Valasz Prof. Dr. Hunyady Béla Opponensi Biraléi Véleményére

Elészor is szeretném megkdszonni Professzor Urnak MTA doktori értekezésem
birdlatat, pozitiv, dicsérd szavait, épitd jellegl kritikait és tartalmas kérdéseit. Az aldbbiakban

valaszolok észrevételeire illetve kérdéseire

1) Részletes értékelés 1

Ko6szonom észrevételét, miszerint helyesebb lett volna a pankreatitisz etiologiai
tényez6i kozott megemliteni az autoimmun pankreatitiszt is. A birdlé6 véleményével
maximalisan egyet értek. A doktori mii irodalmi attekintés fejezetében azért keriilhette el
figyelmemet, mert elsOsorban az akut pankreatitiszre illetve a toxikus anyagok hatdsaira

koncentraltam.

2) Formai megjegyzések 1

Barry Argenttel kozosen tobb eldadast is tartottunk egymads fotdit, abrdit egymastol
elkérve, felhaszndlva. A forrast minden esetben megjeloltiik. A fot ebben az esetben is az O
engedélyével Keriilt felhaszndlasra (a szerz6 dltal kiallitott igazolast a melléklet
tartalmazza). A kép forrdsit az dbra alatti dbramagyardzatban is megjeldltem, azonban
kritikusan - a biraloval teljesen egyetértve - meg kell jegyeznem, hogy, helyesebb lett
volna MTA doktori értekezésemben sajat fotot felhasznalni (mint ahogy a 4. abran is sajat

fot6t hasznaltam fel).
3) Formai megjegyzések 2
Koszonom roviditésekkel kapcsolatos észrevételét, mellyel teljes mértékben

egyetértek. Az angol elnevezésekkel kapcsolatos javaslat is kivalo otlet, hiszen ez segithet a

roviditések értelmezésében. CCCP = carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone.



4) Kérdések 1

Ko6szonom kérdését. Nagyon fontos teriiletet érint. A jé kutatasi munkanak alapja a
pontos, preciz, minimalis szordst mutatd modszer alkalmazdsa. A sejtek életképességét,
stimuldlhat6sdgat és az alapvetd kémiai reakcidkra adott valaszaikat az id6 fiiggvényében
Osszehasonlitottuk. 6-48 éraval az izolalas utdan a sejtek egyforman reagilnak a kémiai
valtozasokra illetve a stimuldlasra vagy gatlasra. Minden kisérlet elején és végén
megcsindltuk a Hepes/HCO3™ - CO;, tesztet: a kisérlet elején a HEPES oldatot HCO;™ - CO, —
ot tartalmazé oldatra cseréljiik at, melynek hatdsdra gyors acidozis alakul ki a sejtben. Ezt
kovetden a sejtek pH-ja az iontranszporterek aktiv mukodésének kovetkeztében
regeneralédik. Abban az esetben, ha a sejt karosodott, akkor pH valtozas nem figyelhetd meg.
Ez a teszt alapjan eldonthetd, hogy a Kisérlet elején a sejtek egészségesek-e. A kisérletek
végén a teszt forditottjat csindljuk: a HCO;3 - CO, —ot tartalmaz6 oldatot HEPES oldatra
cseréljiik vissza, melynek hatdsdra a sejt pH-ja gyorsan megemelkedik, majd ezt kdvetden a
sejtek pH-ja az iontranszporterek aktiv miikodésének kovetkeztében regenerdlddik. Abban az
esetben, ha a sejt karosodott, akkor pH valtozas nem vagy alig figyelhet6 meg.

A sejtek membrdn integritdsanak kéarosoddsa is jol kisziithetd a kisérletek
értékelésekor. Minden kisérlet esetén rogzitjik az adatokat. BCECF festék esetén a pH
fiiggetlen 440nm-es hullimhosszon a festék egyenletesen iiriil ki a sejtb6l. Membran
karosodas esetén a festék Kkiiirillés dramaian felgyorsul, ami mar kihat a mérési
eredményre is. Ezt a folyamatot legjobban a 31. dbra A és C részdbrija mutatja, ahol jol
lathatd, hogy az epesav hatdsdra bekovetkezd sejtmembran karosodds kovetkeztében a sejt

azonnal elveszti a festéket, mely esetben a 495/440-es hanyados hirtelen megemelkedik.

5) Kérdések 2

Koszonom kérdését. Az epitél sejtek esetén nagyon fontos a sejtek kozotti szoros
kapcsolat kialakuldsa, hiszen ez tudja csak biztositani az egymastdl eltérd folyadékterek
kialakitasat. Kiilonb6z6 humén sejtvonalak esetében (melyeket transzmembranon Ilehet
noveszteni) a membran két oldaldn levd potencidl kiillonbség (transzepithelialis potencial)
illetve membran rezisztencia vizsgalatival jol kovethetd a sejtek kozotti kapcsolat
kialakuldsa, illetve karosodasa. Primer duktuszok esetében ez nehézkes, hiszen csak

mikroelektréda lumenbe helyezésével tudniank a potencidlokat megmérni. Ez a mddszer



laboratériumunkban még nincs bedllitva. A sejtek kozotti szoros kapcsolat mérése azonban
kémiai médszerrel is torténhet. Az egyes ionok (pl. Na* vagy HCO;3) lumindlis vagy
bazolaterdlis cseréje sordn jol lathatd, hogy szepardlt-e a két egymadstdl elkiiloniild
folyadéktér. Ezt a tesztet idoszakosan (nem minden duktusz esetén) el szoktuk végezni.

Kisérleteink soran epitélsejtek kozotti adhézios problémat nem észleltiink.

6) Kérdések 3

Koszondom megjegyzését illetve kérdését. Jelenleg 1is vitatott, hogy bilidris
pankreatitiszben a nyomasfokozodas vagy az epesavak pankreasz duktuszokba torténé
bearamlasa jatszik szerepet az akut gyulladas kialakuldsaban. Valdszinlileg a két folyamat
egyiittesen, egymast kovetden kovetkezik be. A jelenleg legjobban elfogadott hipotézis szerint
a Vater papilla elzarédasakor el6szor nyomasfokozodas alakul ki a pankreasz vezetékben. A
pankredsz duktuszok - a Vater papilla irdnyabol kovetve - szOlofiirtszerlien az acinusokban
végzodnek. Nyomasfokozodds esetén acinus karosodas figyelhetd meg, melynek hatdsara a
nyomds lecsokken a pankredsz vezetékben és ezt kovetéen az epe mar koénnyedén
bejut(hat) a pankreasz duktalis rendszerébe. Egyértelm kisérleti adatok bizonyitjak,
hogy a biliaris pankreatitisz els6 24-48 orajat kovetden az epe bejuthat a hasnydlmirigy

(Lerch MM et al, Gastroenterology, 1992, Lerch MM et al., Gastroenterology, 1993) AZ ep esav ak ebb en az

vezetékbe
esetben eldszor kis koncentrdciéban jutnak el a duktuszokig, melynek hatdsara fokozott
folyadék- és HCOj5™ szekréci6 alakul ki. Véleményem szerint: (i) a megnovekedett luminalis
nyomas Késlelteti vagy megakadalyozza az epesavak diffazidjat az acinus sejtek felé, (ii)
tovibbd a megnovekedett nyomas segithet eltavolitani a Kisebb epekoveket a papilla
nyilasabol, lehet6vé téve a hasnydlmirigy nedv elfolydsat. Ha viszont az epesavak
koncentricidja tovabb emelkedik, akkor a duktélis epitél sejtek nagy mértékben karosodnak, a
sejtek szekrécidés mechanizmusai gitlodnak, €és a duktilis sejtek a tovdbbiakban nem képesek
védekezO funkcidjukat betolteni. A sejtek kozotti szoros kapcsolat is karosodhat, aminek
hatdsdra az epesavak mar nemcsak a lumindlis, de a bazolaterdlis membran feldl is nagy
koncentracioban érhetik el a duktalis sejteket. Ennek hatdsdra szekrécids stop alakul ki, ami
jelentésen sulyosbithatja a pankreatitisz lefolydsidt. Természetesen, ha a kezdeti
nyomasfokozddas silyos acinus sejt karosodast okoz, akkor a duktuszon beliili nyomas
jelentés mértékben lecsokkenhet, melynek kovetkeztében a megnovekedett

folyadékszekrécio hatastalan lesz.



7) Kérdések 4

Koszonom  kérdését. Kisérleteink alapjan két fontos terdpids lehetOséget is
azonositottunk.

1) A pankreasz duktuszok bikarbonatban gazdag folyadékszekrécigjanak
helyreallitasa

Ismert, hogy pankreatitiszben a  pankredsz  duktuszok folyadék  és
bikarbonatszekrécidja karosodott. Apikalis CFTR Cl- csatorna, anion cserélé transzporter
vagy kalium csatorna stimulalé vegyiilet beindithatnd a bikarbonat szekréciot, ezzel
segitene az intrapankreatikusan aktivalédott enzimek pankredszbol torténd kimosdsdban.
Munkacsoportunk az elmilt években egy uj, Kkalium csatorna stimuldléo vegyiiletet
(NS11021) karakterizalt, melyrél kimutattuk, hogy szerepet jatszhat a kis dozisu epesavak
indukalta duktdlis védekezésben. A kozlemény 2011. janudrjdban jelent meg a Gut c.
folyiratban (Venglovecz etl., Gut, 2011)

2) Energia helyreallitas

Véleményem szerint a legigéretesebb lehetoség a sejt energetikdjanak
helyreallitdsdban van, ez ugyanis mind az acinusokban mind pedig a duktalis sejtekben
végbemeno toxikus reakcidk megéllitasat eredményezhetné.

A pankreatitisz akut szakaszdban fontos véltozds a mitokondriumok kérosodésa és a
kovetkezményes, sulyos foku energia (ATP) csokkenés. Ebben az édllapotban a sejt funkciéi
(beleértve az iontranszporterek miikodését is) ledllnak. A sejt igynevezett ,Kklinikai halal”
allapotaba keriil. Criddle D. és mtsai kimutattdk (a tézis 44-46 kozleményei), hogy patch
pipetta segitségével a sejtbe visszajuttatott ATP Kivédi a toxikus kalcium szignal illetve
sejthalal kialakulasat. Azaz, amennyiben a betegek pankredsz sejtjeibe sikeriilne ATP
molekulédt bejuttatni, a sejt tilélhetné az akut szakot, a pankredsz ,restitutio ad integrum”
gyOgyulhatna. A f6 problémét az okozza, hogy az ATP-t a hidrolazok gyorsan elbontjak,
tovabba a molekula félélet ideje nagyon rovid, mindossze 1-2 perc. Tovabbi nehézséget okoz,
hogy a molekula hidroféb, ezért nem képes atjutni a sejtmembranon. Az elmult évben nagy
energiat forditottunk arra, hogy az ATP-t liposzomaba becsomagolva bejuttassuk a
pankredsz epitél sejtjeibe. A Szegedi Tudomanyegyetem Gyodgyszerészeti Kardval kozosen
sikeriilt egy olyan liposzémat kifejleszteni, melybe az ATP-t becsomagolva energiat tudtunk
bejuttatni a sejtbe. Ezen eld kisérleteinket felhaszndlva nemzetk6zi palyazatot nyujtottunk be
az European Research Council-hoz, ahol a palyédzatrdl juliusban varhaté dontés.

Humén klinikai adatok még nem &llnak rendelkezésiinkre.



Legvégiil ismét szeretném megkoszonni Professzor Ur értékes birdlatat, kritikai
észrevételeit, hasznos kérdéseit. Koszonom, hogy a nyilvdnos védés kitlizését javasolta.

Egyuittal kérem Professzor Urat valaszaim elfogadasara.

Tisztelettel és Koszonettel:

c%,
Hegyi Péter
doktorjelolt

2011-03-22
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Hungarian Academy of Sciences
Dear Sirs,

Dr. Peter Hegyi
DSc. Thesis

This letter is to confirm that (i) figure 3 in Dr Hegyi’s DSc. thesis is from my own
work and (i) that I approved the use of the figure by Dr Hegyi.
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Professor B.E. Argent
Deputy Director
Institute for Cell & Molecular Biosciences
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