Dr. Venglovecz Viktdria: A GASZTROINTESZTINALIS EPITEL SEJTEK IONTRANSZPORT FOLYAMATAINAK
JELENTOSEGE EP ES KOROS KORULMENYEK KOZOTT

c. MTA doktori értekezésének biralata

Dr. Venglovecz Viktéria disszertacidjat a Szegedi Tudomanyegyetem Egyetem Altaldnos Orvostudomanyi
Karanak Farmakoldgiai és Farmakoterapiai Intézetébdl nyljtotta be az MTA Orvosi Tudomanyok Osztalyahoz.
Tudomanyos kutatdmunkajat nemzetkézileg is magas szinten elismert kutaté mihelyekben végezte neves
professzorok és kutatdk irdnyitasaval, akik kozil kiemelném Hegyi Péter, Ifj. Rakonczay Zoltan és Varré Andras
professzorokat.

A disszertacio kivalé példa arra, hogy hogyan lehet transzlacidos medicina szemlélettel magas szinti
kutatémunkat végezni. A pancreas és a nyel6csé patoldgia olyan molekularis szintl vizsgalatat mutatta be Jelolt,
mely nem csak a betegségek patomechanizmusanak megismerését, hanem ezek terapias lehetGségeit is felveti.
A pancreas élettan és patofizioldgia egyik kulcs kérdése annak megértése, hogy az epithel sejtek transzport
folyamatai hogyan valtoznak az egyes kérképekben, ez milyen kévetkezményekkel jar a sejtek életképességére
és exocrin funkcidjara, ill. ezzel parhuzamosan hogyan valtozik a pancreas szOveti intersticium pH-ja és
iondsszetétele. A transzportfolyamatok valtozasa jelentGsen hozzajarul az akut pancreatitis (AP) és pancreas
ductalis adenocarcinoma (PDAC) kialakulasdhoz is. Mindkét betegségnek rossz a progndzisa, emiatt a
molekuldris szint{i patomechanizmus megértése mind diagnosztikai mind pedig terdpids szempontbdl nagy
jelent&séggel bir. Jelolt ehhez jarult hozza jelentGsen azzal, hogy sejt- és szovetszint(i pancreas fizioldgiai
vizsgalatokat végzett, melyek soran az AP kivaltd tényezGi kdzil az epesavak és az alkohol hatdsait vizsgalta a
epithelidlis transzportra. A nyel6csé epithel sejtek karosoddsa és ezek neoplasztikus atalakuldsa szintén
jelent6sen flgg az epithelialis transzporttdl, ennek akar diagnosztikus és terapias kovetkezménye is lehet. Jelolt
Iényeges Uj felfedezéseket tett ezen a téren is az epithelidlis transzport folyamatok vizsgalataval. Az alkalmazott
modszerek up-to-date, magas szint(i és nagy technikai ismeretek igénylG eljarasok. Ezek kozil is kiemelném
azokat a patch-clamp kisérleteket, melyekkel Uj ioncsatornat fedezett fel a pancreas epithelben. A patch-clamp
technika mellett a disszertacié a modern kisérletes eljarasok nagyon komoly tarhazat alkalmazta, beleértve
fluoreszcencids indikatorok alkalmazasat egy-sejt szint(i intracellularis Ca?* koncentracié és pH mérésre, ill.
szOvet szinten a pancreas ductusok mikroperfuzidja és az epithelidlis iontranszport vizsgalata. A funkcionalis
vizsgalatokat modern immunfluoreszcencids és molekuldris bioldgiai vizsgalatokkal egészitette ki.
Osszességében a témavalasztas id6szerd, az alkalmazott maddszerek megfelelSek és a kdvetkeztetések orvosi
szempontbdl is Iényegesek.

A disszertacié 12 kozleményre alapszik, melyek 9 év kutatomunkajabol szarmaznak (2008-2016). A
disszertacio alapjat képz6 kozlemények kozil 4-ben Jelolt elsé ill. 4 kozleményben szenior szerzd, ami hlien
tlkrozi a bemutatott eredményekhez torténd jelents hozzajarulasat. A kzlemények Gsszesitett impakt faktora
78,785, az ezen kozleményekre kapott fliggetlen idézetek szama 442. E kézlemények egy része magas impakt
faktord, a szakterlilet meghatarozé lapjaiban kozolt cikkeket jelentik. Ezek kozott kiemelked6k a
Gastroenterology (IF~16) és Gut (IF~10) folydiratokban publikdlt koézleményei. Kilon kiemelném, hogy

disszertacidban szerepl6 kézleményeken felll még ~23, a PhD disszertacido megvédését kovetben publikalt cikk



szerz6je, melyek a disszertacidban bemutatottakhoz hasonléan magas impakt faktoru folydiratokban jelentek

meg igen tekintélyes fliggetlen idézettségi mutatdval. Hirsch indexe 16.

A pancreas és nyelGcsé epithel transzportfolyamtok molekuldris mechanizmusanak vizsgalata teriiletén

megitélésem szerint az alabbi 6nallé Uj tudomanyos eredményeket adta:

1. Elektrofiziolégiai, transzport fizioldgiai, molekuldris farmakoldgiai és mikroszkdpos technikak
kombinalasaval azonositotta a KCal.l (BK) csatorndk jelenlétét a pancreas ductalis sejtek apikalis
membranjaban, és kimutatta, hogy a kenodezoxikdlsav aktivalja a csatornat.

2. Kimutatta, hogy az urzodezoxikdlsav 24 6ras el6kezelésben hatékonyan kivédi a kenodezoxikdlsav sav-bazis
transzportereket gatld hatasat pancreas ductusokban, ill. ugyanezen sejtekben védd hatast fejtett ki a
mitokondriumokra: csokkentette a kenodezoxikdlsav -indukalta mitokondridlis permeabilitas tranzicids
porus nyitast és csokkentette a sejtek apoptdzisat.

3. In vivo kisérletekben kimutatta, hogy az urzodezoxikdlsav jelentdsen javitja a kenodezoxikélsav-indukalt
pancreatitis patkany modelljében a klinikai képet, csokkenti az acinus karosodast.

4. Leirta, hogy az etanol fokozza a CFTR aramot, viszont gatolja forskolin-indukalt CFTR konduktancia
fokozddast. Az etanol hatdsmechanizmusaval kapcsolatban megallapitotta, hogy azt az intracellularis ATP
szint csokkenése kozvetiti.

5. Kimutatta, hogy az epesavak hatasara csékken a nyel8csé epithel sejtek pH-ja és megné az [Ca%*]; is, mely
utdbbi hatds mértéke jelentsen flgg az intracellularis pH-tol.

6. Akut epesav kezelésre jelent6sen valtozott a displazids és metaplazids, nyelGcs6-eredetl sejtek pH
szabdlyozdsaban résztveve transzporterek aktivitasa, mig krénikus kezelés esetén az mRNS szint(i expresszio
véltozik.

7. Human nyel6csé biopszidas mintakbdl szarmazd metaplasztikus hamban kimutatta a Na*/H* kicseréls

transzporter 1-es és 2-es izoforma expresszidjanak fokozddasat mind RNS mind pedig fehérje szinten.

A disszertacio magyar nyelven készilt, 143 szamozott tartalmazott. Az irodalomjegyzék 329 irodalmi hivatkozast
tartalmaz, melyek kozott nagy szamban taldlhaték 10 évnél régebbi hivatkozasok. A disszertacid elején
megtalalhatd a roviditések jegyzéke is, mely elGsegitette a leirtak megértését. A disszertacid megértését 37

tobbpaneles, tobbségében szines abra konnyiti meg.

A disszertacio olvasasat helyesirasi hibak vagy szerkesztési hianyossagok nem nehezitik. Egy-két helyen taldlhato
csak aprd figyelmetlenségb6l adddd hiba vagy fogalmazasi hidnyossdag amelyek részletezését6l a hibak
elhanyagolhatd volta miatt eltekintek. Ezek kdziil megemlitem azt, hogy a mondatok ponttal torténé lezarasa

utanra tette az irodalmi hivatkozasokat, ami nekem szokatlan.

Altaldnos észrevételek:

A disszertacio bevezetbje tomor, lényegre tors, a megértéshez sziikséges informacidt altalaban tartalmazza.



A disszertacid jelentds része a CFTR csatorna miikodésével foglalkozik. Itt érdemes lett volna részletesebben
ismertetni a CFTR csatorna elektorfizioldgiai szempontbdl relevans tulajdonsagait és specialitasait. Az elmult
id&szakban jelentds kozlemények jelentek meg ebben a témaban, ezek koz6tt hazai szerzéktdl is (Csanady labor

munkajat pl. nem hivatkozza egyaltalan).

Az anyagok és mddszerek fejezet kell részletességgel mutatja be a hasznalt mddszereket, a megfelels irodalmi
hivatkozasok beépitésével lehetGség nyilik a mddszerek egyes specialis kérdéseinek tisztazasara. Nagyon jonak
tartottam, hogy az oldatok 6sszetételének bemutatdsat tablazatos, nem pedig szoveges formaban csinalta meg,
igy azok osszetétele kdnnyen Gsszevethetd. Néhany, a metodikakkal kapcsolatos kérdést lentebb fogalmaztam

meg.

Az eredmények és megbeszélés fejezetek kiilonvalasztasat sok esetben a folydiratok kérik, itt azonban jobbnak
lattam volna ezeket egyltt targyalni. Kilénoésen jo lett volna olyan esetekben, ahol az eredmények
interpretacidjahoz ismételni kellett az eredményeket a megbeszélésben, tobb téma Osszefoglalasa miatt a

diszkusszié messze kerilt az eredmények bemutatasatol.

Tekintve azt, hogy a disszertacié hatterét addé kozlemények magas impakt faktord, nemzetkézi, referdlt
folydiratokban jelentek meg ahol a szigoru sztenderdeknek az eredmények mar megfeleltek, a részletes tartalmi
biralattdl el lehet és el is kell tekinteni. Ennek megfelelGen csak a disszertacid olvasasa kdzben felmerils egyes

kérdéseimre, észrevételeimre vonatkozoan kérem Jelolt valaszait:

Formai megjegyzések:
1. A Ca* felsd index néhol elmaradt (pl. 39. oldal)
2. Az5.abraszovegét szerencsés lett volna részletesebbre késziteni, transzporterek azonositas, jobb oldal ,,CF”

I”

és ,normal” jelentése (gondolom itt a beteg és egészséges 0sszehasonlitasa lett volna)
3. Szerencsés lett volna az dbrak szévegében feltlintetni a disszertacid alapjaul szarmazé kozleményt, amibdl

az abra szarmazik- nagyban segitette volna a disszertacié kovetését.

Szakmai kérdések:

1. A moddszerek fejezetben irja, hogy nyelGcsG biopszids mintakat is nyertek, melyeket szévettani és PCR
vizsgalatokhoz hasznaltak fel. Lehet-e ezekbdl a mintakbdl esetleg elektrofizioldgiai vizsgalatot végezni?

Tortént-e erre prébalkozas?

2. Co* -quench technika: hogyan lehet arrél meggy6z8dni, hogy a sejtek hasonldan veszik fel a Co?*-t, és a
kimutatott kildnbségek nem a Co* akkumulacid kildnbéz6ségének eredményei? Azaz pl. a 16. &dbran
lathato kiilénbségek esetén elképzelhets-e hogy a CDCA fokozhatja a sejtek Co* felvételét, ezért a Co?*

guench is hatékonyabb lehet ebben a mintaban. Kizarhaté-ez?

3. Patch-clamp, dram sliriség: hogyan hatdroztdk meg a sejtek kapacitasat? Az erdsitén leolvashaté Cm

értekbdl, vagy esetleg specialis, Cm meghatarozasara dedikalt feszultség protokollbdl? Ez a pA/pF



10.

11.

szamitasok esetén kritikus lehet. Tapasztalatom szerint a whole-cell capacitance compensation aramkér Cm

értéke nem minden esetben irja le helyesen a Cm értéket. Mi errél Jel6lt véleménye?

48. oldal. Az aldbbi allitds nem tlinik nagyon megalapozottnak: “100 pM CDCA a vizsgalatok 20 %-ban (5/26
sejt) volt képes novelni a teljes sejtes aramot, melybél egyediil egy esetben sikertlt igazolni a CaCC

aktivacidjat.”. Milyen egyéb bizonyitékok tdmasztottak ala az 4llitast?

A 49. oldalon az abra alatt szerepel ez az allitds: membran potencial 25,5 + 6,8 mV-al depolarizalédott (8B

abra). Valdszinil valami mas paramétert kivant itt irni mert az dbran nincs membranpotencial mérés.

Mennyi volt a szabad Ca* koncentracio a pipetta tolt6 folyadékban 0.2 mM EGTA mellett? Tekintve a pipetta
tolt6 folyadék végtelen térfogatat a sejthez képest ez az EGTA koncentracid is igen jelentés puffer kapacitast
jelent. llyen pipetta tolt6 oldat mellett mekkora intracelluldris Ca?* koncentracid véltozas képzelhetd el? A
KCal.1 csatorna fesziiltség- és Ca**-fliggése miatt a csatorna miikédésének nagyon komoly feltételei vannak.
Van-e adat arra, hogy CDCA hatdsira mekkora Ca?* koncentracid valtozas alakul ki duktalis epitélialis
sejtekben, ill. hogy esetleg CDCA hatasara kialakul-e depolarizacié, ami elésegitené a KCal.1 aktivalodasat.
Késébbi (15. dbran) lathaté ugyan F340/F380 véltozds Ca?* mérések soran, de kalibracié hidnyaban nem

vildgos hogy ez mekkora Ca?* koncentracié emelkedést jelent.

Ismert, hogy a KCal.1 [ alegységek jelent&sen befolydsoljdk az o alegység miikodését, fesziiltség-fliggését,
s6t, gatldszer érzékenységét is. Azt szeretném kérdezni, hogy végeztek-e esetleg 3 alegység meghatarozast,

vagy ismer-e esetleg irodalmi adatot erre.

Mind CDCA mind UDCA esetében mM koncentrdacié tartomanyban (1 mM ill. 0.5 mM) vizsgélta a pl. a Ca**

koncentracidéra vonatkozo hatast. Mekkora ezen vegylletek koncentracidja in vivo?

«se

EtOH bejut a sejtbe, és ott igy dehidrélja a citoszolt, mig a mannitol impermeabilis és extracellularisan okoz
dehidralast. Hogy lehetett megfeleltetni egymasnak a 177 mM mannitol-t és a sejtmembranon atjuté EtOH-

t, f6leg annak tiikrében, hogy az EtOH metabolizalddik?

Mi a korélettani jelentGsége a 0.1 M EtOH kezelésnek, ahol a jelentds hatasokat lattak a CFTR csatornara?

Mennyi alkoholt kell ehhez fogyasztani?

A 77. oldalon azt irja, hogy “megvizsgaltuk az epesavak sejtbe jutasanak a sebességét is (-J(B-)). A -J(B-)-t az
id6egység alatti pH valtozasbdl szamoltuk (ApH/At) az epesav adasat kovets 60 masodpercben.” Ez a birald
szamara azt jelenti, hogy az epesavak jelenlétében mért intracelluldris pH valtozas az epesavak sejtbe
jutdsaval magyarazhatd, nem pedig pl. az epesavak sav/bazis transzporterekre gyakorolt hatasa miatt.
Kilénosen nehezen érthet6 ez a rész annak tikrében, hogy egy kés6bbi fejezet az epesavak hatdsat mutatja
az intracelluldris pH szabdlyzdsban résztvevGé transzporterekre. Kérem fejtse ki véleményét ezzel
kapcsolatosan. Van arra kisérletes bizonyitékuk, hogy az epesavak valéban bejutnak a sejtekbe? Kilonos
tekintettel arra, hogy pl. CDCA pl. hidroféb, nagymolekula (89.oldal), a transzportert pedig nem sikeriilt

azonositani.



12. Extracelluldris Ca%* deplécid esetén azt tapasztaltak, hogy 500 uM BAC hatasara kismértékd (Ca%*),emelkedés
volt megfigyelhetd, ami arra utal, hogy az epesavak hatasara az intracellularis organellumokbdl szabadul fel
a Ca%. A birdlo ebbél a kiséreltb8l pont ellenkezd kdvetkeztetést vont volna le. Kérem fejtse ki

részletesebben, hogy mi a Ca?* jel forrésa.

A fenti kérdések/megjegyzések érdemben nem befolyasoljak Jelolt tudomanyos eredményeinek igen pozitiv
megitélését. Osszefoglaldsképp megallapithatd, hogy az MTA doktori cim megszerzésének feltételeit a
disszertacio alapjan magasan teljesitette. Javaslom a disszertacio nyilvanos vitara térténd kit(izését és sikeres

védés esetén az MTA doktori cim odaitélését.

Végezetil szeretnék gratuldlni a példamutatéan magas szintl kutatdmunkahoz, és tovabbi sikeres munkat

kivanok!

Debrecen, 2020. februar 14.
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