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3. BEVEZETES

Az 1980-as évekig ugy gondoltak, hogy a pankreasz vezetéksejtek 6 feladata, hogy
az acinus sejtek szdméara mechanikai vazat biztositdsanak. Az 1980-as évek elején Barry
Argent és mtsai. kidolgoztak egy olyan sejtizolalasi metodikat, mely lehetéve tette intakt
pankredsz vezetékek (duktuszok) és vezetéksejtek (duktalis sejtek) izolaldsat. Ezt
kovetden szamos kozlemény bizonyitotta, hogy a duktalis sejtek nem csak egy
mechanikus vazat képeznek az acinusok szamara, hanem a pankredsz nedv bikarbonat
és folyadékszekréciojaért is felelések. A bikarbonatban gazdag oldat feladata, hogy
kimossa az acinusok altal termelt emésztéenzimeket a pankreasz duktalis rendszerébdl,
illetve a duodenumba jutva semlegesitse a gyomornedv savas pH-jat.

A duktalis HCOg3 szekrécid élettani kortlmények kdzott - hasonléan a tobbi epitél
sejtek szabalyozé mechanizmusaihoz - serkent és gatld szabalyozas alatt all. A serkenté
mikodés soran a hormonok és neurotranszmitterek &ltal kivaltott sejten bellli jelatviteli
utak viszonylag ol tisztdzottak. Mindemellett a folyadék- és ionkivalasztas
szabalyozdsaban mar bizonyitottak a ,gatld m Gkodés” jelenlétét kilonbdzé
epitéliumokban. A HCOg3; szekréciot gatlé utvonalak alapvetd fontossaggal birhatnak
fiziologias korulmények kozott azaltal, hogy csokkentik a duktuszon belldl kialakuld
hidrosztatikai nyomast (megakadalyozva ezaltal az enzimek parenchimaba torténd
szivargasat), illetve étkezeés utan kikapcsoljak a hasnyalmirigy szekréciot.

A pankresz vezetéksejtek pankreatitisz soran betoltdtt szerepét az 1990-es évek in
vivo vizsgdlatai vetették fel el6szor. Kimutattak, hogy ceruleinnel indukalt akut
experimentalis pankreatitisz vizsgalata soran hipoproteinaemiaval tarsult hiperszekrécio
alakul ki patkanyban. Ezen szekrécios valtozas megel6zte a pankreaszban végbemend
morfologiai elvaltozasokat. A pankreatitisz kifejlédése utan a hiperszekréciot hiposzekreécio

valtotta fel. A fenti adatok azt sugalljak, hogy a szekrétum volumenéenek valtozasaért



(hiper- majd a késébb kialakulo hiposzekrécio) valdsziniileg a duktuszok tehetdk felelssé,
azonban ennek oka a szakirodalomban tisztazatlan. Meg kell emliteni, hogy a pankreasz
nedv volumenének csokkenése dnmagaban is képes pankreatitiszt kivaltani, melyre a

legjobb példa a cisztéas fibrozis.

4. CELKITUZESEK

Tekintettel arra, hogy az intracellularis pH (pH;) pontos ismerete kulcsfontossagu a
bikarbonat szekrécié pontos meghatarozasaban, kisérleteink soran célul tlztik ki egy
korszer(i adat analizis metodika kifejlesztésé t a pH; id6beli kovetésére. Ezt kdvetéen
(els6sorban a gatldé szabalyozé mikodés) és korélettan i (akut pankreatitiszben bet6ltott

szerepét in vitro korilmények kdzott) megfigyelését.

Részletezett célkitlizések:

4.1 Korszerl adat-analizis metodika kifejlesztése az pH; idébeli kdvetésére

4.2 A pankreasz vezetéksejtek gatlo mikodésenek tanulmanyozasa
4.2.1 A substance P (SP) hatdsanak vizsgélata a pankreasz vezetéksejtekre
4.2.2 A SP okozta szekrécio gatlas intracellularis Utjainak vizsgalata

4.3 A pankreatitiszt kivalto toxikus anyagok vizsgalata a pankreasz vezetéksejtjeinek
bikarbonat szekréciojara
4.3.1 Az epesavak hatdsanak vizsgalata
4.3.2 A nem-konjugalt és konjugélt epesavak kozotti kiilonbségek vizsgalata

4.3.3 Avirusfert6zés duktélis szekréciora kifejtett hatasanak vizsgalata



4. ANYAGOK ES MODSZEREK

Ismert, hogy a tengerimalac é€s az ember pankreasz vezetléksejtiei hasonlo
koncentraciéban szekretaljak a HCOgs™-ot (~ 140 mM). Ezért az értekezésben szereplé
0sszes kisérletet tengerimalac pankreasz vezetéksejteken végeztuk.

Kisérleteinkhez intra- és interlobularis duktuszokat izolaltunk kb. 150-200 gramm
témegi tengerimalacok hasnyalmirigyébél. A kisérlek egy részében a duktuszokat
mikroperfundaltuk . A mikroperflzio lényege, hogy a polarizalt epitél sejtek luminalis
illetve bazolateralis oldalat kilonb6zé ion 6sszetétell oldatokkal perfundaljuk.

A pHi-t, az intracellularis kalcium [Ca®")

és ATP ([ATP]J;) koncentraciot fluoreszcens
modszer rel hataroztuk meg.

A HCOg3 szekrécié mertékét harom kulonb6zé metodikaval (transzporter blokkold,
alkal6zisbol torténd regeneracio és klorid elvonasos technika) hataroztuk meg.

A SP lokalizacigjat immunhisztokémia i metodikaval, mig a PKC izoformak
jelenlétét Western Blot technika segitségével vegeztik.

Az epesavak sejtorganellumokra gyakorolt hatasait elekronmikroszkopai
vizsgalattal végeztuk.

A virusfert6zés duktalis szekrécidra kifejtett hatasanak vizsgalatahoz a sejteket
pseudorabies virussal fertdztik. A virus szerkezeti fehérjéit immunfluoreszcens festéssel
detektaltuk.

Az eredményeket atlag + standard hiba (SE) formajaban tlntettik fel (n = kisérletek
szama). A szignifikans eltéréseket Student féle paros t-probaval (amikor két csoportot

hasonlitottunk 6ssze) vagy egy tényezés ANOVA probaval (amikor 3 vagy tébb csoportot

hasonlitottunk 6ssze) hataroztuk meg. SzignifikAnsnak a p<0,05 értéket fogadtuk el.
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5. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Elsd lépésben kidolgoztunk egy korszer i 0j modszert , mellyel a koradbbiakhoz
képest Iényegesen pontosabban lehet meghatarozni a sejtek pH; -jat.

Ezt kbvetben az pankreasz vezeteksejtek neurohumoralis szabalyozasa kozil a
gatlé utakat vizsgaltuk. Immunhisztokémia segitségével kimutattuk, hogy a SP
megtalalhat6 a kis duktuszok mellett levd, ugynevezett periduktalis idegekben, a nagyobb
idegek megnyult sejtjeiben, valamint a vérerek legkllsé rétegében a tengerimalac
pankreaszaban. El6szor sikerllt kimutatnunk, hogy a SP neurokinin receptoron keresztil
emeésztest kdvetd szekrécios nedvek termelésének ledllitAsaban. A protein kindz C (PKC)
aktivaciojan keresztil létrejové gatldo hatas féként a luminalis oldalon levé anion cserélé
transzporteren keresztil valdésul meg.

Az élettani megfigyelések utan célul tlztik ki a pankreasz vezetéksejtek
pankreatitiszben betoltott korélettani szerepének tanulmanyozasat in vitro kérilmények
kozott. Kisérleteink soran a pankreatitiszben szerepet jatszo etiologiai faktorok kozul az
epesavak (nem konjugalt kenodezoxikdlsav (CDC) és a konjugalt glikokenodezoxikélsav
(GCDCQ)) Iilletve a virusok pankreadsz vezetéksejtekre gyakorolt hatasat vizsgaltuk.
Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a nem konjugalt epesavak kis dézisban (0,1

mM) stimulaljak, nagy doézisban (1 mM) pedig gatoljdk a pankreasz vezetéksejtek HCO3

V4

2+]i

dozisfuggéen emelték a [Ca“']; -t. Fontos megemliteni, hogy a CDC mind az oxidativ, mind

a glikolitikus ATP képzddést gatolta pankredsz duktalis epitél sejtekben. A kis dozisu CDC

2+]i

(szekréciot stimulald) hatasaban a [Ca emelkedésnek, mig a nagy dézisi CDC

(szekréciot gatld) hatasdban az [ATP]i csokkenésnek volt kulcsfontossagu szerepe.
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Hasonléan a kis dozisu epesavak hatdsahoz, a virus fert6zés korai szakaszaban a

Ve

Osszességében megallapithatjuk, hogy a pankreasz vezetéksejtek HCOs™ és folyadék
szekrécioja - hasonloan a tobbi epitél sejtek szabalyoz6 mechanizmusaihoz - serkenté és
gatlé szabalyozas alatt all. Kisérleteink soran a szakirodalomban elséként tisztaztuk az
egyik gatlo neuropeptid, a SP hatasait. Az epesavakkal és virusokkal végzett kisérleteink
egyeértelmlen bizonyitjak a HCOj3 szekrécio koérélettani jelentéségét. A pankreatitisz
kezdeti szakaszaban, a pankreasz vezetéksejtek fokozott szekrécioval probaljak a toxikus
anyagokat kimosni a pankreaszbdl. Ha ez a védd mechanizmus nem elégséges é€s a
toxikus anyagok nagy koncentraciéban érik el a sejteket, akkor egy szekrécios stop alakul

ki, ami jelentésen sulyosbithatja a pankreatitisz lefolyasat.
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6. UJ MEGALLAPITASOK

Az alabbi megallapitasok tengerimalac pankreasz vezetéksejtekre értendéek.

Jelen értekezésben az alabbi ) megallapitasokat tettlk.

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

6.10.

6.11.

6.12.

Kidolgoztunk egy Uj korszer( pH kalibracios metodikat.

A SP gatolja a duktalis bikarbonat szekréciot.

A SP ezen gatlé hatasat a neurokinin receptorokon keresztul fejti ki.

A SP-nek nincs hatasa a bazolateralisan elhelyezked® Na'/HCOs3™ kotranszporterre
(NBC) és a Na'/H" kicseréld transzporterekre (NHE).

A SP direkt uton gatolja a luminalisan elhelyezked DIDS szenzitiv anion cserélé
transzportert.

A SP PKC aktivacion keresztul fejti ki gatlé hatasat.

A lumindlisan alkalmazott kis doézisi nem-konjugalt epesavak stimulaljak a

Ezen stimuldlé hatasukat inozitol trifoszfat (IPs) szenzitiv intracellularis [Ca®']
emelésével hozzak létre.

A bazolateralisan alkalmazott nem-konjugélt kis doézisa (0,1 mM) epesavaknak
A luminalisan vagy bazolateralisan alkalmazott nagy dozist (1 mM) nem-konjugalt
epesavak gatoljak a pankreasz vezetéksejtek bikarbonat szekréciojat.

A lumindlisan vagy bazolaterdlisan alkalmazott nagy ddézisi nem-konjugalt

epesavak intracellularis Ca®* szint emelkedést hoznak létre.
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6.13.

6.14.

6.15.

6.16.

6.17.

6.18.

6.19.

6.20.

6.21.

6.22.

A nagy d6zisti nem-konjugélt epesavak hatasara létrejové Ca?* szint emelkedés
illetve a szekrécids gatlas nincs dsszefliggésben egymassal.

A nagy doézist nem-konjugalt epesavak mitokondrium toxikusak.

A nagy doézisi nem-konjugalt epesavak csoOkkentik az intracellularis ATP
koncentraciot.

A nagy dozisu nem-konjugalt epesavak gatoljak mind az oxidativ, mind pedig a
glukolitikus ATP szintézist.

A konjugalt epesavak bejutnak a pankreasz vezetéksejtekbe, ami epesav
transzporterek jelenlétére utal.

A nagy doézisu konjugalt epesavaknak nincs hatasa a bikarbonat szekréciora.

A nagy doézisu konjugalt epesavaknak nincs toxikus hatasa a mitokondriumokra.

A nagy doézisu konjugalt epesavak reverzibilisen csokkentik az intracellularis ATP-t.
A legyengitett, nem virulens, osztédni nem képes pszeudorabiesz virusok bejutnak
a pankreasz duktuszok sejtjeibe, de nem befolyasoljak a bikarbonat szekréciot.

A virulens herpesz virusok stimulaljak a pankreasz vezetéksejtek bikarbonat

Ve
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7. KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekelbtt készbnetemet szeretném kifejezni Prof. Takacs Tamas egyetemi
tanarnak, tanitomesteremnek, aki diakéveimtél kezdédéen tanitott, megszerettette velem a
tudomanyt és palyafutdsom soran mindvégig hasznos tanacsokkal latott el. Koszonettel
tartozom Prof. Barry Argent egyetemi tanarnak, aki a Newcastle Egyetemen bevezetett a
pankreasz vezetéksejtek sejtélettani alapjaiba. Kulén kiemelt készonetemet szeretném
kifejezni kollegamnak, baratomnak, Dr. Rakonczay Zoltan nak a kdzbsen vegzett
munkakban nyujtott kimagaslo segitségeért. Szintén megkilénboztetett kdszonetemet
szeretném kifejezni Dr. Venglovecz Viktoria nak, els6é tudomanyos fokozatot (Ph.D.)

szerz6 tanitvanyomnak, aki nagymeértékben hozzajarult az értekezés megsziletéséhez.

A tudomanyos munka elvégzéséhez nélkilozhetetlen lett volna a kiemelkedd intézeti
hattér. Ezaton kdszondm Prof. Lonovics Janos  egyetemi tanarnak, aki az l.sz.
Belgydgyaszati Klinika intézetvezetbjeként Kklinikdjan allast biztositott és végig
tamogatta/tamogatja munkamat. Koszénetemet fejezem ki Prof. Wittmann Tibor jelenlegi
tanszékvezetd egyetemi tanarnak, aki immaron 3 éve biztositja a feltételeket és tAmogatja
munkacsoportomat. Palyafutasom elérehaladasdban jelentés segitséget nyujtott Prof.
Varr6 Andrds egyetemi tandr, a Farmakolégiai és Farmakoterapiai Intézet
tanszékvezetdje, aki hazatelepllésemet kovetden milszerei biztositasaval, fontos
tandcsaival segitette munkamat. Szakmai és barati tanacsai meghatarozoja

palyafutasomnak.
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Kdszonettel tartozom volt és jelenlegi munkatarsaim nak, tanitvanyaim nak (kulon
kiemelve azokat, akik a dolgozat téméajaban kiemelkedd segitséget nyuijtottak: Dr. Ozsvari
Béla, Dr. Maléth Jozsef, Ignath Imre, Pallagi Petra) és asszisztenseim nek (Fuksz
Zoltannénak, Palfi Editnek, Arva Miklosnénak, Sitkei Agnesnek, Horesnyiné Tiindének) az
eveken keresztul nyujtott asszisztensi segitségért. Kulon készéném hazai és nemzetkozi

kollaboracios partnereimn ek (kilénésképpen Dr. Mike Graynek) 6nzetlen segitséguiket.

Es végiil, de nem utolsé sorban KIEMELT készénetem szeretném kifejezni szuleimnek
Dr. Madarasz Eva nak és Dr. Hegyi Andras nak (11988) szeretetiikért, nevelémunkajukért.
Feleségemnek Szilvia nak szeretetét, hatartalan tirelmét és a nyugodt csaladi hatter
biztositasat nem lehetett volna potolni. K6szondém gyermekeim (Judit 13é, Eszter 12é,
Sara 10,56, Anna 8é és Andras 3.5€é) felem arado szeretetét kulon kiemelve

megertésiket mely nélkil a sok tAvolmaradas elképzelhetetlen lett volna.

A kutatomunkahoz nélkilezhetetlen anyagi forrasokat hazai (OTKA, MTA, NKTH) és

nemzetkozi (Wellcome Trust, Royal Society, DFG, NIH) palyazatok biztositottak. Ezuton

k6szonbm a dontéshozoknak, hogy bizalmukkal megtiszteltek.
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