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1. ROVID OSSZEFOGLALAS

1.1  Absztrakt

Az 1980-as évekig ugy gondoltak, hogy a pankreasz vezetéksejtek f6 feladata az
acinus sejtek szamara torténé mechanikai vaz biztositasa. Az 1980-as évek elején Barry
Argent és mtsai. kidolgoztak egy olyan sejtizolalasi metodikat, mely lehetéve tette intakt
pankreasz duktuszok és duktalis sejtek izolalasat. Ezt kovetbéen szamos Kkisérlet
bizonyitotta, hogy a duktalis sejtek nem csak egy mechanikus vazat képeznek az acinusok
szamara, hanem a pankreasz nedv bikarbonat és ~ 1,5 liter folyadék szekréciojaért is
felelések. Ezen HCOg3-ban gazdag oldat feladata, hogy kimossa az acinusok altal termelt
emeésztéenzimeket a pankreasz duktalis rendszerébél, illetve a duodenumba jutva
semlegesitse a gyomornedv savas pH-jat. Kisérleteink f6 metodikaja a pankreasz
janak (pH;) pontos meghatarozasa nélkilozhetetlen. Elsé lépésben kidolgoztunk egy
korszer G Uj modszert , mellyel a korabbiakhoz képest Iényegesen pontosabban lehet a
sejtek pH; -jat megadni.

Ezt kbvetben az pankreasz vezetéeksejtek neurohumoralis szabalyozasa kozil a
gatlé utakat vizsgaltuk. A HCOg3 szekrécidt gatld utvonalak alapvetd fontossaguak a
pankreasz élettani mikodése szempontjabdl: (i) csokkentik a duktuszon belll kialakulo
hidrosztatikai nyomast (megakadalyozva ezaltal az enzimek parenchimaba torténd
szivargasat), illetve (ii) étkezés utan kikapcsoljak a hasnyalmirigy nedv szekrécidjat.
El6szor sikerdlt kimutatnunk, hogy a substance P (SP) neurokinin receptoron keresztil

“ sz

emesztést kovetd szekréciés nedvek termelésének leallitasaban. A protein kinaz C



aktivaciojan keresztil létrejové gatlo 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. Kisérleteink soran az
epesavak illetve a virusok szerepét vizsgaltuk. Eredményeink alapjan megallapithatjuk,
hogy a nem konjugalt epesavak kis dozisban stimulaljak a pankreasz vezetéksejtek HCOj3’
szekréciojat, melynek soran a pankreadsz vezeték sejtjei megprobaljak a toxikus
epesavakat kimosni a pankreaszbdl. Ha ez nem sikeril és az epesavak nagyobb
koncentracidban is elérik a sejteket, akkor a szekrécié szinte teljesen gatlodik, mely dontd
meértékben sulyosbithatja a pankreatitisz lefolyasat. Kisérleteinkben tisztaztuk, hogy a
serkentdé hatas elsésorban intracellularis kalcium szignalon keresztll, mig a gatlo hatas
ATP csokkenés atjan alakul ki. Hasonl6éan a kis dozisu epesavak hatasadhoz, a virus
fertbzés korai szakaszdban a virulens pseudorabies virus fokozta a pankreasz
vezetéksejtek HCOg3™ szekréciojat.

Osszességében megallapithatjuk, hogy a pankredsz vezetéksejtek HCO3 és
folyadék szekrécidja - hasonldéan a tobbi epitél sejtek szabalyoz6 mechanizmusaihoz -
serkenté és gatlo szabalyozas alatt all. Kisérleteink soran a szakirodalomban elséként
tisztaztuk az egyik gatldé neuropeptid, a SP hatasait. Az epesavakkal és virusokkal végzett
kisérleteink egyértelmien bizonyitjdk a HCOj3; szekrécidé korélettani jelentéségét. A
pankreatitisz kezdeti szakaszaban, a pankredsz vezetéksejtek fokozott szekrécidval
prébaljdk a toxikus anyagokat kimosni a pankreaszbdél. Ha ez a védémechanizmus nem
elégséges és 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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1.3. Scientometriai adatok

Rész | Osszesen
adat
TUDOMANYOS EL OADASAI
Kongresszusi el6adasok szama [ 182
TUDOMANYOS KOZLEMENYEK SZAMA
Lektoralt szakfolyoiratokban megjelent tudomanyos | =----------- 50
koézlemények szama
Ebbdl elsé vagy utolsé szerzéként 16 | e
Nemzetkdzi folydiratban 45 | e
Hazai idegennyelvi folyéiratban [
Hazai magyar nyelvi{ folyoiratban R
Szerkesztdi levelek, hozzaszélasok, valaszok szama I
Kongresszusi el6adasok folyéiratban vagy kdnyvben | ==-ceooeeee- 2
Kalfoldi folydiratban 2 |
Magyar folyoiratban o
Folydiratban megjelent absztraktok szdma | ==--e--ee- 134

SZAKFOLYOIRATOKBAN MEGJELENT TUDOMANYOS K
MINOSITESE

OZLEMENYEI NEK

Valamennyi eredeti kozleményeinek 6sszegzett impakt | ------------ 147.082
faktora
(absztraktok és nem lektoralt levelek nélkil)
Az utols6 10 év éves atlaga (2000. januar 6 — 2010. 142.473 | -------------
A PhD vagy kandidatusi disszertacidban nem szereplé 140.008 | -------------
kozlemények impakt faktor 6sszege --

TUDOMANYOS KOZLEMENYEINEK IDEZETTSEGE

Idézettséq 6sszesen | emmmeeeeeee 615
ebbdl fliggetlen idézés 483
ebbdl 6nidézés 132 | —emmmmeeeee
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A dolgozatban hasznalt roviditések 6sszefoglala  sa

5-HT

ADH

AE
Amilorid
[ATP];,

B
BAPTA-AM
BCECF-AM
BIS

BSA

BSP
Bumetanid
CAMP
cGMP
[Ca®™];,

CA

CACC
CDC

CFTR

CCK

DAG
DMSO
DIDS

ER

FAEE
FURA 2-AM
GCDC
GFP
H.DIDS
IP3,

5-hidroxi-triptamin

alkohol dehidrogenéaz

bazolateralis CI/THCO3" (anion) csereld transzporter
3,5-diamino-6-kloro-N-(diaminometilidén)pirazin-2-karboxamid;
intracellularis ATP koncentracio

pufferkapacitas
1,2-bisz-o0-aminofenoxietan-N,N,N,N-tetraecetsav
2,7-bisz-2-karboxietil-5-(és-6-)karboxifluoreszcein acetoximetil észter
bisindolylmaleimide

bovin szérum albumin

bromoszulfoftalein
3-butilamino-4-fenoxi-5-szulfamoil-benzoesav
adenozin 3"5'-ciklikus monofoszfat

guanozin 3"5'-ciklikus monofoszfat

intracellularis Ca®* koncentracié

szénsavanhidraz

Ca”" aktivalta CI" csatorna

kenodezoxikolsav

cisztas fibrézis transzmembran konduktancia regulator
kolecisztokinin

diacilglicerol

dimetil szulfoxid

4, 4'-diizocianostilbene-2,2’-diszulfonsav
endoplazmatikus retikulum

szabad zsirsav etil észter

polyamino carboxylic acid - acetoxymethyl ester
glikokenodezoxikélsav

z6ld fluoreszcens fehérje

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

inozitol-trifoszfat
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J(BY), bazis beadramlas vagy sav kidramlas

-J(B) bazis kiaramlas vagy sav bearamlas
NBC Na’/HCOs; kotranszporter

NHE Na'/H" cserélé

Ntcp Na’-fligg6 epesav transzportert
OATP organikus anion transzportert
pH; intracellularis pH

PBS foszfat puffer

PDBu phorbol 12,13-dibutyrate

PDD 4-a-phorbol esters

PFU virus plakkot alkoto egység
PKC protein kinaz C

PLC foszfolipaz C

SOCC raktar medialta Ca®* csatorna
SP substance P (P anyag)

TBST Tris puffer

TLS taurolitokdlsav-3-szulfat

VIP vazoaktiv intesztinalis peptid

XeC xestospongin C



2. BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Az epitél sejtek jellemz 6i

Az epitélium azon sejtek csoportjat foglalja 6ssze, mely a szervezetben két

egymastol elkilénulé ion- és folyadéktartalmu teret hatarol el egymastol. Ebbdl adodoan

minden terlletet, ahol a szervezet a kulvilaggal érintkezhet, vagy érintkezik epitelialis

sejtek boritanak (pl. bdr, a gasztrointesztinalis traktus sejtjei, tidd). Epitél sejtek azonban

nem csak a kulvilag és a szervezet kdz6tt talalhato, de belsé folyadéktereket - melyek nem

érintkeznek a kilvilaggal - is elkulonithet (pl. agy, belsé fil, hasureg, mellireg). Az epitél

sejtek alapvetéen az alabbi tulajdonsagokkal rendelkeznek );

1.

Szoros kapcsolat. Az epitél sejtek egymashoz szorosan kapcsolodnak. A
kapcsolodasi pontokon (tight junction) minimalis folyadék- és iontranszport
valésul meg. A sejtek kozétti szoros kapcsolat alapvetd fontossagu a
védekezés illetve az egyiranyl folyadék- és iontranszportok kialakitasaban ©V.
Polaritas. Az epitél sejtek membranja két kilénb6zd felépitési membranbol
vagy pontosabban membran részbél all, melyek egymassal folytonossagot
alkotnak és a sejtek kozotti érintkezési helyeken (tight junction) kapcsoldédnak
0ssze. A  polaritasnak alapveté szerepe van az  egyiranyud
transzportfolyamatokban (pl. a felszivédas vagy kivalasztas folyamataban). A
két részmembrant altalanossagban bazolateralis és apikalis (vagy luminalis)
membrannak hivjuk %2

Tapadas. Az epitél sejtek bazalis sejtretege a kotészoveti sejtekhez egy

komplex struktaraja vékony bazalis membranon (rétegen) keresztul tapad,
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mely mind az epitél sejtek, mind pedig a kotészoveti sejtek altal termelt

anyagokbol all ¥,

4. Avaszkularizacio. Az epitél sejtreteg nem tartalmaz ereket, ezért a sejt
eletéhez szikséges anyagokat, gazokat diffuzio utjan veszik fel a
kornyezetikbsl G4,

5. Regeneracid. Az epitél sejtréteg folyamatosan megujul. A sejtek - féként a
karositd hatasok kovetkeztében - elhalnak és levalnak a sejtrétegrél. Helyukre
az epitéliumban talalhaté 6ssejtekbdl Ujabb epitél sejtek képzédnek, melyek
szovet specifikusan az elédeikhez hasonlo tulajdonsagokkal rendelkeznek.
Fontos megemliteni, hogy a daganatos megbetegedések kézel 90%-a ezen

megujulasi folyamat karosodasabdl alakul ki %,

A fent emlitett tulajdonsagok nélkulozhetetlenek az epitél sejtek funkcidinak
megtartdsahoz. Fontos kiemelni, hogy az el6bb felsorolt jellemzdék minden epitél sejtre
igazak. Az epitél sejtek sokszin(isége és valtozatossaga azonban a részletekben rejlik.

Funkciojuk, alakjuk, specializaciéjuk alapjan tobbféleképpen is csoportosithatjuk éket (H19):

(a) Morfoldgia:

- Laphéam. Vékony lap szerint elhelyezkedd sejtek, melyek atméréje a felszinre meréleges
tengelyben lényegesen kisebb, mint a felszinre parhuzamos tengelyben. Altalaban kevés
funkcioval rendelkeznek, féként védelmet (pl. bér) vagy az altaluk kdrbezart lumenben

killonboz6 anyagok athaladasat biztositjak (pl. nyelécsd) .
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- Koébham. Keresztmetszetében kocka alakl, hexagonalis sejtek. Elsésorban olyan
helyeken talalhatéak, ahol a funkcioban a szekrécio és/vagy felszivas dominal (pl.
pankredsz) 9,

- Hengerhdam . Hasonlit a kdbhamhoz, de hosszmetszetében a felszinre merdleges
tengelyben Iényegesen vastagabb, mint a felszinre parhuzamos tengelyben.

Funkciéjukban hasonlitanak a kobhamhoz (pl. vékonybél) 19

(b) Funkcio:

- Szekretalo epitélium. A folyadék- és iontranszport elsésorban a bazalis membran feldl
a lumen iranyaba torténik (pl. pankredsz duktalis sejtek, parietalis sejtek) © 7).

- Felszivo epitélium. A folyadék és iontranszport, beleértve természetesen mas
anyagokat is (aminosavak, glukéz stb.), elsésorban a lumen fel6l a véraram felé térténik

(pl. vastagbél kriptak) 7.

Természetesen szamtalan egyéb felosztasi lehetéség van, pl. szerkezetik alapjan
(nem mirigyes vagy mirigyes, exokrin vagy endokrin); vagy pl. szekrétumuk alapjan
(szerdzus, mucinozus, kevert mirigyek), azonban ezek részletes targyalasa tulhalad ezen

értekezés célkitizéseitol.
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2.2 A gasztrointesztinalis epitél sejtek attekintés e

A gasztrointesztinalis epitél sejtek f6 feladata, hogy a szervezet szamara biztositsak
a megfeleld6 mennyiségli folyadék-, ion- és tapanyagfelvételt. Mikoédésik bonyolult,
elsésorban neurohumoralis szabalyozas alatt all. Az 6sszehangoltsagot és bonyolultsagot
jol jelzi, hogy kozel 8-10 liter kilonb6zé 6Osszetétell, ionokkal és emeésztéenzimekkel
gazdag szekrétumot termel (nyalmirigyek (~1,5L) a gyomor (~2,5L) a vékonybél (~2L) a
pankreasz (~1,5L) a maj (~1L)), mely nélkilézhetetlen a tdpanyagok lebontasahoz, majd
abszorpciéjahoz *”. Ehhez kb. 2-3 liter napi folyadékbevitel tarsul, igy altalaban 10 liter
felett van az a napi ionokkal és tapanyagokkal teli folyadéktartalom, mely bekeril a
gasztrointesztinalis traktus lumenébe 7. A termelt nedvek nagy része, kb. 8,5 liter a
vékonybeleken keresztil ®*®, mig a fennmaradé ~1,5 liter a vastagbeleken keresztill

szivodik fel @7

. Mindéssze ~ 0,2-0,3 liter folyadék tavozik naponta a szeéklettel. A fent
emlitett szekréciok és abszorpcidk percrél percre szabalyozott médon térténnek, ezen
folyamatokat serkentd és gatlo mechanizmusok 6sszehangolasa alapveté fontossagu. Az
itt felsorolt rovid élettani attekintés jol mutatja a gasztrointesztinalis traktus epitél sejtjeinek,
illetve ion transzportereinek fontossagat ‘”. Ezen folyadék- és iontranszportok zavara
jelentésen novelhetik (pl. szekréciés hasmenés esetén 479 vagy csokkenthetik (pl. cisztas
fibrézis *°®) a lumen folyadéktartaimat. A rendellenes szekrécié sulyos esetben akér
halalhoz is vezethet.

Az epitél sejtek ion transzportereinek expresszidja illetve membranra torténd
lokalizacioja — funkcidjukbdl adodbéan — jelentdsen eltérnek a gasztrointesztinalis traktus
egyes teriletein. Mig a proton pumpa (H*/K* ATP&z) elsésorban a parietalis sejtek apikalis
membranjan ®®9, addig a bikarbonat szekréciéért felelés anion (CI/HCOs3) cseréld

transzporter a pankredsz vezeték sejtjeinek lumenén expresszalodik nagy szamban ©.
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Ezen kulonbségek miatt tudjdk a sejtek az emeésztéshez szilkséges, tobbsegéeben
jelentésen eltérd ionkoncentracioju oldatokat biztositani.
Az epitél sejteken keresztuli folyadéktranszport ot alapvetéen a klorid ionok

®8 (féként a kalcium aktivalta klorid csatornan és cisztas fibrozis

szekrécidja
transzmembran konduktancia regulator (CFTR) klorid csatornan keresztil), az
elektrogenikus natrium (az epitelidlis natrium csatornan keresztil) és az elektroneutralis
natrium-klorid abszorpcitja (féként a natrium-hidrogén és a klorid-bikarbonat cserélén

8 A viz ezen ionokat kovetve féként a viz-csatorna

keresztil) hatarozza meg
molekulakon (aquaporinok) keresztiil szivdik fel vagy szekretalodik a lumenbe ©2.

A folyadék mellett dént6é fontossagu a szekrétumok pH-janak biztositasa. E nélkul
az emésztés szinte lehetetlen lenne, mert az egyes enzimek aktivitasa jelentésen fligg a
pH-tél. A gyomor fésejtjei altal termelt fehérjebontd pepszin 2-4—es pH tartomanyban a
legaktivabb ), mig a zsirbonté lipaz enzim aktivaciéjahoz ligos pH (8,0) az optimalis ™.
A lumindlis pH-k biztositdsaban az ion transzporterek doéntd szerepet jatszanak (pl. a
fentebb emlitett H'/K* ATPaz vagy CI/THCOj3 cseréld transzporterek).

Jelen MTA doktori értekezeés 6 célkitizése a gasztrointesztinalis traktus egyik epitél

sejtcsoportjanak a pankreasz vezetéksejtek élettani és korélettani vizsgalata.
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2.3 A pankreasz vezetéksejtek élettani jellemzése

2.3.1 A pankreasz vezetéksejtek bikarbonat szekréci  0janak mechanizmusa

Az 1980-as évekig ugy gondoltak, hogy a pankreasz vezetéksejtek f6 feladata, hogy az
acinus sejtek szamara 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) izolalasat ‘9. Ezt
kovetden szamos kdzlemeény bizonyitotta, hogy a duktalis sejtek nemcsak egy mechanikus
vazat képeznek az acinusok szamara, hanem a pankreasz nedv bikarbonat és
folyadékszekreciojaért is felelések. Ezen HCO3-ban 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 pankreasz
vezetéksejtek altal termelt bikarbonat szekrécio mérteke jelentdsen eltér egyes fajokban. A
patkany kb. 80 mM, a nyudl kb. 110 mM mig pl. a human vagy tengerimalac pankreasz
duktalis epitél sejtek, igen magas, 140 mM-os koncentraciéban is képesek HCOj3
szekréciora. ©.
modelljét szemlélteti. A szekretalt HCO3™ legnagyobb része a vérbdl szarmazik, ahonnan a
bikarbonat ionok a bazolaterdlisan elhelyezkedé6 Na'/HCOs; kotranszporteren (NBC)
keresztill jutnak a sejtbe. A HCO3 sejten bellli akkumulaciéjanak masik lehetséges maédja
(mely Iényegesen gyorsabb, de kisebb mértékli) a vérben oldott CO, passziv,
sejtmembranon keresztili diffizidja. A sejtbe bejutott CO, a szénsav-anhidraz (CA) enzim
segitségével szénsavva alakul, majd a keletkezett szénsav HCOg3 ionra és protonra

bomlik. Ezt kovetéen a H® féként a bazolateralis Na'/H* cserélén (NHE) és minimalis
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Vér _:‘ Lumen
co, G CO, + H,0
HCO;
NBC Na+
PP ) SLC26
HCOy HCO,
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cAMP CFTR
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T ” T
Ca CACC

1. abra. A pankreasz vezetéksejtek bikarbonat szekr

éci6jaban fontos szerepet jatszd ion

transzporterek és csatorndk. NBC: Na'/HCO; kotranszporter, PP: proton pumpa, NHE: Na'/H"
cseréld transzporter, SLC26: luminalis anion transzporter, CFTR: cisztas fibrézis transzregulator
fehérje, CACC: Ca”" aktivalta klorid csatorna, CA: karbonsav anhidraz.

mértékben a H'/ATPaz-on keresztiil hagyja el a sejtet, mig a HCOs az apikalis oldalon
elhelyezkedé CI/HCO3; cserélén keresztil szekretalodik a lumenbe. A bikarbonat
szekrécioban kulcsfontossagu szerepet jatszo apikalis CI/HCOj3; cserél6 az SLC26
transzporter csalad tagja. A bikarbonat szekrécié masik fontos transzportere a CFTR CI
csatorna, amely az SLC26 transzporterhez hasonléan a luminalis membranon helyezkedik
el. A CFTR csatorna permeabilitdsa az anionok koziil a CI ionokra nézve a legnagyobb %
emiatt kordbban ugy gondoltdk, hogy ezen transzporter egyetlen feladata a CI/HCOj3
cseréhez szikséges luminalis CI' koncentracié biztositasa. Az utobbi évek kutatasi
eredményei azonban egyértelmiien bizonyitjak, hogy stimulalt szekrécié soran a csatorna
permeabilitasa megvaltozik. A jelenleg leginkdbb elfogadott allaspont szerint
alaphelyzetben (azaz nem stimulalt allapotban) a HCOj3; ionok a CI/HCOg3 cserélén

keresztil szekretalédnak a lumenbe mindaddig, amig a bikarbonat ionok koncentracioja el
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nem éri a ~ 70-80 mM-t. A klorid és bikarbonat cserélé fontos szerepét jol tukrozi a
gyakorlatilag teljesen forditott aranyban valtozik egymashoz képest és a két anion
egyuttes koncentracioja allando. A pankreasz nedv Na* és K* koncentracidja gyakorlatilag
allando. Stimulacid hatasara mind az anion cseréld, mind pedig a CFTR csatorna
aktivitdsa tobbszorosére megnd. Mi tébb, a CFTR csatorna HCOg3 permedbilitasa szintén
emelkedik. Ezen valtozasok soran alakul ki a ~ 140 mM-os bikarbonatban gazdag

szekrétum.

(i) (i) (i)

160 Ne

HCO ~Ns
120} 3 120 - (] I

8ot 80 HCO,

T
T

lon koncentracié (mmol/l)
Q
X
&
2 §
L ‘3 Q

40t cl 40

- K K g K - K

o 4 8 12 16 20 o 4 o 4 0 4 8

szekrécios sebesség ( pl/g/min)

2. abra. A pankreasz nedv ion dsszetétele. (A) A szekretalt pankreasz nedv elektrolit dsszetétele
kulénb6z6 szekrécids sebesség mellett macskaban. (B) A szekretalt pankreasz nedv elektrolit
Osszetétele stimulacié hatasara. (i) szekretin (ii) cerulein (iii) szekretin + cerulein. (Forras: Vay Liang
W Go, Pancreas, Case RM —Argent BE: Pancreatic duct cell secretion. 308. 0)

A masik anion csatorna, amely a CFTR mellett a duktalis sejtek apikalis
membranjan talalhat6, a Ca** aktivalta CI" csatorna (CACC), melyet az intracellularis
kélcium szint emelkedése [Ca®'] (10 nM-1 uM) aktival > ¥ Ahogy fentebb mar
emlitésre kerilt, a klorid ionok szekrécidja alapvetd fontossagu a folyadékaramlas
biztositasahoz. Jelenlegi ismereteink alapjan ez a csatorna szolgaltatia a maximalis
szekrécio alatt a lumindlis CI" és folyadékszekrécidt, ami elengedhetetlen a napi 1,5 liter

bikarbonatban gazdag szekrécio 1étrejottében 164,
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2.3.2 A pankreasz vezetéksejtek bikarbonat szekréci  ¢janak szabalyozasa

A duktalis HCOg3™ szekrécio élettani korilmeények kozoétt - hasonléan a tobbi epitél
sejtek szabalyozé mechanizmusaihoz - serkent6 és gatlo szabalyozas alatt all. Az eddig
megjelent kdzlemények donté tébbsége az ion- és folyadékszekrécid szabalyozasanak a
vizsgalatakor elsésorban a ,serkent 6 mukodés” fontossagat emelik ki. Ezen serkenté

mikoédés komplex neuroendokrin szabalyozas alatt all.

2.3.2.1 Serkent 6 utak

A neurdlis szabalyozas a nervus vagus-on keresztil valdsul meg. Etkezés soran
(illetve mar elbtte is a kefalikus fazis soran) vagus stimulacio alakul ki és a felszabadulo
paraszimpatomimetikus neurotranszmitter acetilkolin beinditja a szekréciét. A vazoaktiv
intesztinalis peptid (VIP) neurotranszmitterrel rendelkezd neuronok szama lényegesen
kevesebb, azonban ezen neuronok aktivacidja szintén fokozza a pankreasz duktuszok
bikarbonat- és folyadékszekréciojat. A bikarbonatszekrécio serkentésében azonban nem a

neurdlis, hanem a hormonalis stimulacioé a vezetd szerep.

a) az intracellularis cAMP szint melésén keresztul végbemend stimulacio

A peptid hormonok csoportjaba tartozé szekretin a duktélis HCO3™ szekrécié egyik
legfontosabb szabalyz6 eleme, mely az intracellularis cAMP emelésével fokozza a
bikarbonat- és folyadékszekréciot. 9. A koradbban emlitett VIP és a B-adrenerg agonistak

is hasonl6 hatasmechanizmussal stimulaljak a szekréciot 4% 0,

b) az intracellularis cGMP szint emelésén keresztil végbemend stimulacio
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A guanylin és uroguanylin révid peptidek, melyeket a vékonybél epitéliumaban
elhelyezkedd enterokromaffin sejtek termelnek. Ezek az anyagok a sejten bellli cGMP

koncentracio emelésén keresztiil fokozzak a CFTR miikodését 7.

C) az intracellularis Ca®" koncentraci6 emelésén keresztil végbemend
stimulacio
Az acetilkolin, hisztamin és angiotenzin Il az intracellularis kélcium koncentrécié [Ca®"];

Ve

Ve

membran feléli (valészinlleg az acinusok altal termelt) vegyuletek is befolyasoljak. Az ATP,
a lumen feldl a purinerg P2 receptorokon hatva, az acetilkolinhoz hasonléan [Ca®'];

emelkedést generdl, serkentve ezaltal a HCO5 szekréciot 9.

2.3.2.2 Gatlo utak

A serkentd mikddés soran a hormonok és neurotranszmitterek altal kivaltott sejten
bellli jelatviteli utak viszonylag jol tisztazottak. Mindemellett a folyadék- és ionkivalasztas
szabalyozdsaban mar bizonyitottak a ,gatld m Gkodées” jelenlétét kulonbdzé
epitéliumokban. A HCOj; szekréciot gatlo utvonalak alapveté fontossaggal birhatnak
fiziologias korulmények kozott azaltal, hogy csokkentik a duktuszon belll kialakuld
hidrosztatikai nyomast (megakadélyozva ezéltal az enzimek parenchimaba torténd
szivargasat), illetve étkezés utan kikapcsoljak a hasnyalmirigy szekréciot 2.

A gatld mikodés egyes részei centralis eredetliek. llyen pl. azoknak a neuralis
folyamatoknak a géatlasa, melyek stimulaljdk az epitéliumot. Ezek a folyamatok indirekt
modon gatoljak az epitélium ion- és folyadékszekrécidjat. Az utdbbi évek kutatasi

eredmeényei azonban egyértelmien bizonyitottdk, hogy kulénb6zd gatldé hormonok és
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neurotranszmitterek direkt aton is képesek gatolni az epitelidlis szekréeciot, mely felveti
annak a lehetéségét, hogy az epitéliumnak sejten bellli (a serkentd utaktol figgetlen)
gatlé Gtjai is vannak (6 107 157. 183,184 - A L 57leményekben leginkabb a bélhamseijt gatld
Gtjait vizsgaltak. A szakirodalomban a szerzék egyértelmden felvetik az anion szekrécio
gatlasanak fontossagat, mint a bélhamsejt normal élettani mikodésehez nélkulézhetetlen
folyamatot. Az alabbi intracellularis utakat azonositottak:

()  amembran receptorok down-regulacidja (pl. PKC aktivaciot kovetsen) (183 184

(i) a serkentd intracellularis hirvivé molekulak koncentraciéjanak csokkentése (pl.

cAMP szint csokkenése neuropeptid Y, peptid YY adasat ¢ 157

, O2-adrenerg
agonistak adminisztraciojat °" 8% vagy szomatosztatin adasat “®¥ kovetden),

(i)  a gatld intracellularis hirvivé molekulak termelése pl. Ins(3,4,5,6)P4 (mely kolinerg
aktivacié hatasara termelédik) mely blokkolja a Ca®* altal aktivalt CI” csatornat *© és

a phosphatidylinositol-3-kinase lipid termékek (EGF hatasara termelédnek), melyek

gatoljak a bazolateralis K* csatornakat 9.

A ,gatlo utak” élettani jelentdéségét mar tobb kdzlemény is felvetette. Példaul a
pankredsz vezeték lumenében kialakuldé hidrosztatikus nyoméasfokozédéds hatasara
kialakuld (5-HT &ltal medialt) szekrécid gatlas, mely hatasara csokken az intraluminalis

t 167 Masrészrél, a

nyomas. Ez kivédi az enzimek parenchiméba torténé kiszivargasa
gatlé mikodeés élettani szerepe az étkezést kdvetd stimulalt szekrécio kikapcsolasaban is
felvetédik ©.

A P anyag (substance P, SP) ™, a bazolateralisan alkalmazott ATP ®® és az 5-HT
(167)

gatolja a duktalis szekréciot. Jelen értekezés egyik kozéppontjaban az undekapeptid

SP all, mely gatolja a szekretin altal kivaltott duktalis szekréciét kutyaban ©* 109 gs
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patkanyban® is. A SP emellett erés gatlé hatast fejt ki izolalt patkany pankredsz
vezetékekben (i) a bazalis és, (ii) szekretin altal stimulalt, (iii) bombesin altal stimulalt, (iv)
és az acetilkolin &ltal stimulalt folyadék szekréciora 2. A SP ezen hatasa dézis-fiiggé és
SP antagonistaval (pl. spantid) blokkolhaté “¥. A SP kimutathaté a pankredsz
idegvégzbdéseiben, ezért nagyon valoszinl, hogy gatld hatasa élettani jelentéseggel bir
(130) " |zolalt pankredsz vezetékekben azt is kimutattak, hogy a SP gatolja a cAMP altal
stimulalt folyadék szekréciot is, mely arra utal, hogy a peptid gatlo hatasat a sejten belul
poszttranszkripciondlis szinten fejti ki *®. Mindemellett, ezen kisérletek egyike sem

azonositotta azt a csatornat vagy transzportert, illetve olyan intracellularis szignalizaciot,

melyen keresztll a SP kifejti gatlo hatasat.

2.4. A sav-bazis transzporterek és az intracellular  is pH (pH ;) fontossaga

A pankreasz vezetéksejtek legfontosabb élettani feladata a bikarbonat ionok lumenbe
torténé szekretalasa. E feladat végrehajtasaban nélkulozhetetlen szereppel birnak a sejtek
sav-bazis transzporterei (NHE, PP, NBC, AE), melyek nem csak a szekréciéban, de a
stabil intracellularis pH (pH;) biztositasaban is fontos szerepet tbltenek be. A sav-bazis
transzporterek aktivitasa jelentésen figg a pHi-tdl. Mig az anion cserélé transzporter
aktivitasa pH; emelkedés soran jelentésen nd, addig a NHE aktivitdsa lugos koézegben
(illetve mér semleges pH esetén is) kdzel nulla. A NHE transzporter aktivitasa - az anion
cserélé transzporterrel ellentétesen - a pH; csokkenése soran fokozatosan ndé. Ebbél
adédbéan, a pH; pontos ismerete kulcsfontossagu a bikarbonat szekrécié pontos
meghatarozasdban. A pHi-t fluoreszcens maoddszerrel tudjuk meghatarozni. A technika
lényege, hogy egy nem fluoreszkélé anyag, a BCECF-AM diffuzioval bejut a sejtbe, majd a
nem specifikus észterdzok hatasara egy fluoreszcens BCECF-re és egy észter csoportra

(AM) bomlik. Tekintettel arra, hogy a BCECF a hidrolizist kdvetéen hidrofil molekulava
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alakul, nem tud kijutni a sejtbél. Amennyiben 480-500 nm hullamhosszon a sejteket
megvilagitjuk, akkor 535 nm-en a BCECF emissziés intenzitasanak mértéke erésen pH
fuggd lesz. A festék koncentracioja (és ezzel egyitt a fluoreszcens intenzitas is) a
folyamatos mosas kovetkeztében fokozatosan cstkken a sejtben. Ezért a pH; pontos
meghatarozasahoz egy pH fliggé (490nm) és egy pH flggetlen (440nm) hullamhosszon
kell a sejteket megvilagitani. A két kilbnb6z8 hullamhosszon mért fluoreszcens intenzitas
hanyadosa pH emelkedés hatasara né, mig pH csdkkenés hatasara csokken.

A fluoreszcens szignalok in situ kalibraci6jara Thomas és mtsai 1979-ben dolgoztak
ki egy metodikat, melyben a kalibracio a magas K'/nigericin technika felhasznalasaval
tortént @Y. A kalibracié soran, a duktuszokat magas K" tartalmii HEPES oldattal mostak,
melynek pH értékét acidotikus és alkalotikus pH kozott meghatarozott |éptékben
valtoztattak. Annak ellenére, hogy az elmult 30 évben szamtalan kutaté hasznalta -
kilonboz6 tipusu sejteken végzett pH mérés soran - a Thomas féle kalibraciés modszert,
a modszer szamos meg nem oldott kérdést vet fel. A kbdzleményeket gondosan
attanulmanyozva olyan furcsasagokat lehet talalni, melyek magyarazatra szorulnak.
Példaul ugyanazon sejtek kezdd (nyugalmi) pH-jai kdzott jelentds kulonbségeket lehet
talalni. Még akkor is, amikor a sejtek el6készitése vagy izolalasa, illetve a kisérlet soran
alkalmazott kondiciok megegyezbek voltak. Példaul, ugyanazon kozleményben a
hepatoma sejtek nyugalmi pH-ja 6,78 és 7,2 kdzott valtozott %), Bikarbonatot szekretal6
epitél sejtek esetén is hasonlé kulonbségeket talaltak. A kozleményekbdl az latszik, hogy a
pankredsz vezetéksejtek nyugalmi pH-ja 7,25 és 7,57 ©2 kozott az epe vezetéksejtek
nyugalmi pH-ja 6,88 és 7,28 (1% kozétt valtozik. Felmeriil a kérdés: vajon ezek a
kilonbségek élettani okokbdl vagy a kalibracié hianyossagai miatt alakultak-e ki?

Tekintettel arra, hogy az ion transzporterek aktivitasa jelentésen fligg a sejten belili

pH-t0l, kutatdsaink elején fontosnak tartottuk e kérdés pontos tisztazasat.
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2.5 A pankreatitisz patomechanizmusa

A heveny hasnyalmirigy gyulladas egy olyan gyulladasos megbetegedés, melyben
a specifikus és nem specifikus gyulladasos reakciok mellett, a pankreasz altal termelt
enzimek korai, sejten illetve szdveten bellli aktivacidja figyelhetd meg. Stressz hatasara
(az etioldgiai tényez6tdl fuggetlendl) a kezdeti lokalis gyulladasbol egy generalizalt, tobb
szervre kiterjedd gyulladas alakulhat ki, mely tobb szervet érinté diszfunkciét, végsé

esetben halalt okozhat.

2.5.1. A pankreasz acinus sejtek szerepe
A betegség kialakulasaban donté jelentésége van az acinus ok karosodasanak. A
pankreatitisz két legfontosabb folyamata az autodigeszcio (6nemésztédes) és a

gyulladas .

Autodigeszcio:

Elettani korilmények kozott a pankredsz enzimek szintézise a citoplazmatol

teljesen elkulonilve, granulumokban, inaktiv forméaban, proteaz inhibitorok jelenlétében

torténik ©. E tulajdonsagok barmelyikének karosodasa a pankreatitisz kialakulasat

j (96, 152)

eredményezhet . A pankreatitisz kialakulasanak kezdeti Iépése a mai napig a

kdrben elfogadott tedria szerint az acinust ért karosodas soran toxikus Ca?* szignal alakul
ki 49 mely a sejt energetikijanak karosodasa miatt (ATP szint csokkenés) tartdsan
emelkedett marad ““?. Ennek hatasara a granulumok lumenbe t6rténd exocitézisa erésen

(78)

gatlodik és szekrécios stop alakul ki A granulumokbdl tripszinogén mig a

lizoszémakbdl katepszin B keril a citoplazmaba. Ezt kdvetden a katepszin B hidrolizalja az
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inaktiv protedzt, azaz, a tripszinogénbdl, aktiv tripszin keletkezik "®. Az aktiv tripszin mar
onmaga is képes tripszinogént aktivalni (autoaktivacé) ®%. Ezt kovetéen a tripszin
aktivalja a tobbi pankreatikus enzimet is (pl. elasztaz, lipaz). A tripszinogén katepszin B-vel
torténd aktivacidjahoz nélkilozhetetlen az alacsony pH (acidézis) "2, Ennek legfébb oka
az lehet, hogy a pankreatikus tripszin inhibitorok aktivitasa alacsony pH-n jelentésen

lecstkken. Az acidézis mellett a [Ca®];

emelkedése is tripszinogén autoaktivaciot okoz,
azonban a mai napig vitatott, hogy a Ca®* szignal gatlasa 6nmagaban kivédi-e, kivédheti-e
a pankreatitisz kialakulasat. Az aktiv tripszin és a toxikus kalcium szignal egyittesen a sejt

halalahoz vezethet, aminek soran az emésztéenzimek a sejtek kozotti térbe kerilnek és

beindul a pankreasz majd az egyeb hasiri szervek, erek 6nemésztédése.

Gyulladasos folyamatok:

Az enzimaktivacidéval parhuzamosan a pankreaszban szintén aktivalédik a NF-kB
transzkripciés fator, mely szamos pro-inflammatorikus gén kifejezédéséért felels 145 146)
A szovetkozti térbe aramld leukocitak amplifikaljak a gyulladasos kaszkadot, az
aktivalodott sejtek szabadgyokoket “® és elasztazt **? bocsatanak ki. Ezt kovetéen az
acinus- és feheérveérsejtekbél felszabaduld proinflammatorikus mediatorok (tumor nekrézis

(117)

faktor (TNF), interleukin-6, stb.) fokozzak a gyulladas sulyossagat A gyulladas,

hasonloképpen, mint a tripszin intracellularis aktivizalédasa a sejtek halalahoz vezethetnek.

2.5.2. A pankreasz duktuszok lehetséges koérélettani szerepe

A pankresz vezetéksejtek pankreatitisz soran bet6ltott szerepét az 1990-es évek in
vivo vizsgalatai vetették fel el6szor. Kimutattak, hogy ceruleinnel indukalt akut
experimentalis pankreatitisz vizsgalata soran hipoproteinaemiaval tarsult hiperszekrécio

alakul ki patkanyban 9. Ezen szekréciés valtozas megelézte a pankreaszban végbemend
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morfologiai elvaltozasokat. Hasonlo hipoproteinaemias hipervolémias szekréciot valtott ki
a pankreasz duktalis rendszerébe injektalt Na*-taurokolat “® illetve az intraperitonealisan
alkalmazott pankreatitiszt indukald nagy dézist L-Arginin is."® Ezen megnoévekedett
folyadékszekrécio minden esetben a pankreatitisz indukciot kdvet6 idészakban alakult Ki.
Azokban a modellekben, ahol a betegség tovabbfejlédott (pl. az L-Arginin vagy a Na'-
taurokolat modell esetén) a hiperszekréciot hiposzekrécio kdvette. A hipoproteinaemia
kialakulasaért nagy valészinliség szerint a mar fent emlitett acinus sejtekben kialakulo
szekrécios stop tehetd feleléssé. A fenti adatok azt sugalljak, hogy a szekrétum
volumenének valtozaséaért (hiper- majd a késébb kialakuldé hiposzekrécid) valdszinlileg a
duktuszok tehetdk feleléssé, azonban ennek oka a szakirodalomban tisztazatlan. Meg kell
emliteni, hogy a pankredsz nedv volumenének csotkkenése ©Onmagaban is képes
pankreatitiszt kivaltani, melyre a legjobb példa a cisztas fibrozis.

In vitro kérilmények kozott eddig csak az etanol hataséat vizsgaltak duktalis epitél

>, illetve fokozodik a duktalis

sejteken. A kis dozisu etanol hatasara megemelkedik a [Ca
sejtek szekretin-indukalta bikarbonat szekrécisja™®®. Munkacsoportunk mutatta ki, hogy
az etanol a pankreasz duktuszokra gyakorolt stimulalé hatasa mellett ellazitja az Oddi
szfinktert, mely megkonnyiti a stimulalt szekrétum pankreasz vezetékrendszerebdl tortend
kijutasat (*®>. Ngy dézist alkohol esetén azonban csokken a duktalis szekrécio °?. Ezen
adatok azt sugalljak, hogy a pankredsz védekezd mechanizmusai egy komplex rendszert

képezhetnek, melynek megismerése alapvetd fontossagu lehet a pankreatitisz

patomechanizmusanak megértésében.
2.5.3 A pankreatitsz kivaltasaban szerepet jatszé e  tioldgiai faktorok

Az akut hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasédért 70-80%-ban az epekdvesség és az alkohol

fogyasztas tehet6 felel6ssé.
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2.5.3.1. Epesavak
Az akut pankreatitisz kialakulasa leggyakrabban biliaris eredetre vezethetd vissza.

A klasszikus Opie-féle teoria_ szerint az akut biliaris pankreatitisz kivaltasaban az

epehdlyagban és/vagy az epeutakban kéepz6dd és a Vater papillaig vandorlo, majd oda
beékelddd epekdvek koroki szerepet jatszanak 3%, Az impaktalt ké miatt az epe kifolyasa
a duodéenum felé akadalyozotta valik, az epe a pankreasz vezetékbe regurgitalhat, igy az
egyébként inaktiv formaban képzddd szerin-protedzok (tripszinogén, kimotripszinogén,
stb.) az epesavak hatdasdra a pankredsz vezetékben aktivalédhatnak. Az
intrapankreatikusan aktivalédé emésztéenzimek hatasara megindul a hasnyalmirigy
onemésztédésének folyamata, azaz kialakul az akut pankreatitisz °%.

Acosta és mtsai igazoltak, hogy az akut bilidris pankreatitisz _es betegek

székletében jelentdsen gyakrabban mutathatdak ki epeké kristalyok, mint az epekdves, de
pankreatitiszben nem szenvedé betegekében . Ez a felismerés felveti annak lehetdségét,
hogy az epekovek oOsszetételének (epesavak/epefestékek/Ca?*-sok/koleszterin), az
alkotok aranyanak jelentésége lehet a korkép kialakulasaban ). Fontos megjegyezni,
hogy az egyeébként steril, baktériumokat nem tartalmaz6 epe biliaris pankreatitiszben
gyakran fertézédik ®. Ennek oka, a fert6z6dés patomechanizmusa nem ismert,
ugyanakkor jelentésége igen nagy, hiszen az egyébként steril pankredsz nekrozis is
felllfert6z6dhet és sulyos, az életet veszélyeztetd szeptikus allapot, tdbbszervi
elégtelenség alakulhat ki. A fert6zott pankreasz nekrézisban szenved6 betegek
mortalitisa ma is 30% koril van © 29,

Az epe fé organikus Osszetev 6i az epesavak, a foszfolipidek, valamint a

koleszterol, amelyek kevert micellakat formalnak az epében. Az epesavak a majban

glicinnel vagy taurinnal képesek konjugélodni. Az els6édleges epesavak a majban,
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koleszterolbol képz&dnek. Ezek a kolsav, kenodezoxikdlsav (CDC) és ezek konjugalt
leszarmazottjai, a glikokolsav, taurokolsav és a glikokenodezoxikdlsav (GCDC).
Méasodlagos epesavak az elsédleges epesavakbol (az intesztinalis mikroorganizmusok
segitségével) az epe enterohepatikus keringése soran képzédnek . Tint és mtsai. a
tengerimalac epéjének tanulmanyozasa soran azt talaltak, hogy a tengerimalac epéjének
f6 alkotérésze a kenodezoxikdlsav, az urzodezoxikélsav, és a 7-ketolitokdlsav 9.
Legnagyobb mennyiségben a kenodezoxikélsav fordul el6, majd ezt koveti a 7-
ketolitokolsav és vegul az urzodezoxikOlsav. A késdbbiekben mas tanulmanyok is
megerdsitették ©¥, hogy a tengerimalac elsédleges epesava a CDC, amelynek egy része
az enterocirkularis keringés soran 7-ketolitokdlsavva oxigenizalddik. Ez azt sugallja, hogy
a 7-ketolitokolsav baktériumok altal képzédik, majd reabszorbealodik és urzodiolla alakul

az allat mgjaban.

Az epesavak luminalis diffazidéval vagy epesav transzporterek segitségével jutnak

be a sejtekbe. A nem-konjugalt epesavak gyenge savak, ezért egyszerien atdiffundalnak
a plazmamembranon ¢™®. Ezzel szemben, a taurinnal vagy glicinnel konjugalt epesavak
szamara a membran atjarhatatlan, ezért a sejtekbe torténd felvételikhdz transzport

(124)

mechanizmusra van szukség . Jelenleg nagy szamu epesav transzportert sikerilt

klénozni, illetve lokalizalni a polarizalt epitél sejtek luminalis vagy bazolateralis oldalan "
110 178) Az epesav transzporterek jelenlétét a pankredszban eddig még csak acinus
sejtekben vizsgaltak % *%®. pankredsz acinus sejtekben két tipusi epesav transzportert
sikeriilt kimutatni; egy nagy-affinitasi Na'-fliggé epesav transzportert (Ntcp), és egy
organikus anion transzportert (Oatp), amely a natriumtdl fliggetlen epesav felvételért
felelés. A transzporterek immunofestése azt mutatta, hogy mig az Ntcp az acinus sejtek

luminaris oldalara lokalizalédnak, addig az Oatp-vel szembeni antitestek mind a

bazolaterdlis mind az apikalis oldalat megfestették a sejteknek ©° %9 Mindkét
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transzporter képes bejuttatni az epesavakat az acinus sejtekbe, az Ntcp natriummal, mig
az Oatp szerves anionhoz kapcsoltan. Nincs adat az irodalomban, hogy az epesavak
vajon képesek-e aktivan transzportalodni a pankreasz vezeték epitél sejtekbe, é€s ha igen
milyen mechanizmuson keresztl.

Az epesavak toxikus hatasa nak cellularis mechanizmusét kilénb6zé tipusu epitél

(21, 22) (159)

sejteken, f6képp majsejteken €s epe sejtvonalon tanulmanyoztak. A

majsejtekben az er6sen toxikus monohidroxi epesavak kalcium szignalokat képesek

kivaltani “V

. Hasonlé eredményeket figyeltek meg pankreasz acinus sejtek esetében is
(178) "ahol a taurolitokdlsav 3-sulfate (TLC-S) lokalis apikalis kalcium szignalokat, globalis
tranziens oszcillaciokat, és tartdos kalcium emelkedéseket valtott ki. A kalcium forrasa
intracellularis, és elsésorban inozitol trifoszfat altal medialt ©¥. Az epesavak kalcium
felszabaditd sajatossaga feltételezi, hogy a kéalcium egy fontos kdézrem(ikodd faktor az

>, kulénbozd

epesav-indukalt sejthalalban. A konstitutivan magas szinten jelenlévd [Ca
méasodlagos szignalizaciés Gtvonalakat indit be @* %6159 Az egyik ilyen Gtvonalat (amely
sejthalalhoz is vezet), Kim és mtsai tanulmanyoztak ©. Vizsgalataik szerint az epesavak
azaltal emelték meg a [Ca®']-t, hogy legatoltdk a szarko/endoplazmatikus retikulum
Ca?*ATP-az pumpéjat, mig a Ca** raktarakat kitiritették. Mas tanulmanyok féként a bélben

és a majban az epesavak altal aktivalt protein kindz C enzimet vizsgaltak ¢ %147,

2.5.3.2. Alkohol

Az alkohol az eurdpai orszagokban altalaban a masodik leggyakoribb etiolégiai
faktor akut pankreatitiszben . Annak ellenére, hogy ezen értekezés célkitlizései kozott
nem szerepel az alkohol hatasanak vizsgalata, fontosnak tartjuk roviden 6sszefoglalni az
alkohol hatasait. Ez azért is fontos, mert a legujabb felmérések szerint a felndttkori

halalozas (ami nem az 6regedés kovetkezményeibdl alakul ki) leggyakoribb oka tdbb
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orszagban is (pl. Oroszorszag) a tulzott meértekl alkoholfogyasztas (MRC/40/09 Media
Release, 2009).

Erdekességképpen meg kell emliteni, hogy etanollal énmagaban nem lehet
experimentalis pankreatitiszt kivaltani. " 2*Y Sem a folyadékban bevitt etanol, sem pedig
az intragasztrialisan alkalmazott etanol infazi6 nem tud pankreatitiszt kivaltani patkanyban
volt az acinus sejtek [Ca?']-ra “® *®) Ezek az adatatok arra utalnak, hogy nem az etanol,
hanem annak metabolitjai jatszanak dontd szerepet a betegség kialakulasaban. Az etanol
lebomlasa mind oxidativ mind pedig nem-oxidativ uton térténhet. Az oxidativ lebomlast az
alkohol dehidrogenaz (ADH) medialja. ADH hatasara az etanolbdl acetaldehid képzddik.
Az acetaldehidnek 6nmagaban nincs hatasa a pankredsz acinus sejtekre, ezért nem
valészinli, hogy szerepet jatszik a betegség kialakitAsaban. Ezzel szemben, az etanol
nem-oxidativ lebomlasi termékei (szabad zsirsav észterek - FAEE) toxikus [Ca®;

emelkedést indukéalnak 4 %

. Nem csak in vitro de in vivo kortlmények kozott is
igazolodott a FAEE toxikus hatasa. FAEE patkanyba térténé infundalasanak hatasara
vakuolizaci6 és tripszinogén aktivacié volt megfigyelheté az acinus sejtekben ). Fontos
megjegyezni, hogy a FAEE szintaz koncentracidja a pankredszban a legnagyobb ®. A
poszt-mortem vizsgalatok is az etanol nem-oxidativ lebomlasi utjara hivjak el a figyelmet.
Akut alkohol intoxikacioban elhunyt embereknél is a FAEE szintdz koncentracidja a
pankreaszban volt a legnagyobb %9,

A jelenleg legelfogadottabb tedria szerint az etanolbdl FAEE szintdz hatdsara FAEE
képzédik, ami az ER-bdl IP; mediélta Gton Ca®'—ot szabadit fel “* *®. Ezt koévetden a

FAEE-béI hidrolazok hatasara szabad zsirsav (FA) képzddik, amelyik az alkohol lebomlasi

termékei kozll a legtoxikusabb kérositd tényezé. A FA erésen géatolja a mitokondriélis ATP



*], nem tud az ER-ba visszatérni. A

szintézist, mely hatdsara a megemelkedett [Ca
kialakulé toxikus Ca®" szignal pedig a sejt halalat fogja okozni “¥.

Hasonléan az acinus sejtekhez az etanolnak énmagaban nincs hatadsa, sem a
[Ca®"]; emelkedésre, sem pedig a duktalis bikarbonat szekréciéra. Szekretinnel egyiitt
adva, kis dézisban (ImM) viszont fokozzak a bikarbonat szekréciojat *°?. Nagy dézisban
hatasuk nagy valészinlség szerint szintén az ATP szintézis cstkkenésén keresztil

valésul meg, azonban erre vonatkozéan nem all irodalmi adat rendelkezéstinkre.

2.5.3.3. Virusok

Szamos virusrdl kimutattak, hogy akut pankreatitiszt valthanak ki. A Coxsackievirus
B3 17 gs B4 ®® mumpsz virus ®®, varicella *°?, hepatitisz A ©” és B ©?, citomegalovirus
(187 varicella-zoster virus ¥ és herpesz szimplex virus (HSV) %9 szerepelnek a
leggyakoribb pankreatitiszt indukald virusok kozott.

A pszeudorabies virus (PRV) kozeli kapcsolatban all a HSV-vel, mely kézismerten
huméan patogén virus 29 Természetes koriilmények kozétt PRV fert6zés a malacban
fordul el6. Ett6l fuggetlenil szamos emlés csalad is hordozhatja (husevék, patasok és
ragcsalok) a korokozét. Az emberi faj rezisztens a virusra ®®. A PRV fertdzés egy
tobblépéses folyamat, melynek els6 1épésében a virus receptor-medialtan kapcsolodik a
gazdasejt felszinéhez. Ezt kovetéen a virus bejut a sejtbe, a PRV nukleokapszid
megkozeliti a sejmag membranjat és egy nem teljesen ismert mechanizmussal bejuttatja
virdlis DNS-ét a sejtmagba. A virus litikus ciklusa egy transzkripcionalis kaszkad
mechanizmus szabalyozasa alatt all *®. Arra vonatkozéan, hogy a virusfertézésnek milyen

hatdsai vannak a pankredsz duktélis bikarbonat szekréciora, nem &ll rendelkezéslinkre

informacio.
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2.5.3.4. Egyebek

Az epesavak, alkohol (zsirsavak) és virusokon kivil természetesen mas toxikus anyagok
is indukalhatnak pankreatitiszt. Fert6z6 agensek nél a virusokon kivil meg kell emlitentink
a baktériumokat (pl. yersinia °V, szalmonella ®®, kampilobaktérium ©) parazitakat
(aszkarisz **¥, clonorchis V) és a gombas fertézést is (aszpergillusz **9, candida ©”). A
metabolikus okok kozott a primer hypertrigliceridaemiat *®Y és a lipoprotein lipaz
deficienciat ™ feltétlen ki kell emelntnk. A gydgyszerek kozil kb. 40 kulénbdzé
hatéanyagot hoztak 6sszefiiggésbe a pankreatitisz kialakulasaval (pl. didanosine ),
azathioprine  '®)  melyek ismerete fontos a pankredsz betegek kezelése
megtervezésében. A veleszilletett rendellenességek  (pl. pankredsz divizum ¢%9),
tripszin mutaciok “%) és kilonbozé hasiiri traumak ©® szintén az etioldgiai okok kozott

szerepelnek. Multicentrikus genetikai vizsgalatok iranyaba mi is folytattunk kutatasokat ¢°?

ezen vizsgalatok bemutatasa azonban nem szerepel az értekezés célkitizései kozott.
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3. CELKITUZESEK

Kisérleteink soran célul tlztik ki egy korszer( adat analizis metodika kifejlesztésé t
a pH; idébeli kbvetésére. Ezt kovetben fontosnak tartottuk a pankreasz vezetéksejtek
bikarbonat szekrécidjanak élettani (elsésorban a gatlo szabalyoz6 mikodés) eés

korélettan i (akut pankreatitiszben betoltott szerepét in vitro koralmények kozott)

megfigyeléseét.

Részletezett célkitlizések:

3.1. Korszerl adat-analizis metodika kifejlesztése az pH; idébeli kbvetésére
3.2. A pankreasz vezetéksejtek gatlé mikodésének tanulmanyozasa
3.2.1. A SP hatasanak vizsgalata a pankreasz vezetéksejtekre
3.2.2. A SP okozta szekrécio gatlas intracellularis Gtjainak vizsgalata
3.3. A pankreatitiszt kivalto toxikus anyagok vizsgalata a pankreasz vezetéksejtjeinek
3.3.1. Az epesavak hatasanak vizsgalata
3.3.2. A nem-konjugalt és konjugalt epesavak kozotti kilonbségek vizsgalata

3.3.3. Avirusfert6zés duktalis szekrécibra kifejtett hatasanak vizsgalata
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1  Etikai engedély
Az allatkisérleteket mind a Munkahelyi Allatvédelmi Bizottsagtol (MAB) mind, pedig

az ANTSZ-t6l megkapott hivatalos engedélyek birtokaban végeztiik.

4.2. Intakt pankreasz duktuszok izolalasa

Intra- és interlobularis duktuszokat izolaltunk kb. 150-200 gramm t6émegU
tengerimalacok hasnyalmirigyébdl. A tengerimalac hasnyalmirigyet 37 C%on 30 percig
kollagenazzal emésztettiik, majd ezt kdvetéen a duktuszokat mikrodisszekcids technikaval
sztereomikroszkop alatt izolaltuk (3. abra). Az izolalt duktuszokat 37 C*o0s 5%-0s CO ,-t

tartalmazo inkubatorban 24 oran keresztil inkubaltuk. Ez id6é alatt a duktuszok két vége

(10)

leforrt és a szekrécionak kdszonheté6en lumenik felhizott

3. &bra: Frissen izolalt pankredsz duktuszok fénymi  kroszképos képe. Lm: lumen, Ep: epitél sejtek,
C.t.: kdtészoveti sejtek (forras: fotd B.E.Argent, Newcastle Egyetem)
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4.3 Pankreasz duktuszok mikroperfazioja

A kisérlek egy részében a duktuszokat mikroperfundaltuk ©®- A mikroperfazio
lenyege, hogy a polarizalt epitél sejtek luminalis illetve bazolateralis oldalat kiilonbdz6é ion
Osszetétell oldatokkal perfundaljuk. A hasnyalmirigy duktuszok Ilumenének a
perfundalasahoz egy kiilsé, tartd pipettat és egy belsé, perfuzids pipettat készitettiink (4.
abra). A luminalis perfazié soran a duktusz egyik végét levagtuk, a masik végét pedig a
tartd pipettaba szivtuk. Ezt kovetéen a belsd perfaziés pipettat finoman a duktusz
lumenébe vezettik. A perfaziés pipettan keresztil a duktusz lumenébe jutatott oldat (10-
30 pl/perc) a levagott végen keresztil hagyta el a duktuszt. A lumindlis perfuzioval
megegyezd iranyld, nagy sebesseégl kulsé perfazié (4-5 ml/perc) biztositotta, hogy a

luminalisan adott oldat a duktusz lumenébdl kijutva ne jusson a bazolateralis oldalhoz.

4. abra. Pétrundélt tengeri malac pankreasz vezeték
tér, (C) rogzitd pipetta, (D) perfundalé pipetta.

. (A) extracellularis tér, (B) intraluminalis
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4.4. Fluoreszcens vizsgalobmodszerek

4.4.1. Intracellularis pH (pH ;) mérés

A 12 oran keresztil inkubalt duktuszokat Cell Tak adhézios molekula segitségével
liveglemezhez (24 mm?) rogzitettiik, mely egy perfaziés kad alapjat képezte. A kadat egy
Olympus Cell? (Olympus, Budapest, Magyarorszag) fluoreszcens képalkoté mikroszkop
targyasztalara helyeztik. Ezt kdvetéen a duktuszokat 20-30 percig egy pH-érzékeny
fluoreszcens festékkel (BCECF-AM-el (2 uM)) inkubaltuk 37C-on, standard HEPES
oldatban. Inkubalast kovetéen a duktuszokat folyamatosan, 4-5 ml/perc sebességgel
kilonboz6 oldatokkal perfundaltuk. A kisérletek soran 4-5 tertletrél (ROI) gydjtottik a
fluoreszcens intenzitast, melyek mindegyike 10-20 sejtbél all6 tertiletet foglalt magaban. A
sejteket el6szor 490 nm majd 440 nm hullamhosszusagu fénnyel felvaltva gerjesztettiink,
majd a 490/440 fluoreszcens emisszios aranyt 535 nm hullamhosszon mértik.
Masodpercenként 4 pH; mérést rogzitettiink. A fluoreszcens szignal (490/445 hanyados)

kalibraciojat az eredmények 3.1 fejezet leiras alapjan végeztik.

4.4.2. Intracellularis kalcium koncentracié [Ca  2']; mérése

A [Ca®"]y mérését a pH; meghatarozashoz hasonléan végeztiik. A sejteket azonban
a kalcium szenzitiv FURA 2-AM-mel (5uM) toltottik fel. A sejteket 340 nm és 380 nm
hullamhosszusagu fénnyel megvilagitottuk, majd a 340/380-as emisszios hanyadost 510
nm hulldmhosszon mértik. A perfuzios sebesség és az adatrogzités modja teljes

egészében megegyezett a pH; mérés adataival.
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4.4.3. Intracellularis ATP (JATP] i) mérés

Az [ATP]; koncentracié mérését technikailag hasonléan végeztik, mint a korabbi két
fluoreszcens meérést. A sejteket 4 umol/L Mg-Green-AM festékkel 30 percig toltottik
szobahémérsékleten. Tekintettel arra, hogy az ATP-nek az ADP-t6l 10x erésebb a
magneézium ionokhoz toérténé kotédese, a sejten bellli Mg ionok nagy része MgATP
formatumban van jelen “* 8 119 Ezaltal, a Mg-Green altal kibocsajtott fluoreszcens jel
aranyos lesz az ADP:ATP hanyadossal, aminek hatasara jol kévetheté a [ATP]; szint
alakulasa. Ha a fluoreszcens intenzitas emelkedik, akkor az [ATP]; szint csokken. A

sejteket 476 nm-en vilagitottuk meg és a fluoreszcens intenzitast 535 nm-en gyjtottik.

4.5. A sejtek pufferkapacitasanak ( B) meghatarozasa

A hasnyalmirigy duktélis sejtek sajat pufferkapacitasanak (3;) meghatarozasahoz az
ammonium-pulzus technikat alkalmaztuk 8. A B; a sejt azon képességét mutatja, hogy
mennyire képesek a pHi-ban bekdvetkezé valtozasokat pufferolni. A hasnyalmirigy duktalis
sejteket Na* és HCOsz ionoktol mentes, kiilonb6zé koncentracioji NH4Cl oldattal
perfundaltuk. A Na" és HCOsz oldatbdl torténd kivonasa biztositotta a sav-bazis
transzporterek kikapcsolasat. A Bi-t a Henderson-Hasselbach egyenlet segitségével

hataroztuk meg. A teljes pufferkapacitast a

Brotar = Bi + B Hcos-= Bi + 2.3 X [HCO3T;

képlet segitségével szamoltuk ki, ahol B ycos-a HCO3/CO, rendszer pufferkapacitast, mig

a [HCOg3)ja HCOg3 sejten bellli koncentraciojat jelenti (5. abra).
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30 1

pH
5. abra A hasnyalmirigy duktalis s ejtek pufferkapacitasa . A hasnyalmirigy duktélis sejteket

sz

flggé pH szabalyozé mechanizmusok nem mikodnek. Az intrinszik pufferkapacitast (B;) a
Henderson-Hasselbach egyenlet segitségével hataroztuk meg (n = 40). A regresszids analizist
Excel program segitségével végeztik. A teljes pufferkapacitast (Bita) @ Biota = Bi+ B Hcoz = Bi + 2,3 X
[HCO3] képlet segitségével szamoltuk ki, ahol B ycosz.a HCO3/CO, rendszer pufferkapacitast, mig a
[HCOz]ia HCO3 sejten belilli koncentraciojat jelenti.

4.6. A HCOj3; szekrécio meghatarozasa
Kisérleteink soran a bikarbonat szekréciot harom kulénb6zé metodikaval mértuk.

Transzporter blokkol6 metodika. Ezen kisérletek soran a HCOj; akkumulaciéjaban
szerepet jatszO bazolaterdlis transzportereket, a NHE-t illetve a NBC-t, 0,2 mM amilorid
valamint 0,1 mM DIDS 5 percen at torténd adasaval gatoltuk “®. Ennek kdszonhetéen a
pH; csokkenését figyelhettiink meg. Az acidifikaci6 mértéke a sejt pufferkapacitasat illetve
az apikalis membranon keresztiili HCO5 kidramlas sebességét tiikrozi *°®. Az amilorid és
DIDS adasanak els6é 60 masodpercében bekdvetkezé pH; csokkenés mértékét (ApH/At)
linearis regresszios analizis segitségével szamoltuk ki. A regresszios gorbe felvétele 240
adatpont felhasznalasaval (4 pH; mérés masodpercenként) tortént.

Alkalozisbdl tortén 6 regeneracio . Ezekben a kisérletekben a duktuszokat 3 percig 20

mM NH,4Cl-tartalma oldattal perfundaltuk, amely azonnali, rendkivil gyors pH; ndvekedést
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eredményezett. Az alkalozisbdl torténd regeneracio meértekét (ApH/At) az elsé 30
masodpercben (120 adatpont) vizsgaltuk a mar korabban emlitett regressziés analizis
segitségeével.

Klorid elvonasos technika . A CI" luminalis oldalrél torténé elvonasa szubsztrat hianyaban
leallitta majd megforditia az anion cseréld transzporter mikodését. Az alkaldzis
meértékekbdl kovetkeztethetiink az anion cseréld transzporter aktivitasara. Az alkaldzis
kialakulasanak sebességét (ApH/At) az elsé 60 masodpercben (240 adatpont) vizsgaltuk a

mar korabban emlitett regresszios analizis segitségével.

A pHi—ban bekovetkezd valtozasokat a

\](B-) = ApH/At X Btota|

egyenlet segitségével bazis aramma [J(B')] konvertaltuk. A befelé iranyulé bazis aramokat

J(B"), mig a kifelé iranyuld aramokat -J(B)-ként jel6ltik.

4.7. Immunhisztokémia

A SP immunhisztokémiai analiziséhez 4%-os formalinban fixalt paraffinba agyazott
hasnyalmirigy metszetet hasznaltunk. Az 5 pm vastagsagu metszetek festését automata
rendszer végezte (Autostain, Dako, Glostrup, Denmark). A metszeteket elészor
megtisztitottuk, majd az endogén peroxidaz aktivitdst 10 perces 3%-0s H,0, kezeléssel
blokkoltuk. Az antigén helyeket 120 C-on 3 perces citrat pufferben térténd inkubalassal
tartuk fel. Ahhoz, hogy a nem specifikus fest6édéseket minimalizaljuk, a metszeteket 30
percig, tejben elékezeltiik. Ezt kbvetéen a metszeteket 30 percig (1:50 higitas; Bio Genex

Laboratories, San Ramon, CA) anti-egér SP elsédleges poliklondlis ellenanyaggal
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inkubaltuk, majd kétszer 10 percig mostuk LSAB2-el (DAKO). Az immunoreaktivitast 10
perces 3,3'-diaminobenzidin-ben térténé inkubalassal mutattuk ki, majd a metszeteket

dehidraltuk. A SP jelenlétét sotétpiros kromagénnel detektaltuk.

4.8 Elektronmikroszképia

Kisérleteink soran a mar koradbban részletezett modon intra- és interlobularis
duktuszokat izolaltunk. A duktuszokat ezt kdvetéen 1-10 perc idétartamra kilonb6zé
anyagokkal CDC, GCDC, cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP)) kezeltik, majd 24
orara 4 T-on fixald oldatba helyeztik (3% glutaral dehidet és 2% dextrant tartalmazo
foszfat-puffer oldat). A duktuszok beagyazasa az 1. tablazat protokollja alapjan tortént. 70
pum vastag félvéekony metszeteket LEICA Reichert Ultracut S tipusu mikrotom segitségével
készitettlink. A metszeteket Toluidin-kék festékkel festettik meg. A kdvetkezb Iépésben a
mintabdl ultravékony (70 nm) metszeteket készitettiink, majd azokat egylyukud hartyasitott
racslemezre vittik fel. Utolsé Iépésként a minta kontrasztozasat végeztik: a mintat 0,25%-
os uranyl-acetat oldatba 30 percen keresztil 40 C- ra helyezziik, majd 5 percig 20 T-on
Reynolds-féle o6lom-citrat oldatban inkubaltuk. A transzmisszios elektronmikroszkopia
soran Phillips CM 10 tipusu elektronmikroszkopot hasznaltunk. A képeket analySIS nevi

program segitségével 1450-64000 nagyitasban készitettik el.

perc
Foszfat-pufferes mosas 10
Inkubalas 1%-0s OsO,-ban 60
Foszfat-pufferes mosas 10
Moséas 50%-os alkoholban 5
Moséas 70%-os alkoholban 5
Inkubdlas 70%-os alkoholban oldott uranyl-acetatban 20
Moséas 96%-0s alkoholban 2*10
Mosés abszolut alkoholban 2*10
Mosas acetonban 2*10
Beagyazas aceton-epon keverékbe 30
Beagyazas epon keverékbe (60C) 30

1. Tablazat. A pankreasz duktuszok beadgyazasanak menete.



49  Western Blot

A tengerimalac hasnyalmirigybdl izolalt intra- és interlobularis duktuszokat
felhasznalasig -70C-on taroltuk. Hozzavetdlegesen 100 darab duktuszt 75 ul lizis
pufferben homogenizaltunk (lizis puffer osszetétele: 250 mmol/l szukréz, 50 mmol/l
HEPES, pH 7,5, 2 mmol/l EGTA, 10 mmol/l EDTA, 20 pmol/l leupeptin, 0,2 mMol/l
phenylmethylsulfonyl fluoride, 2 pug/ml aprotinin, 2 mmol/l Na-ortovanadat, és 10 mmol/l
Na-pyrophosphate). Ezt kdvetéen a sejtlizatumot 5 percig SDS minta pufferben (500 mM
Tris _HCI (pH 6,8), 28% glycerol, 6% SDS, 6 mM EGTA, 24% mercaptoetanol, és
0.0003% bromphenol kék) f6ztik, majd -70C-on taroltuk felhasznalasig. Az igy elkészitett
mintakat SDS poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS page), 6%-o0os gélben a Xcell
SureLock elektroforetikus készllék segitségével (Invitrogen, Budapest, Magyarorszag)
valasztottuk el. Pozitiv kontrollként tengerimalac agyat hasznaltunk (10 pg fehérje), mig a
fehérjek méretének meghatarozasahoz Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker-t
vittink fel a gélre (Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK). Az elektroforetikus
szepardlashoz a Laemmli metodikat alkalmaztuk °®. A PVDF (polyvinylidene fluoride)
membranokat (Fluka, Budapest, Magyarorszag) 1 percig aktivaltuk metanolban, majd 5
percig inkubaltuk a transzfer pufferben. Ezt kévetéen a fehérjéket a gélrdl atvittik a
membranra, majd a membrant 1 6éran keresztll szobahédmeérsékleten Tris-t tartalmazo
séoldatban (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
elsédleges ellenanyagokat a blokkol6d oldatban higitottuk (1:1000 higitas), majd ebben az
oldatban a membranokat 1 oOran keresztul inkubaltuk. Az inkubéaciot kovetbéen a
membranokat TBST-ben mostuk, majd megfelel6, torma peroxidazzal konjugélt

méasodlagos antitesttel (1:10000 higitds) 1 oran keresztil inkubaltuk. Az immunjelek
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el6hivasa kemilumineszcens szubsztratot hasznaltunk (ECL kit), majd a jelet fényérzékeny

rontgen filmre rogzitettik (Kodak Biomax Light film, Rochester, NY).

4.10 A kisérletekben hasznalt virus torzsek

Kisérleteink soran a PRV genetikailag moédositott, replikalédni képes virulens
toérzsét, a Ba-Dup Green-t (BDG) hasznéaltuk. A BDG létrehozasdhoz Bartha virust
hasznaltunk “®, amely a PRV virustorzs legyengitett formaja (oltéanyag). A genetikailag
modositott zold fluoreszcens fehérje (GFP) génjét expresszios kazettaban a PRV rovid

forditott ismétlédéseket tartalmazo (inverted repeat) szegmensében talalhatdé antisense

“ sz

“ sz

galaktozidaz (lacZ) géneket tartalmazd expresszios kazettat az EPO gén helyére

32

inzertaltuk Ennek a mutacionak kdszonhetéen a virus elvesztette replikacios

képességét 2.

4.11 A hasnyalmirigy duktuszok virussal tortén 6 fert 6zése

A duktuszok tapfolyadékat 10° PFU/ml BDG virussal vagy 10'° PFU/mL KEG
virussal egészitettiik ki. A duktuszokat a virust tartalmazo tapoldatokkal 6 6ran keresztil
inkubaltuk. A nem-fertéz6tt duktuszokat normal tapfolyadékban inkubaltuk. Ezt kdvetéen
mind a fertézott, mind pedig a kontroll duktuszokat tovabbi 18 6ran keresztil normél
tapfolyadékban inkubaltuk. A 24 6ras (teljes inkubalasi id8) inkubalasi id6 végére a

duktuszok két vége leforrt és a szekréciénak megfeleléen felhiztak 9.
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4.12 A virus szerkezeti fehérjéinek kimutatasa

A virus szerkezeti fehérjéit immunfluoreszcens festéssel azonositottuk. Az izolalt
duktuszokat 1 oran keresztil 40 g/l paraformaldehidben-PBS oldatban (pH 7,4)
szobahémérsékleten fixaltuk. Ezt kovetéen a duktuszokat haromszor PBS-ben mostuk,
majd 1 éran keresztll 10 g/l szarvasmarha szérum albumint (BSA) és 1 ml/l Triton X-100-
at tartalmazé PBS oldatban szobah&émérsékleten blokkoltuk. A duktuszokat nyudl
poliklonalis antiviralis ellenanyaggal (Affinity Bioreagents, Golden, USA) 1:500 higitasban
24 oran keresztil 4C-on inkubaltuk. Az inkubalast ismét haromszori PBS-es mosas
kovetett, majd a duktuszokat Ujabb 24 6ran keresztil a vorés szintartomanyban emittalo
Alexa Fluor 633-as anti-nyul masodlagos ellenanyaggal (1:1000 higitas; Molecular Probes,
USA) 4C-on inkubaltuk. Ujabb mosast kovet éen a duktuszokat targylemezre rogzitettiik.
A kontroll duktuszoknal immunohisztokémiai festédés nem volt megfigyelhetd. A virus
GFP expresszidjat és az immunfluoreszcens szignalokat konfokalis lézer pasztazo

(scanning) mikroszkop (Zeiss, LSM 400) segitseégével vizsgaltuk.

4.13 Oldatok és anyagok

A kisérleteinkben hasznalt oldatok Osszetételéet a 2. tablazat foglalja 6ssze. A
HEPES tartalml oldatokat 100% O,-vel gazoltattuk a pH értékiket pedig 7,4 -re allitottuk
be HCI vagy NaOHsegitségével. A HCOj™-ot tartalmazé oldatokat karbogénnel (95% O,/
5% CO,) gazoltattuk. Az oldatok hédmérséklete minden esetben 37°C volt. Az O6sszes
laboratériumi vegyszert, fehérjéket, transzporter blokkolokat és ionoférokat a Sigma-
Aldrich vegyszercégtél rendeltiik (Budapest, Hungary). A kromatografias tisztasagu
kollagenézt a Worthington cégtél szereztik be (Lakewood, NJ, USA). A nigericint abszolut

etanolban, a DIDS-et és amilorde-ot DMSO-ban, mig a szekretint, SP-t és spantid-et 1%
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albumint tartalmazo oldatban oldottuk. A Cell-Tak sejtragasztét a Beckton Dickinson cégtél
szereztik be (Bedford, MA, USA). A BCECF-AM, FURA-AM, Mg-Green-AM fluoreszcens

festéket a Csertex Kft-tél vasaroltuk (Budapest, Magyarorszag).

Standard | Standard | magas-K* | NH," NH," Na’ NH," cr cr NH," NH,"
HEPES HCOj3 HEPES HEPES HCO3 mentes Na* mentes mentes cr cr
HEPES mentes HEPES HCO3 mentes mentes
HEPES HEPES HCO3
NaCl 130 115 5 110 95
KCl 5 5 130
MgCl, 1 1 1
CaCl, 1 1 1
NaHEPES 10 10 10
Glitkéz 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
NaHCOs 25 25 25 25
NH,CI 20 20 20
NMDG.CI 140 120
HEPES 10 10 10 10
Na glikonat 140 115 120 95
K szulfat 25 2,5 2,5 2,5
Mg gliikonat 1 1 1 1
Ca glukonat 6 6 6 6
NH, szulfat 20 20

2. tdblazat. Oldatok Osszetétele. Az oldatok Osszetételéhez az értékek mM-ban vannak megadva. A
HEPES tartalmu oldatokat 100% O,-vel gazoltattuk a pH értékiiket pedig HCI bagy NaOH segitségével 7,4 -
re allitottuk be. A HCO;™-ot tartalmazé oldatokat karbogénnel (95% O,/ 5% CO,) gazoltattuk. Az oldatok
hémérséklete minden esetben 37°C volt.

4.14 Statisztika

Az eredményeket atlag + standard hiba (SE) form4jaban tuntettik 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 tobb csoportot

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

5.1 Ujkorszer { adat-analizis kifejlesztése

5.1.1 A fluoreszcens intenzitas befolyasolja a 490/ 440 hanyados mértekét

BCECF-et (mely onmagaban is fluoreszkal) desztillalt vizben oldottunk. Két

kilonboz6 koncentracioju BCECF oldatot készitettiink (20 uM és 40 pM) és kulonb6zé

meéretl zardablak (shutter) méret mellett gydjtéttiik a fluoreszcens jelet. A téglalap alaka

zaréablak méretét a monitoron mértilk és cm?-ben adtuk meg. A kisérlet soran 1-90 cm?

kozott 30 kulonb6zé zardablak meéretet hasznaltunk A teljes fluoreszcens intenzitas
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. - 1,9
300000 - PP L
. o “ Loz
) 250000 - Sl R L17 3
(&) N s d ) <
g o F16 5
G 5 200000 - st 6
S g "5 2
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50000 {55* ™
’ H
0 T T T T T T 1,0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Valos fluoreszcens intenzitas
(festék konc. * zaréablak méret) puM*cm2 2

6. dbra A valos és mért fluoreszcens intenzitds egy  mashoz valé viszonya 490 és 440 nm-en.
(BCECF-et desztillalt vizben oldottunk fel. A teljes, valods fluoreszcens intenzitast a festék koncentracioja
(20 illetve 40 uM) és a zardablak méretébdl 30 kiilonbozé zardéablak méret (1-90 cm?). A téglalap alaku
zardablak méretét a monitoron mértilk és cm*ben adtuk meg.

“ sz

(uM) szamoltuk ki. A 6. abra mutatja a BCECF oldat teljes, azaz valos fluoreszcens
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intenzitasanak viszonyat a mért fluoreszcens intenzitas figgvenyében 440 és 490 nm-es
megvilagitas mellett. JOI lathatd, hogy kezdetben a valos és mért fluoreszcens intenzitas
linearisan valtozik. Amikor viszont az intenzitds 250 uM*cm? folé emelkedik, az optikai
rendszer elkezd szaturalodni és a rendszer a valos fluoreszcens intenzitasnal kevesebbet
meér. Megjegyzendd, hogy a 440 és 490nm-es emisszios értekek nem paralel médon
valtoznak, azaz a 490/440-es hanyados a fluoreszcens intenzitas valtozasaval szintén
valtozik. Alacsony fluoreszcens intenzitas mellett a 490/440-es hanyados 2, az intenzitas

emelkedésével viszont a hanyados minddssze 1,2.

5.1.2 A fluoreszcens intenzitas befolyasolla a 490/ 440 hanyados meértekét
pankreasz vezetéksejtekben

Az el6z6 kisérletsorozatban egyértelmivé valt, hogy a korabbi leirasokkal
ellentétben a 490/440-es hanyados egy sejtek nélkili rendszerben nem allando. Ezért a
kovetkezd kisérletsorozatban megvizsgaltuk, hogy valtozik-e a 490/440-es hanyados
meértéke amennyiben pankreasz vezetéksejtekben vizsgaljuk az intenzitast.
Természetesen ekkor mar nem BCECF-et, hanem BCECF-AM-et hasznaltunk. A sejteket
20-30 percen keresztil 2uM BCECF-fel toltottik. Ezt kovetden a sejteket standard HEPES
oldattal 4-5 ml/perc sebességgel perfundaltunk. A zaréablak méretet 8 cm’~ként 0 és 88
cm? kozott noveltik. Tekintettel arra, hogy az extracellularis tér a kisérlet alatt allandé volt
(standard HEPES oldat) a sejtek pH; értékének is allandénak kellett lennie. A 7. abra jol
mutatja, hogy a zardablak méretének novelésével a 490/440-es hanyados csokken. A
kordbban BCECF-fel, sejtek nélkul végzett (6. abra) és BCECF-AM-mel sejteken végzett
(7. &bra) kisérletek egyértelmien bizonyitjak, hogy a 490/440-es hanyados nem csak a pH

fliggvényében valtozhat.
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7. abra. A zardablak méretének hatasa a fluoreszcen s intenzitasra. (A) Intakt pankreasz duktusz
fénymikroszképos képe. (B): A fluoreszcens intenzitasok egymashoz vald viszonya. A sejteket 20-30
percen keresztil 2uM BCECF-fel toltottik. Ezt kdvetéen a sejteket standard HEPES oldattal 4-5 ml/perc
sebességgel perfundaltunk. A zaréablak méretet 8 cm’—ként 0 és 88 cm?” kozott noveltiik.

5.1.3 pH kalibraciés gorbek felvétele BCECF-AM fest  ék hasznalata soran pankreasz
vezetéksejtekben

Kisérleteinket 10 kilénb6z6 duktuszon végeztik. A 8. dbran egy reprezentativ kisérletet
mutatunk be. A pH kalibraciét magas [K'] koncentraciéju oldatban feloldott 10umol/l
nigericin adasa mellett, az extracellularis pH 5,95 és 8,46 kozott torténd valtoztatasaval

végeztik *™Y. Mivel az intracellularis K* koncentracié magas, a nigericin pedig egy K*/H*
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8. abra .A 490/440-es hanyados kalibraciéja pankred sz vezetéksejtekben. Kisérleteinket 10
kulénb6z6é duktuszon végeztilk. A 8. abran egy reprezentativ kisérletet mutatunk be. A pH kalibraciét
magas [K'] koncentracidju oldatban feloldott 10pumol/l nigericin adasa mellett, az extracellularis pH 5,95
és 8,46 kozott torténd valtoztatasaval végeztik. Az azonos pH-hoz tartozé pontokat 6sszekoététtik. Jol
lathatd, hogy az azonos pH-hoz tartozé hanyados nem allando a kisérlet alatt.

cserélé transzporter szerepet tolt be, a pH; gyorsan beall az extracellularis pH szintjére. A
kilonboz6 pH-k 490 és 440 nm-en mért emisszios fluoreszcens intenzitasanak a mértéket
a 8. dbra mutatja. A zardéablak mérete a kisérlet alatt végig allando volt. A kisérlet minél
pontosabb lebonyolitasa érdekében a kisérlet elején és a legvégén azonos extracellularis
pH-ja oldatot hasznaltunk (6nkényesen a 7,57-es pH-ju oldatot valasztottuk). A 8. abran jol
lathatd, hogy az emisszios 490/440-es hanyados pH; = 7,57-nél a kisérlet elején (9,7) és a
végen (11,7) kulonbozik. Annak ellenére, hogy azonos zaréablak méretet hasznaltunk, a
festéek vesztés miatt (ami egyértelmien kijelentheté a 440 nm-nél mert fluoreszcens
intenzitas cstkkenése lattan) a sejtbél kiaramld teljes fluoreszcens intenzitas csokkent,
aminek kovetkeztében a 490/440-es hanyados emelkedett (8. abra). Kiulénbdzé pH-ju

oldatoknal is - hasonléképpen a 7,57-es pH-hoz - 490/440-es hanyados emelkedést
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kaptunk a kisérlet soran. A 8. abran lathatdé egyenes vonalak az azonos pH-hoz tartozo
490/440-es hanyadosokat kotik 6ssze. Fontos megjegyezni, hogy az dsszekotd vonalak
meredeksége minden egyes pH esetén kulonbozik. Minél magasabb a pH értéke annal
meredekebb a gérbe. A BCECF-fel tortént Kkisérletek esetében korabban a 490/440-es
fluoreszcens hanyadoshoz minddssze egy pH; értéket rendeltek (standard kalibracios
gorbe) ©3 9189 Kisérleteink igazoltak, hogy festékvesztés miatt a 490/440-es hanyados
valtozik, ezért amennyiben csak egy értéket hasznalunk, akkor a kisérlet végén mar nem
tudjuk pontosan meghatarozni az intracellularis pH-t. Raadasul, mivel minden kisérletnél
valtozik a sejten belili festékkoncentracio mértéke és sok esetben a zaréablak mérete
sem allando, a kezdeti 490/440-es hanyados minden egyes kisérletnél is killénb6z6 lehet.
Annak érdekében, hogy a kisérletek kozotti és alatti 490/440-es hanyados azonos pH
melletti kilonbozéségét kivedjik, egy adott pH-hoz tartozé emisszios hanyadost, mindig
egy masik pH-hoz tartoz6 hanyados fliggvényében kell megadnunk. Kisérleteink soran a
7,57-es értéket valasztottuk 6nkényesen referencia pH-nak. Ha jol megfigyeljik a 8. abrat,
akkor jol lathato, hogy a kisérlet elején a 8,5-es hanyados 7.21-es pH-t jelent, amivel
egyidében a referencia pH-hoz (7,57) tartoz6 hanyados értéke 9,8. A kisérlet végen
viszont a 9.6-0s emisszids hanyados jelenti a 7,21-es pH-t, amivel egyidében a referencia
pH (7,57) hanyadosa 11,2. Azaz 0l lathatd, hogy egy hanyadoshoz tartozé pH-t mindig
csak egy masik pH és hanyados fliggvényében tudjuk pontosan megadni. Annak
érdekében, hogy elkészithessik a kalibracios gorbéket, 10 kulonb6zé duktuszon 36
kilonb6z6 pH esetében (5,95 és 8,46 kozoétt) rogzitettik a 490/440-es emisszios
hadnyados értékét (9. 4bra). Ezen adatok értékeléséhez a fluoreszcens hanyadosokat
minden esetben a 7,57-es pH-nal rogzitett 490/440-es hanyados fliggvényében adtuk meg
(9. és 10. abra). A 10. 4bran lathato keresztmetszeti vonalak az adott pH-hoz (5.95, 6,42,

6,84, 7,21, 7,82, 8,15, 8,46) tartozd értékekre allitott regresszidés vonalak. Az adott mérési
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pontok szérasa a regresszids vonalhoz képest minimalis. A 10. abran az is jol latszik, hogy

minél magasabb a pH érték annal meredekebb a pH-hoz tartozo regressziés vonal.

pH 490/440 hanyados| 490/440 hanyados
pH; pH; = 7,57 9. abra. A kilénbdz 6 pH-ju oldatok soran mért
490/440-es hanyados a pH=7,57-es referencia
’ 90/440-es hanyad f i
8,4¢ 11,2 8,7 pH-hoz viszonyitva.
12,5 9,7 Az els6 oszlop az exFraceIIuIéris oldalt pH-jat
138 103 mutatja, ami nigericin adasa mellett megegyezik az
! ' intracellularis pH-val. A masodik oszlop az ehhez
8,1F 10,8 8,8 tartozé 490/440-es hanyadosokat mutatjia. A 8.
abra masodik oszlopdban 6l lathaté, hogy a
11,7 9,7 Py ha el
kisérlet alatt a pH-hoz tartoz6 hanyados valtozik,
12,9 10,3 ezért a pH-hoz tartozé hanyadost mindig csak egy
7.82 10,6 9,6 masik pH és hényados nggvényé_ben tudjuk
! 11.0 9.7 pontosan megadni. Ezért a harmadik oszlopba
' ’ feltintettink egy referencia pH-t, ami altal
11,8 10,7 megallapithaté a pH egységek és a hanyados
12.3 10.8 egységei kozotti viszony megdllapitasara. A
i ! tablazat 10 duktuszon végzett 36 mérést tartalmaz.
7,21 7,0 8,0 Ezeket a pontokat a 10. abra grafikonjan
8,5 9,8 abrazoltuk.
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
53 10,2
51 10,4
51 10,5
5,0 10,6
5,4 11,3
5,0F 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




N
(6]
»
~
o'

A kalibrécios 1 2 3

gorbékhez hasznalt R /
figg 6leges vonalak -
(11. abra) 1 /l///
- /
S 11 - %/’OV
=~ — o
g o | /__;\E—,/T"/
'% // 0
§ 74— N L (684
. A
T | ° A
5 1 S ]
. ° . 5.95
<
3 ]
8 9 10 11 12

pH 7.57 fuggvényében megadott 490/440-es hanyados

10. abra. A kllénbdz 6 pH-ju oldatok soran mért 490/440-es hanyados ésa  pH=7,57-es referencia
pH egymashoz valo viszonya. Az itt abrazolt adatokat a 9. abra tartalmazza. Az X tengely a 7,57-es
pH-hoz tartalmazé hanyadost mutatja, mig az Y tengely a jobb oldalon feltintetett pH-hoz tartoz6
hanyadost (lasd 9. tdblazat). Az egyes szimbolumok kulénb6zé pH-t jelentenek. A horizontdlis vonalak
az adott pH-hoz tartalmazo pontokra allitott regressziés egyenesek. A kalibracids gorbék elkészitéséhez
8 fliggbleges vonalat jeldltlink be az abran. A kalibraciés gorbéket a 11. abra tartalmazza.

8 kalibraciés gorbét vettink fel a 10. abran lathat6 fuggéleges vonalak mentén. A
fuggbleges vonalak a vizszintes regresszios vonalakat metszették, ezaltal az adott
fuggéleges vonalak mentén 7 pH értéket tudtunk a 490/440 hanyados fliggvényében (Y
tengely) felvenni, kihangsulyozva azt, hogy ezen értékek mellé 8.-nak a referencia pH-hoz
(7,57) tartoz6 490/440 hanyadost is ismerjik (X tengely metszéspontja). Természetesen
ezzel a modszerrel szamtalan kalibracios gorbe veheté fel a 7,57-es referencia pH-hoz
tartozé 490/440 hanyados fuggvényében. Az altalunk kivalasztott 8 kalibracids gorbét a 11.
abra mutatja. A gorbéket 1-8 kdzott szamoztuk meg, melyek megegyeznek a 10. abran

lathato fligg6éleges vonalakrdl gydjtétt pontokkal. Fontos megjegyezni, hogy ezen
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kalibracios gorbék nem parhuzamosak egymassal. Az egyes gorbék kozotti tavolsag a pH

emelkedésével folyamatosan né.
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11. &bra. Kalibraciés gorbék. A kalibraci6 menetét a 8-10. abra tartalmazza. Az egyes
kalibracios gorbék a 9. abran fliggbleges vonallal bejeldlt pH pontok 490/440-es hanyadoshoz
valo viszonyat mutatja. A kalibraciés goérbék nem parhuzamosak egymassal. Az egyes gorbék
kozotti tavolsag a pH emelkedésével folyamatosan né.

5.1.4 A pankreasz duktalis vezetéksejtek nyugalmi i ntracellularis pH-janak
meghatarozasa

Ezt kovetéen ugy gondoltuk, hogy ezt a kalibraciés technikat adaptéljuk a
pankreasz vezetéksejtek pH; méréséhez. Erre kétféle lehetéségiink is volt: i) minden
egyes kisérlet esetén a sejteken elvégezzik a pH; kalibraciot vagy ii) keresiink egy olyan
referencia pH-t amihez a megfelelé kalibracidés gorbét kivalaszthatjuk. Az elsé lehetéség
nehezen kivitelezhetd, hiszen minden egyes kisérlet esetén végig kellene csinalni a pH

kalibraciot magas [K'] koncentracioju oldatban feloldott nigericin adasa mellett. A masodik
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lehetéség viszont kivitelezhetének latszott, ha a sejtek nyugalmi pH értékét vesszik
referencia pH-nak. Hipotézisink szerint azonos kondiciok mellett a pankreasz
vezetéksejtek intracellularis pHi-nak kozel azonosnak kell lenniik. Amennyiben a
hipotézisiink beigazolddik akkor a kisérletek elején mért 490/440-es hanyadoshoz tartozo
referencia pH egyenlének tekintheté a nyugalmi pH-val. A kérdés elddntése ceéljabol a
pankreasz vezetéksejteket HEPES oldattal perfundaltuk (pH 7,4) (12. abra). Ezt kovetéen
valtottunk. A kisérlet végén a sejteket pH 7,4-es magas [K'] koncentracioji oldattal
perfundaltuk (12. abra). Rovid idé alatt mindéssze két kalibraciés pontot vizsgaltunk, a
nyugalmi pH meghatarozasat a Thomas féle klasszikus linearis technikaval végeztik (12.
abra). 8 kisérlet elvégzése soran azt kaptuk, hogy a pankreasz vezetéksejtek nyugalmi
pH-ja 7,36 £ 0,01. A legkisebb pH értéek 7,32, mig a legnagyobb 7,41 volt. Ezen
eredmények egyértelmlien igazoljak, hogy azonos tipusu sejtek pH-ja nyugalmi
kordlmények kozott, azonos kondiciok mellett megkdzelitdleg allando.

9,6 1

9,4

9,2 1

9,0 1

8,8 4

pH 7.28

8,6 1

Hanyados (490/440)

8.4 1 5mM| 130mM KCI-Nigericin 130mM KCI-Nigericin

KCI pH:7.28 pH:7.40

8,2 4

5 min

8,0
ld6

12. &bra. A pankreasz vezetéksejtek nyugalmi pH-jan ak
meghatarozasa. A pankreasz vezetéksejteket standard HEPES oldattal
perfundaltuk (pH 7,4), majd ezt kévetéen 8 percen keresztill magas [K']
koncentracioji 10uM nigericint tartalmazoé (pH 7.28) oldatra valtottunk. A
kisérlet végén a sejteket pH 7,4-es magas [K'] koncentraciéja oldattal
perfundaltuk. A nyugalmi pH meghatarozasat a Thomas féle klasszikus
linearis technikaval végeztik.
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5.1.5 Az intracellularis pH meghatarozasa rovid ide i kisérletek esetén.

Tekintettel arra, hogy a sejtek nyugalmi pH-ja ismert (7,36), a kisérletek kezdeti
490/440-es hanyadosat pedig megmeérjik, a megfelelé kalibracios gorbe koénnyedeén
kivalaszthatd. Ezaltal minden egyes kisérlet elején a pH és a fluoreszcens hanyados
viszony ismertté valik. Az élettani szempontbdl érdekes pH tartomanyban a kalibracios
gorbék kozel egyenesek, de nem parhuzamosak egymassal, ezért egy meredekségi
viszonyszadmot (v) kell minden g6rbéhez megadnunk. Az adott gérbéhez tartozé
viszonyszam azt hatarozza meg, hogy 1 egységnyi 490/440 hanyados valtozas mekkora
meértékl pH valtozasnak felel meg. A 10. és 11. abra j6l mutatja, hogy minél magasabb a
nyugalmi pH-hoz tartoz6 hanyados annal kisebb a viszonyszam. Példaul, amikor a
kezdetben mért 490/440 hanyados 8,9, akkor a v = 0,22, azaz, 1 egységnyi valtozas a
fluoreszcens hanyadosban 0.22 egység pH valtozasnak felel meg. Ha a kezdetben mért
490/440 héanyados 7,8, akkor a v = 0,27, stb.. Ezen medfigyelés egyenletben

osszefoglalva:

pHi = pHinyugami + V* (Hanyados mer - Hanyados nyugaimi )

ahol:

pH; a sejt intracellularis pH értéke a kisérlet kozben

PHi nyugaimi a sejt nyugalmi pH-ja (7,36)

% viszonyszam

Hanyados mert a kisérlet alatt mért 490/440 nm emissziés hanyados

Hanyados nygami @z a hanyados, amit a kisérletek elejen meérunk nyugalmi

(pH=7,36) soran
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