dc_1562_18

MTA Doktori Tézisek

A GASZTROINTESZTINALIS EPITEL SEJTEK
IONTRANSZPORT FOLYAMATAINAK
JELENTOSEGE EP ES KOROS KORULMENYEK
KOZOTT

Dr. Venglovecz Viktoria

Szegedi Tudomanyegyetem

Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet

2018



dc_1562

18 ,
MTA Doktori Ertekezés Tézisei 2018 Dr. Venglovecz Viktdria

1. Tartalomjegyzék

L. TartaloMJEZYZEK ... eecveereriieieeieeieesieesteeeteeteete et et eeeeesttessbeenseesseesseessaesssesssesnseassaenseesssesssesssennsesnsanns 2
2. ROVIAIIESEK JEZYZEKE ....cuviiviiitiiciieciie ettt ettt s et e et et e e ve e s teestsestbeeabeesbeesbeessaesssesssessseesseenseeseens 3
B BEVEZELES ...ttt b ettt st sttt esbe e bt e saee e 4
4. Trodalmi ATEKINEES ......eoiiiiieieeee ettt ettt ettt et et be ettt st ebe et e 5
4.1.  Azepitél sejtek Altalanos JEIIEMZESE .........ccveerieviieiieeiieesiee et ettt et sreseveeereebeereesaeens 5
4.2.  Epitelialis iontranszport folyamatok...........cccecvveevuiiviiiiienieiie e e et see e eveeveereens 5
4.3. Gasztrointesztinalis Pitel SEILEK .......ccvveriireiiiiiiiiieriieree ettt 7
4.3.1. Pankreasz duktalis Pitél SEItEK ........ccvuiiviiiviiiiiieiticiiieciiccee ettt ettt ve et 8
4.3.2. NYelOCSO €PILE] SETLEK ... .viivriiiieiieitiiitie ettt ettt st etbeebeeveete e aaeseaeeenas 9

4.4. Az epitél sejtek szerepe GI betegsegekbDen .........ooovvviviiiiiiiiieieeeeee e 10
4.4.1. AKUL PANKICALITISZ. . .cvveerieeiieeiieiieieesieeseeesetesteeteeteeteesseessaesssessseenseesseesaessaessnesssenssenssennns 10
4.4.2. BaITEt NYCIOCSO....cccuvvieerieeiiieeieeeite et e st e eite e st eeeteeeebeessbeeessseesssesessseessseaessseenssasessseessses 11

5. CRIKIEAZESEK ....evventeeieteette ettt ettt ettt sttt e bt bt et e bt e st e bt bt et e sbees b et e sbeentenbeenee e e 13
6. ANYaZOK €8 MOUSZETEK ......eeeiiiiieiiieieeeecte ettt ettt estaesseessteenbeesseensaesseenenes 14
6.1 ATBLOK o rvevoeeveeteeie st 14
6.2, SEItVONAIAK .....eeiiiiiiciiecie ettt ta e etbe b e ebe e be e teenaaenenas 14
0.3, BolEEOK ..uiiiieiieeee ettt e e e e etaeesteenbeenbeensaennes 14
6.4. Intra-interlobularis pankreasz duktuszok izolalasa és mikroperfizioja...........coceeevveevreennennne. 14
6.5.  Fluoreszcens vizsgalo MOASZEIEK.......c..coviiiviiiuiiiiieiieieeeectee sttt ve et e ebe e beeve s 15
6.6.  HCO3 SZEKTECIO TNEIESE .....eoutiiieniiiieiieie ettt ettt sttt st s e b eaeeee 16
6.7.  Patch clamp teChnika...........coooiiiiiiiiiiii e 16
6.8.  Transzmisszios eleKtronmiKroSZKOPIA. .......c.ccoviievieiiieriiiiieiie ettt eve e eve e 17
6.9.  Molekularis bioldgiai teChnIKAK ............coiiiiiiiiiiiiiciicciccieeeeeee et 17
6.10. APOPLOZIS VIZSZAIAL ...eovvieiiiieieeieeiieieeeee ettt ettt e st esteesbe e teesseessaessseenseanseenseensnens 18
6.11. Kisérletes akut pankreatitisz Mmodell...........cooveiiiiiiiiieiieicciccie e e 19
6.12. StatiSZtIKal ANALZIS .....eeiuiiieiieieee e e 19
6.13. Etikai @NGEAELY .....eovieiieiieieee ettt st snaeeereeane 19

7. Eredmények €S KOVEIKEZIEESCK ......ecvviiriieriieriieii i ettt ete et et e stee s essaeseseesseensaensaessnes 20
7.1. A kenodezoxikoélsav hatasa a pankreasz duktalis SejteKre.........oovevvevieiieeriecieerieeereeeieennen, 20
7.1.1. A kenodezoxikdlsav K" csatornakat aktival a pankreasz duktalis sejteken................... 20

7.1.2. A K" csatornak szerepe a kenodezoxikolsav-indukalta duktalis HCOs™ szekrécidban.. 21
7.1.3. A K* csatornak lokalizacidja és az epesav transzporterek expresszidja pankreasz

AUKEALIS SEIEEKEI ....vviiiiiiiiectieciie ettt ettt ettt s tae e tbeeabesbe e te e baestaeetseeabeebeestaesanessseenns 21
7.2. Az urzodezoxikoélsav hatasa a pankreasz duktalis S€Jtekre ..........ccoovvvvevvrviveriienierienieeeeee, 22
7.2.1. Az urzodezoxikoélsav hatdsa a pankreasz duktalis sejtek iontranszport folyamataira és a
(CAZT)ISZINITE ..ottt ettt et e et e et e s e s ae et et e s ess et eseseas et et eseas et esesenseseseseaseseaenens 22
7.2.2. Az urzodezoxikolsav védo hatasa a kenodezoxikolsav-indukalta mitokondrialis
KAT0SOAASSAL SZEIMDETL. .....c.eeeniiiieiiitiete ettt ettt ettt et e b bt 24
7.2.3. Az urzodezoxikodlsav csokkenti a kenodezoxikolsav-indukalta sejthalal mértékét és a
PANKIEAtItiISZ STULYOSSAGAL ...ec.veeiieiieeiiieiieieeiteiee st e stte et e et eteesteesteessaessseesseesseeseessnessnesssennsensseens 25
7.3. Az etanol és nem-oxidativ metabolitjainak a hatasa a pankreasz duktalis sejtekre............... 26
7.3.1. Az alkohol és nem-oxidativ metabolitjainak a hatasa a CFTR csatorna aktivitasara.......... 26
7.3.2. Az ATP szerepe az alkohol és nem-oxidativ metabolitjainak a hatasaban.......................... 28
7.4. Az epesavak hatasa a nyelocsO epitel SEJLEKIC.......ccvrrririiriieiieiecreecee e 29
7.4.1. pH szabalyoz6 mechanizmusok a nyel0cso epitél sejteken........couevvivvieiieviieneeiiecieenine, 29
7.4.2 Az epesavak intracellularis megemelik a (Ca*"); szintet a nyeldcs6 epitél sejtekben........... 30
7.4.3. Az epesavak akut ¢€s kronikus hatasa az iontranszporterek aktivitasara...........ccoeeeeveennenne. 31
8. Uj eredmények 0SSZEFOZIAIASA .............vuoveieeeeeeeeee oo 34
9. Kutatasaink jelentsége, JOVODENT tEIVEK .......c.cccuiiiiiiiiiiiiiiciiecie ettt et 36
10. Tézisek alapjat képezO KOzIemények JEZYZEKE .......ccvevviiiiiiiiiiieieeeeteeeee e 37
11, Scientometrial @dAtOK .........coiiiiriiriiieiee ettt ettt st sttt s 38
12. KOSZONENYIIVANITAS .....vieeviiiiiiiiiiiectie ettt ettt e e ete et e veeste e teesteeetbeeabeesbeesbeasssesesesssesssesssaesses 40



dc 1562 18 e (e
- ™TA Doktori Ertekezés Tézisei 2018 Dr. Venglovecz Viktdria

2. Roviditések jegyzéke

Ac acetaldehid

AP akut pankreatitisz

ATP; intracellularis ATP

BAC epesav koktél (,,bile acid coctail”)

BAPTA 1,2-bisz-o-aminofenoxietan-N,N,N,N-tetraecetsav

BCECF 2.7-bisz-2-karboxietil-5-(és-6-)karboxifluoreszcein

BE Barrett nyel6cso

BKca nagy konduktanciaji Ca**-aktivéalta K* csatorna

BNPP bisz-(4-nitrofenil)foszfat

BSA szarvasmarha szérum albumin

cAMP ciklikus adenozin monofoszfat

(Ca™); intracellularis Ca®*

CaCC Ca*"-aktivalta CI csatorna

CCCpP karbonil cianid m-klorofenil hidrazon

CDCA kenodezoxikolsav

CFTR cisztas fibrozis transzmembran konduktancia regulator

AYn mitokondridlis membranpotencial

DC dezoxikolsav

DMSO dimetil szulfoxid

DOG 2-dezoxigliik6z

EGTA etilén glikol-bisz(2-aminoetiléter)-N,N,N’,N’-tetraccetsav

FA zsirsav

FAEE zsirsav etil-észter

GAPDH gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz

GC glikokolsav

GCDC glikokenodezoxikolsav

GDC glikodezoxikolsav

GERD gastroesophagealis reflux

IAA iodoacetamid

IBT iberiotoxin

J(B/min) ionok aramlasi sebessége

IKca kodzepes konduktanciaji Ca® -aktivalta K csatorna

H,DIDS 4,4’-Diisothiocyanatodihydrostilbene-2,2’-diszulfonsav, disodium s6

FURA 2 S-oxazolecarboxilik sav, 2-(6-(bisz(2-((acetoxi)metoxi)-2-oxoetil)amino)-5-(2-(2-
(bisz(2-((acetiloxi)metoxi)-2-oxoetil)amino)-5-metilfenoxi)etoxi)-2-benzofuranil)

IP; inozitol-trifoszfat

HPRT hipoxantin-guanin foszforiboziltranszferaz

mPTP mitokondrialis permeabilitas tranzicios porus

NBC Na'/HCOj5™ kotranszporter

NHE Na'/H" kicserél

NS11021 1-(3,5-bisz-trifluorometilfenil)-3-(4-bromo-2-(1H-tetrazol-5-yl)-fenil)-tiourea

pH; intracellularis pH

PBS fosztat puffer sooldat

POA palmitolsav

POAEE palmitolsav etil-észter

SKca kis konduktanciaji Ca?*-aktivalta K" csatorna

TC taurokolsav

TCDC taurokenodezoxikolsav

TDC taurodezoxikdlsav

UDCA urzodezoxikolsav
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3. Bevezetés

Az epitél sejtek a szervezet egyik 6 sejttipusat alkotjak, melyek mind morfoldgiajukat, mind
pedig funkcidjukat tekintve nagy valtozatossagot mutatnak. Mivel szamos helyen el6fordulnak,
valtozatos funkciokat lathatnak el, igy mint a szervezet védelme a kiilsé behatasokkal (kérokozok,
szennyezOdések) szemben, szerepiik lehet az egyes terek elhatarolasaban, illetve rajtuk keresztiil fontos
transzport folyamatok mennek végbe. Ezen transzport folyamatok kozé tartozik a szekrécio ¢és
abszorpcid, mely a kiilonboz6 ionok, viz, tapanyag, enzimek vagy akar szabalyozo fehérjék egyes
kompartmentek kozotti transzportjat biztositja. Talan az egyik legfontosabb transzport folyamat az
epitél sejteken keresztiili iontranszport, melyben transzport fehérjék vesznek részt. Ezek a fehérjék
eltéréképpen expresszalddnak az epitél sejtek vér feldli, azaz bazalis illetve lumen feldli, azaz apikalis
membranjan, mely az epitél sejtek polarizaltsagat adja.

Erdeklédésem a gasztrointesztinalis epitél sejtek tanulmanyozasara esett, ezen beliil is a
pankreasz illetve a nyel6cso epitél sejtek vizsgalatara. Bar funkcidjukat tekintve a pankreasz epitél sejtek
a mirigyhamok, a nyeldcso epitél sejtek pedig a feddhamok kozé tartoznak, rajtuk keresztiil fontos
iontranszport folyamatok mennek végbe, mely mind fiziolégids mind pedig patofiziologias
koriilmények kozott meghatarozdak lehetnek. A pankreasz esetében az epitelidlis iontranszport
biztositja a pankreasz nedv megfelelé iondsszetételét és pH-jat, ami az emésztés szempontjabol
nélkiilozhetetlen. A nyel6csé epitél sejteken keresztiili iontranszport folyamatok pedig elsésorban a
refluxatumban talalhatd gyomorsav karositd hatasadval szemben latnak el fontos védelmi funkciot.
Koztudott, hogy az epitelialis iontranszport zavara szamos betegség kialakulasaban szerepet jatszik, ugy
mint a cisztas fibrézis vagy a diarrhea. Az utobbi évek kutatasai mutattak ra arra, hogy a megvaltozott
iontranszport jelentdséggel bir a pankreaszt érintd, gyulladasos megbetegedések (pankreatitisz) illetve
a nyel6csovet érintd szoveti elvaltozasok (Barrett nyel6csG) pathomechanizmusaban is. Az akut
pankreatitisz (AP) az egyik leggyakoribb, akut emésztdszervi megbetegedés (13-18 beteg/100 000
lakos), melyben a morbiditas és mortalitds még ma is magas. Az esetek dontd tobbsége enyhe vagy
kozepes lefolyasu, mig a betegek kb. 20%-a a sulyos betegcsoportba tartozik. Bar az elmult évek alatt
sokat fejlodtek mind a diagnosztikus eljarasok mind pedig a belgyogyaszati €s sebészi terapia, a stlyos
esetekben a haldlozas akar a 30%-ot is elérheti. Ez az elfogadhatatlanul magas szam, tobbek kozt azzal
magyarazhato, hogy a betegség pathomechanizmusa a mai napig nem teljesen ismert, ami megneheziti
hathatos terapiak kidolgozasat. A masik emésztdszervi megbetegedés, amely szintén sok embert érint (a
lakossag kb. 30-40%-4t) a nyel6cso reflux, mely nagymértékben ronthatja az életmindséget és sokszor
gyogyszeres kezelést is igényelhet. A hosszu id6n at fennallo reflux szévodményeként Barrett nyel6cso
(BE) alakulhat ki, amely egy premalignus elvaltozas és nagymértékben ndvelheti a diszplazia majd
késébb a nyeldcsé adenokarcinoma kialakulasat. Jelenleg nem ismert pontosan milyen mechanizmus
hatasara indulnak meg a normal nyel6cs6 nyalkahartyaban a morfologiai elvaltozasok illetve a malignus
folyamatok, ezért a BE-diszplazia-adenokarcindma szekvenciaban szerepet jatszO mechanizmusok
feltérképezése akar prognosztikus vagy diagnosztikus markerként is szolgalhat.

Mind a pankreaszt mind a nyel6csdvet érint6é gyulladasos megbetegedések vilagszerte novekvo
tendenciat mutatnak, foként az iparilag fejlett orszagokban, nagy terhet rova az egészségiigyre. A tobb
mint 10 éves kutatomunkam soran az epitelialis ionhaztartas fenntartdsaban fontos szerepet jatszo
transzportereket és szignalizacios utvonalakat tanulmanyoztam normal és patologias koriilmények
kozott. Munkam soran célul tiztem ki, hogy megvizsgaljam az iontranszport folyamatok szerepét az AP
¢s BE kialakuldsadban és progresszidjaban, illetve olyan terapias célpontokat azonositsak, melyek
igéretes kiindulopontot jelenthetnek az emlitett betegségek kezelésében. Bar vizsgalataim kizarolag az
alapkutatasra szoritkoztak, reményeim szerint eredményeink nem csak elméleti, hanem egyszer majd
klinikai szempontbdl is jelentoséggel birnak.
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4. Irodalmi attekintés

4.1. Az epitél sejtek altalanos jellemzése

Az epitélium vagy hamszovet egyike az 5 alap szovetnek. Az embrionalis fejlédés soran mindharom
csiralemezbdl kialakulhat és a szervezetben szinte mindenhol el6fordul, ahol els6dleges szerepe, hogy
védelmet biztositson a kiils, karos hatasokkal szemben. Emellett az epitél sejtek fontos szerepet
jatsznak az abszorpcioban (belek), a szekrécidban (mirigyek), az exkrécidoban (vese) illetve a gazok
cser¢jében (tiido ¢és vérerek). Epitélium alkotja a bort, egyes érzékhamokat, a tapcsatornat, a
kardiovaszkularis, 1égz6-, urogenitalis- illetve nyirokérrendszert bélelé6 hamokat, valamint a kiils6 és
belso elvalasztasu mirigyeket. Az epitélium jellemzdje, hogy szorosan kapcsolodo epitél sejtek épitik
fel, melyek specidlis struktirakon keresztiil kapcsolodnak egymashoz, amik egyben a sejtek kozotti
kommunkaciét is biztositjak. Az epitél sejtek alakjuk és miikodésiik szempontjabol nagyon sokfélék
lehetnek, van azonban néhany tulajdonsag, amely ezen sejteket altalanosan jellemzi. Ezek koziil az egyik
a polarizaltsag, ami azt jelenti, hogy a bazalis és apikalis membran mind funcionalisan mind
biokémiailag eltér egymastol, ami lehetévé teszi az anyagok egyiranyu mozgasat. Az adhézio az epitél

crcr

crer

teszi lehet6ve, hogy az eloregedett vagy seértilt sejteket képes folyamatosan potolni, ezaltal az epitélium
integritasat megOrizni. Az avaszkularizacio alapvetden jellemzi az epitéliumot, a tdpanyag és az oxigén
diffazioval jut el a sejtekhez a kotdszovetek felol. Egyes hamszovetek idegvégzodéseket is tartalmaznak,
ezaltal az érzékelésben (szaglas vagy izérzékelés) toltenek be fontos szerepet. Az epitél sejtek
csoportositasa tobb szempont szerint is torténhet. Funkcid alapjan megkiilonboztetiink fedéhamot,
érzékhamot, felszivohdmot, pigmenthamot ¢s mirigyhamot. Ezek kozill munkdm sordan a
gasztrointesztinalis fedd-, és mirigyhamok szekrécids folyamatait vizsgaltam, kiilonds tekintettel az
epitelialis iontranszport folyamatokra.

4.2. Epitelialis iontranszport folyamatok

Az epitél sejtek egyik f6 funkcidja, hogy tereket hatarolnak el egymastol, melyek kiillonbozo
ionosszetételliek, pH-jiak vagy ozmolaritasuak lehetnek. Ezen képességiik az iontranszporter
fehérjéknek kdszonhetd, melyek polarizaltan helyezkednek el az epitél sejtek membranjan lehetové téve
ez altal az ionok egyiranyu mozgasat. Az iontranszporterek emellett fontos szerepet jatszanak a sejten
beliili pH egyensuly vagy sejttérfogat fenntartasaban is. A fobb iontranszporterek melyek az epitél
sejteken el6fordulnak a kovetkezok:

Na'/H* kicserélo

A Na'/H" kicserélé6 (NHE) egy elektroneutralis, masodlagosan aktiv transzporter 1 Na™:1 H*
sztohiometriaval. Az NHE alapvetd szerepet jatszik az intracellularis pH (pHi) és a sejt térfogat
szabalyozasaban, valamint meghatarozza a sejten beliili [Na*]-t is. A transzporteren keresztiil 1
extracellularis Na* cserélédik 1 intracellularis H'-ra, igy a pH alkalizalasaban van szerepe. A csatorna
kiilonbozo stresszhatasokra aktivalodik, Gigy mint a sejtzsugorodas, acidozis, hipoxia és mechanikai
stimulus. Jelenleg 10 izoformaja ismert (NHE1-10), melyek 25-75% aminosav egyezést mutatnak. Az
NHE izoformak kéziil az NHE1 szinte minden sejten eléfordul, a tobbi izoforma pedig szdvetspecifikus
kifejez0dést mutat. Az NHE1 fehérjét az SLC941 gén kodolja. A fehérje 815 amindsavbol allo
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glikoprotein, mely 12 transzmembran domén-el rendelkezik. A plazmamembranon elhelyezkedé NHE-
k biokémiai analizise azt mutatja, hogy a fehérje leginkabb dimér formaban fordul elé. A hidrofil, C-
terminalis domén foszforilalodik aktivacio soran. A transzporter normal koriilmények kozott inaktiv,
legfébb stimulusa a pHi csokkenés. A H kot6dése egy konformacidvaltozast indukal a fehérjében, ami
a fehérje aktivaciojat fogja eredményezni. A sejten beliili pH szabalyozasa mellett az NHE fontos
szerepet jatszik a sejttérfogat meghatarozasaban, egyes sejtek apoptotikus folyamataiban,
sejtosztodasban, vagy differencialodasban.

Na*/HCOs kotranszporter

A Na'/HCOj; kotranszporter (NBC) egy elektrogén transzporter, amely elsédleges szerepe a
sejten beliilli pH egyensuly fenntartasa. Az NBC két vagy harom HCOs és egy Na' transzportjat
szabalyozza. A transzport iranyat els6sorban a HCOs™ és a Na” elektrokémiai gradiense hatarozza meg
és elég nagy szoveti eltéréseket mutat. A vesében 1 Na* és 3 HCO;™ transzportjat medidlja a sejtb6l
kifelé, mig a pankreasz duktalis sejtekben 1 Na* és 2 HCOs™ sejtbe torténd felvételét szabalyozza. Az
NBC miikddése soran a HCO;, COs? vagy NaCOs™ forméban is transzportalodhat. A transzporter nem
permeabilis mas organikus anionokra, valamint a Na" sem helyettesitheté Li*-al vagy K*-al. Az NBC1
gén 3 spice varianst kodol, a KNBC1 varianst melyet els6ként vesébol klonoztak, a pNBC1 varianst
melyet eldszor a pancreas-bol izolaltak, illetve az rb2NBC varianst, melyet patkany agybdl klonoztak
¢s kizarolag az agyban fordul el6. A pNBC1 varians aktivitasat az inozitol-1,4,5-trifoszfat receptor k6t
fehérje (IRBIT) jelent6sen fokozza, feltehet6leg kozvetlen tton, a fehérjéhez torténd kotédés révén. A
transzporter aktivitdsat a protein kindz C fehérje aktivalodasa is szabalyozza, melyben az NBC
foszforilacioja jatszhat szerepet.

CI/HCOs kicserélo

A CI/HCOs  kicserélo a sejtbdl vagy a sejtbe torténé HCO;™ transzportot szabalyozza, ezaltal
alkalizalja vagy acidifikalja a sejtet. Szamos izoforma tartozik ebbe a csaladba, melyeket az SLC4A és
SLC26A géncsalad valamelyik tagja kodol. Munkam soran elsdsorban az SLC26A csalad tagjait
vizsgaltam, kozil is az SLC26A3, és -6 izoformakat. Az SLC26A6 fehérje elsésorban a vesébe
lokalizalodik, ahol a proximalis tubulusokban, a Henle kacsban, a macula densa sejtekben illetve a
gyljtd csatorna epitél sejtjeiben fordulnak eld. Emellett a fehérje elofordul a duodénum
mikrovillusaiban illetve a szivben. A pankreaszban mind az A6 (PAT-1) mind pedig az A3 (DRA)
izoforma megtalalhato a duktélis sejtek apikalis membranjan, ahol dsszehangoltan miikddnek mind
egymassal mind pedig a CFTR CI" csatornaval. Ennek az 6sszehangolt miitkdésnek az eredményeként,
illetve az A3 és A6 izoformak eltéré lokalizacidjanak koszonhetéen (az A6 proximalisan mig az A3
disztalisan helyezkedik el), a duktalis sejtek, akar 140 mM HCOs'szekrécidjara képesek. Az A3 és A6
izoforma legfontosabb kiilonbsége, hogy eltérd sztohiometriaval szekretaljak a HCOs-ot. Mind az A3
mind pedig az A6 izoforma elektrogén. Az SLC26A6 2:1 aranyban transzportal HCOs™-ot és Cl” -ot, mig
az A3 izoforma esetében ez az arany 1:2-hdz. SLC26A6 génkiiitott egereken végzett vizsgalatok
kimutattak, hogy az izoformak képesek egymas hatasat kompenzalni, ugyanis az A6 izoforma hianyaban
sem a HCOjszekrécio mértéke sem pedig a szekretalt folyadék mennyisége nem csokken. Ez
feltehet6leg azzal magyarazhato, hogy ezekben az egerekben jelentdsen megné az A3 izoforma
kifejez6dése, amely képes az A6 izoforma hianyaban is biztositani a megfeleld szekréciot. Mind az
SLC26A6 mind pedig az A3 esetében az extracellularis [Cl'] meghatarozza a transzporter irdnyat. Magas
luminalis CI" jelenlétében (124 mM luminalis CI" és 25 mM luminalis HCOj3") mindkét transzporter CI°
-ot vesz fel és HCO; -ot szekretal. Alacsony luminalis Cl (~ 7mM) mellett mindkét transzporter
miikddése megfordul és Cl -ot szekretalnak HCOj ellenében. A transzporterek elsésorban Cl- és HCO5
ionokra szelektivek, de mas molekulak is transzportalodhatnak rajtuk keresztiil, bar ezekre nézve a
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transzportereknek kisebb permeabilitasa van. Igy az SLC26A6 képes transzportalni oxalatot, szulfatot
¢s OH" -t, mig az SLC26A3 bromidot, nitratot, acetatot, szulfatot és oxalatot. A transzporternek jelenleg
nincs specifikus gatloszere. A nem-specifikus gatloszerek koziil legszélesebb korben a DIDS
hasznalatos, amely nem-szelektiv moédon gatolja az anion cserét.

Cisztas fibrozis transzmembran konduktancia regulator (CFTR)

A CFTR CI' csatorna az ATP-kot6 kazetta (ABC) géncsalad egyik tagja. Az epitél sejtek apikalis
membranjan helyezkedik el, megtalalhat6 a tiidoben, a bélben illetve a kiils6 elvalasztastu mirigyekben
(pankreasz, nyalmirigy), ahol a viz és sok transzportjat szabalyozza. A csatorna alapvetden a Cl -ra
szelektiv de mas ionok, ugy mint a I', Br, F- vagy akar HCOs™ is képes athaladni rajta. A fehérje 1480
aminodsavbol épiil fel és két egymassal homolog doménbdl all. Mindkét domén 6 transzmembran
szegmenst (M1-M6 és M7-M12) és egy nukleotid-k6t6 domént tartalmaz (NBD-1 és NBC-2). A két
homoldg domén egy Ugynevezett R-domén-en keresztiil kapcsolodik egymashoz, amely szamos
foszforilacios helyet tartalmaz. A csatorna leginkabb a CI -ra szelektiv. Az anionok és kationok k6zotti
megkiilonboztetésben az intracellularisan elhelyezkedd toltés szelektivitas filter ezen beliil is az M6
szegmensen 352-es pozicioban talalhatd, pozitiv toltésti arginin jatszik szerepet, amely egy
elektrosztatikus akadalyt képez a kationokkal szemben. Az Arg-352 hidnyaban a csatorna Na* atereszt6
képessége tObbszorosére nd. A csatorna nyitodasat két tényezd befolyasolja, az egyik a foszforilacio a
masik pedig az ATP megkotése €s hidrolizise. A foszforilacios helyek az R domén-en talalhatoak,
melyek a protein kinazok (protein kinaz A és C (PKA és PKC)) szamara hozzaférhet6ek. A foszforilacio
noveli ugyan a csatorna nyitddasat, de nem elégséges hozza. Egyes tanulméanyok szerint R domén
hidnyaban is miikodoképes a csatorna, annyi kiilonbséggel, hogy MgATP jelenlétében, foszforilacio
nélkiil is konstitutivan aktiv. Az R domén hianya emellett csokkenti a csatorna konduktancigjat illetve
kevésbé stabil a pirofoszfat (PPi) altal indukalt nyitott allapot, ami arra utal, hogy az R domén
valamilyen mértékben befolyasolja a nukleotidok és az NBD kozotti kolcsonhatast. A csatorna nyitott
¢s zart allapotaért az ATP a felelds, amely az NBD-n keresztiil képes kotddni a csatorndhoz. Az ATP
hidrolizise indukalja a csatorna nyitodasat, majd a képzédott ADP levalik. A jelenleg leginkabb
elfogadott nézet szerint, az NBD-1 domén-en torténd hidrolizis nyitja, mig az NBD-2 domén-en torténd
hidrolizis zarja a csatornat. A csatorna nyitddasa soran a két NBD o0sszekapcsolodik ami egy
konformaciés valtozast indukal a transzmembran doménekben, melynek eredményeként az eddig
intracellularisan elhelyezkedd szubsztratkoto hely az extracellularis oldalra kertil, eldsegitve ezaltal a
Cl" vagy mas szubsztrat transzportjat. Kisérleti adatok vannak arra nézve, hogy az NBD-1 domén-ben
bekovetkez6 mutacio csokkenti a csatorna nyitodasat, mig az NBD-2-ben bekdvetekz6 mutacio a CFTR
zarddasat lassitja. Ezek alapjan elmondhat6, hogy a CFTR nyitodasi/zarodasi frekvencidjaban és
id6tartamaban jelentds szereppel bir az NBD doméneken torténé ATP hidrolizis. A CFTR
deaktivacidjaban protein foszfatazok (PP2C és PP2A) vesznek részt, melyek defoszforilaljak az R
domént.

4.3. Gasztrointesztinalis epitel sejtek

A gasztrointesztinalis (GI) epitél setjek tobb liter folyadékot szekretalnak és abszorbeédlnak
naponta, amely biztositja a tipanyagok megemésztését és felszivodasat. A napi ~7 liter mennyiségi,
kiilonb6z6 ionokat és emésztdenzimeket tartalmazé szekrétum a nyalmirigyek (~1 L), a gyomor (~1,5-
2 L), avékonybél (~1-1,5 L), a pankreasz (~1-1,5 L) és a maj (~1 L) miikodésének kdszonhetd. A termelt
szekrétum a vékony- és vastagbelen keresztiil nagyrészt visszaszivodik és csak elenyészé mennyiség
(0,2-0,3 L) tavozik a széklettel. A kivalasztd és felszivd folyamatok kiilonbdzé membranfehérjék,
iontranszporterek és vizcsatorndk osszehangolt mikddése révén valosul meg. Munkam soran az
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epitelialis iontranszport folyamatokat és az ehhez kapcsolodo sejten beliili szignalizacios utvonalakat
vizsgaltam a pankreaszban illetve a nyel6csoben.

4.3.1. Pankreasz duktalis epitél sejtek

A pankreasz egy kettOs elvalasztasi mirigy, endokrin és exokrin részt kiilonithetiink el benne.
Az endokrin részt a Langerhans szigetek alkotjak, melyek foként a és P sejtekbdl épiilnek fel és a
szénhidrat anyagcsere szabalyozasaban jatszanak donto szerepet. Az exokrin pankreaszban a két {6 sejt
tipus az acinus és a duktalis sejtek. Az acinus sejtek feleldsek az emésztéenzimek szintéziséért, melyeket
jatszanak szerepet, ami a pankredsz nedv térfogatanak nagy részét adja. Bar a duktalis sejtek az exokrin
pankreasz tomegének elenyészo részét képezik, azonban funkcidjukat tekintve nélkiilozhetetlenek a
normalis homeosztazis fenntartasdban. A duktalis sejtek az intercellularis kanalikulusokbol indulnak
melyek intra- és interlobularis duktuszokka szedddnek Ossze, majd az interlobularis duktuszok a {6
duktalis vezetékbe (Wirsung vezeték) torkollanak. A Wirsung vezeték a duodénumba nyilik a kdzos
epevezetékkel a Vater ampullanal. A duktalis sejtek cuboidalis vagy piramis alaku sejtek, melyek nagy
mennyiségli mitokondriumot tartalmaznak, ami az energiaigényes ionfolyamatok miatt sziikséges, mig
egy¢b sejtalkotok, ugy mint a Golgi apparatus vagy a durva ER viszonylag kis szamban fordulnak elg.
A duktuszok és acinusok hataran talalhat6 centroacinaris sejtek, duktalis karakterisztikat mutatnak és
atmenetet képeznek az acinus és duktalis sejtek kozott. A szekretdrikus duktalis sejtek mellett
mucinozus sejtek is eléfordulnak a duktalis fa minden egyes szegmensében, melyek a nyak termelésében
toltenek be fontos szerepet. A duktalis sejtek szamos feladatot latnak el a pankreaszban: i) szerkezeti
vazat biztositanak az acinusoknak illetve az endokrin szdvetnek, ii) vivokozeget biztositanak a
pankreasz altal termelt makromolekulaknak (emésztéenzimek, mucin) iii) semlegesitik a gyomor fel6l
érkez6 savas kémhatast, optimalis koriilményeket biztositva az emésztdenzimek miikodéséhez, valamint
iv) el6segitik a mucin szekréciot valamint hidrataljak és oldatban tartjdk a mucin molekuldkat
megakadalyozva a temelddott nyak bestirisodését. A duktalis sejtek altal termelt alkalikus folyadék a
naponta termelt 1-2 liter pankreasz nedv donté tobbségét adja. A HCOs szekrécio tobb ion transzporter
Osszehangolt miikddése révén valosul meg, melyek a duktalis fa proximalis és disztalis végén
eltéréképpen expresszalodnak. A duktalis iontranszport folyamatok az acinusok altal termelt izotonias
folyadék Gsszetételét némiképp modositjak, melynek eredményeként a Cl” nagy része visszaszivasra
keriil, mig a Na* koncentracidja valtozatlan marad. Az acinusok és duktalis sejtek Osszehangolt
mitkodéseként a pankreasz nedv iondsszetétele az alabbiak szerint alakul: 160 mM Na*, 20 mM CI', 140
mM HCOs, 5 mM K", Ezenkiviil egyéb ionokat is tartalmaz kis mennyiségben, ugy mint Ca®’, Mg*’,
Zn*", PO4>, SO4*. A nedv iondsszetételét nagyban befolyasolja a szekrécié mértéke is. Az 1980-as
évekig tigy gondoltak, hogy a pankreasz duktuszok egyetlen feladata, hogy egy mechanikus vazat
biztositanak az acinusok szamara. Ez a nézet a 80-as évek elején dolt meg, amikor Barry Argent és
mtsai. olyan izolalasi technikat dolgoztak ki, melyel lehetévé valt a duktalis sejtek funkcionalis
vizsgalata. Ezeknek a vizsgalatoknak koszonhet6en ismerté valt, hogy a duktalis sejtek alapvetd élettani
funkciot is betoltenek, azaz egy HCOs-ban gazdag, folyadékot szekretalnak. A human pankreasz
duktalis epitél sejtek, akar 140 mM-os koncentracioban is képesek HCOj;™ szekretalni. A szekretalt
HCOs legnagyobb része a vérbdl szarmazik, ahonnan a HCOs™ a bazolateralisan elhelyezkedé6 NBC-n
keresztiil jut a sejtbe. Pankreasz duktalis sejtekben az egyes izoforma talalhatdé (NBCI1), amely
elektrogén transzporter (két HCOs™-ot és 1 Na'-ot juttat a sejtbe), ezaltal jelentds szerepet jatszik a
nyugalmi membranpotencial fenntartasaban, ami az apikalis membranon keresztiili HCOs™ szekrécidohoz
diffuzidja a sejt membranon keresztiil. A sejtbe bejutott CO, szénsavva alakul, majd a keletkezett
szénsav disszocial HCOj™-ra és H'-ra. Mindkét folyamatot a szénsav-anhidrdz enzim (CA) katalizalja.
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Ezt kdvetéen a H' a bazolateralis NHE-n és H -ATPaz-on keresztiil hagyja el a sejtet, mig a HCOs™ az
apikalis oldalon elhelyezked6 CI/HCOj; cserélon keresztiil (SLC26A3 és A6) szekretalodik a lumenbe.
A HCOs  szekrécio masik kulcsfontossagt transzportere a CFTR Cl- csatorna, amely szintén a duktalis
sejtek luminalis membranjan helyezkedik el és szoros Osszhangban mikddik az SLC26 anion
kicserélovel. A legujabb vizsgalatok azt mutatjak, hogy a CFTR csatorna R doménje kolcsonhat az
SLC26 transzporter C terminalisan 1évd STAS domén-el és ezt a kolcsonhatast az R domén
foszforilacioja méginkabb fokozza. Sokaig uralkodott az a nézet, mely szerint a CFTR csatorna egyetlen
feladata a CI/HCOjs™ cseréhez sziikséges luminalis Cl- koncentracio biztositasa. Az utdbbi évek kutatasi
eredményei azonban egyértelmiien bizonyitjak, hogy stimulalt szekréci®6 soran a csatorna
ionszelektivitasa megvaltozik.

Sokaig nem volt ismert, hogyan képesek a duktalis sejtek fenntartani a HCOs™ szekréciot egy HCOs™-ban
gazdag luminalis folyadékba, melynek koncentracioja akar a 140 mM-ot is elérheti. Tobb elmélet is
sziiletett a HCOs™ szekréci6 mechanizmusanak a leirasara, melyet végiil Park és mtsai-nak sikertilt
azonositani. A korea-i munkacsoport kisérletei soran tobbféle modszertani eljarast alkalmazott,
beleértve az izolalt duktalis sejteken torténd patch clamp technikat is, melynek optimalizalasaban
jomagam is részt vettem. Newcastle-i tartdzkodasom soran szerencsém volt egyiitt dolgozni a
kozlemény egyik tarsszerzOjével, akinek megtanitottam a duktalis sejt izolalas egy altalam
tovabbfejlesztett valtozatat, melynek koszonhetéen hatékonyabba valt ezen sejtek elektrofiziologiai
vizsgalata. Ezen vizsgalatoknak koszonhetéen Park és mitsai. karakterizaltak a CFTR csatorna
mitkodését alap és stimulalt koriilmények kozott és egyéb vizsgalatok mellett leirtdk a pankredsz

crcr

4.3.2. Nyelocso epitél sejtek

A nyelbcso epitél sejteken keresztiili iontranszport folyamatokkal az utdbbi években kezdtem el
foglalkozni. Normal koriilmények kozott a nyeldesovet egy tobbrétegii, el nem szarusodoé lapham béleli,
melyet mukozanak neveziink. A mukdza fontos védo funkciot tolt be, azaltal, hogy védi az alsobb
rétegeket a mechanikai és vegyi sériilésekt6l. A defenziv tényezok kozé tartozik a nyaktermelés, a
clearance illetve az epitelidlis rezisztencia, melyet el6szor Orlando és mtsai. irtdk le. Az epitelialis
rezisztenciaban alapvetéen 3 mechanizmus vesz részt: a pre-epitelidlis, az epitelialis és a poszt-
epitelialis védelem. A pre-epitelidlis védelembe a nyelécsé mukdza nyak boritasa, illetve a felszini
HCOs™ szekrécio tartozik, ami egy alkalikus mikrokdrnyezetet alakit ki, védve a sejteket a savas
expoziciotol. A poszt-epitelidlis védekezésnek legfontosabb komponense a nyel6csG zavartalan
vérellatasa, ami a O, és HCOs™ ellatas biztositasa révén jarul hozza a nyeldcs6 épségének fenntartasahoz.
Mivel a pre- illetve poszt-epitelidlis védekezd mechanizmusok a nyeldcsé esetében nem jelentdsek,
fontos szerep jut az epitelialis védekez6 mechanizmusoknak, melynek mind strukturalis mind pedig
funkcionalis elemei vannak. A strukturalis elemek kz¢ els6sorban a tight junction-6k tartoznak, melyek
mechanikus barrier-t képeznek a luminalis tartalommal szemben. A funkcionalis mechanizmusok k6z¢é
tartozik az epitél sejtek proliferacioja és helyreallitasa, a puffer rendszerek (HCO; és foszfat puffer
rendszer), valamint az ion transzporterek a sejtek apikalis és bazolateralis membranjan. A nyeldcs6
epitél sejtek (EECs) apikalis membranjan eddig egy nem-szelektiv kation csatornat sikeriilt azonositani,
ami egyforman permeabilis a Na’, Li", K" ionokra illetve a H'-ra. A csatorna funkcidja nem teljesen
tisztazott. Tobey és mtsai. kimutattak, hogy a savas pH gatolja a csatorna aktivitasat, ami feltehet6leg
egy védekez6 mechanizmus a luminalis sav-al szemben. Mas tanulmanyok azt talaltak, hogy a kationok
luminalis pH a transzporter blokkolasa révén gatolhatja a sejtek potlasat az alsobb, nem differencialodott
rétegekbdl. Az EECs bazolateralis membranjan l1ényegesen tobb ion transzportert sikeriilt azonositani.
Tobey és mtsai. egy Na'-fliggd és egy Na'-fliggetlen CI/HCOs5 kicserél6 jelenlétét azonositottak nyul
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sejtek acidozisaban jatszik szerepet. A Na'-fiiggetlen CI7HCO; kicseréld ellentétesen miikodik és a
HCOs felvételét katalizalja, ezaltal a sejtet alkalizalja. Az anion kicseréld mellett NHE1 jelenlétét mind
mRNS mind pedig fehérje szinten is sikeriilt azonositani a patkany, nyul és human EECs-en, ahol a pH
homeosztazis fenntartdsa mellett fontos szerepet jatszik a sejttérfogat, proliferacio és sejttalélés
szabalyozasaban. Ezek a tanulmanyok normal nyeldcs6 epitéliumon vizsgaltdk az ion transzporterek
kifejez6dését, mig ezen transzporterek jelenléte illetve aktivitdsa a nyelocsé gyulladasos
megbetegedéseiben kevésbé tanulmanyozott.

4.4. Az epitél sejtek szerepe GI betegségekben
4.4.1. Akut pankreatitisz

Az akut pankreatitisz (AP) a pankreasz gyulladasos megbetegedése, melyben a mortalitas és
morbiditdas még ma is nagyon magas. A betegség atlagos incidencidja 13-80 eset /100 000 lakos/év, mely
a fejlett orszagokban egy novekvo tendenciat mutat. Az AP stlyossagat tekintve lehet enyhe, kdzepes
¢s stlyos lefolyast. Az esetek donto tobbsége (~ 80%) az enyhe betegcsoportba tartozik, mig a betegek
20%-aban a stlyos, szeptikus allapot alakulhat ki, melyben a mortalitas akar a 30 %-ot is elérheti. A
diagnézis felallitasanal a felhasi fajdalom, az emelkedett szérum amilaz és lipaz szint, valamint a
pankreasz morfologiai elvéaltozasai a dontoek. A jelenleg leginkabb elfogadott nézet szerint a betegség
kialakulasaban a tripszin id6 el6tti aktivalodasa kulcs fontossagu 1épés, bar a pontos pathomechanizmus
a mai napig nem teljesen ismert. Az esetek 80%-aért az epekovesség és a tulzott alkoholfogyasztas a
felelds. Az Opie-féle teoria szerint a biliaris pankreatitisz kialakuldsaért a Vater papillaba beé¢kelodott
epeuti k6 a felelds, amely ez altal megakadalyozza a pankreasz nedv elfolyasat. A biliopancreaticus
reflux soran a duktélis vezetékrendszerbe jutott epe karosithatja a pankreészt illetve eldsegitheti az
emésztéenzimek 1d6 elotti aktivalodasat. Az alkohol-indukalta AP esetében a talzott alkoholfogyasztas
hatasara megné a pankreasz nedv elvalasztasa és ezzel egyidejileg fokozodik a Vater papilla
kontrakcioja, megakadalyozva a pankreasz nedv elfolyasat. Emellett az etanol (EtOH) bomléasa soran
olyan metabolitok képzdédnek, melyek karosithatjak az acinus sejteket és az enzimek aktivalodasat
okozhatjak. Az utobbi évek kutatasai egyre inkabb el6térbe helyezték a duktalis sejtek szerepét az AP
pathomechanizmuséban. A 90-¢s években Czakd és mtsai. cerulein-indukalt akut kisérleti pankreatitisz
vizsgalata soran a cerulein injekcidt koveté néhany oraban megnoévekedett folyadékszekréciot
tapasztaltak, mely a pankredsz nedvhez képest hipoproteinémias volt és megeldzte a pankreasz
morfologiai elvaltozasait. Hasonld hipoproteinémias hiperszekrécié volt megfigyelhetd Na*-
taurokolsav retrograd infGizidja soran is patkanyban. A betegség progresszidja soran a hiperszekréciot
hiposzekrécio illetve a pankreasz szovet karosodasa kovette. Ezek az eredmények egyfajta aspecifikus
védémechanizmus jelenlétére utalnak, mely az AP korai szakaszaban még a szovet karosodasa el6tt
megprobalja a pankreasz lumenébdl kimosni a karositd tényezoket. Az AP kialakulasaban a két {6
ctioldgia tényezo a tulzott alkohol fogyasztas illetve az epekovesség. Ezen agensek a duktalis folyadék
¢s HCOj™- és folyadékszekréciot dozisfliggdé modon befolyasoljak:

Etanol hatdasa a duktalis sejtekre

Ishiguro és mtsai. azt talaltak, hogy 0,3-30 mM-os koncentracioban az EtOH fokozza a szekretin-
stimulalta duktalis folyadékszekréciot, mig nagy dozist alkohol esetén (100 mM) ez erételjesen
gatlédik. Nem ismert, hogy az EtOH serkentd és gatld hatasaban milyen sejten beliili mechanizmuson
vesznek részt. A CFTR CI csatorna fontos szerepet jatszik a duktalis HCOs™ szekrécidban, azaltal, hogy
a CI7HCOs™ kicseréldé miikodéséhez sziikséges Cl-ot biztositja. Szamos tanulmanyban leirtdk, hogy a
CFTR csatorna génjében bekovetkez6 mutacid nemcsak a CF-el, de pankreatitisz-¢l is tarsul, azonban
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az EtOH hatasat a csatorna konduktanciajara nem vizsgaltak még. Raju és mtsai. kimutattak, hogy 1éguti
epitél sejtek 24 oras inkubacioja EtOH-al (100 mM) erételjesen gatolja a CFTR csatornat, azaltal, hogy
befolyasolja a sejten beliili CAMP szintet.

Munkank soran célul tiztiik ki, hogy megvizsgaljuk az EtOH illetve metabolitjainak a hatasat a duktalis
CFTR csatorna mitkodésére, melynek segitségével egy teljesebb képet kaphatunk az EtOH hatasanak
sejtszintii  mechanizmusairol,  amely  eldsegitheti  az  alkohol-indukalta  pankreatitisz
pathomechanizmusdanak jobb megértését.

Epesavak hatasa a duktalis sejtekre

1) Korabbi vizsgalataink soran leirtuk, hogy a CDCA alacsony koncentracioban (100 uM) fokozza a
duktalis HCOj5 szekrécidt, egy inozitol-trifoszfat (IPs)-medialta Ca** felszabadulason keresztiil, mig a
nagy do6zisu CDCA (1mM) mind a luminalis mind pedig a bazolateralis membran fel6l adva gatolta a
transzporterek miikodését. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a pankreasz duktuszok a karosito
noxakra hiperszekrécioval reagalnak. Ez a fokozott szekrécid megprobalja kimosni a pankredszbol a
karosito tényezoket, aktivalodott enzimeket. Amennyiben ez a ,,wash-out” mechanizmus nem oldja meg
a karosito tényezok szintjének csokkenését (pl. az epeko tovabbra is be¢kelddve van a papillaba vagy a
noxa tovabbra is fenn all és a pankreatitisz tovabbfejlodik), akkor a szekrécido erdsen gatlodik
sulyosbitva ezzel a pankreatitisz lezajlasat.

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, milyen mechanizmuson keresztiil valosul meg a CDCA szekréciot
stimuldlo hatasa elektrofiziologiai méréseket végeztiink a patch clamp technika, teljes sejtes
megndvekedett Ca’" szinttel, ezért elsésorban olyan ioncsatorndk vizsgdlatdra fokuszaltunk, melyek
aktivaciéjaban a megemelkedett (Ca’"); kézponti szerepet jatszik.

2) Az urzodezoxikolsav (UDCA) egy masodlagos, hidrofil epesav, melyet kiilonbdzo epebetegségekben
hatékonyan hasznalnak elsésorban az epekdvek oldasara, de emellett kedvez6 hatasat tapasztaltak egyes
epeuti megbetegedésekben, igy mint primer biliaris cirrozis vagy szklerotizald kolangitisz. Az UDCA
védo hatasanak a mechanizmusa nem teljesen ismert, de alapvetéen harom koncepcidt feltételeznek: 1)
3) sejtvédo funkcio a hidrofob epesavak karosito hatasaval szemben. Az UDCA sejtvédo hatasat szamos,
hepatocitakon végzett tanulmanyban vizsgaltak, mely soran kimutattdk, hogy az UDCA eldkezelés
jelentésen lecsokkenti az epesavak-indukalta mitokondridlis tranzicidés poérus nyitddasat és ez altal az
epesavak apoptizald hatasat. Ezen eredmények arra utalnak, hogy az UDCA védoé hatasaban a
mitokondridlis membran stabilizalasa fontos szerepet jatszik.

Korabban kimutattuk, hogy a nagy dozisu CDCA duktadlis sejtekre kifejtett gatlo hatdsa szorosan
osszefiigg a CDCA-indukalta mitokondridlis karosodassal, ezért kivancsiak voltunk arra, hogy az
UDCA eldkezelés képes-e ezt a gatlo hatast kivédeni.

4.4.2. Barrett nyelocso

A nyel6éesovet érintd, egyik leggyakoribb megbetegedés a gastro-oesophagealis reflux betegség
(GORB), mely soran a savas gyomortartalom, a nyel6csé zardizmainak nem megfelelé mitkkodése miatt
a nyeldcsobe visszaaramlik és ez tiineteket okoz. A GORB legjellemzdbb tlinete a gyomortdji illetve
szegycsont mogotti ¢g6 érzés, de egyéb extraoesophagealis tiinetek is jelentkezhetnek, tgy mint a
kohogés, rekedség vagy gégegyulladas. A betegség a népesség kb. 30 %-at érinti és jellemzden a
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fejlettebb orszagok lakossaga érintett, azonban a betegség eléfordulasa novekvo tendenciat mutat a vilag
tobbi részén is. A tiinetek eltérd intenzitassal és gyakorisaggal jelentkezhetnek kezdve a klinikailag
enyhe tiinetekt6l a sulyos komplikaciokig. A nyeldcso reflux egészséges emberekben is eldfordulo
folyamat, ami idoben korlatozott hossziisagu és nem okoz tlineteket. Abban az esetben, ha a reflux
gyakrabban fordul el6 vagy folyamatosan fennall, szerkezeti illetve miikddésbeli elvaltozasokat
okozhat. A betegség hatterében mind anatomiai, genetikai eltérések mind pedig kdrnyezeti tényezok
szerepet jatszhatnak. Ezek koziil kiemelendd a nyelécs6 megvaltozott motilitasa, ami csokkenti a
nyel6csd clearance sebességét, igy a gyomorbennék tartésan a nyel6csOben marad. A nyelGcsébe
regurgitalt gyomortartalomban 1év6 soésavnak tulajdonitanak alapvet6 szerepet a nyel6csé gyulladasos
folyamataiban, bar egyéb agensek, Ugymint az epesavak vagy pepszin is sulyos szovédmények
kialakulasat okozhatjak. Allatkisérletes vizsgalatok azt igazoltak, hogy a nyelécsd relative rezisztens
kizarolag sosav terhelésre, hacsak nem nagyon magas koncentracioban van jelen (pH<I). Pepszin
jelenlétében mar magasabb pH-n (pH<2) is megjelent a gyomorsav karositd hatasa. Nyul nyeldcsdvon
végezett kisérletekben az epesav is karosnak bizonyult: a konjugalt epesavak savas, mig a nem-konjugalt
epesavak neutralis pH-n karositottdk a mucosat. A fent emlitett hipotézist alatamasztja még az a
megfigyelés is, hogy bar a savszekréciot gatld proton-pumpa inhibitorokkal (PPI) valé kezelés
hatasosnak bizonyult a reflux oesohagitis gyogyitasaban, a paciensek jelentés szazaléka tovabbra is
¢észlelt tiineteket, illetve a PPl gyakran nem bizonyul hatasosnak a betegség extra-oesophagealis
tiineteivel szemben, Ugymint laryngitis vagy kronikus kohogés. Illetve a PPI hasznalata nem
csokkentette kelld6 mértékben a Barrett-nyelécso illetve annak adenocarcinomaba vald atmenetének
gyakorisagat. A GORB leggyakoribb szovodményei koz¢é a reflux oesophagitis, nyel6csovérzés, fekély,
stricturak kialakulasa, az un. Barrett-nyelocsé (BE), illetve sulyosabb esetekben a nyeldcso
adenokarcindma (EAC) tartozik. A BE praecancerosus allapot, melyben a tobbrétegii lapham helyét
hengerham foglalja el. El6fordulasa a nyugati populacioban 1,6 %, mig azoknal a betegeknél, akik
igazoltan GORB-ban szenvednek ez akar 4,4% is lehet. Szovettanilag fundus, cardia illetve intesztinalis-
tipusu metaplaziakat kiilonithetlink el. A fundus-tipusti metaplaziaban parietalis és 6 sejtek, a cardia-
tipust metaplaziaban a cardia nyalkahartyara jellemz6 nyakkivalaszto sejtek, mig az intesztinalis-tipusi
metaplaziaban intesztinalis ham, kehely €és endokrin sejtek vannak jelen. Jelen ismereteink szerint a
hengerham a muko6zaban talalhaté multipotens 6ssejtekbdl szarmazik, illetve egyes feltételezések szerint
a Schaffer mirigyekbdl is eredeztethetdek. Az igy kialakult hengerham 1ényegesen ellenallobb a sav
karosit6 hatasaival szemben mind a lapham. A betegség a nyeldcsé kiillonbozé hosszisagu szakaszat
érintheti mely alapjan hosszl (3 cm felett) illetve révid (3 cm alatt) szegmens BE-t kiilonboztethetiink
meg. A jelenleg elfogadott nézet szerint az intesztinalis-tipusit metapldzia okozza a nyeldcs6 stilyosabb
funkcionalis zavarait, illetve ez a stddium noveli leginkadbb az EAC kialakulasanak a kockazatat. Az
EAC megjelenése el6tt low majd high grade diszplazia alakul ki, mely egy neoplasztikus allapot, amely
a daganatos atakalkulas jeleit mutatja. Tobb vizsgalat is igazolta, hogy a metaplazia-diszplazia-
adenokarcindma szekvencia progresszidjaban a sosav és az epesavak is szerepet jatszhatnak az altal,
ezaltal a genetikai instabilitast, a mechanizmus azonban nem teljesen ismert. Mivel az iontranszport
folyamatok nagymértékben hozzajarulnak, mint a nyel6csO clearence mind pedig az epitelialis
rezisztencia fenntartasaban, a nyeldcso epitelidlis transzportfolyamatok ismerete mind fiziologias mind
pedig patofiziologias korilmények kozott nagy jelentéséggel bir. Az iontranszporterek jelenlétét
tobbnyire normal nyelécsé hamban karakterizaltak, mig a metaplasztikus hengerhamban alig lelhet6 fel
adat, annak ellenére, hogy fontos védd szerepet jatszhatnak a reflux-indukalta tovabbi nyel6csd
karosodas kivédéseben.

Jelen tanulmanyban célunk volt, hogy azonositsuk a sav/bazis transzport folyamatokat BE-ben, illetve
karakterizaljuk a sosav illetve epesavak hatasat az iontranszporterek aktivitasara és kifejezodésere.
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5. Célkituzések

Kisérleteink sordn céljaink kozt szerepelt, hogy karakterizaljuk a pankreasz illetve nyeldcsé epitél
sejtek iontranszport folyamatainak a szerepét fiziologias és patofiziologias koriilmények kozott. Célunk
egyrészt a hasnyalmirigyet illetve a nyeldcsovet érint6 gyulladasos betegségek pathomechanizmusanak

jobb megértése, masrészt pedig olyan 0j célpontok azonositasa, amelyek a pankreatitisz vagy a Barrett

crcr

kérdésekre kerestiik a valaszt:

1.

Milyen mechanizmus révén serkeni a CDCA a pankreasz duktalis HCOj3™ szekréciét?

a)

b)

c)
d)

A CDCA hatasara aktivalodnak-e ioncsatornak a duktalis sejteken? Ha igen, hova
lokalizalodik a csatorna?

A sejten beliili Ca** milyen szerepet jatszik a csatorna aktivaciéjaban?

A csatorna specifikus farmakonok altali aktivacioja okoz-e HCOs szekrécid fokozodast?
Az epesavak milyen mechanizmus révén jutnak a duktalis sejtekbe?

Az UDCA hogyan befolyasolja a CDCA duktalis sejtekre kifejtett toxikus hatasat?

a)

b)

c)

Az UDCA képes-¢ kivédeni a CDCA gatlo hatasat a duktalis HCOs™ szekrécidra? Ha igen,
akkor ez az intracellularis Ca?* szint csokkenésén keresztiil valosul-e meg?

Az UDCA képes-¢ kivédeni a CDCA mitokondrium karositd hatasat, illetve képes-e¢
csokkenteni a CDCA-indukalta apopt6zis mértékét?

Az UDCA védo hatasa in vivo koriilmények kozott is megfigyelheto-e?

Hogyan befolyasolja az EtOH és metabolitjai a duktalis CFTR csatorna aktivaciojat?

a)
b)

c)

Az EtOH és metabolitjainak a hatasa dozisfiiggo-e?

Az intracellularis ATP milyen szerepet jatszik az EtOH és metabolitjainak CFTR csatornara
kifejtett hatasaban?

Van-e kiilonbség az EtOH hatasaban a tengerimalacbol izolalt és a human duktalis sejtek
kozott?

Hogyan és milyen mechanizmusok révén befolyasolja a gyomorsav illetve az epesavak a

nyelocso epitél sejtek iontranszport folyamatait?

a)
b)
c)
d)

e)

Milyen sav/bazis transzporterek talalhatéak a metaplazias nyel6cesé epitél sejteken és ezek
funkcionalisan aktivak-e?
Hogyan befolyasoljak az epesavak az intracellularis pH-t és a sav/bazis transzportereket, és
van-¢ kiilonbség a hatasukban savas és neutralis pH-n?
Az epesavak kozvetitette hatasban van-e szerepe az intracellularis Ca*" szint véltozasnak,
¢s ha igen milyen mechanizmusok révén?
Az epesavak kronikus adédsa, hogyan befolydsolja a transzporterek mRNS és fehérje
kifejezodését?

Normal és metaplasztikus human biopszids mintak esetén hogyan alakul a

transzporterek kifejezédése?

13



dc_1562

18 ,
MTA Doktori Ertekezés Tézisei 2018 Dr. Venglovecz Viktdria

6. Anyagok és Modszerek
6.1. Allatok

Az intra-interlobularis pankreasz duktuszokat standard koriilmények kozott tartott, 150-200 g
tomegli (4-8 hetes) tengerimalacokbol izolaltuk. A pankreatitisz indukcidja 180-300 g tdmegii him
Wistar patkanyokon tortént. Mind a tengerimalacokat mind pedig a patkanyokat szobahdmérsékleten
tartottuk, 12-12 oras sotét-vilagos ciklust biztositva. Az allatoknak szabad hozzaférésiik volt a vizhez
illetve a standard laboratoriumi ragesald taphoz. A kisérletek elvégzése elott az allatok az 1. sz.
Belgyogyaszati klinika allathazdban akklimatizalodtak, legalabb 1 hétig.

6.2. Sejtvonalak

Kisérleteink soran kétféle nyeldcso sejtvonalat hasznaltunk. A CP-A sejtvonal, human nyelécso
metaplazia, nem-diszplazias szakaszabdl lett izolalva (American Type Culture Collection; Manassas,
VA, USA), mig a CP-D sejtvonal, human nyelécsé diszplaziabol szarmazik (Peter Rabinovich,
University of Washington, Seattle, WA, USA). A sejteket MCDB-153 médiumban tenyésztettiik melyet
1% (v/v) penicillin/streptomicin-el illetve koliinb6z6 szérumokkal és ndvekedési faktorokkal
egészitettiink ki. A sejteket 5%-o0s CO»-tartalom mellett novesztettiitk 37°C-on és 10-30 passzazs szam
kozott hasznaltuk.

6.3. Betegek

A kisérletekbe 14 ismert Barrett nyeldcs6-vel rendelkez6 beteget vontunk be az SZTE 1. sz.
Belgyogyaszati klinikan. A betegekkel minden esetben irasos beleegyez6 nyilatkozatot irattunk ala. A
rendszeres ellenérzés céljabol végzett endoszkopos beavatkozas standard, nagy felbontasu
endoszkoppal tortént (GIF-Q165, Olympus Hungary Kft., Budapest, Magyarorszag). A nyel6csd
metaplazia meghatarozasa a pragai-i C&M Kkritéria szerint tortént. A mintavétel soran 4 db. biopszias
mintat vettliink a Barrett nyeldcs6ébdl valamint tovabbi 4 mintat a normal, tobbrétegli hambol. 2-2
biopszias mintat formalin-ban fixaltunk szdvettani vizsgalatok céljabol, mig a maradék 2-2 mintat RNA
later oldatba helyeztiikk valds-idejii PCR vizsgalatok elvégzése céljabol és felhasznalasig -20°C-on
taroltuk.

6.4. Intra-interlobuldris  pankredsz  duktuszok  izoldlasa  ¢és
mikroperfuzidja

Az intra-interlobularis pankreasz duktuszokat 150-200 g tomegl tengerimalacokbol izolaltuk.
A hasnyalmirigyet eltavolitast illetve tisztitast kovetden izolald oldattal befecskendeztiik, majd kisebb
darabokra vagtuk és razo vizfiirdében 30 percig inkubaltuk, 37°C-on. Az inkubaciot kovetden az
intra/interlobularis duktuszokat fénymikroszkop alatt, mikrodisszekcidos modszerrel izolaltuk. Az igy
nyert intakt duktuszokat 24 oran keresztiil inkubaltuk (37°C-on, 5% CO»-ot tartalmaz6 inkubatorban),
majd kisérleteinkhez felhasznaltuk. Az inkubacio alatt a duktuszok két vége leforr és a
folyadékszekrécionak kdszonhetben a duktuszok felhiznak, ezaltal konnyen elkiilonithetové valnak az
esetlegesen kiizolalt vérerekt6l. A kisérletek egy részében sziikségessé valt a duktuszok luminalis
membran feloli perfuzidja, melyet a mikroperfuzidés technika alkalmazasaval értiink el. A
perfundalashoz egy kiils6, vastagabb atmér6jii tartd pipettat illetve egy belsd, vékonyabb atmérdji
perfuzids pipettat készitettiink vertikalis pipettahtizo és microforge segitségével. A perfundalas el6tt az
intakt duktuszok egyik végét levagtuk, majd a masik végét a tartd pipettaba szivtuk egy fecskendd
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segitségével. Ezt kovetben a perfuzids pipettat a duktusz lumenébe inzertaltuk és rajta keresztiil
kiilonboz6 iondsszetételll oldatot vezettiink a duktusz lumenébe, mely a levagott végen keresztiil hagyta
el a duktuszt. A luminalis perfizio sebessége 10-30 pl/perc, mig a kiilsd, bazolateralis perfuzio
sebessége 4-5 ml/perc volt.

6.5. Fluoreszcens vizsgald mddszerek

A fluoreszcens mérések soran perfuzios kadat hasznaltunk, melynek az aljat egy tiveglemez (24
mm?) képezte. A kadat egy IX71 inverz kutatd mikroszkop (Olympus Hungary Kft., Budapest,
Magyarorszag) targyasztalara helyeztilk, majd 4-5 ml/perc sebeséggel perfundaltuk kiilonb6zo
oldatokkal, 37°C-on. A pankreasz duktuszokat egy specialis szdvetragasztd (poly-I-lizin) segitségével
rogzitettilk az tiveglemezhez, mig a sejtkultirak esetében 10° sejtet szélesztettiink az iiveglemezre,
melyet 24 6ras inkubaciot kdvetden hasznaltunk fel. A kisérletek soran 1 mintaban 4-5 teriiletet (,,region
of interest” roviden ROI) jeldltiink ki, melyek egyenként 5-10 sejtet foglaltak magukba. A mintarol egy
toltés-csatolt eszkdz vagy angolul charge-coupled device (CCD) kamera segitségével masodpercenként
készitettiink felvételt. A CCD kamera egy Xcellence képalkotd rendszerhez illeszkedik, amely a
fluorescens intenzités értékeket hanyadossa konvertalja illetve kisziiri a hattér zajokat.

Intracellularis pH (pH;) mérés

Az intracellularis pH (pH;) mérése pH-érzékeny fluoreszcens festék, BCECF-AM segitségével
tortént. A sejteket 30 percig inkubaltuk 2 pM BCECF-AM-el szobahén. A festék az észter csoportnak
koszonhetéen membran permeabilissa vallik igy konnyen a sejtbe diffundal, ahol nem specifikus
¢szterazok az acetoxi-metilészter csoportot lehasitjdk, melynek eredményeként a festék a sejtben
csapdazodik és felhalmozdodik. Ezt kdvetden a festéket 440 illetve 490 nm hullam hosszasagi fénnyel
gerjesztettilk majd a 490/440 emisszios aranyt 535 nm hullamhosszon mértiik. A fluoreszcens hanyados

crer

Intracellularis Ca2+ ((Ca2+)i) mérés

Az intracellularis Ca*-ban ((Ca®");)) bekovetkez6 valtozasok detektalasdhoz Fura 2-AM
fluorescens festéket hasznaltunk. A sejteket 60 percen keresztiil inkubaltunk 5 uM Fura-2 AM-el
szobah6n. A festéket DMSO-ban oldottuk, melyet 20 % Pluronic-F127-el egészitettiink ki. A pH;
méréshez hasonloan a sejteket felvaltva gerjesztettiik 340 és 380 nm-en, az emisszios aranyt pedig 510
nm-en mértiik.

Intracellularis ATP (ATPi) mérés

A sejtben beliili ATP vizsgalatat az el6zékhez hasonldan, fluoreszcens festék felhasznalasaval
végeztik. Erre a célra Mg-Green-AM festéket hasznaltunk, mely a Mg**-ot megkdtve valik
fluoreszcensé. Alap allapotban a Mg?>* nagy része ATP-hez kotott forméban van jelen. Az ATP
hidrolizise soran a Mg felszabadul és fluoreszcensen detektalhatova valik. fgy a fluoreszcens
intenzitasban bekovetkezd emelkedés az ATP; csokkenését mutatja. A festéket 476 nm-en gerjesztettiik
az emittalt fényt pedig 535 nm-en mértiik.

Mitokondrialis membran potencial (A¥Ym) mérés

A mitokondrialis membran potencidl (A¥n) mérése a membran permeabilis, mitokondrium-
szelektiv fluorescens festék, TMRM felhasznalasaval tortént. A festék mitokondriumban t6rténd
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felhalmozodasa a AWn-t6l fiigg. A kisérletek soran a duktuszokat 30 percen keresztiil inkubaltuk 37°C-
on, majd a korabban emlitett poly-l-lizin segitségével a perfuzidos kamra aljahoz rogzitettik. A
duktuszokat ezt kovetéen folyamatosan perfundaltuk 2-2,5 ml/perc sebességel, 37°C-on. A perfuzios
oldatot 100 nM TMRM-¢l egészitettiik ki, hogy csokkentsiik a festék vesztés mértékét. A A¥m-ben
bekovetkezd valtozasokat Fluo View 10i-W konfokalis mikroszkop (Olympus Hungary Kft., Budapest,
Magyarorszag) segitségével rogzitettiik. A festéket 543 nm-en gerjesztettiik az emittalt fényt pedig 560
¢s 650 nm-en mértik. A AWn-ben bekovetkezé valtozas megbecslése a ,,dequench” technika
segitségével tortént. A TMRM alkalmazott koncentraciojanal a mitokondrium depolarizacioja a festék
a fluoreszcens intenzitasban tapasztalt novekedés a AW, csokkenésére utal. A fluoreszcens szignalokat
a kezd6 fluoreszcens intenzitasra normalizaltuk (F/Fo) és relativ fluoreszcenciaként abrazoltuk.

Mitokondrialis permeabilitas tranziciés porus (mPTP) mérés

A mitokondrialis membran permeabilizacié vagy mas néven a mitokondrialis permeabilitas
tranzicios porus (mPTP) nyitott/zart allapotanak a vizsgalatahoz a kalcein-kobalt ,,quenching” technikat
alkalmaztuk. A kalcein-AM egy lipidoldékony fluoreszcens festék, amely felhalmozodik az Osszes
sejtalkotoban, beleértve a mitokondriumokat is. A Co*" egy kétértékii kation, amely a citoplazmaban
akkumulalédik, viszont a mitokondriumba nem jut be. Az mPTP 4tmeneti nyitdddsa soran a Co*" a
mitokondriumba diffundal és kioltja a kalcein fluoreszcenciajat. Igy a fluoreszcens intenzitasban
bekovetkez6 csokkenés az mPTP nyitodasara utal. A kisérletek soran a pankreasz duktuszokat 30 percig
inkubaltuk kalcein-AM-el (1 uM), majd tovabbi 10 percig CoCl,-al (1 mM). Ezt kovetéen a duktuszokat
a korabban leirt modszer szerint perfundaltuk kiillonbozo oldatokkal. A festéket 495 nm-en gerjesztettiik
¢és az emittalt fényt 515 nm-en mértiik. A fluoreszcens szignalokat a kezdé fluoreszcens intenzitasra
normalizaltuk (F/F) és relativ fluoreszcenciaként abrazoltuk.

6.6. HCOs szekrécid mérése

Az alkalikus terhelés vagy NH4Cl pulzus technika alkalmazéasaval a CI /HCO3" kicseréld
aktivitdsara tudunk kovetkeztetni. A kisérletek soran az intra-interlobularis duktuszokat 3 percig
perfundaltuk 20 mM NH4Cl-ot tartalmazo6 oldattal, mely egy azonnali pH; ndvekedést eredményezett.
Az alkal6zisbol torténd regeneracié kezdeti szakasza (elsé 30 masodperc) a CI/HCOs kicseréld
aktivitasat tiikr6zi, HCOs jelenlétében. A pH; csokkenés mértékét (ApH/At) linearis regresszios analizis
segitségével szamoltuk ki. A pHi-ban bekovetkez6 valtozasokat bazis aramma (J(B/min)) konvertaltuk
a kovetkezo egyenlet segitségével: J(B/min) = (ApH/At) X B, ahol B a sejt teljes pufferkapacitasat
jeloli. A Buow-t a Henderson-Hasselbach egyenlet segitségével szamoltuk Ki: Brow = Pi + Prcos-= Pit+ 2,3
X [HCOxs7]i. A kifelé iranyul6 dramokat -/(B/min)-ként, mig a befelé iranyuld aramokat J(B/min)-ként
jeloltiik.

6.7. Patch clamp technika

A teljes sejtes aramokat EPC-7 er6sitd segitségével mértik 21-23°C-on. A pipettakat
boroszilikat iivegkapillarisokbol készitettiik P-97 Flaming/Brown mikropipetta huzé késziilék
segitségével, melyeknek a rezisztenciaja a hdépolirozast kovetéen 3-5 mQ kozott volt. A K aramok
mérésére az alabbi fesziiltség protokoll-t alkalmaztuk: -80 mV-os membran potencial (Vi) mellett -120
—+60 mV-ig terjedo fesziiltséglépcsot alkalmaztunk, 20 mV-os 1épéskozzel, melyek egyenként 500 ms
hossztiak voltak és az egyes fesziiltséglépcsok kozott 800 ms id6 telt el. A keletkezé aramokat 2 kHz-
en sziirtik és 1 kHz-en digitalizaltuk. Az aram/fesziiltség (I/V) gorbék elkészitéséhez az adott
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fesziiltségen mért aramerdsség utolsd 5 ms-anak az atlagat hasznaltuk. A ,,reverz” vagy mas néven
megforduldsi potencialt (Erev) regresszios elemzéssel hataroztuk meg az I/V gorbékbol, miutan egy
harmadik foku polindmialis egyenest illetsztettiink a gorbére. Az aramerdsséget a sejtkapacitasra
normalizaltuk (pA/pF) és £60 mV-nal abrazoltuk. A pankreasz duktalis sejtek atlagos kapacitasa 6,1 +
0,3 pF-nak bizonyult. A soros ellenallast (Rs) 50-70%-ban kompenzaltuk. A patch pipettakat magas K*
tartalmul intracellularis oldattal toltottiik fel melynek az dsszetétele az alabbi volt: 120 mM KCl, 2 mM
MgCl,, 0,2 mM elilén glikol-bisz(b-aminoetil éter)-N,N,N8, N8-tetraacetik sav (EGTA), 10 mM Hepes
¢s 1 mM Na,ATP. Az intracellularis oldat pH-jat KOH-al (1 M) 7,2-re allitottuk, az ozmolaritasa ~240
mOsm/L volt. Az intra- és extracellularis oldat ko6zott az eltérd iondsszetétel miatt tovabbi
potencialkiilonbség 1épett fel, melyet a JPCalc szoftver segitségével kompenzaltunk.

6.8. Transzmisszios elektronmikroszkopia

Az elektron mikroszkopos vizsgalatokhoz az intra-interlobularis duktuszokat 2,5%-os
glutaraldehidbe fixaltuk az izolalast illetve epesavas kezelést kdvetden. A duktuszokat ezutan 1%-os
ozmium tetroxid oldatba helyeztilk, majd EtOH-al dehidrataltuk és epoxi gyantaba agyaztuk. Az
ultravékony metszeteket 0,25 %-os uranil acetat (30 perc, 40°C) illetve Reynolds-féle 6lom-citrat oldat
(5 perc, 20°C) hozzaadasaval kontrasztositottuk és transzmisszios elekron mikroszkop alatt vizsgaltuk
(CM10; Philips, Eindhoven, Hollandia). A képeket analySIS szoftver segitségével készitettiik el.

6.9. Molekularis bioldgiai technikak

Immunhisztokémia

A nyel0dcs6 illetve pankredsz mintakat 4 %-os formalinba fixaltuk majd paraffin-ba agyaztuk és
5 um-es metszeteket készitettlink. A metszeteket ezt kovetden automata rendszer segitségével festettiik.
Roviden, a metszetek deparafinnalasat kovetéen (2-szer 10 percig xilol-os, majd 2-szer 5 percig EtOH-
os mosas) az endogén peroxidaz blokkolasat 3%-os H.O, adasaval végeztiik 10 percig. PBS-el torténd
mosast kovetden az antigén feltarashoz a metszeteket citrat puffer-el (0,01 M, pH 6) mostuk 120°C-on,
3 percig. Annak érdekében, hogy minimalizaljuk a nem-specifikus festodést, a metszeteket tovabbi 30
percig inkubaltuk 2%-os sovany tejporral, szobahdmérsékleten. Ezt kdvetden a tengerimalac pankreasz
metszeteket anti-BK (1:400 higitas; Alomone Labs, Jerusalem, Israel) poliklonalis ellenanyaggal, mig
a human nyel6csé metszeteket anti-NHE1 (1:100 higitas; Abcam, Cambridge, Anglia) és anti-NHE2
(1:50 higitas; Chemicon, Temecula, CA, USA) monoklonalis ellenanyaggal 30 percen at inkubaltuk,
szobahén. Az antigén ecllenanayag kapcsolodast streptavidin-peroxidaz-al mutattuk ki. Az
immunreaktivitast 3,3’-diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB) kromagénnel vizualizaltuk. Pozitiv
festodést sotétbarna kromagén jelolte. A negativ kontroll-ként alkalmazott metszeteknél az els6dleges
ellenanyag helyett PBS-el inkubaltuk a metszeteket. Tovabba az elsddleges ellenanyag specifitasanak
ellendrzése végett egér IgG1 illetve csirke IgY izotipus kontroll-t alkalmaztunk.

Western blot

A CP-A illetve CP-D sejtvonalakbol hagyomanyos moddszerrel Osszfehérjét izolaltunk. A
fehérje koncentracioét Bradford modszer szerint marha szérum albumin standard oldat segitségével
hataroztuk meg. 30 pg denaturalt fehérjét NuPAGE Bis-Tris 4-12% valasztottuk el. Az elektrotranszfert
kdvetden az Immobilon-P membranokat 5% tejpot tartalmazo Tris-t tartalmazé soéoldatban (TBST)
blokkoltuk. A specifikus, elsédleges ellenanyagokat a blokkol6 oldatban higitottuk a kovetkezOk szerint:
anti-NHE1 és anti-NHE2 (1:200 higitas; Alomone Labs, Jerusalem, Israel), anti-NBC (1:500 higitas;
Abcam, Cambridge, MA, US) és anti-Slc26a6 (1:200 higitas; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX,
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US). Az els6dleges ellenanyagokkal egy éjszakan at inkubaltuk a membranokat 4°C-on. Bels6 kontroll-
ként gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendz-t (GAPDH) hasznaltunk. Az inkubalast kovetéen a
membranokat TBST-ben mostuk, majd a megfeleld torma peroxidaz-konjugalt masodlagos
ellenanyaggal (1:10000 higitasban) 1 6ran keresztiil inkubaltuk. A célfehérjéket kemilumineszcens
detektoros rendszerrel tettiik lathatova és a kapott jelet fényérzékeny rontgen filmre rogzitettiik.

Valoés ideji PCR technika

A CP-A illetve CP-D sejtekbdl totdl RNS-t izolaltunk Macherey-Nagel RNS izolalo kit
felhasznalasaval a gyart6 utasitasanak megfeleléen. A mintakat felhasznalasig 80°C-on taroltuk 30 U
Prime RN4z inhibitor jelenlétében. Az izolalt RNS mennyiségét spektrofotométerrel ellendriztiik. Az
NHE1, NHE2, NBC és Slc26a6 génexpresszid tanulmanyozasahoz RotorGene 3000 és TagMan probat
hasznaltunk. Nagy kapacitasu cDNS Archive kit segitségével 3 pg total RNS-t cDNS-¢ irtunk at a gyarto
eléirasa szerint. A reverz transzkripciot termosztat-ban végeztiik az alabbi hémérséklet protokoll-t
alkalmazva: 10 perc szobahodn, 2 6ra 37°C-on, 5 perc 4°C-on, végiil pedig 10 perc 75°C-on az enzim
inaktivalasa végett. A PCR reakcidhoz 1 pl higitott cDNS-t hasznaltunk. A valés ideji PCR (RT-PCR)
reakciokhoz TagMan Univerzalis Master Mix-et hasznaltunk. Minden egyes reakcio elegy 1 pl primer-
TagMan probat, 1 ul cDNS-t valamint 18 ul Master Mix-et tartalmazott. Az RT-PCR reakciot az alabbi
protokoll szerint végeztiik: 15 perc 95°C-on majd 45 ciklus (15 masodperc 95°C-on, 1 perc 60°C-on, 30
masodperc 72°C-on ). A fluorescens festék (FAM) intenzitasdt minden ciklus utan detektaltuk. A
mérések 96-os plate-n triplikatumokban torténtek, a kontrol génnel parhuzamos reakcidoban. Kontrol
génként a konstitutivan expresszalddd, human hipoxantin-guanin foszforiboziltranszferaz (HPRT)
haztartasi gén-t hasznaltunk. Tovabba minden egyes gén esetében cDNS-t nem tartalmazo, igynevezett
,.non-template” kontrol-t is futtatunk a primer-dimer képz6dmények ellendrzése végett. A vizsgalt
géneket (NHE1, NHE2, NBC és SCL26A6) a kontrol génre (HPRT) normalizaltuk az alabbi képletet
alkalmazva: ACr (célgén) - ACr (referencia gén), ahol ACraz atlagolt kiiszobérték ciklus szamot jeloli
a reakcio exponencialis fazisaban. A sejtvonalak esetében a relativ valtozas a gén expresszioban a AACr
metodika alapjan lett meghatarozva az alabbi egyenletet hasznalva: AACt= ACr (kezelt sejtek) — ACr
(kezeletlen, kontrol sejtek). Az n-szeres expresszios kiilonbséget 222T-n 4brazoltuk. 0,5 vagy annal
kisebb értéket expresszidos csokkenésnek (downregulacid), mig 2 vagy annadl nagyobb értéket
expresszios novekedésnek (upregulacio) tekintettiink. Azokat az eseteket, ahol a AACrérték 0,51 és 1,99
kozé esett, nem tekintettilk szignifikansan eltérének. A biopszidas mintdk esetén, a relativ gén
kifejez6dést a normal illetve Barrett nyeldcsdves mintdkban doboz diagram-on abrazoltuk és a csoportok
kozotti 6sszehasonlitasra Wilcoxon tesztet alkalmaztunk.

6.10. Apoptdzis vizsgalat

Az apoptotikus sejthalal detektalasara a terminal dezoxiribonukleotidil transzferaz-medialt
dUTP-digoxigenin nick-end jelolésti (TUNEL) probat alkalmaztuk (Roche Magyarorszag Kft., Budaors,
Magyarorszag). Az intra-interlobularis pankreasz duktuszokat kiilonb6z6 epesavakkal kezeltiik, majd a
kezelt és kontroll duktusz szegmenseket 4%-os paraformaldehidbe fixaltuk éjszakan at. A fixalast
kovetéen 10 pum-es fagyasztott metszeteket készitettiink, melyeket a TUNEL keverékkel (enzim
valamint jelolo festék) a gyartd utasitasainak megfeleléen inkubaltuk. A CDCA-kezelt csoportot a
fixalast megeldzoen, 3 oran keresztiil inkubaltuk az epesav-al. A képeket egy Zeiss Axiolmager
fluoreszcens fénymikroszkop (Carl Zeiss Micro Imaging, Thornwood, NY, USA) segitségével
készitettiik.
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6.11. Kisérletes akut pankreatitisz modell

Him Sprague Dawley (SPRD) paktanyokat hasznaltunk a kisérletekhez, melyeket a kisérletek
megkezdése elot 12 oraval éheztettiink. Az allatokat 4 csoportba osztottuk (n-6) az alabbiak szerint: (1)
kontrol (intraduktalisan adott fiziologias séoldat), (2) UDCA (a patkanyok szajon at UDCA-t kaptak),
(3) CDCA (intraduktalis CDCA-val pankreatitiszt valtottunk ki), (4) UDCA+CDCA (a patkanyok
szajon at UDCA-t kaptak ¢és intraduktalis CDCA-val pankreatitiszt valtottunk ki). Az UDCA-t (Dr. Falk
Pharma Ltd.) 2 mL csapvizben oldottuk és két héten keresztiil, szajon at adtuk (250 mg/ttkg/nap) az
UDCA-val kezelt allatoknak. A patkdnyokat 50 mg/ttkg Ketamin és 10 mg/ttkg Xylazin intraperitonealis
injektalasaval altattuk. Median laparotomia utan a 1 ml/ttkgkg 1%-os Na-CDCA sooldatot (a kontrol
allatokok esetében fiziologias sdoldatot) retrograd adagoltunk 1 ml/perc sebességgel egy infuzids pumpa
segitségével. A miitott allatokat 24 draval késobb felaldoztuk. A szérum amilaz aktivitast kolorimetrias
modszerrel hataroztuk meg a kit-ben leirt utasitasoknak megfeleléen. Az abszorbanciat 405 nm
hullamhosszon mértiik egy FLUOstar OPTIMA mikroplate olvasoé segitségével. A formaldehidbe fixalt
mintakat paraffinba agyaztuk és 4 pm-es metszeteket készitettiink beldle. A metszeteket hematoxylin-
cozin festékkel festettiik. A gyulladas mértékét két fiiggetlen szakértd értékelte az alabbi szempontok
szerint: intersticialis 6déma (0-3 pont), bevérzés (0-3 pont), leukocita infiltracié (0-3 pont) és az
acinusok nekrozisanak mértéke (total pankreasz teriilet %-a). A sejtkarosodds mértékének a
megallapitasahoz az Image J szoftvert hasznaltuk.

6.12. Statisztikai analizis

Két csoport esetén az adatokat kétmintas t-proba segitségével hasonlitottuk 0ssze, mig harom
vagy tobb, normal eloszlasu csoport Gsszehasonlitasanal egy tényezés ANOVA-t hasznaltunk. Az
oszlopdiagrammokon az eredmények szamtani kdzépértek + szoras (SE) tiintettiik fel, n a kisérletek
elemszamat jeldli. A szignifikancia hatarat p<0,05 értékben hataroztuk meg.

6.13. Etikai engedély

Az allatkisérleteket az SZTE, Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsig (MAB) mind pedig a Nemzeti
Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal (NEBIH) Allategészségiigyi Igazgatosdg engedélye alapjan
vegeztik. Az allatkisérletek a nemzetkozi eldirasok (National Institutes of Health Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals) szerint torténtek. A human mintakon végzett kisérleteknél minden
esetben beleegyez6 nyilatkozatot irattunk ald a beteggel, tovabba a kisérleteket a regionalis human
orvosbioldgiai kutatasetikai bizottsag engedélyével (No. 2348) végeztiik.
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7. Eredmények és kovetkeztetések

7.1. A kenodezoxikolsav hatdsa a pankredsz duktalis sejtekre

7.1.1. A kenodezoxikdlsav K™ csatorndkat aktival a pankredsz duktadlis sejteken

Kisérleti eredmények: Mivel az epesavak a GI traktus szamos epitél sejtjében fokozzak a K" aramok
konduktanciajat, els6 1épésben megvizsgaltuk vajon a CDCA képes-¢ K* csatorndkat aktivalni a
pankreasz duktalis sejteken. 100 uM CDCA harom-négyszeresére novelte a sejten mérhetd
aramerdsséget, a vizsgalt sejtek 75 %-aban. Az aktivacio fesziiltség-fliggd volt mely a pozitiv
potencialoknal jelentkezett, valamint az aktivacio hatdsara az E.y a negativ iranyba tolodott el (-18,4 +
2,8 mV), ami arra utal, hogy az aktivalt aramok nagy része K* szelektiv volt. A CDCA hatasa 4-5 perc
utdn érte el a maximumot. A nagy konduktancidju Ca*'-aktivalta K* csatorna (BKc.) gétloszer
iberiotoxin (IBT) hatasara a CDCA-aktivalta aramok szinte teljesen gatlodtak és a membran potencial
25,5 + 6,8 mV-al depolarizalodott. Megfigyelhetd, hogy az IBT adéasara az aramerdsség a kontroll érték
ala csokkent, amely arra utal, hogy a duktalis BKc, csatornak alap allapotban is mutatnak némi
aktivaciot. A kozepes (IKca) és kis (SKca) konduktancidju Ca**-aktivalta K* csatornak specifikus
gatloszerei, a TRAM 34 illetve az UCL 1684, nem befolyasoltak a CDCA-indukalta K" aramokat, ami
arra utal, hogy ezen epesav szelektiv modon, a BK¢, csatornakat aktivalja a duktalis sejteken. Mivel a
megndvekedett (Ca?"); alapvetd szerepet jatszik a BKc, csatorndk aktivacidjaban, megvizsgaltuk, hogy
a CDCA, K" csatornat stimuldlo hatdsa a (Ca?"); emelkedésén keresztiil valosul-e meg. Az (Ca®");
megkatése teljes mértékben gatolta a CDCA BKc, csatornakra kifejtett aktivalo hatasat, mig a CDCA
kiils6 Ca?* hianyaban is képes volt fokozni a K* konduktenciat. 2 mM extracellularis Ca** adasa tovabb
novelte a CDCA hatasat. A CDCA elvonasat kovetden az aramerdsség a kezdeti, kontroll értékre
csokkent. Ezen eredmények arra utalnak, hogy a CDCA maximalis aktival6 hatdsahoz mind az intra-
mind pedig az extracellularis Ca?" sziikséges.

Kovetkeztetések: Jelen ismereteink szerint eddig két kation csatornat azonositottak patkdny duktalis
sejteken. Az egyik egy Ca*"-aktivalta, nem-szelektiv kation csatorna, ami mind a bazalis mind pedig az
apikalis membranon megtalalhat6 és permeabilis mind a Na*, K" és Cs* ionokra. A masik csatorna a
duktalis sejtek bazolateralis membranjara lokalizalodik és cAMP illetve Ca*" szint emelkedés hatdséara
aktivalodik. Kutya pankreasz duktalis sejtek bazolateralis membranjan egy karibdotoxin-érzékeny,
Ca’'-aktivalta K* csatornat sikeriilt azonositani, amely feltehetéleg a kozepes konduktancidju K*
csatornak csaladjaban tartozik. Bar a BKc. csatorna jelenlétét szamos szekretalo epitélium apikalis
membranjan sikeriilt azonositani, a pankreasz duktalis sejtek esetén munkacsoportunk tette meg elészor
ezt a felfedezést. A BKc, csatornak fontos szerepet jatszanak a nyalmirigy szekrécids folyamataiban.
Ezen csatorna delécidja a fiiltd- illetve allkapocs alatti mirigy acinus sejtjeiben jelentdsen lecsokkenti a
szekrétum mennyiségét €s megvaltoztatja az iondsszetételét. Sertés méhnyalkahartyaban az SKca
csatornak aktivacidja fokozza a a Ca?*-aktivalta anion szekréciot. A gyomormirigyben a Ca**-aktivalta
K" csatornak szintén fontos szerepet jatszanak a savszekrécidban. Ezen adatok alapjan feltételezziik,
hogy hasonldan a tobbi szekretorikus epitéliumhoz, a duktalis sejtekben is esszencialis szerepet jatszik
a BKca csatorna az anion szekrécidban.
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7.1.2. A K" csatorndk szerepe a kenodezoxikdlsav-indukalta duktalis HCOs
szekrécioban

Kisérleti eredmények: A kovetkezO kisérletsorozatban azt vizsgaltuk, hogy a CDCA szekréciot
stimulalod hatasa a BKc, csatornak aktivacidjan keresztiil valosul-e meg. Ennek eldontésére a CDCA
stimulald hatasat luminalisan adott IBT jelenlétében vizsgaltuk. Ezeket a kisérleteket intakt intra-,
interlobularis pankreasz duktuszokon végeztiik, melyeket mind a luminalis mind pedig a bazolateralis
membran feldl perfundaltunk. A bazolateralis oldal felél adott IBT nem befolyasolta jelentOsen a
CDCA-indukalta HCOj; szekrécié mértékét, azonban a luminalis membran fel6l adott IBT jelenlétében
a CDCA-indukalta HCOs™ szekrécio jelentésen lecsokkent. Ezzel szemben a luminalisan adott IBT nem
befolyasolta a szekretin (100 nM), karbakol (10 uM) vagy a luminalis ATP (10 uM) indukalta HCOs
szekrécio mértékét. Ezen eredmények azt sugalljak, hogy (1) a BKca csatornak a duktalis sejtek
luminalis membranjara lokalizalodnak illetve (2) a CDCA-stimulalta duktalis szekrécid a BKca
csatorndk aktivacidjan keresztiil valosul meg. Ezek alapjan arra gondoltunk, hogy a BKca csatornak
farmakoldgiai aktivacidja hasonldo mértékiit HCOs™ szekrécid fokozddast okoz mint a CDCA. Ehhez
megvizsgaltuk a specifikus BKc, csatorna aktivator, 1-(3,5-bis-trifluoromethylphenyl)-3-(4-bromo-2-
(1H-tetrazol-5-yl)-phenyl)-thiourea (NS11021) hatasat a HCOs™ szekrécidra az NH4Cl pulzus technika
alkalmazasaval. A luminalis membran feldl adott 3 uM NS11021 fokozta a HCOs™ szekréciodt, mig ezen
szer inaktiv formaja (NS13558, 3 M) nem befolyasolta szamottevien a szekrécido mértékeét.

Kovetkeztetések: A szekretin-indukalta HCO3™ szekrécio a cAMP szint emelésén keresztiil valosul
meg, mig a karbakol illetve a luminalis ATP hatdsaban a megemelkedett Ca®" szintnek van szerepe.
Eredményeink azt mutattak, hogy a BKc, csatornak nem vesznek részt ezen szekretagogok stimulalo
hatasaban, mely meglep6 volt féként a karbakol illetve a luminalis ATP esetében, amelyek egy [Ca?'];
szint emelkedést indukalnak a duktalis sejtekben. Egy lehetséges magyarazat erre, hogy a karbakol vagy
a luminalis ATP altal kivaltott Ca?* szignal nem elég nagy ahhoz, hogy aktivéalja a BKc, csatornakat,
illetve az is elképzelhetd, hogy ezen szekretagogok indukalta Ca®* polarizaltan, a duktalis sejtek bazalis
oldalan szabadul fel, igy nem képes aktivalni a luminalis membranra lokalizaléddé BKc¢, csatornakat.
Ezen eredmények azt sugalljak, hogy a BKca csatorndk aktivacidjanak nagyobb jelentOsége van
patofiziologias mind fiziologias koriilmények kozott, azaltal, hogy a fokozott szekrécio révén védi a
pankreaszt az epesavak karositd hatasaval szemben, amely akar terapias jelentéséggel is birhat biliaris
pankreatitiszben. Ennek alatdmasztasara egy specifikus BKc, csatorna aktivator NS11021 jelenlétében
vizsgaltuk a duktalis HCOj;™ szekréciot. AzNS11021 egy specialis, tiourea szarmazék, amely szelektiven
aktivalja a BKc. csatornat. Azt talaltuk, hogy a luminalis membran feldl adva ezen farmakon
szignifikansan novelte a HCOj3™ szekrécid mértékét, mig az inaktiv forma esetében (NS13558) nem
detektaltunk valtozast. Allatkisérletekben kimutattdk, hogy az NS11021 csokkenti az iskémia vagy
reperfuzid-indukalta infarktus nagysagat és ndveli a mitokondriumok energetikai teljesitményét, ezaltal
kardioprotektiv hatast. Kisérleteink soran els6ként mutattuk ki ezen vegyiilet kedvezo hatasat a duktalis
HCOs" szekréciora. Hipotézisiink szerint a BKCa csatorndk aktivacidja hiperpolarizélja a membrant,
ami fokozza az elektrokémiai hajtoerdt az anion szekréciohoz a CI/HCOs™ kicserélon és a CFTR ClI-
csatornan keresztiil.

7.1.3. A K" csatorndk lokalizacidja és az epesav transzporterek expresszioja
pankredsz duktalis sejteken

Kisérleti eredmények: Korabbi mérési eredményeink alapjan azt feltételeztiik, hogy a BKca csatornak
a tengerimalac pankreasz duktalis sejtek luminalis membranjara lokalizalodnak. Annak érdekében, hogy
ezt a feltételezést alatdmasszuk, immunfestést hajtottunk végre tengerimalac pankredszon. Az
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immunfestés a BKca csatorna erés festddését mutatta az intra-interlobularis duktuszokon illetve a
Langerhans szigeteken, ezzel szemben nem detektaltunk festédést az acinusokon valamint az
intersticiumba. A kdvetkezd 1épésben kivancsiak voltunk arra, hogy vajon a CDCA duktalis sejtekre
kifejtett hatasa epesav transzporterek kozvetitésével valosul-e meg. A G-fehérje kapcsolt epesav
receptor 1 (Gpbarl) egy Ujonnan azonositott epesav transzporter. Immunhisztokémiai eljarast
alkalmazva sikeriilt kimutatnunk ezen fehérje jelenlétét a tengerimalac acinus sejteken, azonban a
duktalis sejtek esetében nem tapasztaltunk festodést.

Kovetkeztetések: A Gpbarl egy membran-kotott epesav receptor, melynek jelenlétét a pankreasz
acinusok luminalis membranjan kimutattdk és azt talaltdk, hogy kritikus szerepet jatszik az epe-
indukalta pankreatitisz pathomechanizmusaban. Ezen receptor sokféle szerepet jatszik a szevezetben.
Egyrészt gatolja az epesavak indukalta proliferaciot és apoptozist, fokozza a vékonybél motilitasat és a
szekréciot, valamint befolyasolja a sejtek metabolizmusat azaltal, hogy szabalyozza a vércukorszintet
¢s stabilizalja az energiahaztartast. Kisérleteink soran nem sikeriilt ezen transzporter jelenlétét kimutatni
a tengerimalac duktalis sejtekben, amely feltételezi, hogy a CDCA felvétele nem ezen a transzporteren
keresztiil valosul meg. Elképzelhetd, hogy mivel a CDCA sem glicin-el sem pedig taurin-al nem
konjugalt ezért kevésbé hidrofil és valamilyen mértékben atjut a sejtmembranon és kifejti specifikus
hatasat. Illetve maj hepatocitakon végzett kisérletekben kimutattak, hogy ezen epesav transzportjaban
szerepet jatszhat az organikus anion transzporter polipeptid (OATP) Bl-es és B3-as izoformadja is, bar
ezen epesavtranszporter jelenlétét a duktalis sejteken nem vizsgaltuk.

Eredményeinket dsszefoglalva elmondhatd, hogy azonositottunk egy 1j ioncsatornat a duktalis
sejtek apikalis membranjin, amely patofiziologias koriilmények kozott fontos szerepet jatszik a
pankreasz duktalis HCOj5™ szekrécioban. Eredményeink azt sugalljak, hogy a BKc. csatornak
aktivacioja szintetikus farmakonok altal egy uj terapias lehetoséget vet fel a bilidris pankreatitisz
kezelésében.

7.2. Az urzodezoxikolsav hatdsa a pankredsz duktalis sejtekre

7.2.1. Az urzodezoxikolsav hatisa a pankreasz duktadlis sejtek iontranszport
folyamataira és a (Ca*");szintre

Kisérleti eredmények: Korabbi kisérleteink soran kimutattuk, hogy a CDCA hatasara jelentdsen
lecsokkent a duktalis sejtek pH-ja, ezért kivancsiak voltunk, hogy vajon az eltér6 biokémiai
tulajdonsagokkal rendelkez6 UDCA adasara is megfigyelhetd-e ilyen mértéki acidifikacio. Az UDCA
hatasara egy dozis-fliggd pH csokkenés kovetkezett be. Erdekességként a Hepes-el bufferolt oldat
esetében nagyobb mértékii kiilonbség volt megfigyelheté a CDCA és az UDCA pHi-ra kifejtett hatasa
kozott, mint a HCOs-tartalmu oldat esetén. Ez feltehetdleg azzal magyarazhatd, hogy HCOj
jelenlétében a sejt pufferkapacitasa megnd. A nagy dozisti (1 mM) CDCA hatasara gatlodik a sav-bazis
transzporterek mitkodése, ami a duktalis HCOs-szekrécid csokkenését eredményezi. A kovetkezo
kisérletsorozatban azt vizsgaltuk, hogy vajon a duktalis sejtek UDCA el6kezelése képes-e kivédeni a
CDCA iontranszporterekre kifejtett gatlo hatasat. Az iontranszporterek aktivitasat az NH4Cl pulzus
technika segitségével vizsgaltuk. A kisérletek soran két NH4Cl pulzust alkalmaztunk. Az elsé pulzus
volt a kontroll a masodik pedig a teszt. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk az epesavak hatasat, a
CDCA-t (1 mM) illetve az UDCA-t (0,1 — 1mM) 3 perccel a pulzus elétt, a pulzus alatt valamint 5
perccel a pulzus utén is adtunk. Az UDCA 6nmagaban nem befolyasolta sem az acid6zisbol sem pedig
az alkal6zisbol torténd regeneraciot. Ezzel szemben, a CDCA hatasara erdteljesen csokkent a
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transzporterek mikodése. Az UDCA és CDCA egyiittes adasa nem befolyasolta szamottevéen a CDCA
gatld hatasat, az UDCA egyik dozisaban sem. Mivel szamos tanulmany utal arra, hogy az UDCA védo
hatasa hosszabb inkubacio soran alakul ki, megvizsgaltuk az UDCA el6kezelés hatasait a CDCA
iontranszporter gatlo hatasara. Ehhez a kovetkez6 1épésben kiilonboz6 ideig (5 és 24 6ra) elokezeltiik a
duktalis fragmenteket UDCA-val majd megvizsgaltuk a CDCA iontranszporterekre kifejtett hatasat. A
duktuszok 5 6ras UDCA eldkezelése (0,1 — 1 mM) nem befolyasolta a CDCA-ra kapott valaszt. Ezzel
szemben, a duktuszok 24 o6ras UDCA el6kezelése szignifikansan csokkentette a CDCA gatld hatasat
mind Hepes mind pedig HCOs jelenlétében. Az UDCA védé hatasa 0,5 mM-nal bizonyult a
Eredményeinket Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a duktalis fragmentek elokezelése UDCA-val
jelentdsen csokkentette a CDCA gatld hatasat mind az NHE, mind a CI/ HCOs™ kicseréld, mind pedig
az NBC aktivitasara.

Szamos tanulmanyban leirtdk, hogy az epesavak-indukalta toxikus Ca*" szignal egy kezdeti
1épés az AP kialakulasaba. Korabbi Kkisérleteink soran kimutattuk, hogy a CDCA magas
koncentracioban (1 mM) jelentds mértékben megnoveli a sejten beliili Ca*" szintet és ez a tartdsan magas
Ca’" karosithatja a sejten beliili folyamatokat, ami kihatéassal lehet az iontranszporterek miikddésére is.
Mivel az UDCA elékezelés kedvezének bizonyult a CDCA iontranszporterekre kifejtett gatlo hatasaban,
megvizsgaltuk, hogy vajon ez a védé hatas a CDCA-indukalta Ca®* felszabadulas csokkentése révén
valosul-e meg. 0,5 mM UDCA nem okozott jelentdsebb véltozast az (Ca®"); szintben. 1 mM CDCA
hatdsara egy nagymértékii, részben reverzibilis Ca** emelkedés volt megfigyelhetd. A duktalis
fragmentek 0,5 mM UDCA-val torténd 24 oras kezelése nem befolyasolta a CDCA-indukalta Ca** szint
emelkedést, ami arra utal, hogy az UDCA véd6 hatdsa nem a megemelkedett Ca?" szint kivédésén
keresztiil valosul meg.

Kovetkeztetések: Az UDCA koncentraciojat irodalmi adatok alapjan valasztottuk, mely alapjan 0,1-1
mM koncentraci6 tartomanyban teszteltiik. Azt talaltuk, hogy a legkisebb hatékony koncentracié aminél
az UDCA kifejtette védo6 hatasat 0,5 mM volt. A koncentracidé emelésével az UDCA védo hatasa nem
fokozodott. A 0,5 mM-os koncentracié egy nagysagrendel nagyobb mint az epesavak koncentracidja a
vérben és néhany nagysagrendel kisebb mint az epesav koncentracioja az epeholyagban (10-100 mM).
Az inkubacios 1d6 tekintetében megvizsgaltuk az UDCA akut és kronikus (5 és 24 oras) hatasat. A
legoptimalisabbnak a 24 oras UDCA kezelés bizonyult, ami azt is igazolja, hogy a védd hatas
kialakulasahoz akar transzkripcios/transzlacios szintii valtozasok (szignalizacios folyamatokban vagy
apoptozisban szerepet jatszo fehérjék megvaltozott kifejezodése) is sziikségesek. Jelen tanulmanyban
azt talaltuk, hogy a pankreasz duktuszok 24 oras elékezelése UDCA-al jelentésen lecsokkentette a
CDCA sav-bazis transzporterekre kifejtett gatld hatdsat. A pankredsz acinus sejteken elvégzett
tanulmanyok szerint a hidrofil epesav karositd hatdsa a megemelkedett (Ca®"); szinttel magyarazhato.
Kordbban kimutattuk, hogy 1 mM CDCA hatdséara nagy foku (Ca?"); felszabadulas figyelheté meg a
duktalis sejtekben, ezért megvizsgaltuk, hogy az UDCA védé hatdsa a CDCA-indukalta Ca®* szigndl
kivédésén alapszik-e. A pankreasz duktuszok 24 o6ras eldkezelése nem volt képes kivédeni a CDCA
(Ca?"); -ra kifejtett hatasat, ami 6sszefliggésben 4ll korabbi megfigyeléseinkkel mely szerint a Ca2+
kelator, BAPTA-AM-el torténd eldkezelés nem befolyasolta a CDCA sav-bazis transzporterekre
kifejtett gatlo hatasat. Kisérleteink soran az UDCA eldkezelés hatasat csak a citoplazmaban szabad
allatpotban 1évé Ca?* szintjére vizsgaltuk, mig a sejtben beliili, total (Ca?"); szintben bekovetkezd
valtozasokat nem vizsgaltuk. Elképzelhetd, hogy az UDCA védé hatisa a Ca?' tualterhelés
csokkentésébdl vagy a szabad gyok képzddés gatlasabol szarmaztathato.
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7.2.2. Az urzodezoxikolsav vedo hatasa a kenodezoxikolsav-indukalta
mitokondrialis karosodassal szemben

Kisérleti eredmények: Korabbi vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a CDCA kezelés hatasara
erbteljesen karosodik a duktalis sejtek mitokondrialis funkcidja, csdkken a sejten beliili ATP szint, ami
feltehetdleg kihatéassal lehet az iontranszport folyamatokra az energetikai egyensily zavara miatt. Annak
eldontésére, hogy az UDCA képes-e kivédi a CDCA-indukalta mitokondrialis karosodast, mind
funkcionalis mind morfologiai vizsgalatokat végeztiink az UDCA-val eldkezelt duktuszokon. A sejten
belilli ATP szint (ATP); jol tiikkr6zi a mitokondriumok miikddési allapotat. Az elsé 1épésben
megvizsgaltuk a CDCA hatasat az (ATP); szintre, UDCA el6kezelés (24 6ra, 0,5 mM) nélkiil és mellett.
1 mM CDCA hatasara jelentdsen lecsokkent az (ATP); szint, ezzel szemben, 24 6ras UDCA eldkezelés
mérsékelte a CDCA hatésara kialakulo ATP depléciot. Az UDCA kezelés 6nmagéban nem befolyasolta
az (ATP); szintet. Annak érdekében, hogy tovabb vizsgiljuk az UDCA védd hatasat a
mitokondriumokra, megvizsgaltuk a AW, (mitokondridlis membranpotencial) és az mPTP
(mitokondrialis permeabilitas tranzicios pdrus), hogyan valtozik az epesavak adasara. A A¥n-ban
bekovetkez6 valtozasok detektalasahoz 1 pM TMRM-el inkubaltuk a duktuszokat. A mitokondrialis
fluoreszcencia stabilizaciéo utan, | mM CDCA-t adtunk a sejtekhez és a fluoreszcens intenzitasban
bekovetkez6 valtozasokat rogzitettik. CDCA adasara jelentésen megnovekedett a fluoreszcens
intenzitas, ami arra utal, hogy a CDCA hatasara egy nagyfok mitokondrialis depolarizaci6 kovetkezett
be, melyet az UDCA-val torténd eldkezelése jelentés mértékben lecsdkkentett. Az mPTP indukcid
vizsgalatahoz a kalcein-kobalt technikat alkalmazva, azt talaltuk, hogy 1 mM CDCA-val torténd kezelés
mérsékli a kalcein fluoreszcens intenzitasat nagyjabol 1 perc-el az epesav adasat kdvetden. A AW
kisérletekhez hasonloan, a 24 6ras UDCA eldkezelés (0,5 mM) azonban védo hatast fejtett ki és
csokkentette a CDCA-indukalta mPTP nyitodast. Az UDCA dnmagaban nem befolyasolta az mPTP-t.
atlagos szama megegyezett a kontroll, a CDCA-kezelt, az UDCA-kezelt illetve a CDCA+UDCA-kezelt
pankreasz metszetekben. Nem tapasztaltunk morfologiai eltérést a kontroll illetve UDCA-kezelt
csoportokban. A duktuszok 5 perces inkubacidja 1 mM CDCA-val mitokondrialis hizashoz és a
mitokondrialis bels6 membranszerkezet felbomlasahoz vezetett. Az UDCA-val elokezelt duktuszokban
a CDCA nem okozott ilyen jellegii elvaltozast a mitokondriumokban.

Kovetkeztetések: Szamos tanulmanyban igazoltak, hogy az epesavak-indukalta sejtkarosodasban a
mitkondriumok kodzponti szerepet jatszanak és az UDCA elOkezelés képes csokkenteni a hidrofob
epesavak mitokondriumokra kifejtett karositd hatasat. Ezért megvizsgaltuk az UDCA védo hatasat a
nyitodasat indukalta, ami a sejthalal egy korai 1épése, mely soran a mitkondriumok kiilsé membranjanak
a permeabilitasa megvaltozik €s a mitokondrium eredeti térfogatanak tobbszorosére hizik. Az mPTP
nyitodasa a mitokondrialis membran potencialt megvaltoztatja, a mitokondrium nem megfeleld
mikddése miatt pedig az ATP szintézis zavart szenved. A CDCA mitokondriumra kifejtett hatasat
patkany hepatocitakon is demonstraltak, ahol kimutattak, hogy a specifikus mPTP gatloszer, ciklosporin
A jelenlétében a CDCA hatasa teljesen megsziint, ami azt mutatja, hogy a CDCA specifikusan hat az
mPTP miikodésére. Egy masik tanulmanyban azt talaltdk, hogy a CDCA hatasara fokozodik a
mitokondridlis membran fluiditasa és a citokrom c felszabadulas, ami hozzajarul az mPTP nyitodashoz.
A CDCA-val szemben az UDCA adasa nem okozott szignifikans eltérést a mitkondrialis funkcidban,
azonban CDCA-val kombinacioban kivédte a CDCA-indukalta mPTP nyitodast, a belsd kriszta
szerkezet atalakuldsat, valamint a membran potencial csokkenését. Tovabba az UDCA eldkezelés képes
volt kivédeni a CDCA-indukalta (ATP); csokkenést, ami tovabbi bizonyitékot szolgaltat arra
vonatkozdan, hogy az UDCA el6kezelés kedvezden hat a CDCA-indukalta mitokondrialis karosodassal
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szemben. Ezen megallapitasunkat elektronmikroszkopos vizsgalatokkal is sikeriilt igazolnunk. 1 mM-
os CDCA kezelés hatasara a mitokondriumok bels6 membran szerkezete szétbomlott illetve a
mitokondriumok megduzzadtak. Az UDCA eldkezelés ezen morfologiai elvaltozasokat kivédte. Az
mPTP nyitddas egyik fé induktora a megemelkedett (Ca*"); szint illetve a szabadgyokok képzOdése.
Kisérleteink soran az UDCA elSkezelés hatasat csak a citoplazméaban szabad allatpotban 1évé Ca?*
szintjére vizsgaltuk, mig a sejtben beliili, total (Ca*"); szintben bekdvetkez6 valtozasokat nem vizsgaltuk.
Hasonldan az iontranszportereknél leirtakhoz, az UDCA mitokondriumokra kifejtett védo hatésa a Ca**
tulterhelés csokkentésébdl vagy a szabad gyok képzodés gatlasabol szarmaztathato.

7.2.3. Az urzodezoxikolsav csokkenti a kenodezoxikolsav-indukalta sejthalal
meértékeét és a pankreatitisz sulyossagat

Kisérleti eredmények: A mitokondrialis karosodas sok esetben egyiitt jar a sejthalalal, ezért a
kovetkezo 1épésben megvizsgaltuk, hogy a CDCA mitokondriumokra kifejtett toxikus hatdsa apoptozis-
al tarsul-e. Ehhez a duktuszokat 5 percen keresztiil inkubaltuk 1 mM CDCA-al, majd tovabbi 3 6ran
keresztiil normal tapfolyadékban, annak érdekében, hogy id6d hagyjunk a sejthalal kialakulasara. A
sejthalal detektalasa TUNEL festéssel tortént. A duktuszok CDCA-al torténd inkubacidja jelentds
mértékben megndvelte a sejthalalt a kezeletlen és UDCA -al kezelt duktuszokhoz képest. Bar a TUNEL
festéssel mind az apoptdzist mind pedig a nekrozist lehet detektalni, az intakt sejtorganellumok és
membran jelenléte, valamint a cellularis zsugorodas arra utal, hogy a CDCA hatasara apoptozis
kovetkezik be nem pedig nekrozis. A 24 o6ras UDCA elokezelés csak kismértékii DNS fragmentaciot
okozott, azonban szingifikansan csokkentette a CDCA-indukalta programozott sejtelhalast.

Annak érdekében, hogy az UDCA védo hatasat in vivo koriilmények kozt is megvizsgaljuk, egy
CDCA-indukalta pankreatitisz model-t alkalmaztunk. Model allatként patkanyokat hasznaltunk, mivel
a tengerimalac esetében kivitelezhetetlen volt a CDCA intraduktalis alkalmazasa az anatomiai
sajatsagok miatt. A CDCA retrograd infuzidja a pankreasz duktuszba szignifikdnsan megemelte a
szérum amilaz szintet a kontroll, fiziologias sooldatot kapott csoporthoz képest. A két hetes UDCA
elokezelés nem befolyasolta a szérum amilaz szintet, azonban szignifikansan csokkentette az UDCA +
CDCA csoportban a CDCA csoporthoz képest. A pankreasz karosodas mértékét leginkabb a szdveti
nekrdzis nagysagabol lehet megitélni. A fiziologias sooldat intraduktalis adasa illetve az oralis UDCA
nem okozott nekrotikus sejtelhalast. Ezzel szemben a CDCA retrograd infizidja jelentds mértékil acinus
karosodast eredményezett, amit az UDCA elokezelés jelentdsen lecsokkentett. A CDCA adasara
jelentésen megnott a pankreasz viztartalma, melyet az UDCA el6kezelés szamottevéen nem befolyasolt,
azonban az UDCA+CDCA csoportban szignifikans csdkkenést tapasztaltunk a CDCA csoporthoz
képest.

Kovetkeztetések: A mitokondrialis karosodas gyakran tarsul sejthaldlal. Ennek egyik oka lehet a
csokkent ATP szintézis, a masik pedig, hogy a mitokondrialis membran permeabilitasanak a
megvaltozasa miatt apoptozist indukald szignalmolekuldk diffundalhatnak a citoplazmaba, ami
apoptotikus folyamatokat indithat el. A CDCA kezelés hatasara jelentds mértékiit DNS toredezettség
volt megfigyelhetd a duktalis sejtekben. Feltételezziik, hogy a mitokondrialis karosodas fontos szerepet
jatszik ebben a folyamatban, de elképzelhetd, hogy egyéb szignalizacios utvonalak is bekapcsolnak. A
CDCA és egyéb hidrofob epesavak apoptotikus hatasat elsésorban hepatocitakban vizsgaltak, ahol
kimutattak, hogy az epesavak hatasara fokozodott a reaktiv oxigén gydkok (ROS) termelddése, az mPTP
nyitodas mértéke, a citokrom c felszabadulas, valamint a kaszpazok aktivitasa. Ezenkiviil a CDCA
glicin-el konjugalt formaja egy mitokondriumtol fiiggetlen utvonalon, a Fas receptor aktivalasan
keresztiil indukal apoptozis hepatocitakban. A 24 6ras UDCA eldkezelés hatasara jelent6sen lecsokkent
a CDCA-indukalta apoptdzis a duktalis sejtekben, ami alatamassza az UDCA sejtvédd szerepét. Az
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UDCA védé hatasanak pontos mechanizmusat nem vizsgaltuk, de irodalmi adatok alapjan feltételezziik,
hogy az mPTP gatlasan keresztiil képes csokkenti a CDCA toxikus hatasat. A kovetkez6kben kivancsiak
voltunk arra, hogy az UDCA védo hatasa in vivo koriilmények kozott is megfigyelheté-e. Mivel nincs
olyan elfogadott, metodikai eljaras, amelyel tengerimalacban pankreatitiszt lehetne kivaltani, ezért
kisérleteink soran patkanyokban valtottunk ki pankreatitiszt, CDCA intraduktalis injektalasaval. A
CDCA adésa acinus sejt nekrozist illetve emelkedett szerum amilaz szintet eredményezett. [zolalt acinus
sejteken végzett kisérletekben azt talaltak, hogy a szintén hidrofob epesav, taurolitokoélsav hatasara
karosodtak a mitokondriumok, toxikus Ca** szignalizaci6 volt megfigyelhetd, illetve fokozodott a ROS
termelddés. Feltehetleg hasonlo sejten beliili mechanizmusok mennek végbe a CDCA hatasara is. A
két hetes UDCA kezelés hatasara jelentdsen lecsokkent a CDCA-indukalta nekrdzis és 6déma mérteke,
amely feltételezi, hogy az UDCA védo hatasat nem csak a duktalis sejtekre, hanem az acinusokra is
kifejti. Ennek vizsgalatahoz egér és patkany acinusokat izolaltunk és megnéztiik az epesavak hatasat a
viabilitasra. Sajnos tobbszori probalkozas ellenére sem sikeriilt az UDCA esetleges védoé hatasat
megvizsgalni, mivel az izolalt acinusok lényegesen érzékenyebbek, mint az intakt duktuszok, emiatt a
kronikus epesav kezelést a sejtek nem birtak. Tovabba az epesavak mar igen kis koncentracioban
lecsokkentették az acinusok viabilitasat (még az UDCA is), amely tovabb nehezitette a vizsgalatokat.
Eredményeink klinikai jelentdsége abbdl allhat, hogy azoknal a betegeknél, akiknél epekd okozta
elzarodas van, az UDCA szajon at torténd alkalmazasa, csokkentheti a pankreatitisz kialakulasanak a
veszélyét. Az UDCA kedvezd hatasat idiopatias rekurrens pankreatitisz-ben demonstraltak, ahol a
hosszi tavit UDCA kezelés csokkentette a pankreatitisz kitjjulasanak az esélyét. A szajon at alkalmazott
UDCA hatasa nagyban fiigg a szervezeten beliili metabolizmusatol. Patkanyban az UDCA nagy része
TUDCA-va alakul, melynek szintén sejtvédd hatasa van. Emberben az UDCA metabolizmusa soran
izoUDCA képzoédik, ami az UDCA 3B-hidoxi epimerje és sokkal hatékonyabb mint az UDCA. Bar

crer

magas koncentracioban adtuk ahhoz, hogy a védé hatasat kifejtse.

A hidrofob epesavak indukalta sejtkidrosodds pontos mechanizmusinak az ismerete
elengedhetetleniil fontos, ahhoz, hogy a biliaris pankreatitisz-ben wj terdpias célpontokat
azonositsunk. Ebben a tanulminyban megerdésitettiik illetve Kiterjesztettik azon
megfigyelésiinket, hogy a CDCA-indukalta sejtkarosodasban a mitokondriumoknak fontos
szerepiik van. Az UDCA, CDCA-val szembeni véd6 hatasa feltehetéleg a mitokondrialis membran
stabilizalasan keresztiill valosul meg, azaltal, hogy gatolja a mitokondridlis membran
depolarizaciéjat illetve az mPTP nyitodasat. Eddigi ismereteink szerint az UDCA Kklinikai
alkalmazisara a majat és epevezetéket érinté megbetegedések kapcsan Keriil sor. Eredményeink
azt mutatjak, hogy az UDCA akar egy uj, kezelési lehetoséget nyithat az epesavak-indukalta
pankreasz duktalis karosodas kivédésében, a bilidris pankreatitisz esetén.

7.3. Az etanol és nem-oxidativ metabolitjainak a hatdsa a pankreédsz
duktalis sejtekre

7.3.1. Az alkohol és nem-oxidativ metabolitjainak a hatisa a CFTR csatorna
aktivitasara

Kisérleti eredmények: Az EtOH 1 mM-os koncentracioban nem befolyasolta sem az alap sem pedig
a forskolin-stimulalt CFTR aramot, 15 perc adas utan sem. 10 mM koncentracio esetén az alap aram
szignifikansan megemelkedett, az EtOH 15 perces adasat kdvetéen, mig 100 mM-os koncentracioban
mar 5 perc utan erdteljesen fokozta a csatorna konduktancidjat. A forskolin-stimulalt CFTR aramot ezzel
szemben mind 10 mind pedig 100 mM-os koncentracidoban, fesziiltségfiiggd modon gatolta az EtOH.
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Mind a serkent6 mind pedig a gatld hatas az EtOH kimosasa utan reverzibilis volt. A kdvetkez6 1épésben
megvizsgaltuk, hogy az EtOH milyen mechanizmus révén fejti ki a hatasat a CFTR csatornara. A
plazmamembranon atjutva az EtOH vizmolekuldkat kot meg, melynek eredményeként a sejtek
dehidratalodnak. Ilyen koriilmények kozott a viz és ionok sejten keresztiili mozgasa megvaltozhat.
Annak eldontésére, hogy vajon az EtOH indirekt modon, az ozmotikus viszonyok megvaltoztatasa révén
befolyasolja-e a CFTR-t, vagy kozvetleniil hat a csatornara vagy annak szabalyozasara, a sejteket
mannitol-al kezeltik. A mannitol a sejtekre nézve impermeabilis molekula, amely a sejtek
mannitol (177 mM) négyszeresére novelte az alap CFTR aramokat. A mannitol-indukalta csatorna
aktivitds mértéke megegyezett az EtOH-indukalta stimulacié mértékével, amely arra utal, hogy a nagy
valosul meg. Mannitol adasara a forskolin-stimulalt aramok szintén szignifikansan megndttek, ami arra
utal, hogy az EtOH a stimulalt CFTR aramokra kifejtett gatlo hatasa specifikus.

Az oxidativ EtOH bomlas végterméke az acetaldehid (Ac), mig a nem-oxidativ degradacio
zsirsav-etil-észtereket eredményez (FAEEs). Az Ac nem befolyasolta sem az alap, sem pedig a
forskolin-stimulalt CFTR aramokat, 1 illetve 5 mM-os koncentracioban. A palmitolsav etil-€szter
(POAEE; 10-200 uM) az EtOH bomlasabol szarmazo, telitetlen zsirsav, amely az EtOH-hoz hasonldéan
nem hatott az alap aramokra, azonban a stimulalt aramokat jelent6sen csokkentette 200 pM-os
koncentracioban. A telitetlen zsirsav, palmitolsav (POA), alacsony koncentracidban (10 pM) nem
befolyasolta sem az alap sem pedig a forskolin-al stimulalt CFTR aramot. Ezzel szemben magasabb
koncentracioban (100 és 200 pM) egy dozis-fliggd gatlast okozott mind az alap mind pedig a stimulalt
CFTR aramban. A POAEE és a POA gatl6 hatasa 5 és 15 perc adas utan ért el maximumot és a kimosast
kdvetden az aramok amplitudodja visszaallt a kiindulasi szintre.

A FAEE képzodése az EtOH-bdl és a zsirsavakbol a FAEE szintaz altal katalizalt folyamat, mig
a FAEE hidrolaz felelds a reverz folyamatért. A FAEE szintaz/hidrolaz aktivitasa a majban és a
pankreaszban a legnagyobb. Szamos FAEE szintazt azonositottak, melyek koziil a pankreasz koleszterol
észter szintaz illetve a pankreasz karboxilészter szintaz rendelkezik FAEE szintaz aktivitissal. A
kovetkezd 1épésben kivancsiak voltunk arra, hogy a POAEE gatld hatasanak a hatterében ezen észter
molekula hidrolizise all-e. Ehhez kezeltiik a sejteket 200 uM bisz-(4-nitrofenil) foszfat-al (BNPP),
amely a FAEE hidrolaz specifikus gatloszere. A sejtek 15 perces BNPP kezelése nem befolyasolta az
alap vagy a forskolin-stimulalt CFTR aramokat, amely arra utal, hogy a BNPP-nek 6énmagéaban nincs
hatasa a csatorna aktivitdsara. Ezzel szemben a BNPP kezelés szinte teljesen megsziintette a POAEE
gatlo hatasat a forskolin-stimulalt ionaramokra, amely azt mutatja, hogy a POA képzddése alapvetden
fontos szerepet jatszik a POAEE/EtOH gatl6 hatasaban.

Kovetkeztetések: Mérsékelt alkoholfogyasztis utan a véralkohol szint 1 mM koriil van. Ennél a
koncentracional az EtOH nem befolyasolta sem az alap sem pedig a forskolin-stimulalt CFTR aramot.
Magasabb koncentracoknal (10 s 100 mM), ami kozel letalis lehet az emberre nézve, az EtOH hatasara
megnétt az alap ¢és lecsdkkent a forskolin-stimulalt CFTR é4ram nagysaga. Ezen eredményeink
Osszhangban allnak korabbi megfigyelésekkel, mely szerint az EtOH doézisfiiggden befolyasolja a
duktalis szekréciot. Annak eldontésére, hogy az EtOH hatésa specifikus, megvizsgaltuk 100 mM EtOH-
aktivitast tapasztaltunk a CFTR csatorna konduktanciajaban, gy gondoljuk, hogy az EtOH aktivalo
hatasa feltehetéleg egy nem-specifikus mechanizmus, mely soran a sejt adaptalodik a megvaltozott
ozmolaritasu kornyezethez. Ezzel szemben mannitol hatasara nem valtozott a stimulalt aram nagysaga,
ami azt mutatja, hogy az EtOH gatl6 hatdsa valosziniileg valamilyen specifikus mechanizmuson
keresztiil valosul meg.
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Szamos tanulmanyban leirtak az EtOH metobolitok szerepét a pankreatitisz kialakulasaban. Az EtOH
oxidativ metabolizmusa eclsOsorban a hepatocitakban zajlik, amit az alkohol dehidrogenaz enzim
katalizadl. Azonban azt is kimutattdk, hogy a pankredsz acinusok is tartalmazzak az EtOH
metabolizmusahoz sziikséges enzimeket, igy ezek a sejtek is képesek az alkohol metabolizalasara.
Kimutattak, hogy az Ac sejten beliili akkumulacidja negativan befolydsolja az NFkB aktivitast és a
CCK-indukalta szekréciot izolalt patkany acinus sejtekben, magasabb koncentracioban pedig a
pankreasz morfologiai elvaltozasat okozza. Jelen tanulmanyban azt talaltuk, hogy az Ac adasara nem
valtozott a CFTR csatorna aktivitasa és nem okozott morfologiai elvaltozasokat a duktalis sejteken még
5 mM-os koncentracidban sem.

Az oxidativ metabolizmussal szemben az EtOH nem-oxidativ metabolizmusanak nagy hanyada
a pankreaszban torténik. A FAEE szintaz aktivitas itt lényegesen magasabb, mint a majban. Ennek
eredményeként a nem-oxidativ metabolitok, gy mint a zsirsav (FA) vagy FAEE koncentracioja
magasabb a pankredszban mint barmelyik mas szervben. Acinusokon végzett vizsgalatok soran
kimutattak, hogy a FAEE-k toxikus Ca?" szignalt indukdlnak és kérositjdk a mitokondridlis oxidativ
lancot, ami ATP deplécidhoz, végiil pedig setjhalalhoz vezet. A FAEE-k fontos szerepét a pankreaszban
mutatja az is, hogy akut alkohol intoxikacioban elhunyt személyek illetve kronikus alkoholfogyasztok
pankreaszaban jelent0s mennyiségii FAEE-t talaltak. Ebben a tanulmanyban els6ként mutattuk ki, hogy
a telitetlen zsirsav, POA és észter-kotott formaja a POAEE, reverzibilisen és id6-fiiggd modon gatolja
a CFTR aktivitast a duktalis sejtekben.

7.3.2. Az ATP szerepe az alkohol és nem-oxidativ metabolitjainak a hatasaban

Kisérleti eredmények: A kovetkez6 1épésben megvizsgaltuk a sejten beliili mechanizmust, amely
révén az EtOH ¢és a nem-oxidativ metabolitok kifejtik a gatlé hatasukat a CFTR csatornara. Korabbi
tanulmanyok azt mutatjak, hogy az EtOH és a telitetlen zsirsavak, mint a POA, indukaljak az mPTP
nyitodasat, amely végsé soron a sejt halalahoz vezet. Mivel a zsirsavak hatdsat a mitokondrialis
funkciora kordbban senki nem vizsgalta a duktalis sejtekben, a kdvetkezo 1épésben megnéztiik az EtOH
¢s nem-oxidativ metabolitjainak a hatasat a mitokondrialis karosodasra, a mikrofluorimetrias technika
alkalmazasaval. A duktalis sejteket feltoltottiik egy Mg** érzékeny fluorescens festékkel (MgGreen-
AM), amely a sejten beliili ATP kozvetett vizsgalatat teszi lehetévé. 100 mM EtOH hatédsara a sejtek
75%-aban egy kismértékii csokkenést figyeltiink meg az ATP; szintben, mig a POA és POAEE esetében
(200 uM) jelentésen megnott a MgGreen fluoreszcens intenzitasa, amely koriilbeliil 5 perc adas utan ért
el egy platé fazist. Korabban kimutattuk, hogy az oxidativ és glikolikus metabolizmus gatlasa, karbonil
cianid m-klorofenil hidrazon-al (CCCP, 100 uM) és 2-deoxigliikdz/iodoacetamid-al (DOG/IAA, 10
mM), jelentds mértéki és irreverzibilis ATP; depléciot okoz a tengerimalac duktalis sejtekben. Annak
eldontésére, hogy az EtOH, POA és POAEE gatl6 hatasa az ATP; csokkenésen keresztiil valosul-e meg,
megvizsgaltuk a CCCP/DOG/IAA hatasat a CFTR aramokra. Eredményeink azt mutattak, hogy a
gatldészerek kombinacidja hasonldo mértékben blokkoltak a CFTR aramokat, mint az EtOH, POA és
POAEE. A CCCP/DOG/IAA elvonasat kovetden, az ionaramok nem tértek vissza a kiindulasi szintre,
ami arra utal, hogy az ATP; elvonasa irreverzibilis gatlast okozott a CFTR csatorna aktivitasaban.

A kovetkezé 1épésben kivancsiak voltunk arra, hogy vajon az ATP; helyreallitasa hogyan
befolyasolja az EtOH, POA és POAEE, CFTR csatornara kifejtett gatlo hatasat. Az ATP szint emelése
a pipettaban 1, 2 vagy 5 mM-ra nem eredményezett szamottevl valtozast az alap vagy forskolin-
stimulalt CFTR aramban. A pipettaoldat 2 mM ATP-vel torténd kiegészitése nem befolyasolta sem az
EtOH sem pedig a nem-oxidativ metabolitok gatld hatasat a CFTR aramokra. Ezzel szemben, amikor
az ATP koncentraciojat S mM-ra emeltiika, teljesen kivédte az EtOH, POAEE és POA, CFTR csatornara
kifejtett gatlo hatasat. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a CFTR csatorna gatlasa feltehetdleg az
ATP; szint csokkenésével vagy az ATP-CFTR interakcid megvaltozasdval magyarazhatd. Annak
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érdekében, hogy vizsgalatainkat human duktalis sejtekre is kiterjessziikk, a POA illetve az ATP
hozzaadasnak a hatasat megvizsgaltuk a Capan-1 sejtvonalon is. A Capan-1 sejtvonal egy human
pankreasz duktalis sejtvonal, amely expresszalja a CFTR csatornat. A tengerimalac pankreasz duktalis
sejtekhez hasonléan 200 uM POA csokkentette a forskolin-stimulalt CFTR aramokat. 2 mM ATP; adasa
nem befolyasolta a POA gatlo hatasat, azonban 5 mM ATP; jelenlétében a POA gatld hatasa
szignifikansan lecsokkent.

Kovetkeztetések: A CFTR CI csatorna, az ATP-ko6t6 kazetta (ABC) transzporter csalad egyik tagja,
mely a PKA atlal aktivalodik. Mivel a csatorna nyitodasa fiigg az ATP kotodésétol, ezért az ATP
jelenléte esszencialis a normalis CFTR miikodéshez. Mivel a FA-k és FAEE-k ATP depléciot okoznak
patkany pankreasz acinusokban és alveolaris makrofagokban, kivancsiak voltunk, hogy az EtOH, POA
¢s POAEE hogyan befolyasolja a CFTR aktivitast pankreasz duktalis sejtekben. Eredményeink azt
mutattak, hogy mindharom agens hatasara csokken az ATP a sejten beliil. A POA hatasara
szignifikansan nagyobb csokkenést tapasztaltunk, mint a POAEE esetében. Tovabba kimutattuk, hogy
200 uM POA hatasara olyan mértékben lecsokkent az ATP; szint, hogy hosszabb inkubacios id6 hatasara
sem tapasztaltunk tovabbi csokkenést. Ezzel 6sszhangban a glikolitikus és mitokondridlis ATP termelés
csokkenése, hasonld mértéki CFTR gatlast indukalt, mint az EtOH, POA és POAEE, ami arra utal, hogy
az ATP; szint csokkenése egy kulcs 1épés ezen agensek CFTR gatlo hatasaban. Az ATP szerepének
fontossagat mutatja az is, hogy az ATP adasa a patch pipettan keresztiil majdnem teljesen kivédte az
EtOH és bomlastermékeinek a CFTR-ra kifejtett gatld hatasat. Hasonlo eredményeket kaptunk a Capan-
1 sejtvonal esetén is. Arra vonatkozoan, hogy az ATP adéasa hogyan fejti ki kedvez6 hatasat tovabbi
vizsgalatok sziikségesek. Elképzelhetd, hogy gatolja a CFTR csatorna PKA-fiiggd foszforilaciojat,
illetve lehetséges, hogy az ATP kotodése révén stabilizalja a csatorna muikodését. A pankreatitisz
pathomechanizmusaval kapcsolatban a legujabb kutatdsok azt mutatjadk, hogy a mitokondrialis
karosodas és az ATP deplécio fontos szerepet jatszik a pankreatitisz kialakuldsaban. Az acinus sejtekben
a FA-k toxikus Ca®" szignalt generalnak, ami rontja a mitokondrialis funkcidkat és ez altal az ATP
termelést. ATP hiadnyaban, a Ca®‘-aktivalta ATPazok az ER-ban illetve a plazmamembranon nem
képesek a Ca?*-ot visszapumpalni az ER-ba vagy kipumpalni a sejtbdl, melynek eredményeként a (Ca*");
tartdsan magas szinten marad, mely végso soran sejthalalt indukal. Az ATP helyreallitasa azonban képes
csokkenti a toxikus Ca?* szintet.

Eredményeinket 0sszefoglalva, elsoként sikeriilt kimutatnunk, hogy az EtOH, POA és
POAEE magas koncentracidja erdteljesen gatolja az epitelidlis CFTR aktivitast, feltehetéleg a
mitokondriumok karositiasa és kovetkezetesen az ATP; szint csokkenése révén. Mivel a CFTR
csatorna fontos szerepet jatszik a duktalis folyadék és HCOs3 szekrécioban, a csatorna nem
megfelelé vagy csokkent miikodése kozrejatszhat a pankreatitisz patomechanizmusaban. Egy
fontos 1j megallapitas, hogy az ATP szint helyreallitisa képes kivédeni az EtOH és
metabolitjainak a gatlé hatisat, ami felveti az ATP adasanak terapias lehetdségét alkohol-
indukalta pankreatitiszben.

7.4. Az epesavak hatasa a nyeldcso epitél sejtekre

7.4.1. pH szabalyozo mechanizmusok a nyeldcso epitél sejteken

Kisérleti eredmények: A kisérletek elso részében a nyeldcso epitél setjek kezdd pH értékét hataroztuk
meg. A mérések alapjan a CP-A illetve CP-D sejtek kezdé pH-ja 7,32 + 0,03-nak és 7,31 + 0,03-nak
bizonyult. A kezdé pH nem valtozott jelentdsebben az egyes mérések kozott. A kdvetkezd 1épésben
célul thztiik ki, hogy azonositjuk a fontosabb sav-bazis transzportereket a sejteken. A fluoreszcens
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technikat és tobbféle megkozelitést alkalmazva sikeriilt kimutatnunk két alkalizalé (NHE és NBC) és
egy acidifikalo (C1/HCOs™ kicseréld) transzportert. Az NHE-k koziil az NHE1 és -2 izoforma fordul el
a CP-A és CP-D sejteken, mig a CI/HCOj kicserélok koziil az Slc26a6 anion transzporter, mas néven
PAT-1. A kovetkez6 1épésben megvizsgaltuk az epesavak illetve a sdsav hatasat a transzporterek
mikddésére. Annak érdekében, hogy mimikaljuk a GERD soran fellép6 patologias koriilményeket, egy
epesav koktélt (BAC) készitettiink, mely 7 db, a refluxatumban el6fordulé epesavat tartalmazott. A BAC
hatasat mind neutralis (pH 7,5) mind pedig acidikus (pH 5,5) koriilmények kozott teszteltiik a pHi-ra. A
neutralis pH-n 100 illetve 300 uM BAC-nak nem volt hatasa a pHi-ra, mig magasabb koncentracional
(500 uM) az epesavak enyhén csokkentették a CP-A sejtek pHi-jat. Ezzel szemben, pH 5,5-nél az
epesavak egy robosztus acidozist indukaltak. Az epesavak hatasa dozis-fiiggd volt, és az epesavak
elvonasat kdvetden a pH; teljes mértékben regeneralodott. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, hogy
az epesavak hatasa specifikus megnéztiik a savas pH hatasat 6nmagaban a CP-A sejtek pHj-ra. Bar az
5,5-0s pH-ju Hepes oldat kis foku, reverzibilis acidozist indukalt a sejtekben az epesavakkal
kombinacidban Iényegesen nagyobb pHicsokkenést okozott. Tovabba megvizsgaltuk az epesavak sejtbe
jutasanak a sebességét is. Az eredményeink azt mutattak, hogy a -J(B-) lényegesen nagyobb volt 5,5-0s
pH-n, mint 7,5-6n. Az egyes epesavak hatasat (100 pM) a pH;-ra szintén teszteltiik. Az epesavak koziil
a DC okozta a legnagyobb pH; csokkenést és a hatasa kétszer akkora volt savas pH-n mint neutralis pH-
n. A konjugalt epesavak hatdsa 7,5-0s pH-n elenyész6 volt, mig 5,5-6s pH-n nagyfoku acidézist
indukaltak.

Kovetkeztetések: Az epesavak dozisfiiggben lecsokkentették a sejtek pH-jat, mely hatas savas
koriilmények kozott még erdteljesebb volt, 6sszhangban korabbi megfigyelésekkel. Az epesavak koziil
a legerdteljesebb hatasa a DC-nak volt, mind neutralis mind pedig savas koriilmények kzott, mely egér
nyeldcsd epitél sejtekben is acidozist indukal. Az epesavak toxicitasat a hidrofobicitas mellett a pKa
értékiik hatarozza meg. A nem-konjugalt epesavak, mint példaul a DC, pKa értéke 5,2 és 6,2 kozott van,
ezért neutralis pH-n tobbnyire ionizalt formaban van és a membranon nem képes athaladni. Savas pH-n
azonban a nem-konjugalt epesavak kevésbé ionizaltak, képesek a sejtbe bejutni és hatasukat kifejteni.
A konjugalt epesavaknak ezzel szemben alacsonyabb pKa értéke van. A taurin-konjugalt epesavak
esetén 1,8-1,9, mig a glicin-konjugalt epesavak esetén ez az érték 4,3-5,2 koz¢é esik. Emiatt a neutralis
(7,5) és enyhén savas (5,5) pH-n ezen epesavak nagy része ionizalt formaban van emiatt kisebb hatast
képesek kifejteni a sejtre, mint a nem-konjugalt tarsaik. Mindenesetre meg kell emliteni, hogy nem csak
a pKa érték hataroza meg egy adott epesav hatasat. Az epesavak detergens tulajdonsagainak
koszonhetben, képesek bizonyos mértékben fokozni a sejtmembran permeabilitasat kiillonbdz6 ionokkal
szemben, ami szintén kozrejatszhat, nem-specifikus sejtkarositd hatasukban. Tovabba a savas pH
csokkenti a plazmamembran integritasat, ami szintén eldsegitheti az epesavak sejtbe torténd bejutasat.

7.4.2 Az epesavak intracellularis megemelik a (Ca’*); szintet a nyel6csé epitél
sejtekben

Kisérleti eredmények: Mivel az epesavak ionofor tulajdonsagokkal rendelkeznek, megvizsgaltuk a
hatasukat a (Ca®")-ra, neutralis és savas koriilmények kozott. Hasonloan a pH-hoz 100 és 300 pM-os
koncentracioban, az epesavak nem befolyasoltak lényegesen a (Ca®"); szintet. A 5,5-6s pH-ju Hepes
oldat, szintén csak marginalis hatast fejtett ki. Ezzel szemben, 500 uM-os koncentracidban, az epesavak
egy reverzibilis emelkedést okoztak, ami savas pH-n még hangsulyozottabb volt. A kovetkezo 1épésben
megprobaltuk azonositani a felszabaduld Ca?* forrasat. Az epesavak hatasat a (Ca*"); -ra kétféleképpen
vizsgaltuk, egyrészt az extracellularis Ca** elvonasaval, masrészt kiilonboz inhibitorok alkalmazaséaval.
A Ca*" elvonasa a kiilsé oldatbol kis mértékben csokkentette a (Ca*"); szintet ami egy bizonyos mértékii
(Ca?"); deplécioval magyarazhatd. Ilyen koriilmények kozott, 500 pM BAC hatéasara kismértéki (Ca>*);
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emelkedés volt megfigyelhetd, ami arra utal, hogy az epesavak hatasara az intracellularis
organellumokbol szabadul fel a Ca*". A kovetkezd 1épésben megprobaltuk azonositani a Ca** forrasat.
A Ruthenium Red (RR) és a koffein, a rianodin (RY) és az IP; receptorok specifikus inhibitora. 10 pM
RR nem befolyasolta az epesavak-indukalta (Ca*"); szignalt, Ca?" mentes extracellularis oldatban. Ezzel
szemben, 20 mM koffein teljes mértékben blokkolta azt, ami azt sugallja, hogy az epesavak hatasara
létrejove Ca®* szignal az endoplazmatikus retikulumbol szabadul fel. Az epesavak hatasat gadolinium
(Gd*"), plazma membran Ca** csatorna gatld, jelenlétében is vizsgaltuk. 1 pM Gd** hatséara csokkent a
BAC hatdsa a (Ca?"); szintre, ami arra utal, hogy amellett, hogy az epesavak indukéljak a Ca®*
felszabadulasat az intracellularis organellumokbol, az extracellularis Ca*" bedramlast is fokozzak.

Kovetkeztetések: A pH; csokkentése mellett az epesavak megemelték a (Ca®"); szintet, mely hatés savas
pH-n még kifejezettebb volt. Az epesavak (Ca’")-ra kifejtett hatdsa Osszhangban 4ll korabbi
megfigyelésekkel, mely szerint a DC vagy a savas pH Ca®" szignalizaciot indukal egér és human
nyeldcsd epitél sejtekben. Tovabba sikeriilt kimutatnunk, hogy az IP;R gatloszer, koffein hatasara
teljesen megsziint az epesavak (Ca®")i-ra kifejtett hatisa, Ca*'-mentes extracellularis koriilmények
kozott, amely azt sugallja, hogy a folyamat feltehetdleg egy IP;R-medialta utvonalon keresztiil valosul
meg. Hasonlé mechanizmust irtak le a vastagbél kriptak, hepatocitak, pankreasz duktuszok és acinusok
esetén is. Amellett, hogy az epesavak fokozzdk az IPsR-medialta Ca** felszabadulast, el8segitik az
extracellularis Ca?" bedramlasat a sejtekbe, bar a mechanizmus nem pontosan ismert. Patkdny
hepatocitdkban az epesavak kozvetleniil stimulaljak a ,store-operated” Ca?' csatorndkat a
sejtmembranon, azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek, hogy azonositsuk azokat a Ca*" csatornakat,
amelyek az epesavak hatasat kozvetitik a nyeldcso epitél sejteken.

7.4.3. Az epesavak akut és kronikus hatdsa az iontranszporterek aktivitasara

Kisérleti eredmények: A kovetkezé 1épésben kivancsiak voltunk arra, hogy az epesavak hogyan
befolyasoljak a nyel6cso epitél sejtek sav/bazis transzportereinek az aktivitasat és kifejezodését. Hepes-
pufferolt oldat esetében az epesavak dozis-fiiggden csokkentették az acidozisbol torténd regeneraciot,
ami arra utal, hogy az epesavak gatoljak az NHE aktivitast a CP-A sejtekben. Annak érdekében, hogy
azonositsuk melyik NHE izoforma érintett az epesavak gatld hatasaban, az epesavak hatasat
megvizsgaltuk az NHE gatloszer, HOE-642 jelenlétében is. 1 uM HOE-642 az acidozisbol torténd
regeneraciot jelentdsen csokkentette, melyet az 500 uM BAC adasa tovabb csokkentett. Mivel 500 uM
BAC o6nmagaban 77,15 + 3,2 %-ban gatolta az aciddzisbol torténd regeneraciot és az NHE aktivitas
kozel 77%-a az NHEI izoforméanak kdszonhetd, ezen eredmények arra utalnak, hogy az epesavak az
NHEI1 gatlasa mellett az NHE2 aktivitast is blokkoljak. 50 uM HOE-642 jelenlétében az acidozis
teljesen gatlodott, amit az epesavak tovabbi adasa nem befolyasolt. HCOj™ jelenlétében az epesavak
kisebb mértékben gatoltak az acidozisbol torténd regeneraciot, mint Hepes-bufferolt oldatban. HCO3
jelenlétében mind az NHE mind pedig az NBC aktiv. Annak érdekében, hogy megvizsgaltjuk az
epesavak hatasat az NBC miikodésére, az NHE muikodést S50 pM HOE-642 adasaval teljesen gatoltuk.
Az NHE gatloszer csokkentette az acidozisbol torténd regeneraciot, igy a fennmarado aktivitas az NBC-
nek tudhato. 500 uM BAC adasara az aciddzisbol torténd regeneracio jelentésen megnétt, ami arra utal,
hogy az epesavak fokozzak az NBC aktivitasat. Ahogy azt mar korabban is kimutattuk, az alkal6zisbol
torténd regeneracio kezdeti szakasza a CI/HCOs kicserél6 aktivitasat mutatja, HCOs™ jelenlétében. Az
epesavas kezelés hatasara a CI/HCO;™ kicseréld aktivitasa dozis fliggden megnott a CP-A sejtekben,
ami arra utal, hogy az epesavak fokozzadk a HCOs szekréciot. Az epesavak hatdsat megvizsgaltuk a CP-
D sejtvonalon is, ahol azt kaptuk, hogy az epesavak hatasara megnétt mind Hepes-ben mind pedig
HCOs jelenlétében az acidoézisbol torténd regeneracid illetve az alkal6zisbol torténd regeneracio
mértéke, ami arra utal, hogy a CP-D sejtek sav-bazis transzporterei fokozott aktivitassal valaszolnak az
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epesavas terhelésre. A kovetkez6 1épésben kivancsiak voltunk arra, hogy vajon az epesavak hatasanak
kozvetitésében szerepet jatszik-e a (Ca?").. Ennek eldontésére a sejteket el6kezeltiik a Ca* kelator
BAPTA-AM-el, majd ezt kovetéen megvizsgaltuk az epesavak hatasat. Az elOkezelés hatasara
szignifikansan lecsokkent mind a stimulalé mind pedig a gatlo hatasa a BAC-nak, ami arra utal, hogy
az epesavak iontranszporterekre kifejtett hatasa (Ca*"); szint emelkedésen keresztiil valosul meg.

A kovetkez6 1épésben megvizsgaltuk, hogy vajon a sejtek hosszabb tavu (,,kronikus”) kezelése
epesavakkal hogyan befolyasolja a transzporterek kifejez6dését. A CP-A és CP-D sejteket 70-80%
konfluenciaig ndvesztettiik, és 100 illetve 500 uM BAC-al kezeltiik 7,5 illetve 5,5-6s pH-n az Anyagok
¢s Mddszerek részben leirtaknak megfeleléen. A 7 napos kezelés hatasara szignifikansan megnétt az
NHE1, NHE2, NBC ¢s a CI/HCOs" kicserélé Slc26a6 izoformajanak az mRNS kifejez6dése a CP-A
sejtekben, 7,5-6s pH-n. A CP-D sejtek esetén szintén megnott a transzporterek kifejezodése az epesavas
kezelés hatasara, azonban szignifikdns névekedés csak az NHE1 és az NBC iontranszporterek esetén
volt megfigyelhetd. A CP-A sejtekben, savas koriilmények kozott (5,5-60s pH) az iontranszporterek
kifejezodése nem valtozott szignifikansan az epesavak adasa ellenére sem. Azonban a sejtszamban
csokkenés volt megfigyelhetd a kontroll csoporthoz képest. A CP-D sejtek esetén egy jelentds
emelkedés volt megfigyelheté az NHE1 expresszioban az epesavas kezelést kovetoen 5,5-0s pH-n. Az
NHEI1-nél tapasztalhato mRNS emelkedést fehérje szinten is sikeriilt detektidlnunk. Az Slc26a6
izoforma fehérje kifejezodése szintén megemelkedett a CP-A sejtekben, Osszhangban a PCR
eredményekkel, azonban az NHE2 és NBC transzporterek esetében nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget a fehérje expresszidban a kontroll és epesav-al kezelt csoportok kozott. A kovetkezo
Iépésben megvizsgaltuk az iontranszporterek kifejezodését 14 par biopszids mintaban, melyeket BE
betegekbdl gyljtottiink. 1-1 biopszias mintat vettiink a normal és a BE teriiletrél melyeket tovabbi
mRNS ¢és fehérje vizsgalatokhoz hasznaltunk fel. Eredményeink azt mutattak, hogy az NHE1, NHE2,
NBC és PAT-1 iontranszporterek mRNS kifejezédése megemelkedett az intesztinalis és nem-
intesztinalis metaplazidk esetén a normal muké6zahoz képest. Az NHE1 és NHE2 izoformak fehérje
expressziojat immunohisztokémiaval vizsgaltuk. Eredményeink a RT-PCR eredményekkel
Osszhangban, fokozott NHE-1 és NHE-2 expresszidt mutatott a metaplazias mintakban a normal-hoz
képest.

Kovetkeztetések: Az epesavak hatasat az iontranszport folyamatokra mind akut mind pedig kronikus
koriilmények kozott vizsgaltuk. Az epesavak adasa dozis-fiiggden csokkentette az NHE aktivitast, mig
az NBC ¢és PAT-1 mikodését fokozta a CP-A sejtekben. Az NHE csokkent miikodése feltehetdleg
szerepet jatszik az epesavak pH; csokkentd hatasaban. A pH; csokkenést ellenstlyozando,
megndvekedett NBC aktivitas, a HCOs™ felvétele révén képes valamilyen szinten pufferolni az
acidifikacio mértékét. Emellett a HCOs kiaramlasa a C1/HCOs™ kicserélon keresztiil neutralizalja a sejt
kozvetlen kdrnyezetét csokkentve ez altal a sav/epesavak karositd hatésat. Osszeségében elmondhatd,
hogy az NBC és PAT-1 megnovekedett aktivitasa feltehetdleg egy kompenzatdrikus mechanizmus a
csokkent NHE aktivitassal szemben, amely a sejten beliili sav/bazis egyensuly fenntartasaban jatszik
szerepet. A CP-D sejtek esetén, az epesavas kezelés hatasara fokozodott az NHE aktivitas, ami
feltehet6leg a CP-D sejtek elérehaladottabb allapotaval magyarazhato. Patologias koriilmények kozott
a diszplazias Barrett mukdéza nagyobb mértékli savas/epesavas refluxnak van kitéve, ezért sokkal
ellenallobb a GERD-indukalta stimulusokkal szemben, mint a CP-A sejtek.

A Ca* kelator BAPTA-AM jelenlétében megsziint az epesavak transzporterekre kifejtett gatlo és
stimulald hatdsa, ami feltételezi, hogy a megemelkedett (Ca®"); esszencidlis szerepet jatszik ezekben a
folyamatokban. Korabbi tanulmanyokban kimutattak, hogy a CI/HCOs kicseréld aktivitasa
osszefiiggésbe hozhaté egyéb, Ca®*-aktivalta Cl" vagy K csatornakkal, de a pontos mechanizmus nem
ismert. Az anion kicserélével szemben az NHE miikodését a megemelkedett (Ca®"); szint erSteljesen
gatolja. Hasonlo eredményeket mutattak ki ileum kefeszegélyben illetve vese proteoliposzémakban,
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ahol a megndvekedett (Ca?"); szint a Ca**/calmodulin kaszkadon keresztiil gatolja a kicseréld miikodését.
Osszeségében megallapithatd, hogy a megemelkedett (Ca®"); szint feltehetéleg kdzvetetten befolyasolja
az iontranszporterek mitkodését, azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek, hogy azonositsuk azokat a
sejten beliili Gtvonalakat, melyek ebben a folyamatban részt vesznek. Az epesavak kronikus hatasanak
vizsgalata soran a CP-A és CP-D sejteket 7 napon keresztiil kezeltiik epesavakkal, melynek
eredményeként az Gsszes iontranszporter kifejezodése megemelkedett a CP-A sejtekben, valamint az
NHEI1 és NBC expresszidja a CP-D sejtekben. Savas koriilmények kozott, a transzporterek kifejezodése
nem valtozott szignifikdnsan a CP-A sejtekben, mig a CP-D sejtek esetén jelentés mértékii NHE1
fokozodast tapasztaltunk. A megnovekedett NHE1 kifejez6dést fehérje szinten is sikeriilt detektalnunk.
A transzporterek fokozott kifejezédése feltehetdleg egy védo vagy adaptiv folyamat része, amely altal
a sejtek probaljak kompenzalni az epesavak toxikus hatasat. Az iontranszporterek megndvekedett
kifejezOdése intesztinalis és nem-intesztinalis human biopszias mintdkban is megfigyelhetd volt a
normal muko6zahoz képest.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a metaplasztikus hengerham jobban alkalmazkodik a
savas kornyezethez a normal laphamhoz képest. El6szor is a CI/THCOs" kicserélé6 megnovekedett
aktivitisanak koszonhetden, fokozott HCO;™ szekréciora képes, ami hatékonyan semlegesiti a
nyelocso reflux soran fellépo savas kémhatast. Masrészt az alkalizalé transzporterek (NHE és
NBC) fokozott expresszidja szintén védi a sejtet a cellularis acidifikaciétél. Eredményeink alapjan
azt gondoljuk, hogy az iontranszporterek megvaltozott kifejez6dése és aktivitasa egy adaptacids
folyamat része, mely soran a nyeldcso epitél sejtek a megvaltozott kornyezethez alkalmazkodnak
csokkentve ez altal az epesavak/sosav-indukalta nyeldcsé karosodast.
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8. Uj eredmények osszefoglalasa

1/a)

1/b)

1/¢)

1/d)

2/a)

2/b)

2/¢)

3/a)

3/b)

3/c)

3/d)

3/e)

Sikeriilt elsoként azonositanunk a BK csatorndk jelenlétét a pankreasz duktalis sejtek apikalis
membranjan illetve sikeriilt kimutatnunk, hogy a nem-konjugalt epesav, CDCA (0,1 mM)
hatasara a BK csatornak aktivalodnak.

A BK csatorndk aktivacidjaban fontos szerepet jatszik a CDCA hatésara felszabadulé Ca®".
Mivel a CDCA csak a luminalis membran fel6l képes aktivalni a csatornat, feltételezhetd, hogy
az apikalis membran mentén lokalisan felszabadulé Ca** jatszik alapvetd szerepet ebben a
folyamatban.

A BK csatornak aktivacioja fokozza a duktalis HCO;™ szekréciot, azaltal, hogy megvaltozik a
duktalis sejtek membranpotencialja. A BK csatornak duktalis HCOs™ szekrécidban betdltott
szerepét tamasztja ala az is, hogy a BK csatorna specifikus aktivator, NS11021 hatasara
fokozodott a HCOs™ szekrécio mértéke.

A BK csatorndk specifikus gatlasaval a CDCA-indukalta hiperszekrécié kivédhetd, ami
alatamasztja a BK csatorndk szerepét a pankreasz epesavakra adott valaszaban.

A CDCA magas koncentracioban (ImM) gatolja a pankreasz duktalis sejtek sav-bazis
transzportereinek a mitkodését, mely gatlo hatast az UDCA (0,5 mM) eldkezelés (24 h) képes
kivédeni.

Az UDCA eclokezlés jelentds mértékben csokkentette a CDCA hatasara bekovetkezo
mitokondrialis karosodast és sejthalalt, valamint a CDCA-indukalta pankreatitisz sulyossagat,
azonban nem befolyésolta szamottevéen a CDCA hatasara bekovetkezd Ca?* szignalizaciot.

Az UDCA védo hatasat feltehetéleg a mitokondrialis membran stabilizalasan keresztiil fejti ki,
mely sordn csokkenti a CDCA hatasara bekovetkez6 membran depolarizaciot illetve mPTP
nyitodast.

Az EtOH dozisfiiggd modon fokozza a CFTR csatorna miikodését, mig a stimuldlt CFTR
aramokat erdteljesen gatolja. Az EtOH stimulalo hatasa feltehetbleg egy nem-specifikus,
ozmotikus hatasnak tudhatd be, mig a gatlo hatast specifikusan a csatorna miikodésének
blokkolasa révén fejti ki.

Az EtOH oxidativ metabolitja, az Ac nem befolyasolta jelentdésen sem az alap sem pedig a
stimulalt CFTR aramot. A nem-oxidativ metabolitok koziil a POAEE szintén nem befolyasolta
az alap CFTR aramokat, viszont dozisfiiggden gatolta a stimulalt aramokat. A zsirsav, POA
mind az alap mind pedig a stimulalt aramokat erételjesen gatolta.

A POAEE hatasaban a POA képzddése egy kritikus 1épés.

Az EtOH, POA ¢és POAEE (ATP); csokkenést indukal a duktalis sejtekben, mig az ATP
intracellularis potlasa kivédi az EtOH, POA és POAEE CFTR csatornara kifejtett gatlo hatasat.

EtOH hatasara csokken a duktalis sejtek CFTR aktivitasa feltehetdleg a mitokondrialis
karosodds révén, amely szerepet jatszhat az  alkohol-indukalta pankreatitisz
patomechanizmzusaban
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4/a)

4/b)

4/c)

4/d)

4/e)

4/f)

Az epesavak hatdsara csokken a nyelécs6 epitél sejtek pH-ja és megnd az (Ca®"); szint, mely
enyhén savas pH-n (5,5) erételjesebb volt mint neutralis pH-n (7,5). Az epesavak kozil a
legnagyobb hatast a (pH);-ra a nem-konjugalt, DC fejtette ki.

Az epesavak egyrészt IP;-medialta itvonalon keresztiil szabaditanak fel Ca*"-ot a sejtekben,
masrészt potencirozzak a plazmamembranon keresztiili Ca* felvételt.

Az akut epesavas kezelés az NHE aktivitast csokkentette, mig az NBC ¢és AE aktivitast novelte
a metaplazias CP-A sejtekben. A diszplazias CP-D sejtekben a kezelés hatasara fokozodott a
sav-bazis transzporterek aktivitasa.

A krénikus epesavas kezelés hatasara az NHE1 mRNS és fehérje expresszidja megemelkedett
mind a CP-A mind pedig a CP-D sejtekben, neutralis és savas pH-n egyarant.

A human biopszias mintak esetén megndvekedett NHE1, NHE2, NBC ¢és Slc26A6 kifejezodést
detektaltunk mind az intesztinalis és nem-intesztinalis metaplasztikus hamban. Az NHE1 és
NHE2 megemelkedett szintjét fehérje szinten is sikertiilt igazolnunk.

A nyel6cs0 epitelialis ion transzporterek megvaltozott miikodése és kifejezddése egy adaptacios
folyamat része, mely soran a nyeldcsé epitél sejtek alkalmazkodnak a megvaltozott
kornyezethez novelve ez altal a sejt tulélését.
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9. Kutatasaink jelentosége, jovobeni tervek

Az epitél sejek szinte mindenhol eléfordulnak az emberi szervezetben, ahol els6dleges feladatuk
a szervezet védelme. Ebben a folyamatban nagyon fontos szerepet jatszik ezen sejtek polarizaltsaga,
amely biztositja az egyes szervek integritasat és megfelelé miikodését. Az epitél sejtek tanulmanyozasa
leginkabb a daganatos elvaltozasok patomechanizmusanak felderitése miatt all a kutatasok
kozéppontjaban. Az “epithelia” és “cancer” kifejezésre 6552 talalatot kinal fel a Pubmed, az “epithelia”
¢s “inflammation” esetén /532-t, mig az “epithelia” és “secretory defect” esetén 36 talalatot, annak
ellenére, hogy szamos olyan GI megbetegedés van, amiben az epitél sejtek abnormalis szekrécidja
szerepet jatszik. Munkam soran probaltam feltérképezni azokat az epitelialis utvonalakat, amelyek a
pankreaszt vagy nyelcsovet érintd gyulladasos megbetegedések kialakulasaban szerepet jatszhatnak.
Mind a pankreasz mind pedig a nyel6csé esetében az epitél sejteken keresztiil folyd ion transzport
folyamatok egy olyan pH kdrnyezetet teremtenek, mely egyrészt optimalis koriilményeket biztosit a sejt
mikddéséhez, masrészt ellenallobba teszi a sejtet a karos agensekkel szemben. Ezek a transzport
folyamatok patologias koriilmények kozott karosodhatnak, melynek eredményeként felborul a sejten
beliili homeosztazis, abnormalis folyadékszekrécio vagy sejthalal kovetkezhet be. Kutatasaink soran
amellett, hogy karakterizaltuk a pankreasz és nyelécso epitél sejtek ion transzport folyamatait patologias
koriilmények kozott, célunk volt olyan terapias célpontok azonositasa is melyek talan kiindulopontot

srer

» BK csatorna aktivatorokat egyes kardiologiai megbetegedésekben sikerrel alkalmaznak. A
csatorna aktivdcidja, fontos szerepet jdtszhat az epe-indukdlta pankredsz kdrosodds
kivédésében, a HCOs szekrécio fokozdsa dltal

» Az UDCA-t bizonyos mdj- és epeuti megbetegedésekben évek ota alkalmazzak. A pankredsz
esetén még eziddaig nem meriilt fel védo hatdasa. Azdltal, hogy képes csokkenteni a hidrofob
epesavak sejtkdrosito hatdsdt, kedvezd lehet a bilidris, rekurrens pankreatitisz terdpidjaban

» A sejten beliili energiahdztartis zavartalan miikidése elengedhetetlen a sejt normdl
miikodéséhez. Az intracellularis ATP koncentrdacio emelése, az energetikai kdrosodds
helyredllitasdaval kedvezd hatdsu lehet pankreatitiszben

Osszeségében elmondhato, hogy az iontranszport folyamatok karosodasa a sejt tulélését és védekezd
képességét jelentsen lecsokkenti. A transzport folyamatok timogatasa ATP bevitellel vagy specifikus
aktivator molekulakkal, ha a betegséget nem is orvosolja teljes mértékben, a lefolyasat talan enyhiti, ami
hozzajarulhat a betegek tulélésének javitasahoz. Mivel a pankreatitisz esetén nincs specifikus terapia, a
kapott eredményeink kiindulopontot jelenthetnek 1) terapidk kifejlesztéséhez, melyben az ion
transzporterek aktivdaciojanak taldan egyszer fontos szerepe lesz.

Jovobeni terveink kozt szerepel, hogy vizsgalatainkat human epitél sejtekre is kiterjessziik. Az
organoid sejtkulturak hasznalata egyre inkabb teret hodit, amely az egyes epitél sejtek funkcionalis
vizsgalatat is lehetové teszi. Az egyes szervek esetében akar 3D-s organoid kultira létrehozasa is
megvalosithatd, ami az egyes sejttipusok kozotti kapcsolatok tanulmanyozésara is alkalmas, illetve a
sejtmiikodéseket intaktabb koriilmények kozott lehet vizsgalni. Az organoid kultirak segitségével még
pontosabb képet kapunk arrél, hogy melyek azok a sejten beliili kulcs mechanizmusok, melyek a
pankreatitisz vagy BE kialakulasaban és lefolydsdban meghatarozoak és talan kozelebb kertiliink ezen
betegségek esetén a hatékonyabb terapia kifejlesztéséhez. Ezen cél eléréséhez fontosnak tartom, hogy
az alapkutatok ¢és klinikusok egymassal szorosan egyiittmiikodve dolgozzanak, amelynek
eredményeként a laboratoriumi kutatdsok eredményei a klinikai gyakorlatban is alkalmazasra
kertilhetnek.
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10. Tézisek alapjat képezo kozlemények jegyzéke

L.

10.

11.

12.

Laczké D., Rosztoczy A., Birkas K., Katona M., Rakonczay Z. Jr., Tiszlavicz L., Roka R., Wittmann
T., Hegyi P., Venglovecz V. Role of ion transporters in the bile acid-induced esophageal injury. Am
J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2016; 311(1):G16-31. IF: 3.798

Katona M., Hegyi P., Kui B., Balla Zs., Rakonczay Z Jr., Razga Zs., Tiszlavicz L., Maléth J.,
Venglovecz V. A novel, protective role of ursodeoxycholate in bile-induced pancreatic ductal
injury. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2016;310(3):G193-204. IF: 3.798

Judak L, Hegyi P, Rakonczay Z Jr, Maléth J, Gray MA, Venglovecz V. Ethanol and its non-
oxidative metabolites profoundly inhibit CFTR function in pancreatic epithelial cells which is
prevented by ATP supplementation. Plfiigers Arc-Eur J Physiol 2014;466(3):549-62. 1F: 4.101

Venglovecz V, Hegyi P, Rakonczay Z Jr, Tiszlavicz L, Nardi A, Grunnet M, Gray MA.
Pathophysiological relevance of apical large-conductance Ca®‘-activated potassium channels in
pancreatic duct epithelial cells. Gur 2011;60:361-369. IF: 10.111

Maléth J., Hegyi P., Rakonczay Z Jr, _Venglovecz V. Breakdown of bioenergetics evoked by
mitochondrial damage in acute pancreatitis: Mechanism and consequences. Pancreatology
2015;15:18-22 Konferencia kiadvany

Venglovecz V, Rakonczay Z Jr, Gray MA, Hegyi P. Potassium channels in pancreatic duct epithelial
cells: their role, function and pathophysiological relevance. Plfiigers Arc-Eur J Physiol
2015;467(4):625-640 IF: 4.101

Maléth J., Balla Z, Kui B, Balazs A, Katona M, Judak L, Németh I, Pallagi P, Kemény L, Rakonczay
Z Jr, Venglovecz V, Foldesi I, Peté Z, Somoracz A, Borka K, Pedomo D, Lukécs Gl, Gray MA,
Monterisi S, Zaccolo M, Sendler M, Mayerle J, Kiihn JP, Lerch MM, Sahin-T6th M, Hegyi P.
Alcohol disrupts levels and function of the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator to
promote development of pancreatitis. Gastroenterology 2015;148(2):427-439 IF: 16.716

Maléth J, Rakonczay Z Jr., Venglovecz V, Dolman NJ, Hegyi P. Central role of mitochondrial injury
in the pathomechanism of acute pancreatitis. Acta Physiologica 2013;2:226-235. IF: 4.251

Venglovecz V, Rakonczay Z. Jr., Hegyi P. The effects of bile acids on pancreatic ductal cells. The
Pancreapedia: Exocrine Pancreas Knowledge Base 2012. DOI: 10.3998/panc.2012.8

Maléth J, Venglovecz V, Razga Zs, Tiszlavicz L, Rakonczay Z. Jr, Hegyi P. The non-conjugated
chenodeoxycholate induces severe mitochondrial damage and inhibits bicarbonate transport
mechanisms in pancreatic duct cells. Gut 2011;60:136-138. 1F: 10.111

Park HW, Nam JH, Kim JY, Namkung W, Yoon JS, Lee JS, Kim KS, Venglovecz V, Gray MA,
Kim KH, and Lee MG. Dynamic regulation of CFTR bicarbonate permeability by [Cl']i and its role
in pancreatic bicarbonate secretion. Gastroenterology 2010;139(2):620-631. IF.: 12.032

Venglovecz V, Rakonczay Z Jr., Ozsvari B, Takacs T, Lonovics J, Varrdé A, Mike A. Gray, Barry
E. Argent and Hegyi P. Effects of bile acids on pancreatic ductal bicarbonate secretion in guinea
pig. Gut 2008;57(8):1102-12. IF.: 9.766
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11. Scientometriai adatok

Venglovecz Viktoria tudomanyos és oktatasi munkassaganak osszefoglalasa
MTA V. Orvostudomanyi Osztaly (2018.07.25.)

Tudomanyos és oktatasi kozlemények Szama Hivatkozasok'
Osszesen | Részletezve | Fliggetlen | Osszes

I. Folyéiratcikk? 36 - - -
szakcikk, nemzetkozi folyoiratban, idegen nyelv( -—- 27 398 611
szakcikk, hazai idegen nyelvi - 0
szakcikk, magyar nyelv( --- 2

szakcikk, sokszerz8s, érdemi szerzéként? - 0
Osszefoglalé kdzlemény - 3 20 31
révid kozlemény -—- 4 22 50

Il. Konyv 0 == === ==

a) Szakkonyv, kézikonyv 0 -—- -—- -—-
idegen nyelvi -
magyar nyelvi -
aa) Fels6oktatasi tankdnyv -—-

b) Szakkdnyv, tankényv szerkesztéként 0 - - -
idegen nyelvi -—- 0 -—- -—-
magyar nyelvi - 0 - -
bb) Felsboktatasi tankényv -—- 0 -—- -—-

lll. Kényvrésziet 0 -—- -—- -—-
idegen nyelv( - 0 0
magyar nyelv( -—- 0 0
cc) Felsboktatasi tankonyvfejezet - 0 0

IV. Konferenciakézlemény* 1 - 2 6

Oktatasi kozlemények 6sszesen (ll.aa,bb-lll.cc) 0 0 0

Tudomanyos koézlemények 6sszesen (l.-1V.) 37 442 698

(I-IT\'ltf)doményos és oktatasi kozlemények 6sszesen 37 442 698

V. Tovabbi tudomanyos miivek 3

Tovabbi tudomanyos miivek, ide értve a nem teljes

folyoiratcikkeket és a nem ismert lektoraltsagu -—- 0 0 0

folyoiratokban megjelent teljes folyodiratcikkeket is

Szerkeszt8ségi levelezés, hozzaszolasok, valaszok - 3 1 3

VI. Idézett absztraktok® 2 1 4

Idézettség szama' 444 705

Hirsch index® 16

g index® 27 - - -
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Specialis tudomanymetriai adatok Szama 'Osszes’
hivatkozas

Els6 szerzds folyoiratcikkek szama?* 4 97
Utolsé szerz6s folyoiratcikkek szama?* 6 33
Az utolsé tudomanyos fokozat (PhD) elnyerése utani 31 554
(2008 - ) teljes tudomanyos folyoiratcikkek
Az utolsé 10 év (2008-2018) tudomanyos, teljes,

. T . 34 633
lektoralt folyoiratcikkeinek szama
A !egmagasabb .|_dezettsfegu kogleme’ny . 105 14,89%
idézettsége (az dsszes idézettség szazalékaban)
Tovabbi, az MTMT-ben nyilvantartott idézetek szama, 65
amelyek nem szerepelnek a WOS és/vagy Scopus
rendszerben
Jelentés, guideline 0 0
Csoportos (multicentrikus) k6zleményben 0 0
kollaboraciés kézrem{ikod6?

*Az MTMT nem tudja szolgaltatni a megosztott elsé és megosztott utolsé szerz§ség adatokat.
Ezeket a kérelmezének a doktori eljaras folyaman a 3. sz. adatlapon kell feltlintetnie.
Megjegyzések:

" kizarolag a WOS és/vagy Scopus rendszerben nyilvantartott idézetek szama az egyéb
adatbazisokbol, egyéb tipusu idézdkbdl, valamint disszertaciokbol az MTMT-be feltoltott,
azonositoszammal rendelkez6 idézdék nélkiil

2 |ektoralt, tudomanyos folyoiratban

3 a szerzd irasban nyilatkozik, hogy érdemi szerzdi hozzajarulasaval késziiltek szerzéként jegyzett
kozleményei, és az érdemi hozzajarulast dokumentalni tudja

4 konferenciak6zlemény folyoiratban, konyvben vagy egyéb konferenciakotetben

5 nem idézett absztrakt itt nem kerlil az 6sszesitésbe

6 a disszertacio és egyéb tipusu idézd nélkiili 6sszes idézével szamolva

7 kdzrem(ikodés esetén a csoportos szerzéségii kozlemények idézettsége kiilon értékelends, és nem
szamithatd be az sszesitett idézetek kdzé
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12. Koszonetnyilvanitas

Szeretném koszonetemet kifejezni Prof. Dr. Hegyi Péter egyetemi tanarnak, aki bevezetett a
hasnyalmirigy kutatas alapjaiba, nagyban segitette beilleszkedésemet a magyar és nemzetkozi
tudomanyos vilagba, nélkiilozhetetlen szakmai segitséget nyujtott a kutatdsaimban és hasznos
tanacsokkal latott el és lat el a mai napig. Péter munka iranti elhivatottsaga és kitartasa példaértékai,
tanacsai €s utmutatasai nagyban meghataroztak palyafutasomat.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. ifj. Rakonczay Zoltan, egyetemi tanarnak, akinek szakmai tudasa,
¢épitd jellegh kritikdi ¢és tandcsai nagyban hozzdjarultak szakmai fejlédésemhez és tudomanyos
szemléletem kialakitasahoz. Halas vagyok, hogy tanacsaival koriiltekintd gondolkodasra és 6nallo
kutatomunkara tanitott.

Halaval tartozom Prof. Dr. Varré Andrasnak az SZTE, AOK, Farmakolégiai és Farmakoterapiai
intézet igazgatojanak, aki mindamellett, hogy biztositotta az eredményes kisérletes munkahoz sziikséges
feltételeket, hasznos szakmai tanacsokkal latott el és messzemenden tamogatott.

Ko6szonettel tartozom tovabba Prof. Dr. Lonovics Janosnak és Prof. Dr. Wittmann Tibornak, az
SZTE, AOK, L. sz. Belgyogyaszati Klinika volt igazgatoinak akik lehetdvé tették szamomra, hogy a L.
sz. Belgyogyaszati Klinika pankreasz laborjaban kisérleteket végezhessek.

Nagyon halas vagyok egykori PhD hallgatéimnak, Dr. Judak Lindanak, Dr. Kemény Lajosnak, Dr.
Katona Maténak ¢és Dr. Laczké Dorottyanak, akik kitartd6 munkéjanak koszonhetden, ha csak egy kis
mértékben is, de remélem sikeriilt hozzdjarulnunk az epitelidlis iontranszport folyamatok jobb
megértéséhez. Nélkiilik ez az értekezés nem jOhetett volna 1étre, amiért kifejezett halaval tartozom.
Tovabba kdszonet illeti jelenlegi PhD hallgatéimat (Gal Eleonorat, Becskehazi Esztert, Ebert Attilat,
Stefan Gloriat és Korsos Margarétat), akik rengeteget dolgoznak azért, hogy a pankreasz és nyel6cso
epitél sejtek vilagaba jobb betekintést nyerjiink, tovabba kiilon kdszonettel tartozom nekik a jo
munkahelyi légkor megteremtéséért.

Koszonetemet szeretném kifejezni Dr. Mike Gray-nek, Prof. Dr. Barry Argent-nek és Prof. Dr.
Varré Andrea-nak, a Newcastle-i illetve Liverpool-i Tudomanyegyetem professzorainak, akik
lehetové tették szamomra, hogy kilfoldi munkatapasztalatot szerezzek, amit hazaérve
kamatoztathattam.

Koszonettel tartozom az SZTE, AOK, 1. sz. Belgyogyaszati Klinika és a Farmakologiai és
Farmakoterapiai intézet munkatarsainak akik tdmogatasukkal, szakmai tanacsaikkal sokat segitettek a
nehézségek lekiizdésében.

Halas koszonettel tartozom asszisztensnSinknek (Fuksz Zoltanné, Arva Miklésné, Horesnyiné Pritz
Tiinde, Fritz Rea és Magyarné Palfi Edit), akik rendiiletleniill mellettem alltak és mindenben
tamogattak maganemberként is. Szakmai tudasuk és tobb éves tapasztalatuk szamos esetben hozzajarult
egy-egy kisérlet sikeréhez, amiért megkiilonboztetett halaval tartozom.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Kiss Antalnak és Dr. Raské Tamasnak akik az MTA, SZBK,
Biokémiai Intézetében megtanitottak a tudomanyos kutatas alapjaira.
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Halasan koszonettel tartozom hazai és kiilfoldi tarsszerzéimnek, kollaboracios partnereimnek,
tudomanyos diakkoros hallgatéimnak akik szinvonalas kozremiikodése nélkiil ez a munka nem
jOhetett volna létre.

A kutatdomunkahoz nélkiilozhetetlen anyagi forrasokat hazai (Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és
Innovacios Hivatal (NKFI), Tarsdalmi Megtjulas Operativ Program (TAMOP), Gazdasagfejlesztési és
Innovéciés Operativ Program (GINOP), Emberi Erdforras Fejlesztési Operativ Program (EFOP) és a
Magyar Tudomanyos Akadémia 6sztondijai) és nemzetkozi (The Royal Society, The Cystic Fibrosis
Trust) palyazatok biztositottak.

Megkiilonboztetett kdszonetemet szeretném kifejezni édesanyamnak, Venglovecz Istvané-nak
férjemnek, Dr. Ricza Tamas-nak ¢és gyermekeimnek (Krisztina (5¢) ¢s Déniel (3¢)), akik mindvégig
mellettem alltak, timogattak a munkam soran és biztositottak azokat a koriilményeket, melyekek mellett
kisgyerekes anyukaként is kutatomunkat végezhettem.
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