Valasz Prof. Dr. Németh Norbert kérdéseire

Nagyon kdsz6ndm, hogy Professzor Ur szinvonalas munkdanak itélte kutatdsaimat és tamogatja
nyilvanos vita kitlizését, az MTA doktora cim odaitélését. K6szondm mindenre kiterjedd,
alapos biralatat és, hogy pontosnak és dicséretesen részletesnek tarja a mddszertani leirast.

Kérdéseire adott valaszaimban hivatkozom a szakirodalom neves kutatéinak munkaira is.

1. A kisérletes munkaban szerepl6 kiilonb6z6 allatfajok és az ember vonatkozasaban az
eredmények extrapoldlhatdsaga hogyan fogalmazhaté meg? Ismert-e, lehet-e faji, nemi és
korbeli kiildnbséggel szamolni a vizsgalt paraméterek tekintetében?

Valasz:

Kisérletes sebészeti modellen dolgozva mindig fontos alapkérdés, melyet Német Professzor Ur
is feltett, hogy milyen ezeknek az allatmodelleknek extrapolalhatdésdaga a human medicina felé.
A kérdés megvalaszolasdban el6szor is Bertok Lérand professzort, az MTA doktorat és az MTA
osztalykdzi Allatkisérletes Tudomanyos Bizottsdganak kordbbi elndkének o6rokérvényii
mondatat idézem: , Az életjelenségek végsb soron, megbizhatdan csak él6 szervezetekben
tanulmdnyozhatdk, ezért az élettudomdnyok nem nélkiil6zhetik az dllatkisérleteket.”
Kozismert tovdbba, hogy az emberi egészséggel és betegségekkel kapcsolatos kutatdsok
esetén sem nélkilozhet6k az allatkisérletek. Az egyik legfontosabb és legnagyobb kihivast
jelent6 szakaszroél, a modellekrdl és azok megfelelé haszndlatardl Russell és Burch mar az 1960-
as évekbenirta,, A humanus kisérleti technika alapelvei” cim( alapmUben (WMs Russell, RL Burch.
The principles of humane experimental technique. 1959, London, UK).

William Russel zoolégus és Rex Burch mikrobioldgus koran hangsulyozta a nagy hiiség(
(high fidelity) modellek (melyek az emberi tulajdonsagok altalanos nagyfoku hasonldsagat
reprodukaljak) és a nagyfoku diszkrimindciéval (high discrimination) rendelkez6 modellek
(melyek egy adott emberi tulajdonsagban valé nagyfoki megkilonboztetés) kozotti
kiilonbségeket. Azzal érveltek, hogy egy nagyfokban diszkriminativ, de szerény hiiségl modell
hasznosabb, mint egy nagy h(iség(, de rosszul diszkriminalé modell (Balls M: The wisdom of Russell
and Burch. 3. Fidelity and discrimination. Altern Lab Anim 2013;41:12-3.). Ez f6ként a gyogyszeripari
kutatasokban fontos, ahol példaul egy specifikus receptor, enzimutvonal vagy egy adott
farmakoldgiai/toxikolégiai mechanizmus a patkdnyban, kutydban vagy makdkdéban nem
kozeliti meg eléggé az emberi viszonyokat, és ekkor az allatmodellre valé tamaszkodas
félrevezet6 és potencialisan veszélyes lehet.

Tekintettel arra, hogy az altalanos élettani, biokémiai tulajdonsagok eml&sok esetében
nagyobb valdszinliséggel hasonlitanak az emberéhez, mint mas él6lények (pl. mas gerinces
osztalyok, fejlabuak stb) esetén, ezért az eml6sok mindig a legjobb kiinduldsi modellek az
alapvet6 orvosbiolégiai kutatasokban. Természetesen annak ismeretében kell megtaldlni a
legmegfelel6bb allatfajt, hogy valdjaban egyetlen allatfaj sem képes minden szempontbdl
helyettesiteni az embert, de egy-egy kérdésre megfelel6 és elfogadhatd valaszt kaphatunk.

Jelen értekezésben kiilonb6z6 fajok (patkany, egér, kutya, sertés) esetén vizsgaltuk a
bélatlltetés modszertanat kiilonbdzd ischaemia/reperfuzios (1/R), illetve autotranszplantacids
modellekben. Az eredmények kés6bbi extrapoldlhatdsaganak sine qua non-ja a jé
modellvalasztas. A modellek kivdlasztasakor fontos szempont volt:

(1) az allatok elérhetGsége, beszerzési és ezzel Osszefliggé financidlis szempontok. A
kisérleteink elején még keverék kutydkat alkalmaztunk, melyek anesztezioldgia, sebészeti
szempontokbdl vagy méretik alapjan megfelel6ek voltak, de az “Az allatok védelmérdl és
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kiméletér6l” szold 1998. XXVIII. torvény hatalybalépése utan at kellett térniink mas fajokra. Ezért
késGbbi kisérleteinkben mar a f6 modellallat a patkany volt, de egéren és sertésen is dolgoztunk.
(2) Alapvet6 fontossdgu az anatdmiai hasonldsdg és a mutéttechnikai megvaldsithatdsag
kérdése. Az altalunk hasznalt fajoknal a béltraktus vaszkularizacidja, a bélfal makroszkdpos
felépitése is nagy hasonldsdagot mutatott ezeknél a fajoknal egymashoz képest, és a human
viszonyokat tekintve is. A dolgozat 2.6. abrajan mutattuk be a bélfal szerkezetének sematikus
abrajat és megadtuk a bélfal egyes rétegvastagsaganak normal értékeit a kiillonbo6z6 fajokban.
Ezt Osszevetettiik az irodalmi adatokkal, a pécsi kutatéhely korabbi eredményeivel, illetve
sajat  kontrollvizsgalataink is aldtamasztottak a szovettani vizsgdlatok kés6bbi
extrapolalhatdsagat. Természetesen a mért valtozasokat mindig az adott faj kontroll és
aloperalt értékeivel vetettiik dssze.

(3) Elettani paraméterek koziil az artérias vérgaz értékek vizsgalatakor a nemzetkdzi irodalmi
adatokkal 6sszehasonlitva diszkutaltuk eredményeinket (Aiken et al. J Clin Diag Res 2013;7:2038-41.;
Berend K. N Engl J Med 2018;378:1419-28.). Ezek 6sszehangban voltak mind patkany (Svorc et al. Physiol
Res 2018;67:721-8.), mind kutya esetén is (de Morais. Vet Clin North Am Small Anim Pract 2008;38:439-42.),
illetve jol 6sszehasonlithatdk voltak egymassal és a human klinikai adatokkal mind meleg I/R-s
(Kougias et al. J Vasc Surg 2007;46:467-74; Brillantino et al. Eur J Trauma Emerg Surg 2018;44:265-72.), mind
vékonybél transzplantacid esetén is (Nikoupour et al. Turk J Gastroenterol 2022;33:793-802.).

(4) Klasszikusnak mondhato kisérleti allatmodelljeink alacsony technolégidju, de magas hiség(
szimuldtoroknak tekinthet6k, melyek kovetik és reagdlnak a kiilsé beavatkozé tevékenységére
(Berner-Juhos et al. Sebészet tankényv és tudomdnytérténet, Szerk: Sandor Jozsef, Semmelweis Kiado, Budapest,
2023;pp.628). Példdul az a. mesenterica superior leszoritasa utdn a kiillonbo6z6 taplalkozasu allatok
kozil a ragesalok (patkany, egér), a ragadozo (kutya) és a mindenevd (sertés) esetén is nagyon
hasonlé makroszképos, mikroszkdpos és biokémiai valtozasokat detektaltunk a bélben és a
vérben egyarant. A vizsgalt paraméterek tekintetében tehat faji eltéréseket nem talaltunk.

Nemi eltérések régdta ismertek az I/R-al vagy oxidativ stresszel foglalkozd kutatok
szamara (Brunelli et al. Current drug targets 2014;15:811-5.). Tény, hogy minden ma él6 emlés faj (igy
az ember) esetén a himek élettartama rovidebb, mint a nGi egyedeké (Bereczkei T. Evoliiciés
pszicholégia. Osiris Kiadd, 2003, pp.238). Ennek oka multifaktoridlis, de a hormonalis tényez6k
mellett a szabad gyokok generalta oxidativ stressz okozta betegségekkel és oregedési
folyamatokkal is dsszefliggésben all (Pipoly et al. Nature 2015;527:91-94.). Tekintettel arra, hogy
ivarérett allatokat hasznaltunk kisérleteinkben ezért a n6i nemi hormonok befolydsold hatasat
kizdrandé mindig him allatokkal dolgoztunk. Mikdzben ismert, hogy a hormonalis hatasok is
valtoznak az életkorral, azaz az oxidativ stresszt és a mitokondridlis diszfunkciét befolyasold
hatdsuk is eltéré. Mindez az 6sztrogén antioxidans hatasaval magyarazhatd, ami alacsonyabb
ROS termelést és a mitokondrialis funkcidk védelmét jelenti (Allegra et al. Antioxidants
2023;12:1255). Kutatdcsoportunk életkorbeli kilonbségeket nem vizsgalt, allatmodelljeink
déntéen fiatalabb egyedekbdl alltak. Altalanossagban elmondhatd, hogy a kisérleti allatok
esetén gyakrabban viélasztanak himeket, mivel a néstények esetében feltételezik az
eredmények nagyobb valtozékonysdgdat (Beery et al. Neurosci Biobehav Rev., 2011;35:565-72).
Mikozben egy napjainkban késziilt nagyobb tanulmany tobb mint kétszaz tulajdonsagot
vizsgalt tobb ezer him és nGstény egéren, és arra a kovetkeztetésre jutott, hogy sem a himek,
sem a n@stények 0sszességében nem voltak variabilisabbak a masik nemnél (zajitschek et al. Elife
2020;9:63170).

Osszességében kisérletes allatmodelljeink anatémiai-élettani _szempontbdl és
sebésztechnikailag j6l megfeleltek a human klinikai viszonyoknak. A kapott biokémiai, a
szovettani és a molekularis biolégiai eredmények j61 extrapolalhaték a human kdrallapotok
felé.



https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10052910
https://m2.mtmt.hu/gui2/?mode=browse&params=publication;34024600

2. A bemutatott kisérletek vonatkozasdban szamos helyen meglepéen alacsony esetszamu
csoportokat is kialakitottak (n=2, 3 vagy 4: 41.,48.,51.,53. és 56. oldalak). Miért keriilt beallitasra ez
az elemszam? A kisérleteknél milyen modszerrel végezték a sziikséges elemszam becslést?
Valasz:
n=3 allatbdl allé csoportok haszndlatanak oka:
A 4.1.2. Vékonybél meleg I/R modellt (41. oldal, 4.1. dbra) és a 4.5.2.1. Meleg I/R + iv PACAP38
kisérleteket (51. oldal, 4.12. dbra) Wistar patkdnyokon végeztiik, ahol a kisérleti csoportok
egyedszdma n=10 volt, mely statisztikailag j6l értékelhetd elemszamot jelent. Harom allatbdl
allt az aloperalt csoport. Esetszdmbecslést kilon nem végeztiink. A kisérletek sordn azt a
legkisebb allatszamot kivantuk felhaszndlni, amelybdl statisztikailag relevans eredményt
kaphatunk és tudomdnyos kovetkeztetés vonhatd le. Tapasztalati Uton tudtuk, hogy az
aloperalt allatok esetén is varhatd valtozas az altalunk mért paraméterek tekintetében, de
ezekben nincs jelent8s szoras és kevesebb dllatot is elég bevonni a mérésekbe. Az allatszdm
ilyen célu csokkentése alapvetéen a 3R (Replacement, Refinement, Reduction) elvével is
Osszehangban all, melyet az Eurdpai Unié 2010/63/EU iranyelvében és a tagorszagok
allatvédelmi toérvényeiben is kdvetendének adnak meg.

n=2 allatbdl allé csoport hasznalatanak oka:
A 4.4.2. Vékonybél ischaemias posztkondicionalasi mitéteket sertésmodellen végeztiik, ahol
az aloperdlt csoport és a kisérleti egyedek csoportjai is 2-2 allatbdl alltak (48. oldal). A
béltraktus hossza lehet6vé tette, hogy egy-egy mitéti fazisban tobb mintavételt is végezziink
1-1 allatbdl, ami statisztikailag értékelhetének bizonyult. Az allatszam csokkentés mellett
financidlis szempontokat is figyelemebe kellett venniink a nagyallatok felhasznalasa soran.

n=3, n=4 és n=>5 allatbdl allé csoportok haszndlatanak oka:

4.5.2.3. Meleg és hideg I/R-s PACAP*/* vad tipusi és PACAP- génhidnyos egereken (53.,
54. és 56. oldal) végzett kisérletben hasznalt alacsonyabb allatszdmokkal nemcsak az aloperalt
csoportban kellett dolgoznunk, hanem a koltséges vad tipusu és génhianyos egereken is.
Ezekben a kisérleti csoportokban is igyekeztiink tébb bélmintat venni a mdtéti fazisokban,
hogy eredményeinket relevansan 6ssze tudjuk hasonlitani.
Osszefoglaléan elmondhatjuk, hogy Wistar patkanyok esetén az alacsonyabb allatszamokat
foként az aloperdlt csoportokban alkalmaztuk. Mig (nagyfehér és a magyar lapaly
keresztezésével eldallitott) sertés valamint, PACAP*/* vad tipusi és PACAP’/- génhidnyos
egerek vonatkozasaban a kisérleti csoportok allatszamat is alacsonyabban kellett tartanunk.
Ezek hatterében részben financialis tényezdk alltak, részben pedig a 3R elvbdl a Reduction-
csokkentés elvének megvaldsuldsat szolgalta.

3. A jelolt a dolgozatban Euro Collins és University of Wisconsin oldatban végzett statikus
hideg perfuziot és konzervalast alkalmazott kiilonb6z6 fajok vékonybelén és megallapitotta,
hogy a hideg konzervalas is okoz karosodasokat a szoveti szerkezetben. Mi a véleménye a
normotermias gépi perfuziés (normothermic machine perfusion: NMP) médszerrél, melyet
tobb szerv esetén is igéretes megolddasnak irtak le? Van-e a NMP-nak, illetve az eljarasban
miivér alkalmazasanak lehetGsége és jelentGsége vékonybél atliltetés esetén?

Valasz:

K6sz6ndm ezt a rendkivil aktualis kérdést, mely az egyik ,hot topic”-ja ma a transzplantdcios
kutatasoknak. A vardlistdakon |évé betegek novekvSé haldlozasa és morbiditdsa miatt
vilagszerte fokozddd szervigény jelentkezik, mikdzben a szervtranszplantaciéhoz vald
hozzaférés korlatozott. Ezért egyrészt gyakrabban kerl sor a kiterjesztett kritériumu donorok
(extended criteria donors: ECD) hasznalatara, masrészt a margindlis szervek gépi perfuzidja
jelenthet megoldast a szervek allokacidja soran (Badawy et al. J Invest Surg 2020;33:553-64.).



Valdjaban egy régi technikanak az Ujra gondolasardl van szé. Folkert O. Belzer, a UW
oldat kidolgozdja az 1960-as években mar létrehozott egy vese szamara alkalmas perfuzids
készliléket, melyet sorozatos A&llatkisérletek utdn human célokra is haszndltak. 1974
kardcsonyan a San Franciscobdl Leidenbe tartd repiil6uton az els6 osztalyon utazo perfizids
készlilék hozta a vesét, ami 37 6rds folyamatos hideg perfuzidés konzervalds utan kerilt
belltetésre a 42 éves holland férfiba, akiben 17 évig m(ikodott (Tilney NL. Transplant. Yale
University Press, London, 2003, pp.140.). Ekkor még a gépi perflzié szamos hatrannyal jart a graftok
szamara, amit féként a szerv vaszkulaturajanak karosodasaban nyilvanult meg.

A 2010 utan indult ujra a majgraftok gépi perfuzidjanak kutatasa és sikeres klinikai
alkalmazdsa (Eshmuminov el al. Nat Biotechnol 2020;38:189-98.; Nasralla et al. Nature 2018;557:50-6.)
Altalanossagban megallapitottak, hogy a hagyomanyos statikus hideg konzervalassal szemben
a normotermikus gépi perfuzié (Normothermic Machine Perfusion: NMP) csdkkentheti a
prezervacids karosoddsokat, javithatja a transzplantatum életképességét (Shen et al. Front Bioeng
Biotechnol. 2023;11:1072937.).

A kérdésben szerepl6 mivér alkalmazasa részben valdsul meg. Napjainkban harom féle
gépi perfuzidé ismert a klinikai gyakorlatban. Az ex vivo NMP sordn a maj perfuzidja oxigéndus
vorosvértest-alapu perfuziés oldattal normal hémérsékleten (35,5-37,5 °C) utanozza a
fiziolégias korlilményeket. A perfuzdtum tapanyagokkal, példaul aminosavakkal, vitaminokkal,
szervetlen sokkal és glikdzzal dusithatd, és a portdlis véndn és a majartéridan keresztiil
kil6nb6z6 nyomasszintekkel pumpaljak. A maj szubnormotermikus (20-25 °C) és hipotermikus
(2-10 °C) gépi perfuzidjahoz vorosvérsejtmentes, fizikailag oldott oxigénnel elldtott
perfuzdtumra van sziikség, amelyet szintén a f6 majereken (v. portae, a. hepatica propria)
keresztil lehet bejuttatni.

A vékonybéltranszplantacié egyik vilagviszonylatban kiemelkedd sebésze, Kareem
Abu-Elmagd és munkacsoportja a Cleveland-i Klinikarél 2017-ben szamolt be el8szor arrdl,
hogy 10 sertés kivett vékonybelét atoblitették UW-oldattal, és 6-12 6ran keresztil, 37 °C-os,
10-15 %-os HCT-értékl mosott sertés vordsvérsejt alapu kolloid oldattal perfundaltak
(Transplantation 2017;101: S114.). A perfaziés kor pulzadld szivattydbol, hdécserélébdl,
oxigenizatorbdl és szervmedencébdl allt. Az atlagos artérias nyomas 80-100 Hgmm, az dramlas
0,010-0,014 liter/perc/kg volt. A luminalis taplalashoz peptid alapu elemi tapoldatot
hasznaltak. Konklizidként leirjdk, hogy az intestinalis normotermikus ex-vivo perfazié
technikailag megvaldsithatd, de tovabbi kisérleti és jov6beli klinikai vizsgalatokat javasolnak.

Abraham és munkacsoportja a New York-i Duke Egyetemrdl kozolt 6sszefoglaldjaban
még 2022-ben is azt irta, hogy az NMP-t egy technikailag megvaldsithatd médszer teljes
hosszusagu vékonybél allograft konzervaldsa soran. A majperfuzidval 6sszehasonlitva azonban
ugy tlnik, hogy a bél esetén a termel6d6 laktat elimindlasa, az ezzel 6sszefiiggs elektrolit- és
sav-bazis egyensuly fenntartdsa, valamint a vaszkuldris dramlds biztositdsa folyamatos
vasodilatator terdpiat igényel (Transplantation Direct 2022;8:e1390.). Hasonld eredményekrél
szamolt be Hamed is 2021-ben a Cambridge-i Egyetemrdl (BJS Open 2021;zrab009).

Osszegezve a normotermias gépi perfuziés technika egy a majtranszplantaciéban klinikai
kérilmények kozott mar alkalmazott eljards. Vékonybélgraftok esetében a NMP kezelés
még kisérletes fazisban van, mert szamos kérdés (laktat elimindlasa, az elektrolit- és sav-
bazis egyensuly kezelése, folyamatos dializistdmogatas és vasodilatator terapia) megoldasra
var. Azaz a vékonybél graftok tarolasanak jelenlegi standard konzervalasi médja a statikus

prezervacid.




4. A dolgozat 4. fejezetében, 8 modell esetében a bél szerkezeti karosodasait H&E festett
metszeteken kvalitativ médon a Park-féle hisztoldgiai klasszifikacié kritériumrendszerének
felhasznaldsaval adtdk meg. Miért nem a Szerz6 altal is emlitett, széles korben elterjedt
Chiu-féle pontrendszert hasznaltak?

Valasz:

A bélfal I/R hatdsara bekovetkezé szerkezeti kdrosodasanak meghatarozasahoz az 1970-es
évektdl tobb kilonb6z6 osztalyozasi sémat dolgoztak ki. 2000-ben Quaedackers 6sszefoglald
kozleményében 15 ilyet emlit, és Osszeveti a leggyakrabban haszndlt Chiu-féle, Parks-féle,
Park-féle és Sonnino-féle szovettani klasszifikaciés rendszerek megbizhatdsagat és
reprezentativitasat, valamint célul tlzte ki, hogy meghatdrozzanak egy lehetséges szabvanyos

szOvettani osztdlyozasi rendszert (Chiu et al. Arch Surg 1970;101:478-83.; Parks et al. Gastroenterol
1982;82:9-15.; Park et al. Crit Care Med 1992;20:135-9.; Sonnino et al. Transplant Proc 1992;24:1201-2.).

Megallapitottak, hogy ezek koziil a Chiu-féle és a Park-féle a legjobb, de tovabbi vizsgalatokat
irdnyoztak el6 (Quaedackers et al. Transplant Proc 2000;32:1307-10.).

2010-ben Oltean és kollégaja tanulmanydban tovabbi kritikakat fogalmazott meg a
Chiu/Park-féle pontozasi rendszerrel kapcsolatban (Oltean et al. Intensive Care Med 2010;36:1095.).
A moédositott rendszer szerintiik az eredeti pontszdmhoz képest jelentGsen tulbecsiili a
morfoldgiai valtozasokat. Valdjaban tobb esetben 6sszevonhatdk az egyes fokozatok: pl. az 1-
3 kozOtti tartomanyat az eredeti Chiu/Park 1-es osztalyzat oleli fel; a 3-5-6s osztalyzat a
Chiu/Park 2-esnek felel meg; a 6-8-as fokozatai megfelelnek a 4-esnek. Vagyis az egyes
fokozatok nem kulonithet6k el tisztan, nem itélhet6k meg pontosan példaul a subepitelialis
tér megemelkedése és annak mértéke. Munkacsoportunknak is hasonlé tapasztalatai voltak a
szOvettani valtozasok kiértékelésekor, ami abban nyilvanult meg, hogy mig a Park-féle
rendszer grade 5 stddiumaban csak a villusokra koncentral, a kriptakdrosodds megitélése
kisebb hangsulyt kap. Eredményeink szerint a I/R hatdsara a legjelent&sebb valtozas a mucosa,
azon belil a villusok hossza és a kriptdk mélysége terlletén tapasztalhatd. Az infarktus és
annak kiterjedése (Park 6, 7, 8 stadium) nehezen megitélhetd. llletve a bélszerkezet szétesése
sokkal jobban megadhatd az egyes rétegek és a teljes bélfal tekintetében. Ennek alapjan
valamennyi kisérletlinkben a 2.2. tablazatban ismertetett Park-féle 5 fokozatu osztdlyozast
alkalmaztuk.

Napjainkban a szovettani metszetek el8allitasa altaldban mar automatizaltan toérténik,
mikdzben a minta kiértékelése jelentés human eréforrast igényel és a patoldgus-hisztologus
objektiv-szubjektiv véleményét tartalmazza. Tébbek kozott ezért is végeztiik el Scion Image
software segitségével minden modelliinkben a kvantitativ kiértékelést is. Természtesen ez
utdbbit is még kutatdcsoportunk nagy gyakorlattal rendelkez6 tagjai végezték. Feltehetéen
hamarosan a kiértékelés is automatizalédik és a Mestersége Intelligencia (MI) végzi majd.
Valdjaban a jové mar itt van a bél szoveti diagnosztikajaban is (Diaconu et al. Diagnostics
2023;13:735.; Hou et al. Sci Rep 2022;12:3279.).

Osszefoglaléan elmondhaté, hogy az altalunk konzekvensen alkalmazott Park-féle
klasszifikacid 0-5-ig terjed6 skdalajan a vékonybél mucosa rétegére fokuszdl, féként a
bélbolyhokban és kriptdkban bekovetkezd karosodasokat értékeli. Az I/R vonatkozasaban
ez _a legsériilékenyebb bélréteg, mig a submucosus teriiletek vagy az izomrétegek
kdrosodasa nehezen itélhet6 meg a H&E festett metszeteken (még a Chiu-féle osztalyozassal

is).




5. Mi tudhaté a PACAP jétékony hatasardl mas ischaemia-reperfusios folyamatokban és
altalaban a széveti regeneracioban?
Valasz:

A PACAP egy multifunkcionalis peptid, melynek els6ként idegrendszeri hatasait, neuro-
transzmitter, neuroprotektiv, neurotrofikus és neuromodulator szerepét mutattak ki. Az
elmult 35 évben egyre tobb eredmény igazolta altaldnos antiapoptotikus, vazodilatator,
antioxidans, antiinflammatodrikus, citoprotektiv, anyagcserét és az endokrin rendszert
befolyasold kedvez6 hatdsait a periférias szervek szinte mindegyikében (Vaudry et al. Pharmacol
rev 2009;61:283-357.; Szabo et al. Cardiol Hung 2018;48:129-35.; Kéves et al. Front Endocrinol 2020;11:88.).

A PACAP kimutatasat-azonositasat tekintve egy viszonylag késén felfedezett molekula,
1989-ben irta le Miyata és Arimura (Miyata A et al. Biochem Biophys Res Commun 1989;164:567-74.) €S
azota szamos vizsgalat igazolta, hogy evolucids szempontbdl jél konzervalt molekulardl van szé,
melynek genetikai megjelenését tobb mint 700 millid évesre teszik (Sherwood et al. Endocrine
Reviews 2000;21:619-70.). ElsS, birkakbdl valé kimutatasa ota tobb mint 16 gerinces fajnal
igazoltdk jelenlétét (ember, patkany, sertés, egér, csirke, gyik, béka, lazac, stb). A PACAP
aminosav sorrendjében vannak ugyan kilonbségek az egyes fajok kozott, de egészen
alacsonyrend(i gerinctelenekben is megtalalhaté és a human PACAP-pal rendkivil nagy,
altaldban 85% feletti a szekvenciahomolégia. Antiapoptotikus és citoprotektiv hatasa
univerzdlisnak mondhatd szinte minden fajnal (Reglédi et al. 1 Mol Neurosci 2012;48:482-92.; Reglédi
et al. Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide — PACAP, Springer: Switzerland; 2016. pp. 815-32.).

A kérdésre valaszolva az els6 tanulmanyok is globdlis és fokalis agyi ischaemia sordn
irtdk le neuroprotektiv hatasat (Vaudry et al. Peptides 2005;26:2518-24.; Reglédi D. MTA Doktori
értekezés 2009;pp.6-10,108,123.). A 2000-es évek elejétél szamos kdzlemény szamol be in vitro
sejttenyészeteken, pl. cardiomyocyta (Réth et al. Ann N Y Acad Sci. 2009;1163:512-6.; Gasz et al.
Peptides 2006;27:87-94.), endothelsejtek (Rdcz et al. Gen Comp Endocrinol 2007;153:115-23.) vagy magas
turnoverUl bélhamsejtek (INT 407) (lllés et al. Neuropeptides 2017;65:106-13.) esetén igazolt védé
hatasardl, illetve allatmodellekben végzett I/R-s karosoddassal szembeni antioxidans és
citoprotektiv hatasardl (Reglédi et al. J Headache Pain 2018;19:19). Kisérleteinkhez hasonld
patkanymodellben vizsgaltak példaul a vese I/R-s karosodasat 15, 30, 45, 60 és 75 percig tartd
a. renalis okkluzié utan, mely korai elhaldlozast és multifokalis akut tubuldris atréfiat okozott.
Kimutattak, hogy azoknadl az allatoknal, melyek iv. 100 ug PACAP38-at kaptak az ischaemia
el6tt, csokkent a mortalitdsi rata és az allatok enyhébb morfoldgiai valtozasokkal tulélték a
vizsgalatokat (Szakdly et al. ] Mol Neurosci 2008;36:89-96.). De retina (Rdcz et al. Regul Pept 2006;137:20-
6.), a kornea ROS indukalta oxidativ karosodasakor (Maugeri et al. Appl Sci 2022;12:3435.), mdj (Ji et
al. Hepatology 2013;57:1225-37.), vagy vese ischaemias allapotaiban (Horvdth et al. J Mol Neurosci
2010;42:411-8.). A kardiovaszkuldris rendszer ischaemids karosodasaval szembeni prompt
hatdsat is kimutattak. Ezek a vizsgalatok a PACAP pozitiv kronotrop, inotrop és dromotrop
hatdsait, valamint potens vazodilatator szerepét igazoltak (Ascuitto et al. Cardiovasc Res 1996;Spec
No:E153-9.; Clason et al. ] Mol Neurosci 2016;59:309-16; Vamos et al. ] Mol Neurosci 2014;54:535-42.).

Osszességében a PACAP I/R-s allapotokban létrejové antioxidans és altaldnos
citoprotektiv hatasai elsésorban a G-proteinhez kapcsolt receptorokon, a specifikus PAC1 és
a_VPAC1/2 receptorokon keresztiil létrejovd jelatviteli utakon, részben intracellularis
transzportja révén valdsul meg. Egy evollcids szemponthdl jél konzervalt, 4si peptid, mely
altalanossagban javitja az ischaemids toleranciat, de mindig figyelembe kell venni az I/R
iranti érzékenység tekintetében a faji, szervi, nemi, vagy korcsoportbeli kiilonbségeket is.




6. A PACAP dozisat, adagolasi modjat mi alapjan hataroztak meg? A felszivodas dinamikaja,
a lokalis és a szisztémas hatasok miként értékelhetéek?

Valasz:

1998-ben Hannibal és munkatarsai mérték meg els6ként az endogén PACAP38, PACAP27 és
PACAP-szer( peptidek szintjét a gastrointestindlis traktusban. A PACAP38 immunreaktivitasa
volt a legmagasabb és azt is a vékonybélben, a jejunum és termindlis ileum teriiletén mérték,
kb. 9 pmol/gramm nedves sz6vet a koncentracidja (Hannibal et al. Cell Tissue Res 1998;291:65-79.).
Ezek ismeretében és a pécsi PACAP munkacsoport kordbbi eredményei alapjan kalkuldltuk az
exogén PACAP38 dozisat (Szakdly et al. } Mol Neurosci 2008;36:89-96.). A Meleg I/R + iv PACAP38-al
kezelt patkanykisérletben a 3 dras reperfazié alatt iv. infuzids pumpaval 1 ml/h sebességgel
fiziologias sodoldatban oldott PACAP38 influziét (20 nmol/ttkg bolusban, majd 160
pmol/ml/éra) adtuk. A Hideg konzervdlds UW és UW+ PACAP38 oldatban patkdnyokon
kisérletben 30 ug PACAP38-at tettlink 30 ml UW-ba, vagy 100 ug PACAP38 100 ml UW oldatba,
azaz minden esetben 1 ug/ml koncentraciot alkalmaztunk.

A PACAP széles korben igazolt citoprotektiv hatdsa miatt felmeriilt a kérdés a molekula
prognosztikai v. diagnosztikai markerként, illetve terdpias célokra vald alkalmazhatdsaga
tekintetében. Jelenleg a molekula kémia tulajdonsagai még nem teszik lehetévé direkt klinikai
alkalmazhatdsagat. A legtobb természetes peptidhez hasonldéan a PACAP is gyorsan lebomlik
a periférids keringésben. Intravénds addsa utan a dipeptidil-peptidaz IV (DPPIV) révén
féléletideje a human plazmdban 2-10 perc. Ezért jelenleg is intenziv kutatdsok folynak a
molekula célzott kémiai mddositasa és/vagy konjugaciés makromolekularis forma létrehozasa
terén, hogy javitani lehessen farmakokinetikai és farmakoldgiai tulajdonsagait.

A PACAP olyan sejtek esetén fejti ki hatasat, ahol specifikus receptora van. Eml6sdk
minden szervében leirtdk a peptidcsalad valamely receptorat. Human vizsgalatok kimutattak,
hogy a VPAC1-receptor szinte minden szévetben megtalalhatd, mig a VPAC2-receptor erekben
és simaizomban fordul el6. Kanadai és francia kutaték kimutattdk, hogy a PACAP nemcsak
receptor altal kozvetitett médon, hanem endocitdzissal és macropinocitdzissal is képes belépni
sejtbe és a sejtmagban 1évé receptorhoz kétédni. A bejutott PACAP38 molekula nem bomlik le

teljesen, hanem egy része ki is tud jutni a sejtb6l (Doan et al. Biochim Biophys Acta 2012;1823:940-9.;
Heinzlmann et al. Orv Hetil 2023;164:1300-10.).

Legljabb eredmények szerint az a. cerebri media okkluziot kévet6en kialakult agyi
karosodas esetén az intranasalisan adott PACAP neuroprotektiv hatasu volt. Az
intraperitonealis adasnak nem volt hatasa, de az intravénas 30%-kal, az intranasalis pedig 60%-
kal csokkentette az infarktus mértékét (Cherait et al. Front Endocrinol 2021;11:585082). Az intranasalis
adagolas hatékonysaganak oka, hogy a vérben |évé DPPIV bontd hatdsa megkeriilheté.

Osszességében az dllatmodellekben végzett szamos sikeres kutatas ellenére a human
viszonyok k6zo6tt alkalmazhatd, hatékony PACAP-terapia bevezetése reménykeltd, de még

varat magdra.




7. A villus/cripta arany meghatarozasa egzakt értéket ad a bélfal hisztoldgiai kiértékelése
soran. A bélfal kdrosoddas megel6zésére vagy kivédésére alkalmazott metodikak (pl.
prekondicionalas, posztkondicionalas, PACAP, stb) koziil melyik adta a leginkabb megfelel6
védelmet, ha ezt a paramétert nézziik?

Valasz:

A Vvillus/kripta (V/K) hanyados kontrollértékének vonatkozdsaban voltak faji eltérések.
Patkany: 2,55; kutya: 1,86; sertés: 3,5; egér 3,4; PACAP KO egér 3,48 volt. Ezt Ugy szamitottuk
ki, hogy a teljes mukdza vastagsagabdl kivontuk a kriptak mélységét, ezzel megkaptuk a
villusok magassagat um-ben (lasd 2.6. dbra). Majd a villusok pum-ben mért magassagat
elosztottuk a kriptak pm-ben mért mélységével.

A bélfal szerkezetében bekdvetkez6 karosodasok elsé aldozata a villusok, melyet
minden osztalyozési rendszer els6ként és alapvetSen vizsgdl. igy a Park-féle klasszifikacio is
megerdsiti, azaz a villusok karosoddsa mar az 1. fokozatban is kimutathatd. A 2. stddiumban
jelenik meg enyhe kriptakarosodas, mely a 3. fokozatu karosodasban teljesedik ki. Ezek alapjan
els6ként mindig a kontrollhoz mért villuskarosodast kell nézni. Példaul valamennyi kisérleti
csoportbdl a 6. 6ras meleg I/R-s csoportban (pl. 4.1., 5.4, 5.22, 4.3 csoport) jelentkezett a
legnagyobb karosoddas. Ebbdl is legrosszabb a 4.1. csoportban bizonyult, ahol a kontrollhoz
képest csak 20%-ban marad meg a villusok magassaga, mig a kriptamélység 70%-ban
megdbrz6dott a kontrollhoz viszonyitva, igy kaptuk a V/K aranyt 0,05-re. A kezeletlen csoportok
kozil a legjobb eredményeket az 1. 6ras UW-ban (pl. 5.9 és 4.7 csoport) tarolt graftok V/K
aranya adta.

Ha csak a V/K aranyt, mint paramétert tekintjik, akkor a legjobb eredményeket a
meleg I/R-s csoportoknal az 1 6ras meleg I/R-s csoportban az iv. PACAP-ot kapé graftok
voltak (5.5. csoport). A hidegen tarolt bélmintak esetén a PACAP38-nak a UW-oldathoz
adasa jelentette a bél szamara (5.13., 5.14 csoportok). Mindezeket a vad tipusu PACAP**
allatokban kapott meleg és hideg I/R-6s eredmények is megerdsitették (5.17, 5.23, 5.24
csoportok). A V/K arany alakuldsira masodik legjobb hatdssal az ischaemias
posztkondiciondlas bizonyult, mind az 1 éras UW konzervalas (4.10), mind az 1 érds meleg
ischaemia utan (4.4). A V/K aranyt tekintve a legkisebb védé hatast a kezelések koziil az IPC
fejtette ki kisérleti elrendezéseinkben.

8. Az 5.6. fejezetben ismertetett kisérletes ischaemia-reperfusiés modellben a differencial
pasztazo kalorimetrids (DSC) vizsgalatok eredményeit bemutato fejezet adatai felvetik azt a
kérdést, hogy vajon miért csokkenhetett a kalorimetrids entalpia harom 6ras meleg
ischaemia utan a teljes bél vonatkozasaban. Hat 6ras meleg ischaemiaban ez nétt, hat oras
hideg ischaemidban csokkent (5.53. és 5.56. abra; 5.4. és 5.5. tablazat). Hogyan oldhato fel
ez az ellentmondas?

Valasz:

A kalorimetrids entalpia 3 éras meleg ischaemia utan csokkent, 6 dras meleg ischaemiaban ez nétt,
mig 6 6ras hideg ischaemiaban csokkent. Nincs ellentmondas a leirt valtozas tekintetében. Ennek
magyarazata a kovetkez8. DSC mérés soran a befektetett energia a h6mérséklet valtoztatasa
mellett szerkezeti valtozdsokra forditddik (denaturdcié). Harom éras meleg ischaemia sordn
még van ép szovet- kevesebb a szoveti destrukcid, igy nagyobb az az elnyelt energia, ami a
fehérjék denaturacidjara forditddik. Ezzel szemben a 6 6rds meleg ischaemiat kovetben kozel
teljes szoveti destrukcid észlelhetd, igy a befektetett energia mar nem szerkezetdatalakuldsra
forditédik (hanem csak az atalakult Uj szerkezet h6mérsékletének novelésére). Hat 6ras hideg
ischaemia sordn a szoveti struktura lazdbb lehet, igy a szerkezet atalakuldsokra kevesebb



energia kell, igy csokkent az entalpia. Termoanalitikai eredmények igy visszaigazoltdk a
hisztoldgiai eredményeket, mely szerint a bélben 3 6ra meleg ischaemia utan hasonlé a
strukturalis kdrosodas mértéke, mint 6 6rds hideg konzervalds utan.

Osszességében ezek a kalorimetrids eredmények szamos kisérleti és klinikai
megfigyeléssel korreldltak az irodalomban, nevezetesen, hogy a meleg ischaemia
mértékének és idGtartamdnak nodvekedésével morfoldgiailag kimutathatébb sériilés
kovetkezik be a teljes bélfalban, f6ként a nydlkahartya teriiletén. A meleg csoportokhoz
hasonléan a hideg ischaemia hatasai is megfigyelhet6ek voltak az dsszetett szerkezetbdl
adodo termikus karakterek a teljes bélfal esetében (Kalogeris et al. Compr Physiol 2017;7:113-70;
Strand-Amundsen et al. World J Gastroenterol 2018;24:2009-23.). A vizsgalatbodl levont legfontosabb
kovetkeztetésiink az volt, hogy bar a hagyomanyos szévettani mddszerek a bélfalsériilés
sulyossaganak értékelésére alkalmas és széles korben elterjedt mddszerek, de a DSC
mérések hatarozottan megerdsitették, hogy a vékonybél ischaemias szerkezeti karosodasai
minden rétegben konzekvensen kimutathatok.

9. A kilonb6z6 betegségekben, tumorokban a DSC vizsgalat kozos nevezdje miként
fogalmazhaté meg? Tehet6-e ajanlas erre a vizsgalatra vonatkozéan? Az akut fazis
proteinek, a fibrinogén vagy mas markerek tekintetében mennyivel mond tobbet ez a
vizsgalat 6sszevetve igy a ,,klasszikus" laboratériumi paraméterek analizisével?

Valasz:

Az emberi vérplazma proteomja egy Osszetett folyadék, amely tobb mint 3000 egyedi fehérjét
és peptidet tartalmaz, amelyek mennyisége pikogrammtdél tobb tiz milligrammig terjed
milliliterenként (Garbett et al. Biophys J 2008;94:1377-83.; Anderson et al. Mol Cell Proteomics 2007;1:845-
67.). A vérmintdk kdzismert rutinlaboratoriumi mérései (mint az emlitett akut fazis fehérjék,
fibrinogén, mas markerek) esetén dontéen mennyiségi mérések torténnek. Az orvosi
diagnosztikdban elterjedt szérum/plazma-elektroforézis és szdmos immunkémiai vizsgalat a
plazma/szérum specifikus fehérjéinek koncentraciéjat adja meg. Az elektroforézis és a
tomegspektrometria a fehérjék mérete és toltése alapjan valasztja szét a plazmat.

A plazmafehérjék tomegének 90%-at 10 fehérje teszi ki. Mennyiségi sorrendben ezek
az albumin, IgG, fibrinogén, transzferrin, IgA, a2-macroglobulin, al-antitripszin, komplement
C3, IgM és haptoglobin. Tovabbi 12 fehérje a plazmatomeg tovabbi 9 %-4t teszi ki, ezek koziil a
harom leggyakoribb az Al és B apolipoprotein, valamint az al-sav glikoprotein, igy a plazma
tomegének 99%-at 22-féle fehérje alkotja, ami nagy kihivassa teszi a fennmaradd 1%
frakcionalasat és mennyiségi meghatdrozasat. A plazma kis molekulatomeg( régidja, amelyet
peptidomnak neveznek a diagnosztikai informaciék potencialis forrasa lehet. A kutatdknak
nehézséget jelent egyel6re az a tény, hogy a peptidom szamos 6sszetevdje, a potencialis
biomarkerek is komplexet alkotnak a nagyobb mennyiségben el6fordulé plazmafehérjékkel,
melyet 6sszességében interaktomnak definidlnak (Garbett et al. Semin Nephrol 2007;27:621-6.).

Tobb kozlemény megerdsitette és munkacsoportunk is leirta, hogy a plazmat alkoté
fehérjék DSC vizsgalata valéjdban nem a human plazma proteom mennyiségi valtozasait
detektadlja, hanem itt els6sorban _molekularis kdlcsonhatasok jelenlétét, ezek erds vagy

gyenge voltat, vagy éppen felszakadasat, a kovalens kotések mddosuldsait lehet detektalni
(Garbett et al. PLoS One 2014;9:e84710.; Garbett et al. Semin Nephrol 2007;27:621-6.; Todinova et al. Anal
Chem 2011,;83:7992-8.; Fekecs et al. ] Therm Anal Calorim 2012;108:149-52.).

Hipotézisiink szerint a kiilonb6z6 betegségekkor a szervezetben keringé vér-
Osszetételének is kiilonboznie kell. Azaz a plazmafehérjék és peptidek fizikai tulajdonsagain
és interakcidjan alapulé vizsgalatok, mint a differencidlis pasztdzé kalorimetriai mérések
fontos elérelépést hozhatnak a plazma proteom és interaktom kutatasaban.




Engedje meg tisztelt Professzor Ur, hogy reflektaljak a biralataban leirt ,,Formai értékelésként
az alabbi 6sszegz6 gondolatok, észrevételek fogalmazédtak meg”:

1. A disszertacid szerkesztése és kivitelezése igényes, stilusa egységes. Meg kell azonban
emliteni, hogy 6sszességében kissé terjedelmes miirdl van szo. Itt-ott talan tul bészavu is és
nem mindig egy doktori értekezésbhen megszokott megjegyzések és informaciok is
olvashatdak (pl. élethelyzetek, munkahelyek, vagy bizonyos koriilményekre valé utalasok
formajaban).

Valasz:

Valéban a tudomanyos tartalom mellett talan tobb a személyes hangvétel(i rész, mint mas
doktori mlvekben. Az irdskor Ugy gondoltam, hogy a teljességhez ezek is hozzatartoznak,
illetve az olvasd igy jobban megérti kutatasaink és eredményinek helyét és fontossagat.

2. Az értekezésben keveredik a magyaros és latinos irasmod, sokszor nem kovetkezetes
madon.

Valasz:

K&szondm az észrevételt. Torekvésem ellenére valdban maradtak a mdben ilyen hibak.

3. A terjedelmes munka ellenére a gépelési hibak szama elhanyagolhaté.

Valasz:

K6szonom az észrevételt és valdban a helyesirasellen6rzés tobbszori atfuttatasa ellenére is
maradtak ilyen jelleg( hibak.

4. Az irodalmi attekintés részben tébb abranal hidanyzik a forras megjelolése.

Valasz:

A dolgozat Roviditések jegyzék rész végén, a 8. oldalon az alabbi szoveggel jeleztem a
forrdsmegjelolést ,Az Internet szabad hozzaférési dbrainak, fotdinak részleges
felhaszndlasaval, vagy egyes abrak magyarra forditott valtozata kozll az aldbbiak szerepelnek
az értekezésben: ...” és itt felsorolasra keril a 8 db abra a referencidk megadasaval. A Biralonak
természetesen igaza van, mert az abraknal nincs erre ismételt hivatkozas és valéban jeleznem,
visszautalnom kellett volna erre a forrasmegjel6lésre.

5. A klinikai résznél a lokalizacio, a méret, a klinikai kép és a tarsbetegségekre utald
informaciok hianyoznak. Erdemes lett volna ezeket megjeleniteni.

Vilasz:

Koszondm  Professzor Ur megjegyzését, mely oOsszecseng Lazar Professzor Ur
kérdésfelvetéseivel is. Ahogy ezt Lazar Professzor Ur birdlatara adott valaszomban is jeleztem,
a f6 ok amiért csak a legalapvetSbb betegadatokat (nem, kor, diagnodzis, vagy operalhatdsag,
stb.) vettiik figyelembe vizsgdlatainknal az az volt, hogy el&sz6r meg kellett mérniink, hogy van
—e egyaltaldn eltérés a kontroll és az ismertetett betegcsoportok DSC eredményi kozott. Az
elsé vizsgalatokat 2008-ban kezdtik, ekkor kértlink engedélyt a melanomas betegek és 2009-
ben az eml6daganatos betegek vizsgalataihoz. Azt, hogy ezt a kérdéskort két birdld is
felvetette jelzi szamunkra, hogy valdoban fontos feladatunk lesz a jov6ben az adatok
részletesebb feldolgozasa a klinikai adatok alaposabb ismeretében és ezek alapjan kell
értékelni, Ujraértékelni az eredményeket, illetve az egyes tovabbi csoportokban a
betegszamokat novelve statisztikailag értékelhet6 esetszamot feldolgozni. A témaban
megjelent két els6 publikaciot egylttesen eddig mar tobb mint 100 figgetlen kdzleményben
idézték, ezért kérem, tekintsen el ettdl a hianyossagtol.
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6. Tovabbi megjegyzésként fogalmazhaté meg, hogy az eredményeknél a szdvettani abrak
kevéssé latvanyosak, lehettek volna nagyobbak (5.2., 5.6.,5.15., 5.19., 5.24., 5.29., 5.32,,
5.34, stb. abrak).

Valasz:

K6sz6ndm a Birdld kritikai megjegyzését, mellyel természetesen teljes mértékben egyetértek.
Tény, hogy a nyomtatott formaban kisméretliek ezek az abrak, nehezebben lathatéak a
részletek. Mentségil szolgdljon, hogy az olvasék szdmadra digitalisan is elérheté dolgozat pdf
file formajaban, ahol 400%-ra novelve mar képernyényi méretl lesz 1-1 kép, mikdzben még
élesen lathatdk a részletek. A masik ok, amiért ugy gondoltam, hogy nem névelem az egyes
szovettani képek méretét az az volt, hogy a legfontosabb eredményt, amit ezek a képek
mutatni akarnak, azaz az egyes rétegek méretét Scion Image kvantitativ médszerrel lemértlink
és grafikusan abrazoltuk (5.3., 5.7., 5.15., 5.20., 5.25., 5.30., 5.33., 5.35. abrdk), s6t a bélfal
leginkabb vizsgdlni kivant mukozalis részét, a villus/kripta (V/K) hanyadost is vizsgalatonként
igyekeztiink megadni (5.4., 5.8. 5.16., 5.21., 5.26., 5.31. dbrak).

7. Altaldban az abrak feliratai, jelolései (szignifikancia) aprok, kevéssé latszik minden
megfeleléen.

Valasz:
K6szondm a kritikai észrevételt.

Végezetiil kérem valaszaim elfogadasat és ismételten szeretném megkdszonni Professzor Ur
részletekbe mend jéindulatu és tovabbi munkamhoz épit6 jellegl birdlatat, valamint elismerd
szavait és tdmogatasat az MTA doktora cim elnyerésére.

Budapest, 2023. 10. 16.

Q*’:‘Ek__l_\\_

Dr. Ferencz Andrea
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