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1. RÖVID ÖSSZEFOGLALÁS 

 

1.1 Absztrakt 

 

Az 1980-as évekig úgy gondolták, hogy a pankreász vezetéksejtek fı feladata az 

acinus sejtek számára történı mechanikai váz biztosítása. Az 1980-as évek elején Barry 

Argent és mtsai. kidolgoztak egy olyan sejtizolálási metodikát, mely lehetıvé tette intakt 

pankreász duktuszok és duktális sejtek izolálását. Ezt követıen számos kísérlet 

bizonyította, hogy a duktális sejtek nem csak egy mechanikus vázat képeznek az acinusok 

számára, hanem a pankreász nedv bikarbonát és ~ 1,5 liter folyadék szekréciójáért is 

felelısek. Ezen HCO3
--ban gazdag oldat feladata, hogy kimossa az acinusok által termelt 

emésztıenzimeket a pankreász duktális rendszerébıl, illetve a duodenumba jutva 

semlegesítse a gyomornedv savas pH-ját. Kísérleteink fı metodikája a pankreász 

vezetéksejtek bikarbonát szekréciójának mérése volt, amihez a sejtek intracelluláris pH-

jának (pHi) pontos meghatározása nélkülözhetetlen. Elsı lépésben kidolgoztunk egy 

korszer ő új módszert , mellyel a korábbiakhoz képest lényegesen pontosabban lehet a 

sejtek pHi -ját megadni.  

Ezt követıen az pankreász vezetéksejtek neurohumorális szabályozása közül a 

gátló utakat vizsgáltuk. A HCO3
- szekréciót gátló útvonalak alapvetı fontosságúak a 

pankreász élettani mőködése szempontjából: (i) csökkentik a duktuszon belül kialakuló 

hidrosztatikai nyomást (megakadályozva ezáltal az enzimek parenchimába történı 

szivárgását), illetve (ii) étkezés után kikapcsolják a hasnyálmirigy nedv szekrécióját. 

Elıször sikerült kimutatnunk, hogy a substance P (SP) neurokinin receptoron keresztül 

jelentısen gátolja a pankreász bikarbonát szekrécióját, melynek jelenısége lehet az 

emésztést követı szekréciós nedvek termelésének leállításában. A protein kináz C 
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aktivációján keresztül létrejövı gátló hatás fıként a luminális oldalon levı anion cserélı 

transzporteren keresztül valósul meg. 

Az élettani megfigyelések után célul tőztük ki a pankreász vezetéksejtek 

pankreatitiszben betöltött kórélettani  szerepének tanulmányozását. Kísérleteink során az 

epesavak illetve a vírusok szerepét vizsgáltuk. Eredményeink alapján megállapíthatjuk, 

hogy a nem konjugált epesavak kis dózisban stimulálják a pankreász vezetéksejtek HCO3
- 

szekrécióját, melynek során a pankreász vezeték sejtjei megpróbálják a toxikus 

epesavakat kimosni a pankreászból. Ha ez nem sikerül és az epesavak nagyobb 

koncentrációban is elérik a sejteket, akkor a szekréció szinte teljesen gátlódik, mely döntı 

mértékben súlyosbíthatja a pankreatitisz lefolyását. Kísérleteinkben tisztáztuk, hogy a 

serkentı hatás elsısorban intracelluláris kálcium szignálon keresztül, míg a gátló hatás 

ATP csökkenés útján alakul ki. Hasonlóan a kis dózisú epesavak hatásához, a vírus 

fertızés korai szakaszában a virulens pseudorabies vírus fokozta a pankreász 

vezetéksejtek HCO3
- szekrécióját. 

Összességében megállapíthatjuk, hogy a pankreász vezetéksejtek HCO3
- és 

folyadék szekréciója - hasonlóan a többi epitél sejtek szabályozó mechanizmusaihoz - 

serkentı és gátló szabályozás alatt áll. Kísérleteink során a szakirodalomban elsıként 

tisztáztuk az egyik gátló neuropeptid, a SP hatásait. Az epesavakkal és vírusokkal végzett 

kísérleteink egyértelmően bizonyítják a HCO3
- szekréció kórélettani jelentıségét. A 

pankreatitisz kezdeti szakaszában, a pankreász vezetéksejtek fokozott szekrécióval 

próbálják a toxikus anyagokat kimosni a pankreászból. Ha ez a védımechanizmus nem 

elégséges és a toxikus anyagok nagy koncentrációban érik el a sejteket, akkor egy 

szekréciós stop alakul ki, ami jelentısen súlyosbíthatja a pankreatitisz lefolyását.    
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1.2 Közlemények 

 

Az itt felsorolt in extenso közlemények a http://www.mtakoztest.hu/kpa.htm adattárából, 
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1.3. Scientometriai adatok 

 
 
 Rész 

adat 
Összesen 

TUDOMÁNYOS ELİADÁSAI 
Kongresszusi elıadások száma ------------ 182 

TUDOMÁNYOS KÖZLEMÉNYEK SZÁMA 
Lektorált szakfolyóiratokban megjelent tudományos 
közlemények száma   

------------
--- 

50 

Ebbıl elsı vagy utolsó szerzıként 16 -------------
Nemzetközi folyóiratban 45 -------------
Hazai idegennyelvü folyóiratban 1 -------------
Hazai magyar nyelvő folyóiratban 4 -------------
Szerkesztıi levelek, hozzászólások, válaszok száma 0 -------------

Kongresszusi elıadások folyóiratban vagy könyvben ------------ 2 
Külföldi folyóiratban 2 -------------
Magyar folyóiratban 0 -------------

Folyóiratban megjelent absztraktok száma ------------ 134 
SZAKFOLYÓIRATOKBAN MEGJELENT TUDOMÁNYOS KÖZLEMÉNYEI NEK 

MINİSÍTÉSE 
Valamennyi eredeti közleményeinek összegzett impakt  

faktora   
(absztraktok és nem lektorált levelek nélkül) 

------------
--- 

147.082 

Az utolsó 10 év éves átlaga (2000. január 6 – 2010. 142.473 -------------
A PhD vagy kandidátusi disszertációban nem szereplı 
közlemények impakt faktor összege 

140.008 -------------
-- 

TUDOMÁNYOS KÖZLEMÉNYEINEK IDÉZETTSÉGE  
Idézettség összesen ------------ 615 

ebbıl független idézés 483  
ebbıl önidézés 132 -------------
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1.4 A dolgozatban használt rövidítések összefoglalá sa 

 

 

 

5-HT  5-hidroxi-triptamin 

ADH  alkohol dehidrogenáz 

AE   bazolaterális Cl-/HCO3
- (anion) cserélı transzporter 

Amilorid    3,5-diamino-6-kloro-N-(diaminometilidén)pirazin-2-karboxamid;  

[ATP] i,   intracelluláris ATP koncentráció  

β   pufferkapacitás 

BAPTA-AM   1,2-bisz-o-aminofenoxietán-N,N,N,N-tetraecetsav  

BCECF-AM    2,7-bisz-2-karboxietil-5-(és-6-)karboxifluoreszcein acetoximetil észter  

BIS  bisindolylmaleimide 

BSA  bovin szérum albumin 

BSP  bromoszulfoftalein 

Bumetanid   3-butilamino-4-fenoxi-5-szulfamoil-benzoesav  

cAMP    adenozin 3':5'-ciklikus monofoszfát 

cGMP  guanozin 3':5'-ciklikus  monofoszfát 

[Ca2+] i,   intracelluláris Ca2+ koncentráció  

CA   szénsavanhidráz  

CACC  Ca2+ aktiválta Cl- csatorna 

CDC   kenodezoxikólsav  

CFTR   cisztás fibrózis transzmembrán konduktancia regulátor 

CCK   kolecisztokinin 

DAG  diacilglicerol 

DMSO  dimetil szulfoxid 

DIDS  4, 4’-diizocianostilbene-2,2’-diszulfonsav 

ER   endoplazmatikus retikulum 

FAEE  szabad zsírsav etil észter 

FURA 2-AM polyamino carboxylic acid - acetoxymethyl ester 

GCDC  glikokenodezoxikólsav 

GFP  zöld fluoreszcens fehérje 

H2DIDS   dihidro-4, 4’-diizocianostilbene-2,2’-diszulfonsav 

IP3,   inozitol-trifoszfát  
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J(B-),   bázis beáramlás vagy sav kiáramlás 

- J(B-)   bázis kiáramlás vagy sav beáramlás 

NBC   Na+/HCO3
- kotranszporter  

NHE   Na+/H+ cserélı  

Ntcp  Na+-függı epesav transzportert 

OATP  organikus anion transzportert 

pH i  intracelluláris pH  

PBS  foszfát puffer 

PDBu  phorbol 12,13-dibutyrate 

PDD  4-α-phorbol esters 

PFU  vírus plakkot alkotó egység 

PKC  protein kináz C 

PLC   foszfolipáz C 

SOCC  raktár mediálta Ca2+ csatorna 

SP   substance P (P anyag) 

TBST  Tris puffer 

TLS   taurolitokólsav-3-szulfát 

VIP  vazoaktív intesztinális peptid 

XeC   xestospongin C 
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2. BEVEZETÉS, IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

 

2.1 Az epitél sejtek jellemz ıi 

Az epitélium  azon sejtek csoportját foglalja össze, mely a szervezetben két 

egymástól elkülönülı ion- és folyadéktartalmú teret határol el egymástól. Ebbıl adódóan 

minden területet, ahol a szervezet a külvilággal érintkezhet, vagy érintkezik epiteliális 

sejtek borítanak (pl. bır, a gasztrointesztinális traktus sejtjei, tüdı). Epitél sejtek azonban 

nem csak a külvilág és a szervezet között található, de belsı folyadéktereket - melyek nem 

érintkeznek a külvilággal - is elkülöníthet (pl. agy, belsı fül, hasüreg, mellüreg). Az epitél 

sejtek alapvetıen az alábbi tulajdonságokkal rendelkeznek (119):  

 

1. Szoros kapcsolat. Az epitél sejtek egymáshoz szorosan kapcsolódnak. A 

kapcsolódási pontokon (tight junction) minimális folyadék- és iontranszport 

valósul meg. A sejtek közötti szoros kapcsolat alapvetı fontosságú a 

védekezés illetve az egyirányú folyadék- és iontranszportok kialakításában (61). 

2. Polaritás.  Az epitél sejtek membránja két különbözı felépítéső membránból 

vagy pontosabban membrán részbıl áll, melyek egymással folytonosságot 

alkotnak és a sejtek közötti érintkezési helyeken (tight junction) kapcsolódnak 

össze. A polaritásnak alapvetı szerepe van az egyirányú 

transzportfolyamatokban (pl. a felszívódás vagy kiválasztás folyamatában). A 

két részmembránt általánosságban bazolaterális és apikális (vagy luminális) 

membránnak hívjuk (120). 

3. Tapadás. Az epitél sejtek bazális sejtrétege a kötıszöveti sejtekhez egy 

komplex struktúrájú vékony bazális membránon (rétegen) keresztül tapad, 
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mely mind az epitél sejtek, mind pedig a kötıszöveti sejtek által termelt 

anyagokból áll (54). 

4. Avaszkularizáció.  Az epitél sejtréteg nem tartalmaz ereket, ezért a sejt 

életéhez szükséges anyagokat, gázokat diffúzió útján veszik fel a 

környezetükbıl (54). 

5. Regeneráció.   Az epitél sejtréteg folyamatosan megújul. A sejtek - fıként a 

károsító hatások következtében - elhalnak és leválnak a sejtrétegrıl. Helyükre 

az epitéliumban található ıssejtekbıl újabb epitél sejtek képzıdnek, melyek 

szövet specifikusan az elıdeikhez hasonló tulajdonságokkal rendelkeznek. 

Fontos megemlíteni, hogy a daganatos megbetegedések közel 90%-a ezen 

megújulási folyamat károsodásából alakul ki (54). 

 

A fent említett tulajdonságok nélkülözhetetlenek az epitél sejtek funkcióinak 

megtartásához. Fontos kiemelni, hogy az elıbb felsorolt jellemzık minden epitél sejtre 

igazak. Az epitél sejtek sokszínősége és változatossága azonban a részletekben rejlik. 

Funkciójuk, alakjuk, specializációjuk alapján többféleképpen is csoportosíthatjuk ıket [(119)]: 

 

(a) Morfológia:    

- Laphám.  Vékony lap szerint elhelyezkedı sejtek, melyek átmérıje a felszínre merıleges 

tengelyben lényegesen kisebb, mint a felszínre párhuzamos tengelyben. Általában kevés 

funkcióval rendelkeznek, fıként védelmet (pl. bır) vagy az általuk körbezárt lumenben 

különbözı anyagok áthaladását biztosítják (pl. nyelıcsı) (119). 
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- Köbhám. Keresztmetszetében kocka alakú, hexagonális sejtek. Elsısorban olyan 

helyeken találhatóak, ahol a funkcióban a szekréció és/vagy felszívás dominál (pl. 

pankreász) (119). 

- Hengerhám . Hasonlít a köbhámhoz, de hosszmetszetében a felszínre merıleges 

tengelyben lényegesen vastagabb, mint a felszínre párhuzamos tengelyben. 

Funkciójukban hasonlítanak a köbhámhoz (pl. vékonybél) (119). 

 

(b) Funkció: 

-  Szekretáló epitélium. A folyadék- és iontranszport elsısorban a bazális membrán felöl 

a lumen irányába történik (pl. pankreász duktális sejtek, parietális sejtek) (9, 137). 

- Felszívó epitélium. A folyadék és iontranszport, beleértve természetesen más 

anyagokat is (aminosavak, glükóz stb.), elsısorban a lumen felöl a véráram felé történik 

(pl. vastagbél kripták) (17). 

 

Természetesen számtalan egyéb felosztási lehetıség van, pl. szerkezetük alapján 

(nem mirigyes vagy mirigyes, exokrín vagy endokrín); vagy pl. szekrétumuk alapján 

(szerózus, mucinózus, kevert mirigyek), azonban ezek részletes tárgyalása túlhalad ezen 

értekezés célkitőzéseitıl.  
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2.2 A gasztrointesztinális epitél sejtek áttekintés e 

A gasztrointesztinális epitél sejtek fı feladata, hogy a szervezet számára biztosítsák 

a megfelelı mennyiségő folyadék-, ion- és tápanyagfelvételt. Mőködésük bonyolult, 

elsısorban neurohumorális szabályozás alatt áll. Az összehangoltságot és bonyolultságot 

jól jelzi, hogy közel 8-10 liter különbözı összetételő, ionokkal és emésztıenzimekkel 

gazdag szekrétumot termel (nyálmirigyek (~1,5L) a gyomor (~2,5L) a vékonybél (~2L) a 

pankreász (~1,5L) a máj (~1L)), mely nélkülözhetetlen a tápanyagok lebontásához, majd 

abszorpciójához  (17). Ehhez kb. 2-3 liter napi folyadékbevitel társul, így általában 10 liter 

felett van az a napi ionokkal és tápanyagokkal teli folyadéktartalom, mely bekerül a 

gasztrointesztinális traktus lumenébe (17). A termelt nedvek nagy része, kb. 8,5 liter a 

vékonybeleken keresztül (143), míg a fennmaradó ~1,5 liter a vastagbeleken keresztül 

szívódik fel (17). Mindössze ~ 0,2-0,3 liter folyadék távozik naponta a széklettel. A fent 

említett szekréciók és abszorpciók percrıl percre szabályozott módon történnek, ezen 

folyamatokat serkentı és gátló mechanizmusok összehangolása alapvetı fontosságú. Az 

itt felsorolt rövid élettani áttekintés jól mutatja a gasztrointesztinális traktus epitél sejtjeinek, 

illetve ion transzportereinek fontosságát (17). Ezen folyadék- és iontranszportok zavara 

jelentısen növelhetik (pl. szekréciós hasmenés esetén (170)) vagy csökkenthetik (pl. cisztás 

fibrózis (156)) a lumen folyadéktartalmát. A rendellenes szekréció súlyos esetben akár 

halálhoz is vezethet.  

Az epitél sejtek ion transzportereinek expressziója illetve membránra történı 

lokalizációja – funkciójukból adódóan – jelentısen eltérnek a gasztrointesztinális traktus 

egyes területein. Míg a proton pumpa (H+/K+ ATPáz) elsısorban a parietális sejtek apikális 

membránján (189), addig a bikarbonát szekrécióért felelıs anion (Cl-/HCO3
-) cserélı 

transzporter a pankreász vezeték sejtjeinek lumenén expresszálódik nagy számban (9). 
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Ezen különbségek miatt tudják a sejtek az emésztéshez szükséges, többségében 

jelentısen eltérı ionkoncentrációjú oldatokat biztosítani.  

Az epitél sejteken keresztüli folyadéktranszport ot alapvetıen a klorid ionok 

szekréciója (58) (fıként a kálcium aktiválta klorid csatornán és cisztás fibrózis 

transzmembrán konduktancia regulátor (CFTR) klorid csatornán keresztül), az 

elektrogenikus nátrium (az epiteliális nátrium csatornán keresztül) és az elektroneutrális 

nátrium-klorid abszorpciója (fıként a nátrium-hidrogén és a klorid-bikarbonát cserélın 

keresztül) határozza meg (58). A víz ezen ionokat követve fıként a víz-csatorna 

molekulákon (aquaporinok) keresztül szívódik fel vagy szekretálódik a lumenbe (33).  

A folyadék mellett döntı fontosságú a szekrétumok pH-jának biztosítása. E nélkül 

az emésztés szinte lehetetlen lenne, mert az egyes enzimek aktivitása jelentısen függ a 

pH-tól. A gyomor fısejtjei által termelt fehérjebontó pepszin 2-4–es pH tartományban a 

legaktívabb (74), míg a zsírbontó lipáz enzim aktivációjához lúgos pH (8,0) az optimális (173). 

A luminális pH-k biztosításában az ion transzporterek döntı szerepet játszanak (pl. a 

fentebb említett H+/K+ ATPáz vagy Cl-/HCO3
- cserélı transzporterek).  

Jelen MTA doktori értekezés fı célkitőzése a gasztrointesztinális traktus egyik epitél 

sejtcsoportjának a pankreász vezetéksejtek élettani és kórélettani vizsgálata.  
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2.3 A pankreász vezetéksejtek élettani jellemzése 

 

2.3.1 A pankreász vezetéksejtek bikarbonát szekréci ójának mechanizmusa 

Az 1980-as évekig úgy gondolták, hogy a pankreász vezetéksejtek fı feladata, hogy az 

acinus sejtek számára mechanikai vázat biztosításanak. Az 1980-as évek elején Barry 

Argent és mtsai. kidolgoztak egy olyan sejtizolálási metodikát, mely lehetıvé tette intakt 

pankreász vezetékek (duktuszok) és vezetéksejtek (duktális sejtek) izolálását (10). Ezt 

követıen számos közlemény bizonyította, hogy a duktális sejtek nemcsak egy mechanikus 

vázat képeznek az acinusok számára, hanem a pankreász nedv bikarbonát és 

folyadékszekréciójáért is felelısek. Ezen HCO3
--ban gazdag oldat feladata, hogy kimossa 

az acinusok által termelt emésztıenzimeket a pankreász duktális rendszerébıl, illetve a 

duodenumba jutva semlegesítse a gyomornedv savas pH-ját (9). A pankreász 

vezetéksejtek által termelt bikarbonát szekréció mértéke jelentısen eltér egyes fajokban. A 

patkány kb. 80 mM, a nyúl kb. 110 mM míg pl. a humán vagy tengerimalac pankreász 

duktális epitél sejtek, igen magas, 140 mM-os koncentrációban is képesek HCO3
- 

szekrécióra. (9). 

 Az 1. ábra a pankreász duktális sejtjeinek HCO3
- szekréciójának jelenleg elfogadott 

modelljét szemlélteti. A szekretált HCO3
- legnagyobb része a vérbıl származik, ahonnan a 

bikarbonát ionok a bazolaterálisan elhelyezkedı Na+/HCO3
- kotranszporteren (NBC) 

keresztül jutnak a sejtbe. A HCO3
- sejten belüli akkumulációjának másik lehetséges módja 

(mely lényegesen gyorsabb, de kisebb mértékő) a vérben oldott CO2 passzív, 

sejtmembránon keresztüli diffúziója. A sejtbe bejutott CO2 a szénsav-anhidráz (CA) enzim 

segítségével szénsavvá alakul, majd a keletkezett szénsav HCO3
- ionra és protonra 

bomlik. Ezt követıen a H+ fıként a bazolaterális Na+/H+ cserélın (NHE) és minimális 
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mértékben a H+/ATPáz-on keresztül hagyja el a sejtet, míg a HCO3
- az apikális oldalon 

elhelyezkedı Cl-/HCO3
- cserélın keresztül szekretálódik a lumenbe. A bikarbonát 

szekrécióban kulcsfontosságú szerepet játszó apikális Cl-/HCO3
- cserélı az SLC26 

transzporter család tagja. A bikarbonát szekréció másik fontos transzportere a CFTR Cl- 

csatorna, amely az SLC26 transzporterhez hasonlóan a luminális membránon helyezkedik 

el. A CFTR csatorna permeabilitása az anionok közül a Cl- ionokra nézve a legnagyobb (71) 

emiatt korábban úgy gondolták, hogy ezen transzporter egyetlen feladata a Cl-/HCO3
- 

cseréhez szükséges luminális Cl- koncentráció biztosítása. Az utóbbi évek kutatási 

eredményei azonban egyértelmően bizonyítják, hogy stimulált szekréció során a csatorna 

permeabilitása megváltozik. A jelenleg leginkább elfogadott álláspont szerint 

alaphelyzetben (azaz nem stimulált állapotban) a HCO3
- ionok a Cl-/HCO3

- cserélın 

keresztül szekretálódnak a lumenbe mindaddig, amíg a bikarbonát ionok koncentrációja el 
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1. ábra. A pankreász vezetéksejtek bikarbonát szekr éciójában fontos szerepet játszó ion 
transzporterek és csatornák. NBC: Na+/HCO3

- kotranszporter, PP: proton pumpa, NHE: Na+/H+ 
cserélı transzporter, SLC26: luminalis anion transzporter, CFTR: cisztás fibrózis transzregulátor 
fehérje, CACC: Ca2+ aktiválta klorid csatorna, CA: karbonsav anhidráz. 
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A 

nem éri a ~ 70-80 mM-t. A klorid és bikarbonát cserélı fontos szerepét jól tükrözi a 

pankreász nedv ionkoncentrációjának változása (2. ábra). A két anion, a HCO3
-  és a Cl-,

 

gyakorlatilag teljesen fordított arányban változik egymáshoz képest és a két anion 

együttes koncentrációja állandó. A pankreász nedv Na+ és K+ koncentrációja gyakorlatilag 

állandó. Stimuláció hatására mind az anion cserélı, mind pedig a CFTR csatorna 

aktivitása többszörösére megnı. Mi több, a CFTR csatorna HCO3
- permeábilitása szintén 

emelkedik. Ezen változások során alakul ki a ~ 140 mM-os bikarbonátban gazdag 

szekrétum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A másik anion csatorna, amely a CFTR mellett a duktális sejtek apikális 

membránján található, a Ca2+ aktiválta Cl- csatorna (CACC), melyet az intracelluláris 

kálcium szint emelkedése [Ca2+]i (10 nM-1 µM) aktivál (72, 188). Ahogy fentebb már 

említésre került, a klorid ionok szekréciója alapvetı fontosságú a folyadékáramlás 

biztosításához. Jelenlegi ismereteink alapján ez a csatorna szolgáltatja a maximális 

szekréció alatt a luminális Cl- és folyadékszekréciót, ami elengedhetetlen a napi 1,5 liter 

bikarbonátban gazdag szekréció létrejöttében (164).   

 

2. ábra.  A pankreász nedv ion összetétele.  (A) A szekretált pankreász nedv elektrolit összetétele 
különbözı szekréciós sebesség mellett macskában. (B) A szekretált pankreász nedv elektrolit 
összetétele stimuláció hatására. (i) szekretin (ii) cerulein (iii) szekretin + cerulein. (Forrás: Vay Liang 
W Go, Pancreas, Case RM –Argent BE: Pancreatic duct cell secretion. 308. o) 

B 

szekréciós sebesség ( µl/g/min)  
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2.3.2 A pankreász vezetéksejtek bikarbonát szekréci ójának szabályozása 

A duktális HCO3
- szekréció élettani körülmények között - hasonlóan a többi epitél 

sejtek szabályozó mechanizmusaihoz - serkentı és gátló szabályozás alatt áll. Az eddig 

megjelent közlemények döntı többsége az ion- és folyadékszekréció szabályozásának a 

vizsgálatakor elsısorban a „serkent ı mőködés”  fontosságát emelik ki. Ezen serkentı 

mőködés komplex neuroendokrín szabályozás alatt áll.  

 

2.3.2.1 Serkent ı utak 

A neurális  szabályozás a nervus vagus-on keresztül valósul meg. Étkezés során 

(illetve már elıtte is a kefalikus fázis során) vagus stimuláció alakul ki és a felszabaduló 

paraszimpatomimetikus neurotranszmitter acetilkolin beindítja a szekréciót. A vazoaktív 

intesztinális peptid (VIP) neurotranszmitterrel rendelkezı neuronok száma lényegesen 

kevesebb, azonban ezen neuronok aktivációja szintén fokozza a pankreász duktuszok 

bikarbonát- és folyadékszekrécióját. A bikarbonátszekréció serkentésében azonban nem a 

neurális, hanem a hormonális  stimulációé a vezetı szerep.  

 

a) az intracelluláris cAMP  szint melésén keresztül végbemenı stimuláció 

A peptid hormonok csoportjába tartozó szekretin a duktális HCO3
- szekréció egyik 

legfontosabb szabályzó eleme, mely az intracelluláris cAMP emelésével fokozza a 

bikarbonát- és folyadékszekréciót. (10). A korábban említett VIP és a β-adrenerg agonisták 

is hasonló hatásmechanizmussal stimulálják a szekréciót (10, 70) . 

 

b) az intracelluláris cGMP szint emelésén keresztül végbemenı stimuláció 
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A guanylin és uroguanylin rövid peptidek, melyeket a vékonybél epitéliumában 

elhelyezkedı enterokromaffin sejtek termelnek. Ezek az anyagok a sejten belüli cGMP 

koncentráció emelésén keresztül fokozzák a CFTR mőködését (47). 

 

c) az intracelluláris Ca2+ koncentráció emelésén keresztül végbemenı 

stimuláció 

Az acetilkolin, hisztamin és angiotenzin II az intracelluláris kálcium koncentráció [Ca2+]i 

emelésével képes stimulálni a pankreász bikarbonát szekrécióját (10). A duktális sejtek 

szekrécióját azonban nemcsak a véráram felıl érkezı anyagok, hanem a luminális 

membrán felıli (valószínőleg az acinusok által termelt) vegyületek is befolyásolják. Az ATP, 

a lumen felıl a purinerg P2 receptorokon hatva, az acetilkolinhoz hasonlóan [Ca2+]i 

emelkedést generál, serkentve ezáltal a HCO3
- szekréciót (10). 

 

2.3.2.2 Gátló utak 

A serkentı mőködés során a hormonok és neurotranszmitterek által kiváltott sejten 

belüli jelátviteli utak viszonylag jól tisztázottak. Mindemellett a folyadék- és ionkiválasztás 

szabályozásában már bizonyították a „gátló m őködés”  jelenlétét különbözı 

epitéliumokban. A HCO3
- szekréciót gátló útvonalak alapvetı fontossággal bírhatnak 

fiziológiás körülmények között azáltal, hogy csökkentik a duktuszon belül kialakuló 

hidrosztatikai nyomást (megakadályozva ezáltal az enzimek parenchimába történı 

szivárgását), illetve étkezés után kikapcsolják a hasnyálmirigy szekréciót (13).  

 A gátló mőködés egyes részei centrális eredetőek. Ilyen pl. azoknak a neuralis 

folyamatoknak a gátlása, melyek stimulálják az epitéliumot. Ezek a folyamatok indirekt  

módon gátolják az epitélium ion- és folyadékszekrécióját. Az utóbbi évek kutatási 

eredményei azonban egyértelmően bizonyították, hogy különbözı gátló hormonok és 
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neurotranszmitterek direkt  úton is képesek gátolni az epiteliális szekréciót, mely felveti 

annak a lehetıségét, hogy az epitéliumnak sejten belüli (a serkentı utaktól független) 

gátló útjai is vannak (16, 107, 157, 183, 184). A közleményekben leginkább a bélhámsejt gátló 

útjait vizsgálták. A szakirodalomban a szerzık egyértelmően felvetik az anion szekréció 

gátlásának  fontosságát, mint a bélhámsejt normál élettani mőködéséhez nélkülözhetetlen 

folyamatot. Az alábbi intracelluláris utakat azonosították:  

 

(i) a membrán receptorok down-regulációja (pl. PKC aktivációt követıen) (183, 184),  

(ii) a serkentı intracelluláris hírvivı molekulák koncentrációjának csökkentése (pl. 

cAMP szint csökkenése neuropeptid Y, peptid YY adását (43, 157), α2-adrenerg 

agonisták adminisztrációját (107, 184) vagy szomatosztatin adását (184) követıen),  

(iii) a gátló intracelluláris hírvivı molekulák termelése pl. Ins(3,4,5,6)P4 (mely kolinerg 

aktiváció hatására termelıdik) mely blokkolja a Ca2+ által aktivált Cl- csatornát (16) és 

a phosphatidylinositol-3-kinase lipid termékek (EGF hatására termelıdnek), melyek 

gátolják a bazolaterális K+ csatornákat (16).  

 

A „gátló utak” élettani jelentıségét már több közlemény is felvetette. Például a 

pankreász vezeték lumenében kialakuló hidrosztatikus nyomásfokozódás hatására 

kialakuló (5-HT által mediált) szekréció gátlás, mely hatására csökken az intraluminalis 

nyomás. Ez kivédi az enzimek parenchimába történı kiszivárgását (167). Másrészrıl, a 

gátló mőködés élettani szerepe az étkezést követı stimulált szekréció kikapcsolásában is 

felvetıdik (6).  

A P anyag (substance P, SP) (13), a bazolaterálisan alkalmazott ATP (88) és az 5-HT 

(167) gátolja a duktális szekréciót. Jelen értekezés egyik középpontjában az undekapeptid 

SP áll, mely gátolja a szekretin által kiváltott duktális szekréciót kutyában (94, 104) és 
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patkányban(95) is. A SP emellett erıs gátló hatást fejt ki izolált patkány pankreász 

vezetékekben (i) a bazális és, (ii) szekretin által stimulált, (iii) bombesin által stimulált, (iv) 

és az acetilkolin által stimulált folyadék szekrécióra (13). A SP ezen hatása dózis-függı és 

SP antagonistával (pl. spantid) blokkolható (13). A SP kimutatható a pankreász 

idegvégzıdéseiben, ezért nagyon valószínő, hogy gátló hatása élettani jelentıséggel bír 

(130). Izolált pankreász vezetékekben azt is kimutatták, hogy a SP gátolja a cAMP által 

stimulált folyadék szekréciót is, mely arra utal, hogy a peptid gátló hatását a sejten belül 

poszttranszkripcionális szinten fejti ki (13). Mindemellett, ezen kísérletek egyike sem 

azonosította azt a csatornát vagy transzportert, illetve olyan intracelluláris szignalizációt, 

melyen keresztül a SP kifejti gátló hatását. 

 

2.4. A sav-bázis transzporterek és az intracellulár is pH (pH i) fontossága 

A pankreász vezetéksejtek legfontosabb élettani feladata a bikarbonát ionok lumenbe 

történı szekretálása. E feladat végrehajtásában nélkülözhetetlen szereppel bírnak a sejtek 

sav-bázis transzporterei (NHE, PP, NBC, AE), melyek nem csak a szekrécióban, de a 

stabil intracelluláris pH (pHi) biztosításában is fontos szerepet töltenek be. A sav-bázis 

transzporterek aktivitása jelentısen függ a pHi-tól. Míg az anion cserélı transzporter 

aktivitása pHi emelkedés során jelentısen nı, addig a NHE aktivitása lúgos közegben 

(illetve már semleges pH esetén is) közel nulla. A NHE transzporter aktivitása - az anion 

cserélı transzporterrel ellentétesen - a pHi csökkenése során fokozatosan nı. Ebbıl 

adódóan, a pHi pontos ismerete kulcsfontosságú a bikarbonát szekréció pontos 

meghatározásában. A pHi-t fluoreszcens módszerrel tudjuk meghatározni. A technika 

lényege, hogy egy nem fluoreszkáló anyag, a BCECF-AM diffúzióval bejut a sejtbe, majd a 

nem specifikus észterázok hatására egy fluoreszcens BCECF-re és egy észter csoportra 

(AM) bomlik. Tekintettel arra, hogy a BCECF a hídrolízist követıen hidrofil molekulává 
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alakul, nem tud kijutni a sejtbıl. Amennyiben 480-500 nm hullámhosszon a sejteket 

megvilágítjuk, akkor 535 nm-en a BCECF emissziós intenzitásának mértéke erısen pH 

függı lesz. A festék koncentrációja (és ezzel együtt a fluoreszcens intenzitás is) a 

folyamatos mosás következtében fokozatosan csökken a sejtben. Ezért a pHi pontos 

meghatározásához egy pH függı (490nm) és egy pH független (440nm) hullámhosszon 

kell a sejteket megvilágítani. A két különbözı hullámhosszon mért fluoreszcens intenzitás 

hányadosa pH emelkedés hatására nı, míg pH csökkenés hatására csökken.  

A fluoreszcens szignálok in situ kalibrációjára Thomas és mtsai 1979-ben dolgoztak 

ki egy metodikát, melyben a kalibráció a magas K+/nigericin technika felhasználásával 

történt (171). A kalibráció során, a duktuszokat magas K+ tartalmú HEPES oldattal mosták, 

melynek pH értékét acidótikus és alkalótikus pH között meghatározott léptékben 

változtatták. Annak ellenére, hogy az elmúlt 30 évben számtalan kutató használta - 

különbözı típusú sejteken végzett pH mérés során - a Thomas féle kalibrációs módszert, 

a módszer számos meg nem oldott kérdést vet fel. A közleményeket gondosan 

áttanulmányozva olyan furcsaságokat lehet találni, melyek magyarázatra szorulnak. 

Például ugyanazon sejtek kezdı (nyugalmi) pH-jai között jelentıs különbségeket lehet 

találni. Még akkor is, amikor a sejtek elıkészítése vagy izolálása, illetve a kísérlet során 

alkalmazott kondíciók megegyezıek voltak. Például, ugyanazon közleményben a 

hepatoma sejtek nyugalmi pH-ja 6,78 és 7,2 között változott (185). Bikarbonátot szekretáló 

epitél sejtek esetén is hasonló különbségeket találtak. A közleményekbıl az látszik, hogy a 

pankreász vezetéksejtek nyugalmi pH-ja 7,25 és 7,57 (53) között az epe vezetéksejtek 

nyugalmi pH-ja 6,88 és 7,28 (165) között változik. Felmerül a kérdés: vajon ezek a 

különbségek élettani okokból vagy a kalibráció hiányosságai miatt alakultak-e ki?  

Tekintettel arra, hogy az ion transzporterek aktivitása jelentısen függ a sejten belüli 

pH-tól, kutatásaink elején fontosnak tartottuk e kérdés pontos tisztázását.  
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2.5 A pankreatitisz patomechanizmusa 

A heveny hasnyálmirigy gyulladás egy olyan gyulladásos megbetegedés, melyben 

a specifikus és nem specifikus gyulladásos reakciók mellett, a pankreász által termelt 

enzimek korai, sejten illetve szöveten belüli aktivációja figyelhetı meg. Stressz hatására 

(az etiológiai tényezıtıl függetlenül) a kezdeti lokális gyulladásból egy generalizált, több 

szervre kiterjedı gyulladás alakulhat ki, mely több szervet érintı diszfunkciót, végsı 

esetben halált okozhat.  

 

2.5.1. A pankreász acinus sejtek szerepe 

A betegség kialakulásában döntı jelentısége van az acinus ok károsodásának. A 

pankreatitisz két legfontosabb folyamata az autodigeszció  (önemésztıdés) és a 

gyulladás .  

 

Autodigeszció: 

 Élettani körülmények között a pankreász enzimek szintézise a citoplazmától 

teljesen elkülönülve, granulumokban, inaktív formában, proteáz inhibitorok jelenlétében 

történik (69). E tulajdonságok bármelyikének károsodása a pankreatitisz kialakulását 

eredményezheti (96, 152). A pankreatitisz kialakulásának kezdeti lépése a mai napig a 

leginkább vitatott területe a pankreatitisz patofiziológiájának. A jelenleg legszélesebb 

körben elfogadott teória szerint az acinust ért károsodás során toxikus Ca2+ szignál alakul 

ki (140), mely a sejt energetikájának károsodása miatt (ATP szint csökkenés) tartósan 

emelkedett marad (142). Ennek hatására a granulumok lumenbe történı exocitózisa erısen 

gátlódik és szekréciós stop alakul ki (78). A granulumokból tripszinogén míg a 

lizoszómákból katepszin B kerül a citoplazmába. Ezt követıen a katepszin B hidrolizálja az 
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inaktív proteázt, azaz, a tripszinogénbıl, aktív tripszin keletkezik (78). Az aktív tripszin már 

önmaga is képes tripszinogént aktiválni (autoaktivácó) (105). Ezt követıen a tripszin 

aktiválja a többi pankreatikus enzimet is (pl. elasztáz, lipáz). A tripszinogén katepszin B-vel 

történı aktivációjához nélkülözhetetlen az alacsony pH (acidózis) (172). Ennek legfıbb oka 

az lehet, hogy a pankreatikus tripszin inhibitorok aktivitása alacsony pH-n jelentısen 

lecsökken. Az acidózis mellett a [Ca2+]i emelkedése is tripszinogén autoaktivációt okoz, 

azonban a mai napig vitatott, hogy a Ca2+ szignál gátlása önmagában kivédi-e, kivédheti-e 

a pankreatitisz kialakulását. Az aktív tripszin és a toxikus kálcium szignál együttesen a sejt 

halálához vezethet, aminek során az emésztıenzimek a sejtek közötti térbe kerülnek és 

beindul a pankreász majd az egyéb hasőri szervek, erek önemésztıdése.  

 

Gyulladásos folyamatok: 

Az enzimaktivációval párhuzamosan a pankreászban szintén aktiválódik a NF-κB 

transzkripciós fator, mely számos pro-inflammatorikus gén kifejezıdéséért felelıs (145, 146). 

A szövetközti térbe áramló leukociták amplifikálják a gyulladásos kaszkádot, az 

aktiválódott sejtek szabadgyököket (48) és elasztázt (122) bocsátanak ki. Ezt követıen az 

acinus- és fehérvérsejtekbıl felszabaduló proinflammatorikus mediátorok (tumor nekrózis 

faktor (TNF), interleukin-6, stb.) fokozzák a gyulladás súlyosságát (117). A gyulladás, 

hasonlóképpen, mint a tripszin intracelluláris aktivizálódása a sejtek halálához vezethetnek. 

 

2.5.2. A pankreász duktuszok lehetséges kórélettani  szerepe 

A pankresz vezetéksejtek  pankreatitisz során betöltött szerepét az 1990-es évek in 

vivo vizsgálatai vetették fel elıször. Kimutatták, hogy ceruleinnel indukált akut 

experimentális pankreatitisz vizsgálata során hipoproteinaemiaval társult hiperszekréció 

alakul ki patkányban (49). Ezen szekréciós változás megelızte a pankreászban végbemenı 
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morfológiai elváltozásokat. Hasonló hipoproteinaemiás hipervolémiás szekréciót váltott ki 

a pankreász duktális rendszerébe injektált Na+-taurokolát (49) illetve az intraperitonealisan 

alkalmazott pankreatitiszt indukáló nagy dózisú L-Arginin is.(79) Ezen megnövekedett 

folyadékszekréció minden esetben a pankreatitisz indukciót követı idıszakban alakult ki. 

Azokban a modellekben, ahol a betegség továbbfejlıdött (pl. az L-Arginin vagy a Na+-

taurokolát modell esetén) a hiperszekréciót hiposzekréció követte. A hipoproteinaemia 

kialakulásáért nagy valószínőség szerint a már fent említett acinus sejtekben kialakuló 

szekréciós stop tehetı felelıssé. A fenti adatok azt sugallják, hogy a szekrétum 

volumenének változásáért (hiper- majd a késıbb kialakuló hiposzekréció) valószínőleg a 

duktuszok tehetık felelıssé, azonban ennek oka a szakirodalomban tisztázatlan. Meg kell 

említeni, hogy a pankreász nedv volumenének csökkenése önmagában is képes 

pankreatitiszt kiváltani, melyre a legjobb példa a cisztás fibrózis. 

In vitro körülmények között eddig csak az etanol hatását vizsgálták duktális epitél 

sejteken. A kis dózisú etanol hatására megemelkedik a [Ca2+]i illetve fokozódik a duktális 

sejtek szekretin-indukálta bikarbonát szekréciója.(190). Munkacsoportunk mutatta ki, hogy 

az etanol a pankreász duktuszokra gyakorolt stimuláló hatása mellett ellazítja az Oddi 

szfinktert, mely megkönnyíti a stimulált szekrétum pankreász vezetékrendszerébıl történı 

kijutását .((155)). Ngy dózisú alkohol esetén azonban csökken a duktális szekréció (190). Ezen 

adatok azt sugallják, hogy a pankreász védekezı mechanizmusai egy komplex rendszert 

képezhetnek, melynek megismerése alapvetı fontosságú lehet a pankreatitisz 

patomechanizmusának megértésében. 

 

2.5.3 A pankreatitsz kiváltásában szerepet játszó e tiológiai faktorok 

Az akut hasnyálmirigy-gyulladás kialakulásáért 70-80%-ban az epekövesség és az alkohol 

fogyasztás tehetı felelıssé.  
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2.5.3.1. Epesavak 

Az akut pankreatitisz kialakulása leggyakrabban biliáris eredetre vezethetı vissza. 

A klasszikus Opie-féle teória  szerint az akut biliáris pankreatitisz kiváltásában az 

epehólyagban és/vagy az epeutakban képzıdı és a Vater papilláig vándorló, majd oda 

beékelıdı epekövek kóroki szerepet játszanak (135). Az impaktált kı miatt az epe kifolyása 

a duodénum felé akadályozottá válik, az epe a pankreász vezetékbe regurgitálhat, így az 

egyébként inaktív formában képzıdı szerin-proteázok (tripszinogén, kimotripszinogén, 

stb.) az epesavak hatására a pankreász vezetékben aktiválódhatnak. Az 

intrapankreatikusan aktiválódó emésztıenzimek hatására megindul a hasnyálmirigy 

önemésztıdésének folyamata, azaz kialakul az akut pankreatitisz (163).  

Acosta és mtsai igazolták, hogy az akut biliáris pankreatitisz es betegek 

székletében jelentısen gyakrabban mutathatóak ki epekı kristályok, mint az epeköves, de 

pankreatitiszben nem szenvedı betegekében (1). Ez a felismerés felveti annak lehetıségét, 

hogy az epekövek összetételének (epesavak/epefestékek/Ca2+-sók/koleszterin), az 

alkotók arányának jelentısége lehet a kórkép kialakulásában (75). Fontos megjegyezni, 

hogy az egyébként steril, baktériumokat nem tartalmazó epe biliáris pankreatitiszben 

gyakran fertızıdik (5). Ennek oka, a fertızıdés patomechanizmusa nem ismert, 

ugyanakkor jelentısége igen nagy, hiszen az egyébként steril pankreász nekrózis is 

felülfertızıdhet és súlyos, az életet veszélyeztetı szeptikus állapot, többszervi 

elégtelenség alakulhat ki. A fertızött pankreász nekrózisban szenvedı betegek 

mortalitása ma is 30% körül van (5, 129).  

Az epe fı organikus összetev ıi az epesavak, a foszfolipidek, valamint a 

koleszterol, amelyek kevert micellákat formálnak az epében. Az epesavak a májban 

glicinnel vagy taurinnal képesek konjugálódni. Az elsıdleges epesavak a májban, 
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koleszterolból képzıdnek. Ezek a kólsav, kenodezoxikólsav (CDC) és ezek konjugált 

leszármazottjai, a glikokólsav, taurokólsav és a glikokenodezoxikólsav (GCDC). 

Másodlagos epesavak az elsıdleges epesavakból (az intesztinális mikroorganizmusok 

segítségével) az epe enterohepatikus keringése során képzıdnek (85). Tint és mtsai. a 

tengerimalac epéjének tanulmányozása során azt találták, hogy a tengerimalac epéjének 

fı alkotórésze a kenodezoxikólsav, az urzodezoxikólsav, és a 7-ketolitokólsav (174). 

Legnagyobb mennyiségben a kenodezoxikólsav fordul elı, majd ezt követi a 7- 

ketolitokólsav és végül az urzodezoxikólsav. A késıbbiekben más tanulmányok is 

megerısítették (50), hogy a tengerimalac elsıdleges epesava a CDC, amelynek egy része 

az enterocirkuláris keringés során 7-ketolitokólsavvá oxigenizálódik. Ez azt sugallja, hogy 

a 7-ketolitokólsav baktériumok által képzıdik, majd reabszorbeálódik és urzodiollá alakul 

az állat májában. 

Az epesavak luminális diffúzióval vagy epesav transzporterek  segítségével jutnak 

be a sejtekbe. A nem-konjugált epesavak gyenge savak, ezért egyszerően átdiffundálnak 

a plazmamembránon (176). Ezzel szemben, a taurinnal vagy glicinnel konjugált epesavak 

számára a membrán átjárhatatlan, ezért a sejtekbe történı felvételükhöz transzport 

mechanizmusra van szükség (124). Jelenleg nagy számú epesav transzportert sikerült 

klónozni, illetve lokalizálni a polarizált epitél sejtek luminális vagy bazolaterális oldalán (77, 

110, 176). Az epesav transzporterek jelenlétét a pankreászban eddig még csak acinus 

sejtekben vizsgálták (99, 166). Pankreász acinus sejtekben két típusú epesav transzportert 

sikerült kimutatni; egy nagy-affinitású Na+-függı epesav transzportert (Ntcp), és egy 

organikus anion transzportert (Oatp), amely a nátriumtól független epesav felvételért 

felelıs. A transzporterek immunofestése azt mutatta, hogy míg az Ntcp az acinus sejtek 

lumináris oldalára lokalizálódnak, addig az Oatp-vel szembeni antitestek mind a 

bazolaterális mind az apikális oldalát megfestették a sejteknek (99, 166). Mindkét 
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transzporter képes bejuttatni az epesavakat az acinus sejtekbe, az Ntcp nátriummal, míg 

az Oatp szerves anionhoz kapcsoltan. Nincs adat az irodalomban, hogy az epesavak 

vajon képesek-e aktívan transzportálódni a pankreász vezeték epitél sejtekbe, és ha igen 

milyen mechanizmuson keresztül. 

Az epesavak toxikus hatásá nak celluláris mechanizmusát különbözı típusú epitél 

sejteken, fıképp májsejteken (21, 22) és epe sejtvonalon (159) tanulmányozták. A 

májsejtekben az erısen toxikus monohidroxi epesavak kálcium szignálokat képesek 

kiváltani (41). Hasonló eredményeket figyeltek meg pankreász acinus sejtek esetében is 

(178), ahol a taurolitokólsav 3-sulfate (TLC-S) lokális apikális kálcium szignálokat, globális 

tranziens oszcillációkat, és tartós kálcium emelkedéseket váltott ki. A kálcium forrása 

intracelluláris, és elsısorban inozitol trifoszfát által mediált (34). Az epesavak kálcium 

felszabadító sajátossága feltételezi, hogy a kálcium egy fontos közremőködı faktor az 

epesav-indukált sejthalálban. A konstitutívan magas szinten jelenlévı [Ca2+]i különbözı 

másodlagos szignalizációs útvonalakat indít be (21, 56, 159). Az egyik ilyen útvonalat (amely 

sejthalálhoz is vezet), Kim és mtsai tanulmányozták (99). Vizsgálataik szerint az epesavak 

azáltal emelték meg a [Ca2+]i-t, hogy legátolták a szarko/endoplazmatikus retikulum 

Ca2+ATP-áz pumpáját, míg a Ca2+ raktárakat kiürítették. Más tanulmányok fıként a bélben 

és a májban az epesavak által aktivált protein kináz C enzimet vizsgálták (21, 63, 147). 

 

2.5.3.2. Alkohol 

Az alkohol az európai országokban általában a második leggyakoribb etiológiai 

faktor akut pankreatitiszben (64). Annak ellenére, hogy ezen értekezés célkitőzései között 

nem szerepel az alkohol hatásának vizsgálata, fontosnak tartjuk röviden összefoglalni az 

alkohol hatásait. Ez azért is fontos, mert a legújabb felmérések szerint a felnıttkori 

halálozás (ami nem az öregedés következményeibıl alakul ki) leggyakoribb oka több 
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országban is (pl. Oroszország) a túlzott mértékő alkoholfogyasztás (MRC/40/09 Media 

Release, 2009). 

Érdekességképpen meg kell említeni, hogy etanollal önmagában nem lehet 

experimentális pankreatitiszt kiváltani. (7, 141) Sem a folyadékban bevitt etanol, sem pedig 

az intragasztriálisan alkalmazott etanol infúzió nem tud pankreatitiszt kiváltani patkányban 

(55). In vitro kísérletek szerint, még a magas koncentrációjú etanolnak is minimális hatása 

volt az acinus sejtek [Ca2+]i-ra (45, 46)
. Ezek az adatatok arra utalnak, hogy nem az etanol, 

hanem annak metabolitjai játszanak döntı szerepet a betegség kialakulásában. Az etanol 

lebomlása mind oxidatív mind pedig nem-oxidatív úton történhet. Az oxidatív lebomlást az 

alkohol dehidrogenáz (ADH) mediálja. ADH hatására az etanolból acetaldehid képzıdik. 

Az acetaldehidnek önmagában nincs hatása a pankreász acinus sejtekre, ezért nem 

valószínő, hogy szerepet játszik a betegség kialakításában. Ezzel szemben, az etanol 

nem-oxidatív lebomlási termékei (szabad zsírsav észterek - FAEE) toxikus [Ca2+]i 

emelkedést indukálnak (44, 45). Nem csak in vitro de in vivo körülmények között is 

igazolódott a FAEE toxikus hatása. FAEE patkányba történı infundálásának hatására 

vakuolizáció és tripszinogén aktiváció volt megfigyelhetı az acinus sejtekben (186). Fontos 

megjegyezni, hogy a FAEE szintáz koncentrációja a pankreászban a legnagyobb (186). A 

poszt-mortem vizsgálatok is az etanol nem-oxidatív lebomlási útjára hívják el a figyelmet. 

Akut alkohol intoxikációban elhunyt embereknél is a FAEE szintáz koncentrációja a 

pankreászban volt a legnagyobb (109).  

A jelenleg legelfogadottabb teória szerint az etanolból FAEE szintáz hatására FAEE 

képzıdik, ami az ER-ból IP3 mediálta úton Ca2+–ot szabadít fel (44, 45). Ezt követıen a 

FAEE-bıl hidrolázok hatására szabad zsírsav (FA) képzıdik, amelyik az alkohol lebomlási 

termékei közül a legtoxikusabb károsító tényezı. A FA erısen gátolja a mitokondriális ATP 
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szintézist, mely hatására a megemelkedett [Ca2+]i nem tud az ER-ba visszatérni. A 

kialakuló toxikus Ca2+ szignál pedig a sejt halálát fogja okozni (44). 

Hasonlóan az acinus sejtekhez az etanolnak önmagában nincs hatása, sem a 

[Ca2+]i emelkedésre, sem pedig a duktális bikarbonát szekrécióra. Szekretinnel együtt 

adva, kis dózisban (1mM) viszont fokozzák a bikarbonát szekrécióját (190). Nagy dózisban 

(100mM) viszont, szekretintıl függetlenül gátolják a bikarbonát szekrécióját. Ez a toxikus 

hatásuk nagy valószínőség szerint szintén az ATP szintézis csökkenésén keresztül 

valósul meg, azonban erre vonatkozóan nem áll irodalmi adat rendelkezésünkre.  

 

2.5.3.3. Vírusok 

Számos vírusról kimutatták, hogy akut pankreatitiszt válthanak ki. A Coxsackievirus 

B3 (179) és B4 (86), mumpsz vírus (86), varicella (100), hepatitisz A (97) és B (52), citomegalovírus 

(187), varicella-zoster vírus (144) és herpesz szimplex vírus (HSV) (160) szerepelnek a 

leggyakoribb pankreatitiszt indukáló vírusok között.  

A pszeudorabies vírus (PRV) közeli kapcsolatban áll a HSV-vel, mely közismerten 

humán patogén vírus (26, 29). Természetes körülmények között PRV fertızés a malacban 

fordul elı. Ettıl függetlenül számos emlıs család is hordozhatja (húsevık, patások és 

rágcsálók) a kórokozót. Az emberi faj rezisztens a vírusra (26). A PRV fertızés egy 

többlépéses folyamat, melynek elsı lépésében a vírus receptor-mediáltan kapcsolódik a 

gazdasejt felszínéhez. Ezt követıen a vírus bejut a sejtbe, a PRV nukleokapszid 

megközelíti a sejmag membránját és egy nem teljesen ismert mechanizmussal bejuttatja 

vírális DNS-ét a sejtmagba. A vírus lítikus ciklusa egy transzkripcionális kaszkád 

mechanizmus szabályozása alatt áll (29). Arra vonatkozóan, hogy a vírusfertızésnek milyen 

hatásai vannak a pankreász duktális bikarbonát szekrécióra, nem áll rendelkezésünkre 

információ.  
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2.5.3.4. Egyebek 

Az epesavak, alkohol (zsírsavak) és vírusokon kívül természetesen más toxikus anyagok 

is indukálhatnak pankreatitiszt. Fertızı ágensek nél a vírusokon kívül meg kell említenünk 

a baktériumokat (pl. yersinia (151), szalmonella (25), kampilobaktérium (35)) parazitákat 

(aszkarisz (154), clonorchis (161)) és a gombás fertızést is (aszpergillusz (139), candida (37)). A 

metabolikus  okok között a primer hypertrigliceridaemiát (181) és a lipoprotein lipáz 

deficienciát (181) feltétlen ki kell emelnünk. A gyógyszerek  közül kb. 40 különbözı 

hatóanyagot hoztak összefüggésbe a pankreatitisz kialakulásával (pl. didanosine (76), 

azathioprine (118)), melyek ismerete fontos a pankreász betegek kezelése 

megtervezésében. A veleszületett rendellenességek  (pl. pankreász divízum (169)), 

tripszin mutációk  (105) és különbözı hasőri traumák  (36) szintén az etiológiai okok között 

szerepelnek. Multicentrikus genetikai vizsgálatok irányába mi is folytattunk kutatásokat (150), 

ezen vizsgálatok bemutatása azonban nem szerepel az értekezés célkitőzései között.  
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3. CÉLKITŐZÉSEK 

 

Kísérleteink során célul tőztük ki egy korszerő adat analízis metodika kifejlesztésé t 

a pHi idıbeli követésére. Ezt követıen fontosnak tartottuk a pankreász vezetéksejtek 

bikarbonát szekréciójának élettan i (elsısorban a gátló szabályozó mőködés) és 

kórélettan i (akut pankreatitiszben betöltött szerepét in vitro körülmények között) 

megfigyelését.  

 

Részletezett célkitőzések: 

 

3.1. Korszerő adat-analízis metodika kifejlesztése az pHi idıbeli követésére 

3.2. A pankreász vezetéksejtek gátló mőködésének tanulmányozása 

3.2.1. A SP hatásának vizsgálata a pankreász vezetéksejtekre 

3.2.2. A SP okozta szekréció gátlás intracelluláris útjainak vizsgálata 

3.3. A pankreatitiszt kiváltó toxikus anyagok vizsgálata a pankreász vezetéksejtjeinek 

bikarbonát szekréciójára 

3.3.1. Az epesavak hatásának vizsgálata 

3.3.2. A nem-konjugált és konjugált epesavak közötti különbségek vizsgálata 

3.3.3. A vírusfertızés duktális szekrécióra kifejtett hatásának vizsgálata 
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4. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

4.1 Etikai engedély 

Az állatkísérleteket mind a Munkahelyi Állatvédelmi Bizottságtól (MÁB) mind, pedig 

az ÁNTSZ-tıl megkapott hivatalos engedélyek birtokában végeztük.  

 

4.2. Intakt pankreász duktuszok izolálása 

Intra- és interlobuláris duktuszokat izoláltunk kb. 150-200 gramm tömegő 

tengerimalacok hasnyálmirigyébıl. A tengerimalac hasnyálmirigyet 37 C°-on 30 perci g 

kollagenázzal emésztettük, majd ezt követıen a duktuszokat mikrodisszekciós technikával 

sztereomikroszkóp alatt izoláltuk (3. ábra). Az izolált duktuszokat 37 C°-os 5%-os CO 2-t 

tartalmazó inkubátorban 24 órán keresztül inkubáltuk. Ez idı alatt a duktuszok két vége 

leforrt és a szekréciónak köszönhetıen lumenük felhízott (10).  

      
 
3. ábra: Frissen izolált pankreász duktuszok fénymi kroszkópos képe.  Lm: lumen, Ep: epitél sejtek, 
C.t.: kötıszöveti sejtek (forrás: fotó B.E.Argent, Newcastle Egyetem) 
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4.3 Pankreász duktuszok mikroperfúziója 

A kísérlek egy részében a duktuszokat mikroperfundáltuk (88). A mikroperfúzió 

lényege, hogy a polarizált epitél sejtek luminális illetve bazolaterális oldalát különbözı ion 

összetételő oldatokkal perfundáljuk. A hasnyálmirigy duktuszok lumenének a 

perfundálásához egy külsı, tartó pipettát és egy belsı, perfúziós pipettát készítettünk (4. 

ábra). A luminális perfúzió során a duktusz egyik végét levágtuk, a másik végét pedig a 

tartó pipettába szívtuk. Ezt követıen a belsı perfúziós pipettát finoman a duktusz 

lumenébe vezettük. A perfúziós pipettán keresztül a duktusz lumenébe jutatott oldat (10-

30 µl/perc) a levágott végen keresztül hagyta el a duktuszt. A luminális perfúzióval 

megegyezı irányú, nagy sebességő külsı perfúzió (4-5 ml/perc) biztosította, hogy a 

luminálisan adott oldat a duktusz lumenébıl kijutva ne jusson a bazolaterális oldalhoz.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
4. ábra. Perfundált tengeri malac pankreász vezeték . (A) extracelluláris tér, (B) intraluminalis 
tér, (C) rögzítı pipetta, (D) perfundáló pipetta. 

A 

B 

C 

D 
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4.4. Fluoreszcens vizsgálómódszerek 

 

4.4.1. Intracelluláris pH (pH i) mérés 

A 12 órán keresztül inkubált duktuszokat Cell Tak adhéziós molekula segítségével 

üveglemezhez (24 mm2) rögzítettük, mely egy perfúziós kád alapját képezte. A kádat egy 

Olympus CellR (Olympus, Budapest, Magyarország) fluoreszcens képalkotó mikroszkóp 

tárgyasztalára helyeztük. Ezt követıen a duktuszokat 20-30 percig egy pH-érzékeny 

fluoreszcens festékkel (BCECF-AM-el (2 µM)) inkubáltuk 37°C-on, standard HEPES 

oldatban. Inkubálást követıen a duktuszokat folyamatosan, 4-5 ml/perc sebességgel 

különbözı oldatokkal perfundáltuk. A kísérletek során 4-5 területrıl (ROI) győjtöttük a 

fluoreszcens intenzitást, melyek mindegyike 10-20 sejtbıl álló területet foglalt magában. A 

sejteket elıször 490 nm majd 440 nm hullámhosszúságú fénnyel felváltva gerjesztettünk, 

majd a 490/440 fluoreszcens emissziós arányt 535 nm hullámhosszon mértük. 

Másodpercenként 4 pHi mérést rögzítettünk. A fluoreszcens szignál (490/445 hányados) 

kalibrációját az eredmények 3.1 fejezet leírás alapján végeztük. 

 

4.4.2. Intracelluláris kálcium koncentráció [Ca 2+] i mérése 

A [Ca2+]i mérését a pHi meghatározáshoz hasonlóan végeztük. A sejteket azonban 

a kálcium szenzitív FURA 2-AM-mel (5µM) töltöttük fel. A sejteket 340 nm és 380 nm 

hullámhosszúságú fénnyel megvilágítottuk, majd a 340/380-as emissziós hányadost 510 

nm hullámhosszon mértük. A perfúziós sebesség és az adatrögzítés módja teljes 

egészében megegyezett a pHi mérés adataival.  
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4.4.3. Intracelluláris ATP ([ATP] i) mérés 

Az [ATP]i koncentráció mérését technikailag hasonlóan végeztük, mint a korábbi két 

fluoreszcens mérést. A sejteket 4 µmol/L Mg-Green-AM festékkel 30 percig töltöttük 

szobahımérsékleten. Tekintettel arra, hogy az ATP-nek az ADP-tıl 10x erısebb a 

magnézium ionokhoz történı kötıdése, a sejten belüli Mg ionok nagy része MgATP 

formátumban van jelen (44, 87, 115). Ezáltal, a Mg-Green által kibocsájtott fluoreszcens jel 

arányos lesz az ADP:ATP hányadossal, aminek hatására jól követhetı a [ATP]i szint 

alakulása. Ha a fluoreszcens intenzitás emelkedik, akkor az [ATP]i szint csökken. A 

sejteket 476 nm-en világítottuk meg és a fluoreszcens intenzitást 535 nm-en győjtöttük.  

 

4.5. A sejtek pufferkapacitásának ( β) meghatározása  

A hasnyálmirigy duktális sejtek saját pufferkapacitásának (βi) meghatározásához az 

ammónium-pulzus technikát alkalmaztuk (185). A βi  a sejt  azon képességét mutatja, hogy 

mennyire képesek a pHi-ban bekövetkezı változásokat pufferolni. A hasnyálmirigy duktális 

sejteket Na+ és HCO3
- ionoktól mentes, különbözı koncentrációjú NH4Cl oldattal 

perfundáltuk. A Na+ és HCO3
- oldatból történı kivonása biztosította a sav-bázis 

transzporterek kikapcsolását. A βi-t a Henderson-Hasselbach egyenlet segítségével 

határoztuk meg. A teljes pufferkapacitást a  

 

 βtotal = βi + β HCO3-
 = βi + 2.3 x [HCO 3

-] i  

 

képlet segítségével számoltuk ki, ahol β HCO3-
 a HCO3

-/CO2 rendszer pufferkapacitást, míg 

a [HCO3
-]i a HCO3

- sejten belüli koncentrációját jelenti (5. ábra). 
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4.6. A HCO3
- szekréció meghatározása 

Kísérleteink során a bikarbonát szekréciót három különbözı metodikával mértük. 

Transzporter blokkoló metodika.  Ezen kísérletek során a HCO3
- akkumulációjában 

szerepet játszó bazolaterális transzportereket, a NHE-t illetve a NBC-t, 0,2 mM amilorid 

valamint 0,1 mM DIDS 5 percen át történı adásával gátoltuk (168). Ennek köszönhetıen a 

pHi csökkenését figyelhettünk meg. Az acidifikáció mértéke a sejt pufferkapacitását illetve 

az apikális membránon keresztüli HCO3
- kiáramlás sebességét tükrözi (168). Az amilorid és 

DIDS adásának elsı 60 másodpercében bekövetkezı pHi csökkenés mértékét (∆pH/∆t) 

lineáris regressziós analízis segítségével számoltuk ki. A regressziós görbe felvétele 240 

adatpont felhasználásával (4 pHi mérés másodpercenként) történt.  

Alkalózisból történ ı regeneráció . Ezekben a kísérletekben a duktuszokat 3 percig 20 

mM NH4Cl-tartalmú oldattal perfundáltuk, amely azonnali, rendkívül gyors pHi növekedést 

 5. ábra A hasnyálmirigy duktális s ejtek pufferkapacitása . A hasnyálmirigy duktális sejteket 
különbözı koncentrációjú Na+ és HCO3

- mentes NH4Cl oldattal perfundáltuk. Na+ hiányában a Na+-
függı pH szabályozó mechanizmusok nem mőködnek. Az intrinszik pufferkapacitást (βi) a 
Henderson-Hasselbach egyenlet segítségével határoztuk meg (n = 40). A regressziós analízist 
Excel program segítségével végeztük. A teljes pufferkapacitást (βtotal) a βtotal = βi + β HCO3

- = βi + 2,3 x 
[HCO3

-]i képlet segítségével számoltuk ki, ahol β HCO3-
 a HCO3

-/CO2 rendszer pufferkapacitást, míg a 
[HCO3

-]i a HCO3
- sejten belüli koncentrációját jelenti. 
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eredményezett. Az alkalózisból történı regeneráció mértékét (∆pH/∆t) az elsı 30 

másodpercben (120 adatpont) vizsgáltuk a már korábban említett regressziós analízis 

segítségével.  

Klorid elvonásos technika . A Cl- luminalis oldalról történı elvonása szubsztrát hiányában 

leállítja majd megfordítja az anion cserélı transzporter mőködését. Az alkalózis 

mértékékbıl következtethetünk az anion cserélı transzporter aktivitására. Az alkalózis 

kialakulásának sebességét (∆pH/∆t) az elsı 60 másodpercben (240 adatpont) vizsgáltuk a 

már korábban említett regressziós analízis segítségével. 

 

A pHi –ban bekövetkezı változásokat a 

 

J(B-) = ∆pH/∆t x βtotal  

 

egyenlet segítségével bázis árammá [J(B-)] konvertáltuk. A befelé irányuló bázis áramokat 

J(B-), míg a kifelé irányuló áramokat -J(B-)-ként jelöltük.  

 

4.7. Immunhisztokémia 

A SP immunhisztokémiai analíziséhez 4%-os formalinban fixált paraffinba ágyazott 

hasnyálmirigy metszetet használtunk. Az 5 µm vastagságú metszetek festését automata 

rendszer végezte (Autostain, Dako, Glostrup, Denmark). A metszeteket elıször 

megtisztítottuk, majd az endogén peroxidáz aktivitást 10 perces 3%-os H2O2 kezeléssel 

blokkoltuk. Az antigén helyeket 120 °C-on 3 perces citrát pufferben történı inkubálással 

tártuk fel. Ahhoz, hogy a nem specifikus festıdéseket minimalizáljuk, a metszeteket 30 

percig, tejben elıkezeltük. Ezt követıen a metszeteket 30 percig (1:50 hígitás; Bio Genex 

Laboratories, San Ramon, CA) anti-egér SP elsıdleges poliklonális ellenanyaggal 
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inkubáltuk, majd kétszer 10 percig mostuk LSAB2-el (DAKO). Az immunoreaktivitást 10 

perces 3,3’-diaminobenzidin-ben történı inkubálással mutattuk ki, majd a metszeteket 

dehidráltuk. A SP jelenlétét sötétpiros kromagénnel detektáltuk.  

 

4.8 Elektronmikroszkópia 

Kísérleteink során a már korábban részletezett módon intra- és interlobuláris 

duktuszokat izoláltunk. A duktuszokat ezt követıen 1-10 perc idıtartamra különbözı 

anyagokkal CDC, GCDC, cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP)) kezeltük, majd 24 

órára 4 °C-on fixáló oldatba helyeztük (3% glutáral dehidet és 2% dextránt tartalmazó 

foszfát-puffer oldat). A duktuszok beágyazása az 1. táblázat protokollja alapján történt. 70 

µm vastag félvékony metszeteket LEICA Reichert Ultracut S típusú mikrotom segítségével 

készítettünk. A metszeteket Toluidin-kék festékkel festettük meg. A következı lépésben a 

mintából ultravékony (70 nm) metszeteket készítettünk, majd azokat egylyukú hártyásított 

rácslemezre vittük fel. Utolsó lépésként a minta kontrasztozását végeztük: a mintát 0,25%-

os uranyl-acetát oldatba 30 percen keresztül 40 °C- ra helyezzük, majd 5 percig 20 °C-on 

Reynolds-féle ólom-citrát oldatban inkubáltuk. A transzmissziós elektronmikroszkópia 

során Phillips CM 10 típusú elektronmikroszkópot használtunk. A képeket analySIS nevő 

program segítségével 1450-64000 nagyításban készítettük el.  

  

 

 

 

 

 

 

Foszfát-pufferes mosás 10  

Inkubálás 1%-os OsO4-ban 60  

Foszfát-pufferes mosás 10  

Mosás 50%-os alkoholban 5  

Mosás 70%-os alkoholban 5  

Inkubálás 70%-os alkoholban oldott uranyl-acetátban      20  

Mosás 96%-os alkoholban 2*10  

Mosás abszolut alkoholban 2*10  

Mosás acetonban 2*10  

Beágyazás aceton-epon keverékbe 30  

Beágyazás epon keverékbe (60°C) 30  

 
1. Táblázat. A pankreász duktuszok beágyazásának menete.  

perc 
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4.9 Western Blot 

A tengerimalac hasnyálmirigybıl izolált intra- és interlobuláris duktuszokat 

felhasználásig -70°C-on tároltuk. Hozzávet ılegesen 100 darab duktuszt 75 µl lízis 

pufferben homogenizáltunk (lízis puffer összetétele: 250 mmol/l szukróz, 50 mmol/l 

HEPES, pH 7,5, 2 mmol/l EGTA, 10 mmol/l EDTA, 20 µmol/l leupeptin, 0,2 mMol/l 

phenylmethylsulfonyl fluoride, 2 µg/ml aprotinin, 2 mmol/l Na-ortovanadát, és 10 mmol/l 

Na-pyrophosphate). Ezt követıen a sejtlizátumot 5 percig SDS minta pufferben (500 mM 

Tris _HCl (pH 6,8), 28% glycerol, 6% SDS, 6 mM EGTA, 24% mercaptoetanol, és 

0.0003% bromphenol kék) fıztük, majd -70°C-on tároltuk felhasználásig. Az így  elkészített 

mintákat SDS poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS page), 6%-os gélben a Xcell 

SureLock elektroforetikus készülék segítségével (Invitrogen, Budapest, Magyarország) 

választottuk el. Pozitív kontrollként tengerimalac agyat használtunk (10 µg fehérje), míg a 

fehérjék méretének meghatározásához Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker-t 

vittünk fel a gélre (Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK). Az elektroforetikus 

szeparáláshoz a Laemmli metodikát alkalmaztuk (108). A PVDF (polyvinylidene fluoride) 

membránokat (Fluka, Budapest, Magyarország) 1 percig aktiváltuk metanolban, majd 5 

percig inkubáltuk a transzfer pufferben. Ezt követıen a fehérjéket a gélrıl átvittük a 

membránra, majd a membránt 1 órán keresztül szobahımérsékleten Tris-t tartalmazó 

sóoldatban (Tween 20 (TBST): 10 mM Tris, 0,5 M NaCl, és 1% Tween 20, pH 7,4 és 2% 

(wt/vol) ECL Advance blocking agent (Amersham) blokkoltunk. Az izoform specifikus 

elsıdleges ellenanyagokat a blokkoló oldatban hígítottuk (1:1000 hígítás), majd ebben az 

oldatban a membránokat 1 órán keresztül inkubáltuk. Az inkubációt követıen a 

membránokat TBST-ben mostuk, majd megfelelı, torma peroxidázzal konjugált 

másodlagos antitesttel (1:10000 hígítás) 1 órán keresztül inkubáltuk. Az immunjelek 
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elıhívása kemilumineszcens szubsztrátot használtunk (ECL kit), majd a jelet fényérzékeny 

röntgen filmre rögzítettük (Kodak Biomax Light film, Rochester, NY).  

 

4.10 A kísérletekben használt vírus törzsek 

Kísérleteink során a PRV genetikailag módosított, replikálódni képes virulens 

törzsét, a Ba-Dup Green-t (BDG) használtuk. A BDG létrehozásához Bartha vírust 

használtunk (18), amely a PRV vírustörzs legyengített formája (oltóanyag). A genetikailag 

módosított zöld fluoreszcens fehérje (GFP) génjét expressziós kazettában a PRV rövid 

fordított ismétlıdéseket tartalmazó (inverted repeat) szegmensében található antisense 

promóter régiójába inzertáltuk (26, 31). Kontroll törzsként a PRV replikálódni nem képes, Ka-

EPOlacgfp (KEG) vírus törzsét használtuk. A KEG vírustörzset a ribonukleotid reduktáz kis 

alegységének (28) és a korai fehérje (EPO) gének (27) deléciójával hoztuk létre. A GFP és β-

galaktozidáz (lacZ) géneket tartalmazó expressziós kazettát az EPO gén helyére 

inzertáltuk (32). Ennek a mutációnak köszönhetıen a vírus elvesztette replikációs 

képességét (32). 

 

4.11 A hasnyálmirigy duktuszok vírussal történ ı fertızése 

A duktuszok tápfolyadékát 107 PFU/ml BDG vírussal vagy 1010 PFU/mL KEG 

vírussal egészítettük ki. A duktuszokat a vírust tartalmazó tápoldatokkal 6 órán keresztül 

inkubáltuk. A nem-fertızött duktuszokat normál tápfolyadékban inkubáltuk. Ezt követıen 

mind a fertızött, mind pedig a kontroll duktuszokat további 18 órán keresztül normál 

tápfolyadékban inkubáltuk. A 24 órás (teljes inkubálási idı) inkubálási idı végére a 

duktuszok két vége leforrt és a szekréciónak megfelelıen felhíztak (10). 
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4.12 A vírus szerkezeti fehérjéinek kimutatása 

A vírus szerkezeti fehérjéit immunfluoreszcens festéssel azonosítottuk. Az izolált 

duktuszokat 1 órán keresztül 40 g/l paraformaldehidben-PBS oldatban (pH 7,4) 

szobahımérsékleten fixáltuk. Ezt követıen a duktuszokat háromszor PBS-ben mostuk, 

majd 1 órán keresztül 10 g/l szarvasmarha szérum albumint (BSA) és 1 ml/l Triton X-100-

at tartalmazó PBS oldatban szobahımérsékleten blokkoltuk. A duktuszokat nyúl 

poliklonális antivirális ellenanyaggal (Affinity Bioreagents, Golden, USA) 1:500 hígításban 

24 órán keresztül 4°C-on inkubáltuk. Az inkubálást ismét háromszori PBS-es mosás 

követett, majd a duktuszokat újabb 24 órán keresztül a vörös színtartományban emittáló 

Alexa Fluor 633-as anti-nyúl másodlagos ellenanyaggal (1:1000 hígítás; Molecular Probes, 

USA) 4°C-on inkubáltuk. Újabb mosást követ ıen a duktuszokat tárgylemezre rögzítettük. 

A kontroll duktuszoknál immunohisztokémiai festıdés nem volt megfigyelhetı. A vírus 

GFP expresszióját és az immunfluoreszcens szignálokat konfokális lézer pásztázó 

(scanning) mikroszkóp (Zeiss, LSM 400) segítségével vizsgáltuk.  

 

4.13 Oldatok és anyagok 

A kísérleteinkben használt oldatok összetételét a 2. táblázat foglalja össze. A 

HEPES tartalmú oldatokat 100% O2-vel gázoltattuk a pH értéküket pedig 7,4 -re állítottuk 

be HCl vagy NaOHsegítségével. A HCO3
--ot tartalmazó oldatokat karbogénnel (95% O2 / 

5% CO2) gázoltattuk. Az oldatok hımérséklete minden esetben 37ºC volt. Az összes 

laboratóriumi vegyszert, fehérjéket, transzporter blokkolókat és ionofórokat a Sigma-

Aldrich vegyszercégtıl rendeltük (Budapest, Hungary). A kromatográfiás tisztaságú 

kollagenázt a Worthington cégtıl szereztük be (Lakewood, NJ, USA). A nigericint abszolút 

etanolban, a DIDS-et és amilorde-ot DMSO-ban, míg a szekretint, SP-t és spantid-et 1% 
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albumint tartalmazó oldatban oldottuk. A Cell-Tak sejtragasztót a Beckton Dickinson cégtıl 

szereztük be (Bedford, MA, USA). A BCECF-AM, FURA-AM, Mg-Green-AM fluoreszcens 

festéket a Csertex Kft-tıl vásároltuk (Budapest, Magyarország).  

 

 Standard 
HEPES 

Standard 
HCO3

- 
magas-K+ 
HEPES 

NH4
+ 

HEPES 
NH4

+ 
HCO3

- 
Na+ 

mentes 
HEPES 

NH4
+ 

Na+ 
mentes 
HEPES 

Cl- 
mentes 
HEPES 

Cl- 
mentes 
HCO3

- 

NH4
+ 

Cl- 
mentes 
HEPES 

NH4
+ 

Cl- 

mentes 
HCO3

- 
NaCl 
 

130 115 5 110 95       
KCl 
 

5 5 130 5 5 5 5     
MgCl2 

 
1 1 1 1 1 1 1     

CaCl2 

 
1 1 1 1 1 1 1     

NaHEPES 
 

10  10 10        
Glükóz 
 

10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 
NaHCO3 

 
 25   25    25  25 

NH4Cl 
 

   20 20  20     
NMDG.Cl 
 

     140 120     
HEPES 
 

     10 10 10  10  
Na glükonát 
 

       140 115 120 95 
K2 szulfát 
 

       2,5 2,5 2,5 2,5 
Mg glükonát 
 

       1 1 1 1 
Ca glükonát 
 

       6 6 6 6 
NH4 szulfát 
 

         20 20 

 

2. táblázat. Oldatok összetétele.  Az oldatok összetételéhez az értékek mM-ban vannak megadva. A 
HEPES tartalmú oldatokat 100% O2-vel gázoltattuk a pH értéküket pedig HCl bagy NaOH segítségével 7,4 -
re állítottuk be. A HCO3

--ot tartalmazó oldatokat karbogénnel (95% O2 / 5% CO2) gázoltattuk. Az oldatok 
hımérséklete minden esetben 37ºC volt.  
 

 

4.14 Statisztika  

Az eredményeket átlag ± standard hiba (SE) formájában tüntettük fel (n = kísérletek 

száma). A szignifikáns eltéréseket Student féle páros t-próbával (amikor két csoportot 

hasonlítottunk össze) vagy egy tényezıs ANOVA próbával (amikor 3 vagy több csoportot 

hasonlítottunk össze) határoztuk meg. Szignifikánsnak a p≤0,05 értéket fogadtuk el. 
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6. ábra A valós és mért fluoreszcens intenzitás egy máshoz való viszonya 490 és 440 nm-en. 
(BCECF-et desztillált vízben oldottunk fel. A teljes, valós fluoreszcens intenzitást a festék koncentrációja 
(20 illetve 40 µM) és a záróablak méretébıl 30 különbözı záróablak méret (1-90 cm2). A téglalap alakú 
záróablak méretét a monitoron mértük és cm2-ben adtuk meg. 
 

5. EREDMÉNYEK 

 

5.1 Új korszer ő adat-analízis kifejlesztése 

 

5.1.1 A fluoreszcens intenzitás befolyásolja a 490/ 440 hányados mértékét 

BCECF-et (mely önmagában is fluoreszkál) desztillált vízben oldottunk. Két 

különbözı koncentrációjú BCECF oldatot készítettünk (20 µM és 40 µM) és különbözı 

mérető záróablak (shutter) méret mellett győjtöttük a fluoreszcens jelet. A téglalap alakú 

záróablak méretét a monitoron mértük és cm2-ben adtuk meg. A kísérlet során 1-90 cm2 

között 30 különbözı záróablak méretet használtunk  A teljes fluoreszcens intenzitás 

mértékét a vizsgált terület méretébıl (cm2) és a használt BCECF oldat koncentrációjából 

(µM) számoltuk ki. A 6. ábra mutatja a BCECF oldat teljes, azaz valós fluoreszcens 

2 
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intenzitásának viszonyát a mért fluoreszcens intenzitás függvényében 440 és 490 nm-es 

megvilágítás mellett. Jól látható, hogy kezdetben a valós és mért fluoreszcens intenzitás 

lineárisan változik. Amikor viszont az intenzitás 250 µM*cm2 fölé emelkedik, az optikai 

rendszer elkezd szaturálódni és a rendszer a valós fluoreszcens intenzitásnál kevesebbet 

mér. Megjegyzendı, hogy a 440 és 490nm-es emissziós értékek nem paralel módon 

változnak, azaz a 490/440-es hányados a fluoreszcens intenzitás változásával szintén 

változik. Alacsony fluoreszcens intenzitás mellett a 490/440-es hányados 2, az intenzitás 

emelkedésével viszont a hányados mindössze 1,2.  

 

5.1.2 A fluoreszcens intenzitás befolyásolja a 490/ 440 hányados mértékét 

pankreász vezetéksejtekben 

Az elızı kísérletsorozatban egyértelmővé vált, hogy a korábbi leírásokkal 

ellentétben a 490/440-es hányados egy sejtek nélküli rendszerben nem állandó. Ezért a 

következı kísérletsorozatban megvizsgáltuk, hogy változik-e a 490/440-es hányados 

mértéke amennyiben pankreász vezetéksejtekben vizsgáljuk az intenzitást. 

Természetesen ekkor már nem BCECF-et, hanem BCECF-AM-et használtunk. A sejteket 

20-30 percen keresztül 2µM BCECF-fel töltöttük. Ezt követıen a sejteket standard HEPES 

oldattal 4-5 ml/perc sebességgel perfundáltunk. A záróablak méretet 8 cm2–ként 0 és 88 

cm2 között növeltük. Tekintettel arra, hogy az extracelluláris tér a kísérlet alatt állandó volt 

(standard HEPES oldat) a sejtek pHi értékének is állandónak kellett lennie. A 7. ábra jól 

mutatja, hogy a záróablak méretének növelésével a 490/440-es hányados csökken. A 

korábban BCECF-fel, sejtek nélkül végzett (6. ábra) és BCECF-AM-mel sejteken végzett 

(7. ábra) kísérletek egyértelmően bizonyítják, hogy a 490/440-es hányados nem csak a pH 

függvényében változhat. 
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5.1.3 pH kalibrációs görbék felvétele BCECF-AM fest ék használata során pankreász 

vezetéksejtekben  

Kísérleteinket 10 különbözı duktuszon végeztük. A 8. ábrán egy reprezentatív kísérletet 

mutatunk be. A pH kalibrációt magas [K+] koncentrációjú oldatban feloldott 10µmol/l 

nigericin adása mellett, az extracelluláris pH 5,95 és 8,46 között történı változtatásával 

végeztük (171). Mivel az intracelluláris K+ koncentráció magas, a nigericin pedig egy K+/H+ 
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7. ábra. A záróablak méretének hatása a fluoreszcen s intenzitásra. (A) Intakt pankreász duktusz 
fénymikroszkópos képe. (B): A fluoreszcens intenzitások egymáshoz való viszonya. A sejteket 20-30 
percen keresztül 2µM BCECF-fel töltöttük. Ezt követıen a sejteket standard HEPES oldattal 4-5 ml/perc 
sebességgel perfundáltunk. A záróablak méretet 8 cm2–ként 0 és 88 cm2 között növeltük. 
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8. ábra .A 490/440-es hányados kalibrációja pankreá sz vezetéksejtekben. Kísérleteinket 10 
különbözı duktuszon végeztük. A 8. ábrán egy reprezentatív kísérletet mutatunk be. A pH kalibrációt 
magas [K+] koncentrációjú oldatban feloldott 10µmol/l nigericin adása mellett, az extracelluláris pH 5,95 
és 8,46 között történı változtatásával végeztük. Az azonos pH-hoz tartozó pontokat összekötöttük. Jól 
látható, hogy az azonos pH-hoz tartozó hányados nem állandó a kísérlet alatt.  

cserélı transzporter szerepet tölt be, a pHi gyorsan beáll az extracelluláris pH szintjére. A 

különbözı pH-k 490 és 440 nm-en mért emissziós fluoreszcens intenzitásának a mértéket 

a 8. ábra mutatja. A záróablak mérete a kísérlet alatt végig állandó volt. A kísérlet minél 

pontosabb lebonyolítása érdekében a kísérlet elején és a legvégén azonos extracelluláris 

pH-jú oldatot használtunk (önkényesen a 7,57-es pH-jú oldatot választottuk). A 8. ábrán jól 

látható, hogy az emissziós 490/440-es hányados pHi = 7,57-nél a kísérlet elején (9,7) és a 

végén (11,7) különbözik. Annak ellenére, hogy azonos záróablak méretet használtunk, a 

festék vesztés miatt (ami egyértelmően kijelenthetı a 440 nm-nél mért fluoreszcens 

intenzitás csökkenése láttán) a sejtbıl kiáramló  teljes fluoreszcens intenzitás csökkent, 

aminek következtében a 490/440-es hányados emelkedett (8. ábra). Különbözı pH-jú 

oldatoknál is - hasonlóképpen a 7,57-es pH-hoz - 490/440-es hányados emelkedést 
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kaptunk a kísérlet során. A 8. ábrán látható egyenes vonalak az azonos pH-hoz tartozó 

490/440-es hányadosokat kötik össze. Fontos megjegyezni, hogy az összekötı vonalak 

meredeksége minden egyes pH esetén különbözik. Minél magasabb a pH értéke annál 

meredekebb a görbe. A BCECF-fel  történt  kísérletek esetében korábban a 490/440-es 

fluoreszcens hányadoshoz mindössze egy pHi értéket rendeltek (standard kalibrációs 

görbe) (53, 90, 165). Kísérleteink igazolták, hogy festékvesztés miatt a 490/440-es hányados 

változik, ezért amennyiben csak egy értéket használunk, akkor a kísérlet végén már nem 

tudjuk pontosan meghatározni az intracelluláris pH-t. Ráadásul, mivel minden kísérletnél 

változik a sejten belüli festékkoncentráció mértéke és sok esetben a záróablak mérete 

sem állandó, a kezdeti 490/440-es hányados minden egyes kísérletnél is különbözı lehet. 

Annak érdekében, hogy a kísérletek közötti és alatti 490/440-es hányados azonos pH 

melletti különbözıségét kivédjük, egy adott pH-hoz tartozó emissziós hányadost, mindig 

egy másik pH-hoz tartozó hányados függvényében kell megadnunk. Kísérleteink során a 

7,57-es értéket választottuk önkényesen referencia pH-nak. Ha jól megfigyeljük a 8. ábrát, 

akkor jól látható, hogy a kísérlet elején a 8,5-es hányados 7.21-es pH-t jelent, amivel 

egyidıben a referencia pH-hoz (7,57) tartozó hányados értéke 9,8. A kísérlet végén 

viszont a 9.6-os emissziós hányados jelenti a 7,21-es pH-t, amivel egyidıben a referencia 

pH (7,57) hányadosa 11,2. Azaz jól látható, hogy egy hányadoshoz tartozó pH-t mindig 

csak egy másik pH és hányados függvényében tudjuk pontosan megadni. Annak 

érdekében, hogy elkészíthessük a kalibrációs görbéket, 10 különbözı duktuszon 36 

különbözı pH esetében (5,95 és 8,46 között) rögzítettük a 490/440-es emissziós 

hányados értékét (9. ábra). Ezen adatok értékeléséhez a fluoreszcens hányadosokat 

minden esetben a 7,57-es pH-nál rögzített 490/440-es hányados függvényében adtuk meg 

(9. és 10. ábra). A 10. ábrán látható keresztmetszeti vonalak az adott pH-hoz (5.95, 6,42, 

6,84, 7,21, 7,82, 8,15, 8,46) tartozó értékekre állított regressziós vonalak. Az adott mérési 
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pontok szórása a regressziós vonalhoz képest minimális. A 10. ábrán az is jól látszik, hogy 

minél magasabb a pH érték annál meredekebb a pH-hoz tartozó regressziós vonal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pH 490/440 hányados 
pH i 

490/440 hányados 
 pHi  = 7,57 

8,46 11,2 8,7 
 12,5 9,7 
 13,8 10,3 

8,15 10,8 8,8 
 11,7 9,7 
 12,9 10,3 

7,82 10,6 9,6 
 11,0 9,7 
 11,8 10,7 
 12,3 10,8 

7,21 7,0 8,0 
 8,5 9,8 
 8,7 9,9 
 8,1 10,0 
 8,6 10,6 
 9,7 11,1 

6,84 5,7 8,3 
 6,1 9,8 
 6,8 9,9 
 6,4 10,0 
 6,6 10,1 
 6,7 10,8 

6,42 4,6 8,6 
 4,8 9,9 
 5,3 10,2 
 5,1 10,4 
 5,1 10,5 
 5,0 10,6 
 5,4 11,3 

5,95 3,8 9,1 
 4,1 9,9 
 3,9 10,2 
 4,1 10,3 
 4,2 10,4 
 4,1 10,7 
 4,3 11,5 

 

9. ábra. A különböz ı pH-jú oldatok során mért 
490/440-es hányados a pH=7,57-es referencia 
pH-hoz viszonyítva.  
Az elsı oszlop az extracelluláris oldalt pH-ját 
mutatja, ami nigericin adása mellett megegyezik az 
intracelluláris pH-val. A második oszlop az ehhez 
tartozó 490/440-es hányadosokat mutatja. A 8. 
ábra második oszlopában jól látható, hogy a 
kísérlet alatt a pH-hoz tartozó hányados változik, 
ezért a pH-hoz tartozó hányadost mindig csak egy 
másik pH és hányados függvényében tudjuk 
pontosan megadni. Ezért a harmadik oszlopba 
feltüntettünk egy referencia pH-t, ami által 
megállapítható a pH egységek és a hányados 
egységei közötti viszony megállapítására. A 
táblázat 10 duktuszon végzett 36 mérést tartalmaz. 
Ezeket a pontokat a 10. ábra grafikonján 
ábrázoltuk. 
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 8 kalibrációs görbét vettünk fel a 10. ábrán látható függıleges vonalak mentén. A 

függıleges vonalak a vízszintes regressziós vonalakat metszették, ezáltal az adott 

függıleges vonalak mentén 7 pH értéket tudtunk a 490/440 hányados függvényében (Y 

tengely) felvenni, kihangsúlyozva azt, hogy ezen értékek mellé 8.-nak a referencia pH-hoz 

(7,57) tartozó 490/440 hányadost is ismerjük (X tengely metszéspontja). Természetesen 

ezzel a módszerrel számtalan kalibrációs görbe vehetı fel a 7,57-es referencia pH-hoz 

tartozó 490/440 hányados függvényében. Az általunk kiválasztott 8 kalibrációs görbét a 11. 

ábra mutatja. A görbéket 1-8 között számoztuk meg, melyek megegyeznek a 10. ábrán 

látható függıleges vonalakról győjtött pontokkal. Fontos megjegyezni, hogy ezen 
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10. ábra. A különböz ı pH-jú oldatok során mért 490/440-es hányados és a pH=7,57-es referencia 
pH egymáshoz való viszonya. Az itt ábrázolt adatokat a 9. ábra tartalmazza. Az X tengely a 7,57-es 
pH-hoz tartalmazó hányadost mutatja, míg az Y tengely a jobb oldalon feltüntetett pH-hoz tartozó 
hányadost (lásd 9. táblázat). Az egyes szimbólumok különbözı pH-t jelentenek. A horizontális vonalak 
az adott pH-hoz tartalmazó pontokra állított regressziós egyenesek. A kalibrációs görbék elkészítéséhez 
8 függıleges vonalat jelöltünk be az ábrán. A kalibrációs görbéket a 11. ábra tartalmazza. 
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kalibrációs görbék nem párhuzamosak egymással. Az egyes görbék közötti távolság a pH 

emelkedésével folyamatosan nı.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.4 A pankreász duktális vezetéksejtek nyugalmi i ntracelluláris pH-jának 

meghatározása  

Ezt követıen úgy gondoltuk, hogy ezt a kalibrációs technikát adaptáljuk a 

pankreász vezetéksejtek pHi méréséhez. Erre kétféle lehetıségünk is volt: i) minden 

egyes kísérlet esetén a sejteken elvégezzük a pHi kalibrációt vagy ii) keresünk egy olyan 

referencia pH-t amihez a megfelelı kalibrációs görbét kiválaszthatjuk. Az elsı lehetıség 

nehezen kivitelezhetı, hiszen minden egyes kísérlet esetén végig kellene csinálni a pH 

kalibrációt magas [K+] koncentrációjú oldatban feloldott nigericin adása mellett. A második 

pH

H
án

ya
do

s
(4

90
/4

40
)

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

5,9 6,2 6,5 6,8 7,1 7,4 7,7 8,0 8,3 8,6

1
2
3
4

5
6
7
8

pH

H
án

ya
do

s
(4

90
/4

40
)

pH

H
án

ya
do

s
(4

90
/4

40
)

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

5,9 6,2 6,5 6,8 7,1 7,4 7,7 8,0 8,3 8,6

1
2
3
4

5
6
7
8

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

5,9 6,2 6,5 6,8 7,1 7,4 7,7 8,0 8,3 8,6

1
2
3
4

5
6
7
8

 
 

11. ábra. Kalibrációs görbék. A kalibráció menetét a 8-10. ábra tartalmazza. Az egyes 
kalibrációs görbék a 9. ábrán függöleges vonallal bejelölt pH pontok 490/440-es hányadoshoz 
való viszonyát mutatja. A kalibrációs görbék nem párhuzamosak egymással. Az egyes görbék 
közötti távolság a pH emelkedésével folyamatosan nı. 
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lehetıség viszont kivitelezhetınek látszott, ha a sejtek nyugalmi pH értékét vesszük 

referencia pH-nak. Hipotézisünk szerint azonos kondíciók mellett a pankreász 

vezetéksejtek intracelluláris pHi-nak közel azonosnak kell lenniük. Amennyiben a 

hipotézisünk beigazolódik akkor a kísérletek elején mért 490/440-es hányadoshoz tartozó 

referencia pH egyenlınek tekinthetı a nyugalmi pH-val. A kérdés eldöntése céljából a 

pankreász vezetéksejteket HEPES oldattal perfundáltuk (pH 7,4) (12. ábra). Ezt követıen 

8 percen keresztül magas [K+] koncentrációjú 10µM nigericint tartalmazó (pH 7-28) oldatra 

váltottunk. A kísérlet végén a sejteket pH 7,4-es magas [K+] koncentrációjú oldattal 

perfundáltuk (12. ábra). Rövid idı alatt mindössze két kalibrációs pontot vizsgáltunk, a 

nyugalmi pH meghatározását a Thomas féle klasszikus lineáris technikával végeztük (12. 

ábra). 8 kísérlet elvégzése során azt kaptuk, hogy a pankreász vezetéksejtek nyugalmi 

pH-ja 7,36 ± 0,01. A legkisebb pH érték 7,32, míg a legnagyobb 7,41 volt. Ezen 

eredmények egyértelmően igazolják, hogy azonos típusú sejtek pH-ja nyugalmi 

körülmények között, azonos kondíciók mellett megközelítıleg állandó. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
12. ábra. A pankreász vezetéksejtek nyugalmi pH-ján ak 
meghatározása. A pankreász vezetéksejteket standard HEPES oldattal 
perfundáltuk (pH 7,4), majd ezt követıen 8 percen keresztül magas [K+] 
koncentrációjú 10µM nigericint tartalmazó (pH 7.28) oldatra váltottunk. A 
kísérlet végén a sejteket pH 7,4-es magas [K+] koncentrációjú oldattal 
perfundáltuk. A nyugalmi pH meghatározását a Thomas féle klasszikus 
lineáris technikával végeztük. 
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5.1.5 Az intracelluláris pH meghatározása rövid ide jő kísérletek esetén. 

 Tekintettel arra, hogy a sejtek nyugalmi pH-ja ismert (7,36), a kísérletek kezdeti 

490/440-es hányadosát pedig megmérjük, a megfelelı kalibrációs görbe könnyedén 

kiválasztható. Ezáltal minden egyes kísérlet elején a pH és a fluoreszcens hányados 

viszony ismertté válik. Az élettani szempontból érdekes pH tartományban a kalibrációs 

görbék közel egyenesek, de nem párhuzamosak egymással, ezért egy meredekségi 

viszonyszámot (v) kell minden görbéhez megadnunk. Az adott görbéhez tartozó 

viszonyszám azt határozza meg, hogy 1 egységnyi 490/440 hányados változás mekkora 

mértékő pH változásnak felel meg. A 10. és 11. ábra jól mutatja, hogy minél magasabb a 

nyugalmi pH-hoz tartozó hányados annál kisebb a viszonyszám. Például, amikor a 

kezdetben mért 490/440 hányados 8,9, akkor a v = 0,22, azaz, 1 egységnyi változás a 

fluoreszcens hányadosban 0.22 egység pH változásnak felel meg. Ha a kezdetben mért 

490/440 hányados 7,8, akkor a v = 0,27, stb.. Ezen megfigyelés egyenletben 

összefoglalva: 

 

pH i   = pH i nyugalmi  +  v *  (Hányados mért - Hányados nyugalmi ) 

ahol: 

pH i    a sejt intracelluláris pH értéke a kísérlet közben 

pH i nyugalmi    a sejt nyugalmi pH-ja (7,36) 

v    viszonyszám 

Hányados mért   a kísérlet alatt mért 490/440 nm emissziós hányados 

Hányados nyugalmi   az a hányados, amit a kísérletek elején mérünk nyugalmi 

(pH=7,36) során 


