duktalis HCO3
szekrécidban, melynek patoldgiai szempontbdl is jelentdsége van. A BK csatorna aktivacidja
fokozza a duktalis sejtek HCO3™ elvalasztasat ezaltal védi a pankreaszt a toxikus faktorok, ugy
mint az epesavak karosito hatdsaval szemben. Hasonl6an az epesavakhoz, az alcohol is kérositja
a duktalis funkciokat a CFTR csatorna gatlasa révén. Ezen eredmények alapjan felmeriil, hogy
a BKca csatornak vagy a CFTR aktivalasa szintetikus farmakonok altal egy 0 terapids
lehetdséget vet fel a biliaris vagy alcohol-indukalta pankreatitisz kezelésében. Mindamellett,
mivel a sejten beliilli energiahaztartds zavartalan miikodése elengedhetetlen ezen transzport
folyamatok megfeleld6 miikodéséhez, az intracellularis ATP koncentracid emelése, az
energetikai karosodas helyreéllitasaval szintén kedvezd hatast lehet pankreatitiszben.

Az UDCA-val végzett kisérletek azt mutattak, hogy az UDCA eldkezelés képes kivédeni a
hidrofoéb epesavak-indukalta duktalis karosodast, ezért bar jelenleg mdj- és epetti
is. A Barrett nyeldcsé kapcsan, szintén az iontranszport folyamatok helyreallitasaban latok
terapias lehetoséget. Ahogy eredményeink mutattik, a karos tényezok, ugy, mint a sdsav illetve
epesav hatdsara megvaltozott miitkodéssel reagalnak az ion transzport fehérjék. Azon
transzporterek aktivalasa, melyek az intracellularis savasodas ellen hatnak novelhetik a sejtek
ellenallasat a savas reflux-al szemben, lassitva ezaltal a metaplasztikus elvaltozasok
kialakulasat.

Végezetiil ismét szeretném megkoszonni Dr. Gyires Klara Professzor Asszonynak értékes
biralatat és relevans kérdéseit. Koszondm, hogy a nyilvanos védés kitlizését javasolta. Egyuttal
kérem Professzor Asszonyt valaszaim elfogadasara.
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