Valasz Prof. Dr. Jakab Ferenc Opponensi Biraloi Véleményére

Elészor is szeretném megkdszonni Professzor Urnak MTA doktori értekezésem
birdlatat, pozitiv, dicsérd szavait, épito jellegli kritikdit és értékes javaslatait. Az aldbbiakban

valaszolok a 2. és 3. pontban megfogalmazott kritikai megjegyzésekre illetve kérdésekre.

1) 2. Kritikai megjegyzések, kérdések 1-3

Az elirdsok és az dbrdra torténd rossz utalds valéban megtortént, mely minden bizonnyal
figyelmetlenségem kovetkezménye. K6szondm, hogy felhivta figyelmemet az elirdsokra. Az

elirdsokat kijavitottam.

2) 2. Kritikai megjegyzések, kérdések 4

A 61. oldalon a ,kisérletek egymdsba esnek” megfogalmazds valéban pongyola.
Szerencsésebb lett volna azt irni, hogy ,,a kisérletek kiértékelése sordn kapott pH gorbék

szinte teljesen fedik egymast”.

3) 2. Kritikai megjegyzések, kérdések 5

Koszonom  észrevételét. Az ,,emésztést kovetden” valéban lényegesen pontosabb

megfogalmazas lett volna az ,.étkezést kovetden™ helyett.

4) 2. Kritikai megjegyzések, kérdések 6

Ko6szonom kritikai megjegyzését. Papp Miklés és Varga Gabor 1990-ben megjelent egyik
munkdjukban szintén vizsgéltdk a neurokinin receptorok pankredsz szekréciora kifejtett
hatdsét, mely kozleményt (Int J Tissue React. 1990;12(5):299-307) mindenképpen be kellett
volna idézni doktori értekezésemben. A methodikai részben Sziics Akos 2006-ban megjelent
kozleménye (Cell Physiol Biochem. 2006;18(4-5):253-64) valamint az ,altalanos” illetve
»epesav-indukélta pankreatitisz” részben Pap Akos t3bb munkdjdnak beidézése lényegesen

jobb lett volna. Ezt magammal szemben is kifejezetten sulyos gondatlansdgnak tekintem,




hiszen egyik fo célom az dltaluk megkezdett komoly kutatdsi szemlélet folytatdsa, a

kutatdsaik révén elért nemzetkozi elismertség megtartasa €s tovabbfejlesztése.

5) 3. Kérdések 1

Ko6szonom kérdését. A proteaz aktivalé receptor-2 (PAR-2) bikarbonat szekrécidéban
betoltott szerepe rendkiviil fontos. Kevés, egymdsnak ellentmonddsos kézlemény foglalkozik
ezzel a kérdéssel, human adatok pedig szinte egyaltalan nem &4llnak rendelkezésre.

Munkacsoportunk 7 éve foglalkozik a tripszin illetve PAR-2 szerepével.
Eredményeink egy része a ,,Jelen kisérletek, jovobeni tervek” c. fejezetben keriilt leirdsra.

A PAR-2 élettani szerepe nem teljesen tisztazott, ezért annak szerepére nem tértem ki
a bikarbonat szekrécio regulacidja fejezetben. Kisérleteink sordan kimutattuk, hogy a PAR-2 az
acinusokhoz kozeli kis duktuszok lumindlis oldaldn expresszalddik. Aktivizalodasuk mai
ismereteink szerint csak korélettani allapotban kovetkezik be, hiszen élettani koriilmények
kozott nincs aktiv tripszin a pankredszban. Az acinus sejtek tripszinogént, a tripszin inaktiv
form4jat termelik, melyek a PAR-2-re nincsenek hatdssal. Fontos megjegyezni, hogy az
acinusok tripszin inhibitort (SPINKT1) is termelnek, amelyek az esetlegesen autoaktivizalddott
tripszinhez azonnal k6tddnék és annak aktivalé képességét megsziintetik.

Korélettani szempontb6l a PAR-2 rendkiviil fontos szerepet jatszik a krénikus
pankreatitisz  kialakuldsidban. Az intrapankreatikusan aktivdlédott tripszin — ami
bekovetkezhet mind az acinusban mind pedig a vezeték lumenében — aktivdlja a PAR-2-t,
ami intracelluldris Ca®* szignalt valt ki a duktdlis sejtekben. A PAR-2 aktivicié gitolja a
CFTR CI csatornat illetve az anion kicserél6 csatornat, ami csokkent bikarbonat szekrécidhoz
vezet. Ez a mechanizmus a lumenben csokkenti a pH-t, ami pedig fokozza a tripszinogén
autoaktivicidjat. Ez az ,,0rdogi tripszin kor” egy folyamatos szekrécié gatlast és tripszin
aktivaciot tart fenn, ami fontos szerepet tolthet be a krénikus pankreatitisz kialakuldsaban.

Legujabb kozleményiink, mely ezen 4j folyamatot el6szor tarja fel a szakirodalomban,

a Gastroenterology c. folyéiratban revizi6 alatt van.

6) 3. Kérdések 2

Wang XY és mtsai. fontos megfigyelést tettek, miszerint a f6 pankredsz vezeték koriil
Cajal-féle intersticialis (pacemaker) sejtek lokalozdlodnak. Ezek a sejtek a pankredsz

vezeték ritmusos kontrakciokhoz vezethetnek, ami élettanilag segiti a pankredsz nedv



kitiriilését a pankredsz vezeték rendszerébdl. Ezek a sejtek indirekt médon befolyasolhatjak a
pankredsz vezetéksejtek bikarbondt szekrécidjat. Aktivizaloddsuk nagy valdszinliséggel
csokkenti a nyomdst a pankredsz vezetékben, ami kozvetett mddon stimuldlhatja a
vezetéksejtek ion- és folyadék szekrécidjat, mig csokkent miikddésiik lassitani fogja a
folyadék kiiiriilését, ami a lumenen beliili nyomds fokozodashoz €s csokkent szekrécidhoz

vezethet.

7) 3. Kérdések 3-4

A pankredsz duktuszok izoldlasanak leirdsa valéban rovid a dolgozatban. Tekintettel
arra, hogy a mddszer 25 éve ismert, annak leirdsara nem forditottam elég hangsulyt.
Forrasként, megjeloltem Prof. Barry Argent, korabbi mentorom 1986-os kozleményét,
mely a mddszer részleteit tartalmazza.

Barry Argenttel kozosen tobb eldadast is tartottunk egymads fotdit, abrdit egymastol
elkérve, felhasznélva. A forrdst minden esetben megjeloltiik. A foté ebben az esetben is az 0
engedélyével Keriilt felhasznalasra (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 fotét felhasznalni (mint ahogy a 4. dbran is sajat
fot6t hasznaltam fel).

A 3. abran a bal oldali kép 40x, mig a jobb oldali kép 100x nagyitassal késziilt.

8) 3. Kérdések 5

A kisérletekhez a tartd és perfliziés mikropipettat iivegbdl, egy specidlis, vertikalis
microforge segitségével (Harward Apparatus, De Fonbrune Microforge Pipette Puller) sajat
magunk készitettilk. A technika nagy gyakorlatot igényel, legjobb tudomdsom szerint a
pankreatoldgidban jelenleg csak Prof. Shmuel Muallem haszndlja ezt a technikat.

A technika lényege, hogy az elére megvasarolt iiveg kapillaris (méretek: tart6 pipetta
esetén a kiilsé atmérd: 0,228 cm, belsé atmérd: 0,19 cm, mig a perfliziés pipetta esetén a
kiilsé atméré 0,119 cm, belsé atmérd: 0,91 cm) végére egy felforrésitott platina szallal
hurkot készitiink, majd a pipettidt fiiggdleges helyzetbe allitjuk. A hurokra kiilonb6z0
salyokat (0,5 - 5 g kozott) akasztunk. Ezt kovetden az iiveg kapilldris oldalat kiilonb6z6

hémérsékleten egy felforrésitott platina szallal melegitjiik. A melegités és a sily hatasara az



iiveg, a melegités helyén elvékonyodik, majd a kapillaris megnyilik. A silyokat és
homérsékleteket folyamatosan valtogatva készitjilk el a két pipettit. A folyamat nagyon
iddigényes: egy pipetta elkészitése, gyakorlattol fiiggden, 1-2 orat vesz igénybe. A tartd
pipetta vég-atmérdje (ahova a duktuszt végét felszivjuk): 50 um, mig a sziikiiletnél kb. 25
um. A perfuziés pipetta vég-atmérdje 5 um, mig a szikiiletnél kb. 10 um (lasd 4. dbra). A
két pipettat egymdsba vezetve behelyeztiik a pipetta tartéba. A tartd pipetta végét egy 2 ml-es
fecskenddhoz rogzitettiikk gumicsé segitségével. A duktuszt (a fecskendd segitségével) enyhe
szivassal a tart6 pipettaba szivtuk fel, majd a fecskend6 végén levo csappal lezartuk a levegd
aramlasat, aminek kovetkeztében vakuum alakult ki. A pontos nyomads értéket nem ismerjiik,
hiszen ezt nem mértilk meg. A vdkuum nagyon stabil volt, kicstiszds szinte egyaltalin nem
kovetkezett be. A legnagyobb problémat a mikroszkoép alatti elokésziileteknél a tarté pipetta
torése illetve a perfiziés pipetta elduguldsa jelentette. Napi 2-3 sikeres kisérlet mar
kivalonak mondhat6. A sikeres kisérletek szamat szdzalékban nehéz lenne kifejezni, hiszen
ezt nem szamitottuk ki, illetve a kihivast sokszor az id¢ jelentette. A mar megkezdett
kisérleteket azonban 90-95%-ban sikeriilt befejezni.

Az ép, €16 duktuszok mikroszkop alatt j6l elkiilonithetéek mind a halott epitélsejteket
tartalmaz6 duktuszoktol mind pedig a kisebb véndktol. A duktuszok két vége az inkubétorban
leforr és a duktusz. a lumenbe torténo szekrécié kovetkeztében felhizik. Ez a véndk és
halott epitél sejtek esetében nem kovetkezik be. A kisérlet kezdetekor a fluoreszcens festék
megtartasa a legjobb bizonyiték. Halott epitélsejtek esetén, a membrankdrosodas miatt, a
sejtek a festéket nem tudjak megtartani, igy a festék azonnal Kiiiriil a sejtbol. Ezt a
folyamatot legjobban a 31. dbra A és C részabrdja mutatja, ahol jol 1athat6, hogy az epesav
hatdsdra bekovetkezd sejthaldl kovetkeztében a sejt azonnal elveszti a festéket. A festék

nélkiili sejteken mérés nem végezheto.

9) 3. Kérdések 6

Kiilon koszénom Professzor Ur terdpids lehetSséget érintd kérdését, hiszen kutatdsaink
végsd célja, hogy az élettani és korélettani megfigyelések mellett iij terapias lehetéségeket
ismerjiink fel, illetve dolgozzunk ki.

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 tigynevezett ,klinikai 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 problémat az okozza, hogy az ATP-t a hidroldzok gyorsan elbontjdk,
tovabba a molekula félélet ideje nagyon rovid, minddssze 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 liposzomaét 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 palyéazatrdl juliusban varhaté dontés.

Human klinikai adatok még nem allnak rendelkezésiinkre.

Legvégiil ismét szeretném megkdszonni Professzor Ur értékes birdlatat. Koszonom, hogy a

nyilvanos védés Kkitlizését javasolta. Egyittal kérem Professzor Urat valaszaim

elfogadasara.
Tisztelettel és Koszonettel:
_— L//r_’% .
—
Hegyi Péter
doktorjelolt
2011-03-22
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