Valasz Prof. Dr. Molnar Béla opponensi biraléi véleményére

El6szor is szeretném megkoszonni Professzor Urnak az MTA doktori értekezésem birdlatat,
dicsérd szavait, épitd jellegh kritikdit és tartalmas kérdéseit. Eszrevételeire és kérdéseire az

alabbiakban valaszolok:

Professzor Ur a metodikai egységesség hidnyit kifogdsolja. Ez egyfelSl hatrany, masrészrol
viszont ennek elOnyeit szeretném megvildgitani. Véleményem szerint a modszerek
kiilonbozésége egy dinamikus fejlodés eredménye, melyet leginkdbb a projektekkel
kapcsolatban felmeriilt 4 otletekkel, 4j metodikdk bedllitdsaval és 4j kollaboricids partnerek
bevondsdval tudok magyardzni. A Pancreas laboratériumba 1999-ben keriiltem Ph.D.
hallgatéként. Az azéta eltelt tobb, mint 10 évben szerencsére tobb kiilonbozd irdnyba is
sikeriilt boviteni metodikai repertodarunkat. Bar az RT-PCR technika mar régebb 6ta elérhetd a
laboratériumunkban, ezt az akut pancreatitises vizsgalatokhoz valoban nem hasznaltuk. Ez
foleg a pancreasbol valo RNS izoldlas nehézségeinek tudhaté be (a pancreas tele van RN-
dzzal €s nagyon nehéz bel6le intakt RNS-t izoldlni), féleg ami az akut nekrotizald
pancreatitises hasnyalmirigy mintdkat illeti. Kisérleteinkben éppen ezért inkdbb a fehérje
expresszids vizsgélatokra (pl. ELISA, Western blot) torekedtiink. A birdl6 altal felvetett teljes
genom vizsgalat mindenképpen j6 gondolat. K6szondm az otletet a humdan és nem invaziv
pancreatitis modellek genomikai vizsgilatira. Ez irdnyba a késObbiekben vizsgdlatainkat

kibévitjiik.

A Kkisérletekhez haszndlt optimdlis elemszdm kivédlasztdsdndl dllatetikai, anyagi, helyi- és
idébeli megfontoldsokat is figyelembe vettiink. Minden esetben torekedtiink annak a
minimdlis elemszdmnak a haszndlatira, ami még nem veszélyezteti a statisztikai analizist. Az
egyes csoportokban igy jellemzé mddon hatos elemszdmot haszndltunk. Ez a kontroll

csoportra is ugyanugy igaz.

A statisztikai analizis leirasa valoban elég rovidre sikeriilt. Az analizishez tobbfajta programot
is hasznaltunk. Az egyszerlibb szamitisokhoz Microsoft Excelt hasznéltunk, a bonyolultabb

statisztikai kiért€keléseket SPSS és SigmaPlot programokkal végeztiik el.

Szamunkra is igen érdekes volt az, hogy a 2,9 g/kg L-citrullin i.p. injekcidja nem okoz akut

pancreatitist. Az L-citrullin dézisa ekvimolaris volt az L-argininével, illetve az L-ornitinével,



igy nem valdszinii, hogy emiatt nem alakult ki pancreatitis a patkdnyokban. Mindenesetre
ennél nagyobb doézis alkalmazdsdt mi nem prébdltuk. A strukturdlis kiilonbdzOség
mindenképpen lehet egy magyardzat, hiszen az L-citrullin neutrdlis pH-n nem bdazikus
aminosavként viselkedik. Sokkal kdnnyebb magyardzatot taldlni az L-hisztidin és a D-ornitin
hatastalansagira. Az el6bbi aminosav a legkevésbé bazikus a bazikus aminosavak koziil,

rdaddsul nem egy alifds, hanem egy cirkuldris oldallanccal rendelkezik.

Véleményem szerint az L-arginin i.p. injekcidjanak hatdsa az IxkB és NF-kB fehérjék
expresszidjara/aktivacidjara nem feltétlenill fiiggetlen a beadott dézistdl. A ddzis-hatds gorbe
valészintileg egy forditott haranggorbe alakot irhat le. Nem publikalt eredményeink szerint a
kis dozist L-arginin - mely akut pancreatitis nem okoz - ugyanigy képes indukélni a HSP
fehérjék szintézisét. A 4 g/kg L-arginin ip. injekcidja mdr szisztémds toxicitdst okozott,
amely mindenképpen befolyasolhatja az NF-xB aktivaciot is. Vizsgalati eredményeinkbdl azt
nem tudjuk megdllapitani, hogy az NF-xB aktivicié milyen sejtekben jon létre (pl. acinéris

vagy gyulladédsos).

Valoban érdekes megfigyelés, hogy a gyulladdsos citokinek pancreaticus koncentracidja 18-
36 o6ra utan is magas marad. Ez magyarazhaté a NF-kB aktivacio perzisztalasaval, illetve mas
(altalunk nem vizsgélt) egyéb gyulladasos transzkripcids faktorok aktivaciéjaval is (pl. AP-1).
A fokozott TNF-a és IL-1P szintekért valdsziniileg a pancreast eldraszté gyulladdsos sejtek a

feleldsek, hiszen az acinus sejtek nagy része a betegség sordn elhal.

A dolgozatban szerepld dbrén az L-ornitin szérumkoncentraciot az L-arginin injekcié beaddsa
utdn 2 6raval néztiikk. Akkorra az L-arginin nagy része mar lebomlik, és L-ornitin formdjdban
lesz jelen a szérumban. Ezért magasabb az L-ornitin koncentricidja. Nem publikalt
eredményeink szerint az L-arginin i.p. injekcidja utdn %2-1 6rdval az L-arginin koncentraci6
magasabb volt az L-ornitinéhez képest, igy nem valdszinii a lebomlas gatlasa. Kisérleteinkbol
azonban egyértelmuien kideriil, hogy az L-arginin nagy részét az arginiz, és nem a nitrogén

monoxid szintdz enzim metabolizalja.

Az id6beni kiilonbség az amildz és tripszin aktivitdsok valtozasa kozott egy nagyon érdekes
kérdés. Ez - legaldbbis részben - a pancreas ,non-paralell” enzim szekrécidjanak

tulajdonithat6. Az aminosav injekci6 hatdsira a pancreas valdszinileg tripszinogén



szekrécidval ,,vdlaszol”, ami a pancreas tripszinogén tartalmdnak csokkenésével fog jérni.
Masrészrol in vitro biokémiai eredményeink arra utalnak, hogy a bazikus aminosavak direkt
moédon is gitoljék a tripszin aktivitdst. A szérum amildz aktivitdsanak fokozdddsa a bazikus
aminosavval kivaltott pancreatitisek esetén igen kis mértékd, féleg, ha figyelembe vessziik azt
is, hogy a pancreas akar 90%-a is nekrotizdl. Az akut pancreatitis sordn kialakulé ascitesben
viszont nagyon magas amildz aktivitisokat mértiink. A nekrdzis sordn az amildz és

valésziniileg a tobbi emésztdenzim is nagyrészt a peritoneumba juthat.

Az apoptézis kimutatasira haszndlatos mddszerek koziil az elektroforetikus assay bar
rendkiviil specifikus, mégis igen alacsony szenzitivitdsi. Mennyiségi 0sszehasonlitisok nem
végezhetOk el, féleg akkor, amikor mar nekrozis is jelen van a szovetben. A 24 6ras képen
pedig egyértelmiien a nekrdzis képe domindl, az apoptdzisra jellemz6é DNS létrat elfedi. A
TUNEL technika ellenben egy kvantitativ médszer, de nagyfokd nekrézis esetén mér nem
csak az apoptotikus sejtek jonnek fel pozitivként. A TUNEL technika kiértékelésénél szoveti
teriiletegységre adtuk meg az apoptdzis ratit, ami nem teljesen veszi figyelembe az 6déma
mértékét. Az erfsen ©6démds szovetben (a pancreas tomege 2-3-szorosdra nd) ezért

alulbecsiiljiik az apoptdzis mértékét.

Professzor Ur teljesen j6l latja az L-lizin téavoli szervekre kifejtett hatdsat, ami lehet direkt és
(az akut pancreatitis hatdsara kialakult) indirekt is. Az akut pancreatitist kivalté bazikus
aminosavak koziil az L-lizin més szervi hatdsa a leger6sebb. Jogos a mitokondrium funkciéra
vonatkozé kérdése is. Az igazat megvallva ennél a projektnél meriilt fel eldszor a
mitokondridlis kdrosodds kozponti szerepe a betegség kialakuldasaban. A mitokondridlis
funkcié méréseket Gukovskaya Professzor Asszony munkacsoportja végezte el. Egy altalam
elnyert NF OTKA palyazatnak koszonhetden viszont a kozeljovoben Szegeden is

lehetdségiink lesz mitokondridlis funkcié mérésekre.

A szérum amildz aktivitds az argindz enzim gatldsos kisérletekben nem véltozott szignifikdns
mértékben. A szérum amildz aktivitds csokkenése a tobbi bazikus aminosav modell esetén is
megfigyelhetd, féleg ami a késébbi idépontokat illeti (1d. pl. a 11/A dbrit az L-ornitinnel
kivéltott akut pancreatitis esetében). A szérum- és pancreas amildz aktivitisdnak csokkenése
minden bizonnyal azzal magyardzhatd, hogy az acinaris dllomany elpusztul, és egy ideig nem

lesz tul sok amildz a pancreasban. Mindez kihathat a vérben keringd amildz aktivitdsra is.



Mivel az argindz az urea ciklus egyik kulcs enzime, igy a gaitlészereknél mindenképpen
felmeriil a potencidlis toxicitds problémakore. Ezen vegyiiletek igy nem hiszem, hogy
hasznédlhat6ak lennének a humdn akut pancreatitis kezelésére. Meg kell jegyeznem, hogy
kisérleti jelleggel a tumor terdpidban haszniljdk a rekombinédns argindzokat (pl. Id. Lam és
mtsai. Cancer Lett. 2009; 277:91-100). Ezek az enzimek az L-arginin lebontasat katalizaljak,
amely a tumorsejtek citotoxicitdsdhoz vezet. Bar valdban szerencsés lett volna az allatok

klinikai allapotdnak felmérése, ilyen adatokkal sajnos nem tudok szolgélni.

A metilspermidinnek nem volt védé hatdsa L-ornitin-indukdlta akut pancreatitisben. Ez
mindenképpen vératlan volt, hiszen az L-argininnel kivaltott betegségben megfigyelhetd volt
a metilspermidin jotékony hatdsa. Az L-argininnel kivéltott pancreatitis egy enyhébb
lefolyasu betegséget okoz, igy elképzelhetd, hogy az L-ornitines pancreatitisben a sulyosabb
foki nekrézist a metildlt poliamin szarmazékok mar nem képesek kivédeni. Utdkezelésben
alkalmazva a metilspermidint a laborparaméterekben ,inverz” reakciot észleltiink. A
megfigyelés hatterében all6 biokémiai folyamatok magyardzatara tovabbi kisérletek elvégzése

sziikséges.

A PDTC hatdsa dozisfiiggd volt az L-arginin indukélta akut pancreatitisben. A 100 mg/kg
PDTC dézisa valdsziniileg mar nem volt optimélis a vizsgalt folyamatok lefolydsara, és tobb
nem-specifikus hatdst okozhatott. Meg kell jegyeznem, hogy a patkdanyok nagy része raadasul

ezt a dozist mar nehezen tolerdlta, egy koziiliik el is pusztult.

Ismét szeretném megkoszonni Professzor Ur értékes biralatat. K6szonom, hogy a nyilvanos

védés kitlizését javasolta. Egyuttal kérem Professzor Urat valaszaim elfogadasara.
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