Valaszok Prof. Dr. Panyi Gyorgy biralatara

Elszor is szeretném megkoszonni Professzor Urnak hogy alaposan, minden részletre
kiterjedéen véleményezte értekezésemet. A birdlat kapcsan szamos érdekes felvetése és
¢szrevétele volt mely a dolgozatom elmélyiilt tanulményozasat bizonyitja. Tovabba kiilon
koszondm elismerd szavait. A Professzor Ur altal feltett észrevételekre, kérdésekre az
alabbiakban valaszolnék.

Altaldnos megjegyzések:

1. Professzor Ur megjegyezte, hogy mivel az értekezés jelentés része a CFTR csatorna
miikodésével foglalkozik, érdemes lett volna részletesebben ismertetni a CFTR csatorna
elektorfiziologiai szempontbdl relevans tulajdonsagait és specialitasait, a Csanady
munkacsoport eredményeire is hivatkozva.

Egyetértek Professzor Ur ezen véleményével. Az értekezés készitése kozben bennem is
felmertilt, hogy a CFTR csatorna egy részletesebb karakterizalasaval érdemes lenne
kiegésziteni a dolgozatot, azonban mivel nagyon sok teriiletet érint a munkassagom, ugy
gondoltam, hogy a kiegészitések nagymértékben novelték volna az értekezés terjedelmét, ami
a dolgozat kovethetdségének, atlathatésaganak rovasara ment volna. Ebbdl adoddan az
értekezés végsd verzidjaban arra torekedtem, hogy minél fokuszaltabban mutassam be a
munkdassdgomat. Mindamellett, ha a doktori titkarsag szabalyzatdval nem iitkozik, akkor
kiegészitem az értekezés relevans részeit a CFTR csatorna specifikus tulajdonsagaival.

2. A Professzor Ur nehezményezi, hogy tobb téma osszefoglalasa miatt a diszkusszi6
messze keriilt az eredmények bemutatasatol, amely miatt nehezebben kovethetéek az
egyes témak.

Ko6széndm szépen Professzor Ur javaslatat, egyetértek azzal, hogy érdemes lett volna az egyes
témak esetén az eredmények és 0sszefoglalas részt dsszevonni, ami nagyban megkdnnyitette
volna az értekezés olvasasat.

Formai megjegyzések:

1. A Ca?* felsé index néhol elmaradt (pl. 39. oldal)

Koszondm az észrevételt, valdé igaz, hogy néhany helyen elmaradt a felsé index
alkalmazasa.

2. Az 5. abra szovegét szerencsés lett volna részletesebbre késziteni, transzporterek
azonositas, jobb oldal ,,CF” és ,,normal” jelentése (gondolom itt a beteg és egészséges
osszehasonlitasa lett volna)

Koszonom szépen Professzor Ur javaslatat, a roviditések és transzporterek kiirasa,

azonositasa valoban nagyban segitené az abra konnyebb értelmezését.



3. Szerencsés lett volna az abrak szovegében feltiintetni a disszertacio alapjaul szarmazo
kozleményt, amibdl az abra szarmazik- nagyban segitette volna a disszertacio kovetését.

Ko6sz6nom szépen Professzor Ur javaslatat. Valoban nagyban segitette volna a disszertacid
tanulmanyozasat, ha feltiintetem, hogy az egyes abrak melyik kozleménybdl szarmaznak.

Ha a doktori titkarsag szabalyzataval nem litkozik, akkor az értekezés végleges verzidjaban
Professzor Ur észrevételeit korrigalom.

Szakmai kérdések:

1. modszerek fejezetben irja, hogy nyelécsé biopszias mintakat is nyertek, melyeket
szovettani és PCR vizsgalatokhoz hasznaltak fel. Lehet-e ezekbdl a mintakbol esetleg
elektrofizioldgiai vizsgalatot végezni? Tortént-e erre probalkozas?

A biopszids mintdkon nem probaltunk elektrofiziologiai méréseket végezni, ilyen irdnyu
probalkozasok nem torténtek. ElképzelhetOnek tartom, hogy iondramokat lehet mérni a
biopszias mintakon, ehhez azonban a szovetet megfelelden eld kell késziteni. A human primér
sejtek a ragesalo sejtekhez képest sokkal érzékenyebbek nehéz dket sejtkultiraban fenntartani.
Arra vonatkozdan voltak probalkozéasaink, hogy enzimatikus emésztést kovetden egyedi
sejteket izolaljunk human nyel6csé biopszias mintakbol, de a viabilitas vizsgalatok azt
mutattdk, hogy nagyon kevés életképes sejtet tudunk kinyerni. Ezeken aztan fluoreszcens
mikroszkdpiaval probaltunk kiillonbozo sejten beliili paramétereket (pH ill. kdlcium valtozas)
detektalni tobb-kevesebb sikerrel. A tobbszori sikertelenség miatt dontdttiink ugy, hogy a
funkcionalis vizsgalatokat sejtvonalakon végezziik.

A human mintdkon torténd patch clamp vizsgalatokra taldn az ujonnan kifejlesztett organoid
vagy szferoid modellek nyujthatnak lehetdséget, melyekben a sejtek meg6rzik
¢letképességiiket, funkciondlisan aktivak és elképzelhetdnek tartom, hogy a patch clamp

crer

2. Co?" -quench technika: hogyan lehet arrol meggy6zédni, hogy a sejtek hasonléan
veszik fel a Co?*-t, és a kimutatott kiilonbségek nem a Co?* akkumulicio
kiilonbozéségének eredményei? Azaz pl. a 16. abran lathato kiillonbségek esetén
elképzelhetd-e hogy a CDCA fokozhatja a sejtek Co?* felvételét, ezért a Co®* quench
is hatékonyabb lehet ebben a mintaban. Kizarhaté-ez?

Feltételezem, hogy Professzor Ur a 18. abrara gondolt. Elképzelheté, hogy a sejtekben
eltéréképpen akkummulédlodott a kobalt, viszont ez a jelen kisérlet esetében nem befolyasolta a
méréseket, ugyanis mindkét csoport (a kontroll és az UDCA kezelt) esetén kaptak CDCA
kezelést a sejtek, ezaltal kizdrhatd6 a CDCA hatdsabol adodo eltérések a kobalt felvétel
tekintetében.

3. Patch-clamp, aram siiriiség: hogyan hataroztak meg a sejtek kapacitasat? Az erésiton
leolvashato Cm értekbdl, vagy esetleg specialis, Cm meghatarozasara dedikalt



fesziiltség protokollb6l? Ez a pA/pF 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 Jelolt véleménye?

A Cm értéket az er6sitérdl olvastuk le (10 mV-os impulzust alkalmazva és az erdsitd bels6
aramkorét hasznalva a sejtek kapacitasanak kompenzalasara) és a Professzor Ur altal is emlitett
pA/pF egyenlet segitségével hataroztuk meg az aramdenzitast. Az igy leolvasott Cm érték, bar
lehet, hogy nem 100%-ban pontos, de a munkacsoportban (Dr. Mike Gray laboratoriuma,
Newcastle-i Egyetem) ahol a patch clamp méréseket végeztem egy korabbi kézleményben,
(Gray és mtsai, 1993, Am. J. Physiol.) azt talaltdk, hogy az egyedi duktalis sejtek
kapacitanciaja, melyet az erésitovel mértek szinte pontosan megegyezett a sejtek atmér6jébol
szamitott kapacitassal.

4. 48. oldal. Az alabbi allitais nem tiinik nagyon megalapozottnak: “100 pM CDCA a
vizsgalatok 20 %-ban (5/26 sejt) volt képes novelni a teljes sejtes aramot, melybdl
egyedill egy esetben sikeriilt igazolni a CaCC aktivaciojat.”. Milyen egyéb
bizonyitékok tamasztottak ala az allitast?

A CaCC aktivacidjanak a vizsgalatdhoz CsCl tartalmu pipetta oldatot hasznaltunk, ami egyrészt
gatolja a K" aramokat, masrészt pedig a térfogat szabalyozta CI” csatornak aktivaciojat. Emellett
aktivalt aram Cl szelektiv-e az extracellularis Cl-ot gliikonat-ra cseréltiik (100 mM NaCl
helyett 100 mM Na-gliikonat-ot tartalmazott a kiils6 oldat) és figyeltiik a reverz vagy mas néven
fordulasi potencialban torténd eltolodast. Az emlitett 5 aktivalt arambdl egy esetben
detektaltunk egy nagyjabol 15-20 mV eltolodast a pozitiv iranyba a CI° equilibrium
potencialjdhoz (~-5 mV) képest, ami arra utalt, hogy a CDCA altal aktivalt &ram CI” szelektiv
volt. Az aktivalt aram biofizikai karakterisztikajabol kovetkeztettiink arra, hogy a CDCA
feltehet6leg CaCC csatornat aktivalt, ugyanis az aktivalt aram jellegzetes 1dofiiggést mutatott,
a negativ potencialoknal inaktivalodott illetve az aram-fesziiltség (I/V) grafikonon abrazolva
kifelé (outward) irdnyul6 volt. A CFTR csatorna esetében az dram-fesziiltség karakterisztika
kozel egyenes, valamint az aktivalt aram id6-illetve fesziiltség fiiggetlen. A maradék 4 esetben
a CDCA-4ltal aktivalt aram feltehetdleg valamilyen nem-szelektiv kation csatorna volt, mivel
a CI” elvonas hatasara nem tapasztaltunk eltolodast a reverz potencialban. A CaCC jelenlétét
pankrasz duktalis sejteken kordbban egérben (Gray és mtsai, 1994, J. Physiol), patkdnyban
(Plant és mtsai., 1993, J. Physiol) emberben (Winpenny és mtsai, 1998. Pfliigers) és
tengerimalacban (Gray és mtsai, 1992, Curr. Topics in Membranes) is kimutattak ugyanazon
mérési koriilményeket alkalmazva. Ezek alapjan feltételezziik, hogy a CDCA éltal aktivalt CI°
aram a CaCC csatorna volt.

5. A 49. oldalon az abra alatt szerepel ez az allitas: membran potencial 25,5 + 6,8 mV-al
depolarizalodott (8B abra). Valoszini valami mas paramétert kivant itt irni mert az
abran nincs membranpotencial mérés.



A membran potencial helyett a forduldsi vagy reverz potencial a megfeleld, koszonom az
észrevételt.

6. Mennyi volt a szabad Ca?* koncentracié a pipetta tolté folyadékban 0.2 mM EGTA
mellett? Tekintve a pipetta toltoé folyadék végtelen térfogatat a sejthez képest ez az
EGTA koncentracio is igen jelentds puffer kapacitast jelent. Ilyen pipetta tolté oldat
mellett mekkora intracellularis Ca?* koncentracio valtozas képzelheté el? A KCal.l
csatorna fesziiltség- és Ca?*-fiiggése miatt a csatorna miikodésének nagyon komoly
feltételei vannak. Van-e adat arra, hogy CDCA hatasiara mekkora Ca?* koncentracio
valtozas alakul ki duktalis epitélialis sejtekben, ill. hogy esetleg CDCA hatasara
kialakul-e depolarizacié, ami elésegitené a KCal.l aktivalodasat. Késébbi (15. abran)
lathat6 ugyan F340/F380 valtozas Ca?* mérések soran, de kalibracié hianyaban nem
vilagos hogy ez mekkora Ca?* koncentracié emelkedést jelent.

A pipetta oldatban altalaban 5 mM EGTA-t alkalmazunk, melyet a BK csatornak mérésénél 0,2
mM-ra csokkentettiink. Az EGTA jelenlétére a pipetta oldatban azért volt sziikség, mert
ellenkezd esetben a pipetta oldatban tiil magas lenne a Ca?* koncentraciéja (uM tartoményban)
mivel a kiilonbozé sok révén Ca®*-al szennyezddhet. Mindamellett 0,2 mM-0s EGTA
alkalmazasa nem mimikalja tokéletesen a sejtben normél kériilmények kozotti Ca®* pufferelést
(részben a citoszolban talalhatod fehérjék és transzporterek miatt), de irodalmi adatok alapjan
szamos patch clamp mérés esetén alkalmaztak ezt a koncentraciot és ismert, hogy nem sziinteti
meg teljesen a fiziologids Ca?" agonistak hatasat (Chvanov és mtsai, 2006, Embo J, Ole
Petersen, J. Physiol, 1992). Petersen ¢és mtsai. kimutattak, hogy 1 mM EGTA jelenlétében az
intracellularis Ca?* koncentracié 10° M azaz nagyjabol 1 nM. Az, hogy a CDCA mekkora
véltozast indukél az intracellularis Ca®" szintben, sajnos kalibracié hidnyaban nem tudtuk
megbecsiilni. Azonban Capan-1, pankreasz duktalis sejtvonalon végzett kisérletek azt mutattak,
hogy 0,3 mM CDCA hatasara a megndvekedett intracellularis Ca?* koncentracié 180 nM koriili
(Kowal és mtsai, 2015, Cell Commun Signal). Mindemellett az epesavak képesek depolarizalni
a plazmamembrant.(Voronina és mtsai, 2005, J. Biol. Chem) Annak eldontésére, hogy a CDCA
a Ca®" szint emelésén keresztiil aktivalja-e a BK csatorndkat megvizsgaltuk az intra- és
extracellularis Ca?* elvonas hatasat a CDCA aktivalo hatasara. A citoplazmatikus Ca?*-ot 5 mM
EGTA-tartalmu pipetta oldat alkalmazasaval kelatoltuk. Ilyen koriilmények kozott szinte teljes
mértékben gatlodott a CDCA BK csatorndkra kifejtett aktivalo hatasa. Ezt kovetden
megvizsgaltuk az extracelluldris Ca?" elvonas hatasat, standard 0,2 mM EGTA-t tartalmazé
pipettaoldatot alkalmazva. 0,1 mM CDCA a kiilsé Ca?* hianyaban is kisebb mértékben ugyan,
de képes volt fokozni a K* konduktenciat, amely 2 mM extracellularis Ca?" adasara tovabbi
novekedést mutatott. Ezen eredmények arra utalnak, hogy a CDCA maximalis aktivalo
hatdsahoz mind az intra- mind pedig az extracellularis Ca?* sziikséges, mindazonaltal nem
zéarhat6 ki, hogy a CDCA hatdsaban a membran depolarizéacio is szerepet jatszik.

7. lIsmert, hogy a KCal.l B alegységek jelentosen befolyasoljak az o alegység
miikodését, fesziiltség-fiiggését, sot, gatloszer érzékenységét is. Azt szeretném
kérdezni, hogy végeztek-e esetleg B alegység meghatarozast, vagy ismer-e esetleg
irodalmi adatot erre.



A BK csatorndk szerkezetiiket tekintve alapvetden 3 alegységbdl épiilnek fel. A porusképzd
slol a alegységbdl, mely legalabb két kiilonallo szabalyozo alegység csaladdal, a B illetve vy
alegységekkel all kapcsolatban. A B és a alegységek szama valtozo lehet, ami befolyésolja a
csatorna fiziologias sajatossagait. A B alegység csaladnak 4 tagja ismert (f1-4). A B alegységek
elsésorban a porusokat alkotd a alegység N-terminalisan 1évé SO — S2 szegmenseivel 1€pnek
kolecsonhatasba, szabalyozva ezaltal a csatorna nyitasat. A B alegységek szovetspecifikusan
expresszalodnak, befolyasolva ezaltal a csatorna kinetikdjat az adott szovetben. A B1 alegység
tipikusan simaizomban expresszalodik, mig a B4 alegység idegi szovetekben fordul el6. Az 1-
es, 2-es ¢és 4-es alegységek stabilizaljak a csatorna fesziiltségérzékeld doménjét az aktiv
konfiguracioban, ndvelve ezaltal a csatorna aktivitasat.

Béar mind a 4  alegységre elérhetd ellenanyag jelen tanulmanyban csak az a alegység jelenlétét
igazoltuk. Irodalmi adatok alapjan eddig a P2 és B3 alegységeket sikeriilt azonositani
pankraszban (Ohya és mtsai, 2010, J. Pharmacol Sci; Behrens és mtsai, 2000, FEBS Lett;
Brenner ¢és mtsai, 2000, J Biol Chem).

8. Mind CDCA mind UDCA esetében mM koncentraci6 tartomanyban (1 mM ill. 0.5
mM) vizsgalta a pl. a Ca?* koncentraciora vonatkozé hatast. Mekkora ezen vegyiiletek
koncentracioja in vivo?

Az UDCA esetében az altalunk vizsgalt 0,5 mM-os koncentracié egy nagysagrendel nagyobb
mint az epesavak koncentracidja a vérben és néhany nagysagrendel kisebb mint az epesav
alapjan valasztottuk. Hepatocitdkon végzett vizsgalatokban az UDCA védé hatasat 0,1-0,5
mM-os koncentracioban tesztelték (Rodriguez C.M. és mtsai, 1998, J. Clin. Invest és Rodriguez
C.M. és mtsai., 1999, Cell Death and Diff) talaltak hatasosnak. A CDCA koncentraciojat
koréabbi vizsgalataink alapjan valasztottuk ki. Epekd okozta obstrukcio esetén az epe akar mM-
os koncentracioban és elérheti a duktalis vezetékrendszert, ezért Gigy gondoltuk, hogy az
altalunk valasztott 1 mM-os CDCA koncentracio kozel all a patoldgias koriilményekhez.

9. A 64. oldalon azt irja, hogy “Az EtOH-al ozmotikusan megegyez6 koncentracioju
mannitol (177 mM) .....”. AZ EtOH bejut a sejtbe, és ott igy dehidralja 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,
foleg annak tiikrében, hogy az EtOH metabolizalodik?

Valé igaz, hogy az EtOH és mannitol membran permeabilitdsa eltérd, ezért nehezen
feleltethetdek meg egymasnak. Elméletileg az EtOH konnyen atdiffundal a sejtmembranon és
ebbdl adddodan kiegyenlitddik a sejten beliili és sejten kiviili EtOH koncentracid, melynek
kovetkeztében minimalis ozmotikus gradiens alakul ki a vizre. Azonban kisérleteink soran a
sejtek zsugorodasat tapasztaltam az EtOH adasat kovetden, ami feltételezi, hogy még mielott
az egyensuly kialakul a sejt belseje €s az extracellularis tér kozott, illetve még mieldtt az EtOH

crc

jelen esetben 100 mM-os EtOH a normal koriilményekhez képest egy hiperozmotikus



kornyezetet alakit ki, mely feltehetéleg befolyasolja a transzporterek miikodését. Annak
kizarasara, hogy az EtOH CFTR csatornara kifejtett hatadsaban nincs szerepe a megvaltozott
ozmotikus viszonyoknak, ozmotikusan equivalens mannitol-t alkalmaztunk, amely membran
impermedbilis tulajdonsaganak kdszonhetden vizet von el a sejtbdl, ezaltal hiperozmotikus
kornyezetet hoz 1étre. A mannitol adasara is hasonloképpen, zsugorodassal reagaltak a sejtek
¢s az alap aram hasonld mértékben emelkedett mint az EtOH esetében, ami alapjan
feltételezziik, hogy a ClI™ kiaramlassal a sejt kompenzalni probalja a mannitol vagy az EtOH
hatasara a sejttérfogatban bekovetkez6 valtozasokat. A forskolin-stimulalt CFTR aram esetében
is megfigyelhetd volt a mannitol aktivalo hatasa, ezzel szemben az EtOH erdteljesen gatolta a
stimulalt aramokat, ami egy specifikus hatést feltételez.

10. Mi a kérélettani jelentésége a 0.1 M EtOH kezelésnek, ahol a jelentés hatasokat lattak
a CFTR csatornara? Mennyi alkoholt kell ehhez fogyasztani?

Ko6szonom az észrevételt, és egyetértek Professzor Urral abban a tekintetben, hogy az altalunk
alkalmazott 100 mM-os EtOH koncentracié korélettani jelentésége kérdéses, hiszen ilyen
magas véralkohol szint akar halalos is lehet. Ezzel szemben vizsgélataink sordn azt talaltuk,
hogy az EtOH nagyon magas koncentracioi, akadr 100 mM is el6fordulhat emberben. Kisérleti
koriilmények kozott munkacsoportunk kimutatta, hogy ahhoz, hogy emberben 20 mM
véralkohol szint kialakuljon nagyjabdl 4 dI vodka elfogyasztasa sziikséges. Ehhez képest idiilt
alkoholistak vérében ennek tobbszordse is elofordul, st egy esetben 108 mM véralkohol szintet
sikeriilt detektaltunk, aminek eléréséhez nagyjabol 2 liter tomény alcohol elfogyasztasa
sziikséges. Ilyen mennyiségli alcohol akar komat vagy 1égzésbénulast okozhat azoknal akik
nem fogyasztanak rendszeresen alkoholt. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a kronikus
alkoholistak szervezete valamilyen mértékben alkalmazkodott nagyobb mennyiségli alcohol
elfogyasztasahoz. Irodalmi adatok alapjan az alkoholistak szervezete a 700 mg/dl-es véralkohol
szintet 1s képes toleralni, ami feltehetdleg a felgyorsult anyagcserével magyarazhato.
Vizsgalataink soran atlagosan 65 mM véralkohol szintet mértiink az alkoholistaknal.

11. 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 kovetd 60 masodpercben.” Ez a biralo szamara azt jelenti, hogy az epesavak
jelenlétében mért intracellularis pH valtozas az epesavak sejtbe jutasaval
magyarazhato, nem pedig pl. az epesavak sav/bazis transzporterekre gyakorolt hatasa
miatt. Kiilonosen nehezen értheté ez a rész annak tiikrében, hogy egy késébbi fejezet
az epesavak hatiasat mutatja az intracellularis pH szabalyzasban résztvevo
transzporterekre. Kérem fejtse ki véleményét ezzel kapcsolatosan. Van arra kisérletes
bizonyitékuk, hogy az epesavak valéban bejutnak a sejtekbe? Kiilonos tekintettel
arra, hogy pl. CDCA pl. hidroféb, nagymolekula (89.0ldal), a transzportert pedig nem
sikeriilt azonositani.

Ko6sz6ndm szépen az észrevételt. Az ion transzporter gatloszerekkel végzett kisérleteink alapjan
egyértelmiinek latszik, hogy az epesavak hatasara az intracellularis pH-ban (pHi) bekovetkezo
valtozasok, kdzvetett Gton az iontranszporterek aktivitdsanak a megvaltoztatasaval valosulnak



meg. Azonban nem zarhatjuk ki azt sem, hogy az epesavak a sejtbe bejutva kémiai
tulajdonsagaikbol adoddan kozvetleniil savasodast okoznak. Az epesavak sejtbe torténd jutasa
részben epesav transzportereken keresztiil valosul meg, kiilondsen a konjugalt epesavak esetén,
melyek méretiiknél fogva nem képesek athaladni a sejtmembranon. Ezenkiviil az epesavak
ionizalt allapota is befolydsolja a sejtbe torténd felvételt. A nem-konjugalt epesavak, mint
példaul a dezoxikolsav, pKa értéke 5,2 és 6,2 kozott van, ezért neutralis pH-n tobbnyire ionizalt
formaban van és a membranon nem képes athaladni. Savas pH-n azonban a nem-konjugalt
epesavak kevésbé ionizaltak, képesek a sejtbe bejutni és hatdsukat kifejteni. Az epesav
transzporterek jelenlétét nyeldcso epitél sejteken mi nem vizsgaltuk, azonban Dvorak és mtsai.
3 kiilonboz6 epesavtranszporter, az apikalis Na*-fligg6 epesav transzporter (ASBT), az ilealis
epesav-kotd fehérje (IBABP), és a multidrog-rezistens fehérje 3 (MRP3) jelenlétét
azonositottak mRNS ¢€s fehérje szinten Barrett-es betegekbdl vett nyeldcsémintakban (Dvorak
¢és mtsai, 2009, Am. J. Gastroenterol). Mivel kisérleteinket human eredetti diszplazias (CP-D)
¢és nem-diszplazias (CP-A) Barrett-es nyel6csé sejteken végeztiik, feltételezziik, hogy ezek az
epesav transzporterek ezeken a sejteken is megtalalhatoak és eldsegitik, hogy a nagy méretii
vagy ionizalt epesavak transzporter-medialt Gtvonalon keresztiil is a sejtbe jussanak. A
pankreasz duktalis sejtek esetében valoban nem sikeriilt azonositani a G-fehérje-kapcsolt
epesav receptort, de ez nem zarja ki, hogy esetleg més transzporteren keresztiil jut be az epesav
a duktalis sejtekbe. Osszeségében egyetértek Professzor Ur-ral arra vonatkozéan, hogy az
epesavak hatdsara az intracellularis pH-ban idéegység alatt bekovetkezd valtozas nem
feltétleniil az epesavak sejtbe vald jutasat mutatja, hanem inkdbb a hatasanak a sebességét
fliggetleniil attol, hogy ez kozvetett vagy kozvetlen uton valosul meg.

12. Extracellularis Ca?* deplécié esetén azt tapasztaltik, hogy 500 pM BAC hatdsira
kismértékii (Ca?")i emelkedés volt megfigyelhetd, ami arra utal, hogy az epesavak
hatdsara az intracelluldris organellumokbol szabadul fel a Ca?*. A biralé ebbél a
kiséreltbol pont ellenkezé kovetkeztetést vont volna le. Kérem fejtse ki részletesebben,
hogy mi a Ca?* jel forrasa.

Annak eldontésére, hogy az epesavak intracellularis forrasbol szabaditjak-e fel a Ca*-ot vagy
elsegitik az extracelluldrisan 1év6 Ca?* sejtbe jutasat, extracellularis Ca?* hidnyaban vizsgaltuk
az epesavak hatasat a nyeldcso epitél sejtekre. A kisérlet soran 10 percen keresztiil aramoltattuk
a sejteket Ca?*-mentes Hepes oldattal, melynek eredményeként az intracelluldris Ca®* szint
enyhe csokkenését tapasztaltuk, ami feltehetéleg azzal magyardzhatd, hogy a kiils Ca®*
hianyéaban a sejt Ca®*-ot veszit. Ezt kovetden a sejteket 500 uM epesav koktélt tartalmazo Hepes
oldattal perfundaltuk, melynek eredményeként a sejtekben Ca®" felszabadulds volt
megfigyelhetd, ami bar kisebb volt mint extracellularis Ca?* jelenlétében mégis azt bizonyitja,
hogy az epesavak hatasara intracellularis Ca®* szabadul fel. Mindamellett a gadolinium (Gd**),
plazma membran Ca?* csatorna gatlé jelenlétében csokkent az epesavak hatasa a (Ca?")iszintre
ami arra utal, hogy amellett, hogy az epesavak indukéaljak a Ca?' felszabadulasat az
intracellularis organellumokbol, az extracellularis Ca®* bearamlast is fokozzak.



Végezetiil ismét szeretném megkoszonni Panyi Gyorgy Professzor Ur értékes biralatat és
relevans kérdéseit. Kszondm, hogy a nyilvanos védés kitlizését javasolta. Bizom benne, hogy
Professzor Ur valaszaimat megfeleldnek és elfogadhatonak talalja.
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