Valaszok Prof. Dr. Pintér Erika biralatara

El6szor is szeretném megkdszonni Dr. Pintér Erika Professzor Asszonynak a dolgozatom
alapos, szakszer(i és koriiltekintd biralatat. A biralatban feltett kérdéseire az aldbbiakban
valaszolnék:

1. A bevezetoben az epitél sejt iontranszportok kozott nem emliti az apikalis proton
pumpat, Na* csatornat illetve a bazolateralis Na*/K* Kicserélot. Ezeknek milyen
jelentoségiik van a gasztrointesztinalis traktus egyes részeiben és milyen
betegségekhez vezethet rendellenes miikodésiik?

A H'/K* ATPaz és a Na'/K" ATPaz a P tipusi ATPazok kozé tartozik. A két ATPaz sok
szerkezeti homologiaval rendelkezik, o-alegységei kb. 65%-o0s szekvencia homoldgiat
mutatnak, mig a B-alegységek aminosav-szekvenciai ~ 35% -ban azonosak. A szerkezeti
hasonlosag ellenére azonban szamos fontos tulajdonsdgban kiilonboznek egymastol. Ezen
kiilonbségek egyike a lokalizaciojuk. A Na*/K* ATPaz a legtobb epitél sejten bazolateralisan
elhelyezkedd elektrogén transzporter, amegy egy ATP molekulat felhasznalva medidlja 3 Na*
és 2 K" transzportjat a membranon keresztiil. A H'/K* ATPaz a gyomor parietalis sejtek apikalis
felszinén talalhatd, elektroneutralis kicseréld, melyen keresztiil 1 H* cserélédik ki 1 K*-ra. A
Na*/K" ATP4az minden sejtben eléfordul, alapvetd feladata, hogy egy olyan iongradienst hoz
létre a membran két oldala kozott (magas extracellularis Na* and intracellularis K¥), ami
biztositja a sejtek nyugalmi membranpotencidljat és szamos ion masodlagosan aktiv
transzportjat. Nem megfelelé miikddése kiilonb6zo betegség kialakulasahoz vezethet, melyek
elsésorban kardiovaszkularis és neurologiai eredetiick, tovabba vese illetve anyagcsere-
betegségek. A proton pumpa szerepe a sosav szekrécioban van. Rendellenes miikddésiik
eredményeként csokken a savszekrécid, ami a gyomorfekély kezelésében az egyik
leggyakrabban megcélzott terapias célpont.

Az epitelialis Na* csatorna, vagy mas néven ENaC szdmos epitél sejt apikalis membranjan
megtalalhato, gy mint a vese disztalis nephronjdban a f6 sejteken, a htigyholyag epitelialis
sejtjein, a tidd léguti sejtjein illetve a verejtékmirigyekben. A gasztrointesztinalis traktus
tekintetében elsésorban a disztalis vastagbélben és a nyalmirigyekben fordul el. A Na*/K*
ATPaz-al egyiittmiikddve ez a csatorna szabalyozza a s reabszorpcidjat, és nagy szerepet
jatszik a teljes test s6 €s viz homeosztazisaban, valamint a vérnyomas szabalyozasaban.

Az ENaC miikédési rendellenességei kozvetleniil kapcsolddnak szamos betegséghez, ideértve
a Liddle-szindromat, a psuedohypoaldosteronizmust és a cisztas fibrozist, tovabba szerepet
jatszhat a s6 haztartas szabalyozasa révén a hipertonia kialakulasaban is.

2. A bevezetoben megemliti, hogy a GI traktus Kkoriilbeliill 10 liter folyadék
iontranszport folyamatok mellett az aquaporinok szerepe is meghatarozo. Milyen
tipusu AQP-ok talalhatéak a GI traktusban, illetve milyen iontranszport
folyamatokhoz kapcsolodnak?



A folyadék transzport a gyomor-bél rendszer egyik f6 funkcioja. Naponta nagyjabol 10 liter
folyadék szivodik fel vagy valasztodik ki az epitél sejteken keresztiil melyben a nyalmirigy, a
gyomor, a m4j €és hasnyalmirigy, a vékonybél valamint a vastagbél vesz részt. Az altalanos
nézet szerint a GI traktusban (hasonldan a tobbi szervrendszerhez) a vizmozgas masodlagosan
kovetkezik be az aktiv ionmozgasok altal 1étrehozott ozmotikus hajtéerdk és a hidrosztatikus
nyomaskiilonbségek kovetkeztében. A nyalmirigyben, az intrahepatikus cholangiocytdkban és
a hasnyalmirigy acinusokban feltehetdleg ilyen mechanizmussal torténik a viz transzportja.
Mas epitéliumok esetén, kiilondsen a vesében a sejtmembran vizateresztd képessége nagyobb
ami nagyobb nettd folyadékmozgast eredményez. A vékony €s vastagbél esetében jelentds
eltérések vannak az ozmotikus permeabilitds tekintetében, ugyanis a vékonybél proximalis
szegmenseiben nagyobb az ozmotikus permeabilitas, mint a disztalis szegmenseken (Fordtran
¢s mtsai., 1965). A vékonybél hamjan keresztiili gyors vizmozgas altalaban paracellularis titon
torténik, azonban a leglijabb vizsgalatok azt mutatjak, hogy legalabb két kiilonb6zd akvaporin
expresszalodik a vékonybélben, melyek a transzcellularis viztranszportot szabalyozzak.

Az AQP-k expresszidja nagy valtozatossagot mutat a GI traktusban. Az AQP1 az intrahepatikus
epevezeték hamjaban, a bél nyirokereiben és a nyalmirigy mikrovaszkularis endotéliumaban
fordul eld, ahol az epe képzddésében, a zsirok felszivodasaban illetve a nyalszekrécidban jatszik
kozponti szerepet. Az AQP4 a gyomor parietalis sejtek bazolateralis membranjaban fejezodik
ki, ahol a sav/folyadék szekrécioban vesz részt. Az AQP3 és AQP4 a vastagbél feliileti
hamjanak bazolateralis membranjaban talalhat6 és a székletbdl torténd vizvisszaszivast segiti
elé. Az AQPS a nyalmirigy acindris sejtek apikalis membranjaban az AQP1-el szabalyozza a
nyalszerkéciot. Mig az AQP8 a jejunalis bélbolyhok-ban fordul el6. Az AQP8 és AQP9
transzkriptumokat in situ hibridizacioval lokalizaltak a majsejtekben is, feltételezve ezen AQP-
Emellett Northern-blot elemzéssel az AQP3 transzkriptum erételjes expressziojat talaltak
emberi vékonybélben. Sajat kutatasaink soran sikeriilt azonositani az AQP1 szerepét a

crcr

1zoforma szoros 0sszhangban miikodik a CFTR CI csatornaval.

3. Az akut pankreatitisz kialakulasaban megemliti az Opie-féle elméletet. Az utobbi évek
kutatasi eredményei alapjan azonban az epe reflux helyett egyre inkabb a
megnovekedett nyomast teszik felelossé az AP Kkialakulasaért. Vizsgaltak-e a
nyomasvizsonyokat a duktuszokban?

Ko6szondm a kérdést. Valo igaz, hogy a megndvekedett nyomas hatdsa egyre inkabb el6térbe
keriil az epe-indukalta pankreatitisz kapcsan. Romac és munkatérsai kimutattak, hogy a nyomas
indukalta hasnyalmirigy gyulladas egyik f6 szabalyozoja a Piezo 1 mechanoszenzitiv csatorna
(Romac ¢és mtsai, 2018, Nat. Commun.). A Piezo fehérjék, beleértve a piezo 1-et és 2-t
specifikus mechanotranszduktorok emldsokben, amelyek szamos mechanikai stimulust
képesek elektrokémiai szignalla alakitani. A Piezol leginkabb a nem szenzoros szovetekben,
folyadékaramlasnak és nyomadasnak Kkitett szovetekben fordul eld. Korabbi tanulméanyok
kimutattak, hogy a piezol aktivacioja mechanikai nyomas hatasara hasnyalmirigy gyulladashoz
vezethet (Yao és mtasi, 2019, Acta Biochim Biophys Sin), tovabba ismeretes, hogy az
intraduktalis nyomas megemelése egerekben acinaris karosodashoz és akut hasnyalmirigy



gyulladashoz vezethet (Wen és mtsai, 2018, Gastroenterology). Az kisérletes kutatasok mellett
szamos klinikai adat mutat r4 a nyomas megemelkedésének fontossagara példaul akut biliaris
pankreatitiszben. Munkacsoportunk jelenleg is vizsgalja, hogy a kiilonb6z6 nyomasviszonyok
miként hatnak a hasnyalmirigy duktalis epithél sejtek funkcidjara in vitro. El6kisérleteink
soran, egy Ujfajta modszer segitségével az izolalt duktuszokon luminalis nyomast alkalmazunk
a duktusz lumenébe vezetett livegpipetta segitségével. Az elézetes kisérletek soran azt talaltuk,
hogy 25 Hgmm nyomas a duktalis sejtek funkcidjanak sulyos karosodasat okozza, mely
elsésorban az iontranszport folyamatok, ugy mint a HCOz3™ szekrécio gatlasaban nyilvanul meg.

4. Az AP kialakulasanak kozvetlen kulcsfontossagu elézménye a tripszin idé elotti
aktivalodasa. Milyen legujabb irodalmi adatokat ismer a molekularis
pathomechanizmust illetoen?

Az acinus az exokrin hasnyalmirigy funkciondlis egysége, melyben az emésztd enzimek
szintézisének, taroldsdnak és exportjanak rendkiviil szabéalyozott folyamata torténik. A
zimogének az apikdlis membranhoz kozel esd granuldtumokban raktdrozddnak, proenzimek
formajaban, a hidrolazoktdl elkiilonitve, melyek sejten beliili enzimaktivaciot indukalnanak.
Az 1d6 eldtti enzimaktivalodastol, szdmos tovabbi mechanizmus is védi a sejtet, gy mint az o
1 -antitripszin, az a 1 -makroglobulin, az a 1 —intertripszin, a proteaz aktivalt receptor 2 (PAR-
2) vagy a hasnyalmirigy szekrécios tripszin inhibitor (PSTI). Kisérleti tanulmanyok igazoltak,
hogy az AP kialakulasa soran az els6 1épésben gatlodik az emésztdéenzimek szekrécidja, az aktin
filamentumok és a mikrotubulusok karosodasa kdvetkeztében, majd a kdvetkezd 1épésben a
tripszinogén lizoszomalis enzimekkel, példaul a katepszin B-vel kdlcsonhatasba keriil, melynek
hatasara intraacinarisan aktivalodik és tripszin keletkezik, mely az acinaris sejt karosodasat
eredményezi. Az utdbbi évek kutatdsai tovabbi mechanizmusokat azonositottak az AP
pathomechanizmuséaban, igymint a megnovekedett intracellularis Ca?* koncentracio, mind a
citoszol-ban mind pedig a mitokondriumokban, mely kritikus szerepet jatszik az id6 elotti
tripszinogén aktivacioban. A kiillonbozé szekretagdgok (kolecisztokinin, acetilkolin), illetve
toxikus faktorok (epesavak, zsirsav-etil észter, zsirsavak) hatasara az endoplazmatikus
retikulumban (ER) tarolt Ca?* az inozitol-triszfoszfat és ryanodin receptorokon keresztiil a
citoszol-ba és a mitokondriumokba jut, ahol felhalmozodik. Az ER-ban lecsokkent Ca?*-ot a
sejt kiviilrdl probalja potolni és ehhez az ER és a plazmamembran kozott egy specialis kapcesolat
alakul ki a stromal interaction molekula (STIM), a Ca?* release-aktivalta Ca®* csatorna (ORAI)
¢s a tranziens receptor potencial kation csatorna (TRPC) kozott. A toxikus stimulus hatasara
bekovetkezd Ca®* felszabadulds és tovabbi Ca?* felvétel tlterheli a mitokondriumokat ami a
mitokondrialis permeabilitasi tranzicidés porus (MPTP) megnyitasat eredményezi. Az mPTP-n
keresztiil H jut a mitokondrialis matrix-ba, ami a membran potencial és a ATP szintézishez
sziikséges elektrokémiai gradiens megsziinését eredményezi. Ennek eredményeként tartosan
megemelkedik mind a mitokondrialis mind pedig a citoszol-ban 1évé Ca?* koncentracio, hiszen
a clearance mechanizmusok, gy mint a plazmamembranon talalhaté Ca%*-ATPase (PMCA)
vagy a szarco/endoplazmatikus retikulumon 1év8 Ca?*-ATPase (SERCA) az ATP hidnyaban
nem megfeleléen miikddnek. A csokkent ATP termelés kovetkeztében az autofagia, szekrécid
illetve az endolizoszomalis trafficking folyamatok gatlédnak. Az aktivalédott zimogének
hatasara gyulladasos citokinek szabadulnak fel, kézben a szabadgyokok a sejtekben
felhalmozodnak és apoptozist indukalnak. A sejtkarosodas hatasara az interstitiumba,



nyirokrendszerbe, portalis és szisztémas keringésekbe olyan molekuldk kerililnek, melyek

tovabbi immunvalaszokat generdlnak, stilyosbitva ezaltal a helyi és lokalis karosodast.

5. A Barrett oesophagus kialakulasaban lehet-e szerepe a nyelécsé bikarbonat
szekréciojanak vagy a mucoprotein szintézisének csokkenésének?

A nyeldcso epitél sejtek apikalis membranja és az apikalis junkcionalis complex egy szerkezeti
akadalyt biztosit a luminalis ionok, kiilondsen a refluxalt gyomorsavbol szarmazé hidrogén
ionok sejtbe vagy az intercellularis térbe torténd bejutasaval szemben. Azonban ez a védekezo
mechanizmus nem teljesen tokéletes, ami miatt a hidrogén ionok lassan bediffundalnak a sejtbe
vagy az intercelluldris térbe. A sejten beliili és sejtek kozotti tér acidozisa ellen puffer
molekulak hatnak, melyek képesek semlegesiteni a protont. Ilyen pufferolo hatdssal birnak a
fehérjek, foszfatok és a HCOs', melyek koziil a HCOs™ bir a legnagyobb jelentdséggel, mivel a
HCO3" konnyen transzportalddik a vérbdl az extracellularis illetve intercellularis terekbe ezaltal
gyorsabban képes kiegyenliteni a pH-ban bekdvetkezd kilengéseket. A HCOz3™ sejtbe torténd
transzportja mellett a sejt enzimatikus reakcio utjan is allit eld HCO3", mely reakciot a szénsav-
anhidrazok kozvetitik, mely soran a vizet és a szén-dioxidot szénsavv4 alakitjak, majd a szénsav
bomlik protonra ¢s HCO3". Ezéltal normdl koriilmények kozott a sejt citoszoljaba illetve az
intercellularis terekbe diffundélo protont a puffer rendszerek semlegesitik, és igy az egészséges
nyeldcs6ham pH-jat egyaltalan nem, vagy csak csekély mértékben képes befolyasolni. Abban
az esetben, ha a sejtbe nagy mennyiségli proton jut be, amit a puffer rendszerek mar nem
képesek neutralizalni, a felesleges protont iontranszporterek segitségével probalja eltavolitani
illetve neutralizalni a sejt. Ilyen transzporterek a sejtek bazalis membranjan talalhato Na*/H*
kicserélé vagy a CI/HCOs™ anion kicseréld. Mindkét esetben a transzporterek miikddésének
koszonhetden a citoszol pH-ja a alkaldzis felé tolodik. Ebbdl adodéan a HCOgs™ transzport
karosodésa érzékenyitheti a sejteket a savval szemben, melynek eredményeként sejtkarosodas,
sejtnekrozis kovetkezhet be, ami ndvelheti az esophagitis kialakuldsanak a kockéazatat.

A HCOs™ szekrécio mellett a mukodza felszinét boritd nyalka réteg is fontos szerepet jatszik a
nyelécsé ham savval szembeni védelmében. Ez a nyak réteg HCO3s™-ban gazdag és az els6 védo
gatat jelenti még az epitél sejtek eldtt. A nydk réteg folyamatosan ki van téve mechanikai és
kémiai behatasoknak, melyek karosithatjak, viszont a szubmukodza mirigyek altal folyamatosan
ujratermelddik, illetve a lenyelt nyalbol is kivalasztodik és ezaltal helyreall. A nyak egyik
alkotdeleme a mucin, amely fontos szerepet jatszik a sav semlegesitésében a nyeldcsében. A
GERD-ben szenvedd betegekben a mucinkivalasztas jelentdsen lecsokken, még az er6zids
nyeldcsOgyulladas gydgyulasa utan is. A mucin jelentdségét mutatja az is, hogy azokban a
patkanyokban, melyeknél a mucin termelést 70%-al csokkentették a nyeldcsé ham érzékenyebb
volt a savval és pepszin-el szembeni karosodasra (Kinoshita és mtsai, 1999, Am. J. Physiol). A
Barrett nyeldcs6 kapcsan megvaltozott mucin expressziot figyeltek meg. A normél nyelécsOben
a laphamsejtekben expresszalt f6 mucinok a MUCI és a MUC2, mig a MUCSB a
szubmukozalis mirigyekben fordul eld. Barrett nyeldcsdben a MUCSAC és a MUC6 down
regulacioja csokkenti a nyalkahéartya védelmét a gyomorsavval szemben. Fokozott MUCI
expresszio a diszplazia-adenocarcinoma iranyaba torténd progresszidhoz tarsul, mig a MUC2
gén nagyfoku kifejezddése, intesztinalis metaplaziat tiikroz Barrett nyel6csében. Mivel
bizonyos mucin gének up regulalédnak, masok pedig alul expresszaltak Barrett nyeldcs6ben, a
mucin szerepe a nydlkahartya védelmében nem teljesen egyértelmii Barrett nyel6csd esetén.



6. Az wursodeoxycolsav pancreas ductusokon Kifejtett pozitiv hatdsa minek
tulajdonithat6? Van-e ilyen pozitiv hatisa az acinusokra is? Ismer-e olyan
experimentalis vizsgalatot, ahol pankreatitiszben is vizsgaltak az ursodeoxikolsav
védo hatasat?

Az UDCA védo hatasanak mechanizmusat els6sorban hepatocitadkon végzett tanulmanyokban
vizsgaltak. Ezen tanulméanyokban egyrészt annak tulajdonitjdk az UDCA védo hatasat, hogy az
UDCA csokkenti az endogén epesavak bélben torténd felszivodasat, csokkentve ezaltal a
kozvetlen védo hatést is kifejtenek a majsejtek szerkezetére és miikodésére. Az UDCA
citoprotektiv hatdsa magaba foglalja a sejtszerkezet stabilizaldst, valamint a szubcellularis és
anti-apoptikus utvonalak aktivalasat. Korabbi feltételezések szerint az UDCA hozzakotédik a
membranhoz és stabilizalja azt. Azonban Heumann és munkatarsai kimutattdk, hogy az UDCA
nem stabilizdlja kozvetlenlil a membranokat, hanem megakadalyozza a hidroféb epesav-
indukdldta membran karosodast azaltal, hogy megvaltoztatja a membran szerkezetét ¢és
Osszetételét (Heumann és mtsai, 1996, J Lipid Res.). A hidrofob epesavak sejtkarositd hatasat
a mitokondridlis diszfunkcidoval magyardzzak. Az mPTP nyitéddsdval a mitokondrium
atjarhatova valik az ionok szadmara, ami a mitokondriumok hizasahoz, valamint a
mitokondrialis memranpotencial és oxidativ foszforilacié megsziinéséhez vezet. Az oxidativ
foszforilacid hianyaban, ATP deplécié alakul ki, a sejt ion homeosztazisa felborul ami végsd
soron sejthalalt indukal. igy az mPTP indukcija lehet a sejthalal egyik kritikus Iépése.
Majsejteken végzett in vitro vizsgalatban kimutattak, hogy a kenodezoxikolsav glicin-konjugalt
forméja, dozisfiiggd modon indukalja az mPTP-t, ahogy azt mi is tapasztaltuk a pankreasz
duktalis sejteken. Az UDCA kezelés gatolta a GCDCA-indukalta mPTP indukcidt és
megakadalyozta a majsejtek elhalasat. Egy masik vizsgalatban az UDCA csokkentette a
dezoxikolsav-indukélta mitokondridlis membranpotencial csokkenést ¢és csokkentette a
szabadgyok termelddést is. Leuschner és mtsai. azt talaltdk, hogy az UDCA védd hatisa
feltehet6leg a membran stabilizald tulajonsdgabol fakad, ugyanis az UDCA képes csokkenti a
membran polaritasat azaltal, hogy beépiil a membran apolaris doménjébe, ezenkiviil gatolja a
CDCA-indukalta glutamat dehidrogendz (GLDH) felszabaduldst a mitokondriumokbol
(Giildiituna és mtsai, 1993, Gastroenterology). Az UDCA pankreédsz duktuszokra kifejtett védo
hatasa feltehetdleg a mitokondridlis membran stabilizalasan keresztiil valosul meg, azaltal,
hogy gatolja a mitokondridlis membran depolarizacidjat illetve az mPTP nyitodasat.

Vizsgalataink kiterjedtek az UDCA védo hatasanak in vivo koriilmények kozotti vizsgalatara
is. Kisérletink soran patkdnyokban valtottunk ki pankreatitiszt, CDCA intraduktalis
injektalasaval. A CDCA adésa acinus sejt nekrozist illetve emelkedett szérum amildz szintet
eredményezett. Két hetes UDCA kezelés hatdsara jelentosen lecsokkent a CDCA-indukalta
nekrozis és 0déma mértéke, 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 hatdsat a viabilitdsra. Sajnos tobbszori probalkozas
ellenére sem sikeriilt az UDCA esetleges védo hatasat in vitro 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 koncentracidban



lecsokkentették az acinusok viabilitasat (még az UDCA is), amely tovabb nehezitette a

vizsgalatokat.

7. Mi a szerepe a CFTR (cisztas fibrozis transzmembran konduktancia regulator)
csatornanak a pankreaszban? Vizsgaltak az alkohol és zsirsavak hatasat a CFTR Cl-
csatornara. Mindkét esetben nagyon magas dozisokat is alkalmaztak. Van-e arra
human adat, hogy ezek a koncentraciok emberben is jelen vannak?

A CFTR fehérje egy cAMP éltal szabalyozott Cl” csatorna, amely szamos epitél sejt luminalis
membranjan eléfordul. Az exokrin hasnyalmirigyben a CFTR csatorna a duktalis sejteken
fordul eld, ahol kulcsszerepet jatszik az apikalis C1I” és HCOz3™ transzportjaban. Az SIc26A6
anion kicserélovel szoros Osszhangban miikddik, melynek eredményeként egy alkalikus,
izotonikus szekrétum képzddik, melyben akar a 140 mM-t is elérheti a HCOg3™ koncentrécioja.
A CFTR gént érintd mutaciok kiilonbozé mértékii funkciovesztést okoznak, mely a
hasnyalmirigy koros elvaltozasaihoz vezet. Emellett a kiilonb6zd etiologiai tényezdk, ugy mint
a talzott alkoholfogyasztds i1s képesek megvaltoztatni a CFTR miikddését, melynek
eredményeként pankreatitisz alakulhat ki. Kisérleteink soran az alcohol hatasat 1-100 mM-os
koncentracioban, mig a zsirsavak ¢és zsirsav-etil észterek hatasat 10-200 pM-os
koncentracioban vizsgaltuk. Vizsgalataink soran azt taldltuk, hogy az etanol nagyon magas
koncentracioi, akar 100 mM is eléfordulhat emberben. Kisérleti koriilmények kozott
munkacsoportunk kimutatta, hogy ahhoz, hogy emberben 20 mM véralkohol szint kialakuljon
nagyjabol 4 dl vodka elfogyasztasa sziikséges. .Ehhez képest idiilt alkoholistak vérében ennek
tobbszordse is eléfordul, sot egy esetben 108 mM véralkohol szintet sikeriilt detektaltunk,
aminek eléréséhez nagyjabol 2 liter tomény alcohol elfogyasztasa sziikséges. Ilyen mennyiségii
alcohol akar komat vagy 1égzésbénuléast okozhat azoknal akik nem fogyasztanak rendszeresen
alkoholt. Ez alapjan feltételezhet6, hogy a kronikus alkoholistak szervezete valamilyen
mértékben alkalmazkodott nagyobb mennyiségii alcohol elfogyasztasahoz. Irodalmi adatok
alapjan az alkoholistak szervezete a 700 mg/dl-es véralkohol szintet is képes toleralni, ami
feltehetdleg a felgyorsult anyagceserével magyarazhatd. Vizsgalataink soran atlagosan 65 mM
véralkohol szintet mértiink az alkoholistdknal.

8. Ismert, hogy a CFTR CI" csatorna valtoztatja érzékenységét a Cl" és HCOs™ ionokra.
Az alcohol és zsirsavak befolyasoljak-e a csatorna szelektivitasat? Milyen tipusu
anionok mehetnek keresztiil a CFTR CI csatornan?

A CFTR csatorna a Cl"ionok mellett HCOz™-ra, tiocianatra, jodra és glutationra is permeabilis.
A csatorna szelektivitdsat a CFTR-t érintd mutaciok képesek befolydsolni, igy mint a lizin
oldallancot érintd mutaci6. Kisérleteink soran igazoltuk, hogy az etanol €s zsirsavak magas
koncentracioja csokkenti a csatorna aktivitasat s expressziojat, arra vonatkozoéan azonban, nem
lelehet6 fel adat az irodalomban hogy képesek-e megvaltoztatni a csatorna szelektivitasat

9. Mind az alkohol és a zsirsavak csokkentik a CFTR CI csatorna aktivitasat? Milyen
mechanizmus allhat e mégott? A csatorna nyitasanak/zarasanak frekvenciaja valtozik-e?
Valtozik-e a csatorna szerkezete?



A CFTR CI csatorna tagja az ATP-kot6 kazetta (ABC) transzporter szupercsaladnak, amely
megkoti és hidrolizalja az ATP-t annak érdekében, hogy megkdnnyitse a csatorna konformacios
atrendezddését, amely az aktivitashoz nélkiilozhetetlen. Szamos vizsgalatban igazoltak, hogy
ATP hianyaban a CFTR aktivitdsa dramaian lecsokken (Hennager és mtsai, 2001, Proc Natl
Acad Sci U S A; Alexandrov és mtsai., 2009, J Physiol). Mivel korabban kimutattak, hogy a
zsirsavak és zsirsav-etil észterek ATP depléciot okoznak patkany hasnyalmirigy-acinaris
sejtekben (Criddle és mtsai., 2006, Gastroenterology) megvizsgaltuk, hogy az intracellularis
ATP (ATPi) szint csokkenése szerepet jatszik-e az EtOH, POAEE és POA CFTR gatlo
hatasaban. Eredményeink azt mutattak, hogy mindharom vegyiilet csokkenti az ATP; szintet a
duktalis sejtekben. Ezzel 6sszhangban a glikolitikus és mitokondrialis ATP-termelés gétlasa
hasonld mértékben csokkentette a CFTR-aramot, mint amelyet az EtOH, POA és POAEE
okozott, ami azt sugallja, hogy az ATP; csokkenése kulcsfontossagu 1épés ezen agensek CFTR-
t gatld hatasaban. Ezt tamasztja ala tovabba az is, hogy az ATP visszajuttatasa a sejtekbe a patch
pipettan keresztiil szinte teljesen megsziintette ezen szerek gatlo hatasat a CFTR aktivitasra.
Alapvet6en az ATP a csatorna nyitott/zart allapotat szabalyozza, ugyanis az ATP molekula
képes kotédni a CFTR nukleotid-koté doménjeihez (NBD), melynek hatasara a két NBD
dimerizalodik és masfajta konformaciot vesz fel. Ez a konformacios valtozas az NBD-ben
egylitt jar a transzmembran domének konformacios valtozasaval, melynek eredményeként a
szubsztratkoto hely az extracellularis oldal felé nyitotta valik. Az ATP hidrolizise és levallasa
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10.  Amennyiben elfogadjuk azt a tényt, hogy a CFTR CI csatorna donté szerepet
jatszik a pankreatitisz kialakuldsaban, akkor a jelenleg elérheté potenciatorok vagy
aktivatorok csokkenthetik-e a pankreatitisz silyossagat vagy a recidivak kialakulasat?

Jelenleg két klinikai forgalomban kaphato szer all rendelkezésiinkre a cisztas fibrozis
kezelésére, melyek a CFTR mitkddését allitjak helyre. A VX-809 (Lumacaftor), egy oralisan is
adhato CFTR korrektor, ami Fazis II. vizsgalatokban hatékonynak bizonyult a CFTR csatorna
p.F508del tipustt mutacio esetében, a tiidéfunkcio javulasanak a tekintetében. A F508del tipusu
CFTR fehérjét eredményez. A hibésan szintetizalodott fehérjét a sejt lebontja, miel6tt elérné a
sejtmembrant. Még ha a hibas fehérje egy része eléri is a sejtmembrant, nem képes megfelelden
miitkodni, hogy lehetdvé tegye a CI™ atjutasat. A Lumacaftor noveli a hibas CFTR fehérjék
stabilitasat, eldsegitve a sejtmembranra torténd lokalizaciot. A Lumacaftort altalaban az
Ivacaftorral (VX770) kombinacioban alkalmazzak, amely a csatorna nyitasi gyakorisagat
noveli, eldsegitve ezaltal a membranon keresztiili Cl™ transzportot.

Vizsgalataink soran igazoltuk, hogy a pankreatitisz kialakuldsaban szerepet jatszo etiologiai
tényezok koziil, az alcohol és annak nem-oxidativ bomlastermékei csokkentik a CFTR
aktivitasat és expresszidjat, sulyosabb AP kialakulasat eredményezve. Egyenlére nincs adat
arra vonatkozoan, hogy Lumacaftor és lvacaftor AP-ben alkalmazhatoak-e.
Munkacsoportunkban folyamatban vannak in vitro és in vivo vizsgalatok, annak eldontésére,
hogy a CFTR csatorna funkcidjanak €s expresszidjanak korrekcidja kivédi-e az alkohol
indukalta duktalis sejtkarosodast. Eredményeink azt mutatjak, hogy a VX-770 és VX-809 képes
helyreéllitani az alkohol-kivaltotta CFTR expresszi6é csokkenést Capan-1 duktalis sejteken,



illetve a két szer kombinatorikus adasa csokkentette az alcohol-indukalta pankreatitisz
stlyossagat tengerimalac modell-ben. Ezen eredmények arra utalnak, hogy a Lumacaftor és
Ivacaftor adésa terapias elonyokkel szolgalhat a pankreatitisz kezelésében.

11. Az ATP visszaadasa kedvezonek bizonyult a CFTR CI csatorna aktivitasanak
fokozasaban. Milyen lehetoséget latna a sejtek ATP tartalmanak a novelésére a
klinikumban?

Az ATP sejtbe juttatasa egyeldre még nem megoldott a klinikumban. A {6 problémat az jelenti,
hogy az ATP-t a hidrolazok gyorsan elbontjak, illetve a molekula fél¢letideje nagyon rdvid,
minddssze 1-2 perc. A masik nehézséget az okozza, hogy a molekula hidrofil természeténél
fogva nem képes atjutni a sejtmembranon. A megoldast az jelentheti, ha az ATP-t liposzoméba
csomagolva tudnank bejuttatni, specifikusan a pankreasz epitél sejtekbe helyreallitva ezzel a
sejt energetikai szintjét. Erre irdnyuld kisérletek jelenleg is folyamatban vannak
kollaboracioban a SZTE GYTK Gyodgyszertechnologiai Intézettel. Eldkisérleteink soran
propidiumjodid-ot tartalmazé micellakkal inkubaltunk Capan-1, pankreasz adenokarcindma
sejteket. Mivel a propidium jodid dnmagaba képtelen atjutni az ¢l6 sejtek membranjan, a
sejtekben megjelend fluoreszcens intenzitds a liposzomdkba csomagolt propidium jodid
bejutasara utal. In vitro kisérleteink soran kimutattuk, hogy a propidium jodid tartalmt micellak
kozel 30%-a jutott be a sejtekbe. Tovabba in vivo kisérleteket is végeztiink egereken, mely
soran sikeriilt kimutatnunk, hogy az allatok farok vénajaba injektalt pankreasz-specifikus,
Evans Blue fluorescens festéket tartalmazé micellak eljotattak a pankreaszba.
Eredményeinkbdl arra kovetkeztetiink, hogy a micelldk alkalmasak lehetnek kiilonbozo
molekuldk pankredszba torténd bevitelére, bar tovabbi vizsgalatok sziikséges ezen hipotézisiink
alatamasztasahoz.

12. A pankreatitisz patomechanizmusaban (illetve a sejthalalban) donté szerepe van
az intracellularis kalcium koncentraciéo emelkedésének. Van-e barmi kapcsolat az
intracellularis kalcium koncentracio és a CFTR CI csatorna aktivitasa kozott? Van-e
kapcsolat a store operated és IP3R medialta calcium csatornak és a CFTR CI csatorna
kozott?

A CFTR csatorna alapvetden egy cAMP altal aktivalt csatorna, azonban egyre tobb adat mutatja
azt, hogy a cAMP mellett az intracelluldris kalciumban (Ca?"); bekdvetkezd valtozasok is
befolyasoljak a csatorna aktivitasat. A CFTR Ca®" Altali szabalyozasa egy Osszetett
mechanizmus, mely tébbféle utvonalon keresztiil is megvalosulhat. Az egyik ilyen utvonal az
adenilil ciklaz aktivacidja a Ca* altal. A citoszol-ban 1év6é Ca®* szint kis mértékii emelkedése
stimulalhatja a Ca®'-fiiggé adenilil-ciklaz egyes izoformadit, ami a megndvekedett cAMP
szinten keresztiil aktivalja a csatornat. Egy Gjjabb tanulmanyban kimutattak, hogy a CFTR
csatorna része egy olyan makromolekularis jelatviteli komplexumnak, melyben a store-
operated Ca?* csatorna, az Orail is megtalalhaté melyen keresztiil Ca®* jut a sejtbe. Bozoki és
mtsai. azt talaltak, hogy a kalmodulin kozvetlen kdlcsonhatasba 1ép a CFTR csatorna
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nyitddasast szabalyoza a foszfokinaz A altali foszforilacibhoz hasonldéan (Bozoky és mitsai,



PNAS, 2017). Ezzel szemben, egy friss tanulmanyban Mike Gray és mtsai. kimutattak, hogy a
Ca?* szint megemelkedése a citoszol-ban, a forrastol vagy mechanizmustol fiiggetleniil, a
CFTR altal kozvetitett vezetoképesség csokkenését okozza a csatorna internalizaladsa révén
(Patel, 2019, Cell and Mol Life Sci). Elképzelhetd, hogy a Ca®* sejten beliili koncentracidja egy
kritikus faktor a CFTR csatorna miikddését illetden és mig fiziologids koncentracioban a
csatorna aktivacidjat okozza, patofizioldgias koncentracioja gatlo hatast fejt ki a CFTR
miikddésére.

13. Milyen pankreatitisz allatmodelleket alkalmazott a kutatasai soran? Emelje ki az
egyes modellek transzlacios jelentoségét! A ragesaléo modellek nem igazan jok a CFTR CI'
csatorna vizsgalatara. Van-e experimentalis pankreatitisz modell tengerimalacban?

Vizsgalataim sordn akut pankreatitisz-t valtottam ki egérben, patkdnyban illetve
tengerimalacban. Az egér és patkany esetén a cerulein altal kivaltott pancreatitis az akut
pancreatitis (AP) legszélesebb korben alkalmazott kisérleti allatmodellje. A modell egyik
legfontosabb elénye, hogy reprodukalhatd és mind patkanyokban mind pedig egerekben
alkalmazhatd AP kivaltasara. A cerulein egy olyan hormon, amely analdg a kolecisztokinin-el,
model-nél AP-t a cerulein supramaximalis dozisanak intravénas vagy intraperitonealis
injektalasaval lehet kivaltani, melynek protocol-ja patkanyokban 5 ng/ttkg/éra, mig egér
esetében 50 pg/ttkg/éra. A cerulein hasnydlmirigy enzim aktivalast indukal az intravénas
beadastol szamitott 30 percen beliil. Jellemzden a cerulein altal kivaltott AP modellben a
hasnyalmirigy szdvettani elvaltozésai kezdetben enyhék, néhany oran beliil elérehaladottak, és
egy 1d6 elteltével teljesen megsziinnek. A kialakult pankreatitisz sok tekintetben megegyezik
az emberi AP-vel, gy mint a hyperamylasemia kialakulasa illetve a pankredsz szOvettani
elvaltozésai, azaz a gyulladdsos sejtek infiltracidja, hasnyalmirigy 6déma megjelenése illetve
bizonyos esetekben acinus nekrozis figyelhetd meg. Mivel a cerulein-indukalta AP
korszovettani eredményei nagyban hasonlitanak az embereknél fellépé AP-hez, ezt a modellt
tekintik az enyhe-kozepes AP reprezentativ modelljének, és széles korben hasznaljak az AP
patogenezisének tanulmanyozasara, kiilonos tekintettel az emésztd enzimek autoaktivacios
folyamatainak a vizsgalatara. Tovabba a cerulein-indukalta AP modell a legmegfelelobb az AP
patogenezisének vizsgalatahoz géntechnologiaval modositott egerek esetében is. A cerulein
mellett a CDCA intraduktalis injektalasaval is valtottunk ki AP-t patkanyban, mely acinus sejt
nekrozist illetve emelkedett szérum amildz szintet eredményezett.

Egyetértek Professzor Asszonnyal abban, hogy a tengerimalac egy 1ényegesen jobb modell allat
a CFTR tanulményozasara, hiszen a duktalis sejtek nagy mennyiségben expresszaljak a CFTR
csatornat, mig az egérben az elsédleges CI™ csatorna az anoctamin. A tengerimalac esetében a
hasnyalmirigy gyulladds kivaltasara az egereknél hasznélt cerulein-indukalta pankreatitisz
modell-t hasznaljuk. A 10. 6ra utan 2 oraval torténik az allat felaldozasa. A szdvettani analizis
és szérum amildz mérés 6déma, leukocita infiltracio, nekrézis jelenlétét és emelkedett szérum
amilaz szintet mutat a kontroll csoportokhoz képest.



14.  Kisérletes munkai alapjan milyen potencialis gyégyszercélpontokat tudna
azonositani, melyek terapias jelentoséggel birhatnak az akut és kronikus pankreatitisz,
valamint a Barrett nyel6cso kezelésében?

Kutatdsaim sordn a megvaltozott iontranszport szerepét vizsgaltam mind a pankreatitisz mind
pedig a Barrett nyeldcsé kialakulasaban illetve progresszidjaban. Vizsgalataim soran szamos
olyan 10j utvonalat azonositottam, melyek akér kiinduldépontot jelenthetnek hatékonyabb
terapiak kifejlesztésében. A pankredsz kapcsan a duktalis iontranszport folyamatok jelent0ségét
tapasztaltam a pankreatitisz kialakulasaban. Az tjonnan felfedezett apikalis BK csatorna
segitségével eddig nem ismert mechanizmusokat sikeriilt azonositani a duktalis HCO3-
szekrécioban, melynek patoldgiai szempontbdl is jelentdsége van. A BK csatorna aktivacidja
fokozza a duktalis sejtek HCO3- szekrécidjat melynek patofiziologias szempontbol abban van
jelentdsége, hogy a fokozott szekrécio révén védi a pankreaszt a kéaros faktorok, ugy mint az
epesavak karositdo hatdsdval szemben. Hasonldan az epesavakhoz, az alcohol is kérositja a
duktalis funkciokat a CFTR csatorna gatlasa révén. Ezen eredmények alapjan felmertil, hogy a
BKca csatorndk vagy a CFTR aktivacigja szintetikus farmakonok altal egy 1) terapids
lehetéséget vet fel a biliaris vagy alcohol-indukalta pankreatitisz kezelésében. Mindamellett,
mivel a sejten beliili energiahaztartas zavartalan mitkkodése elengedhetetlen ezen transzport
folyamatok megfeleld6 miikodéséhez, az intracellularis ATP koncentracid emelése, az
energetikai karosodas helyreallitdsaval szintén kedvezd hatasa lehet pankreatitiszben

Az UDCA-val végzett kisérletek azt mutattak, hogy az UDCA eldkezelés képes kivédeni a
hidrofob epesavak-indukalta duktalis karosodast, ezért bar jelenleg maj- és epeuti
iS. A Barrett nyel6cs6 kapcsan, szintén az iontranszport folyamatok helyreallitasaban latok
terapias lehetdséget. Ahogy eredményeink mutattik, a kdros tényezdok, ugy, mint a sésav illetve
epesav hatdsdra megvaltozott miikodéssel reagalnak az ion transzport fehérjék. Azon
transzporterek aktivalasa, melyek az intracelluldris savasodas ellen hatnak novelhetik a sejtek
ellenallasat a savas reflux-al szemben, lassitva ezaltal a metaplasztikus elvaltozasok
kialakulasat.

15. Az elmult 5 évben hogyan vialtoztak meg e betegségek kezelési protokolljai?

Az American Gastroenterological Association (AGA) 2018 maérciusaban kiadta az akut
pancreatitis (AP) kezelésére vonatkozo irdnyelveket.

Az AP diagnosztizalasahoz az alabbiak koziil legalabb két tiinet megléte sziikséges: jellegzetes
hasi fajdalom; emelkedett amilaz vagy lipaz szint (fels6 hatar haromszorosa) vagy a hasi
képealkoto vizsgalatok (ultrahang, CT) sordn igazolt gyulladés jelenléte. Az AP-nek alapvetden
két atfedd fazisa van, a korai és a késOi. Az AP korai fazisa a betegség kialakulasat kovetd elsé
2 hét, a késbi szakasz pedig ezt kovetéen hetektél honapokig tarthat. AP-ben szenvedd
betegeknél az AGA terapids javaslata a kovetkezd:

1. A folyadékpotldo kezelés esetén a AGA a hidroxi-etil-keményité (HES) folyadék
alkalmazasat javasolja, mivel a kezdeti folyadékpotld kezelésben hatékonynak tiinik a HES
alkalmazasa, bar egy masik tanulméany szerint a Ringer laktathoz képest fokozza a



veseelégtelenség ¢€s a mortalitds aranyat az intenziv ellatasban, ezért alkalmazasa
megfontolando

2. Prediktiv sulyos AP-vel és nekrotizalo AP-vel rendelkezé betegek esetén az AGA javasolja
a profilaktikus antibiotikumok alkalmazasat.

3. Azoknal a betegeknél akik akut biliaris pankreatitiszben (ABP) szenvednek az AGA
javasolja a silirgés endoszképos retrograd cholangiopancreatography (ERCP) rutinszera
alkalmazasat.

4. Az AGA javaslata alapjan AP-ben szenvedd betegek esetében 24 oran beliil meg lehet
kezdeni szdjon at az yjratdplalast normal értrenddel, amely rovidebb korhazi tartozkodast
eredmenyez.

5. Azoknal az AP-s betegeknél, akik nem képesek oralis taplalkozéasra, az AGA inkébb
enteralis, mint parenteralis taplalast javasol, ezen beliil is a nazogastrikus vagy a nasojejunalis
utat.

6. ABP-ben szenvedd betegeknél a cholecystectomia biztonsagosnak tiinik és javasolt.
Elbocsatast kovetd tervezett cholecystectomia, enyhe ABP-vel kezelt beteg esetében, a
visszatérd epeuti esemény (ismételt ABP) miatti Ujrafelvétel jelentds kockéazataval jar.

A Barrett nyeldcso kezelése:

A Barrett nyel6csé meglétét a klinikai gyakorlatban endoszkopos vizsgalattal allapitjak meg. A
biopszias mintavételt kovetden a diszplazia megléte illetve mértéke (“low” vagy “high” grade
diszplazia) hatarozza meg a tovabbi terapiat. Az American College of Gastroenterology (ACG)
legtijabb iranyvonalai az alabbi protokoll-t javasoljak:

Ha a biopszia nem mutat diszpldziat, akkor 3-5 évente javasolt az endoszkdpos megfigyelés és
mintavétel. Alacsony foku diszplazia esetén javasolt 6 honapon beliil egy 1) endoszkopia, €s
ezt kovetden 6-12 havonta tovabbi nyomonkovetés. Azoknal a betegeknél akiknél magas foku
diszplaziat, vagy korai stadiumu nyeldcsérakot diagnosztizalnak, kezelésként az endoszkdpos
terapiat részesitik eldnyben, mely soran a metaplasztikus szovet eltavolitasra keriil. Ez
radiofrekvencids ablacidval torténik Ezt kovetden javasolt nagy dozisu PPI-ok szedése, illetve
a reflux sebészi kezelése. Tovabba az utdbbi években egyre nagyobb hangsulyt kap a
biomarkerek alkalmazasanak elonye, kiilondsen olyan rakmegel6z6 allapotokban mint a Barrett
nyeldcsd. Az utdbbi években szamos olyan sejtszintii valtozast sikeriilt feltérképezni, amelyek
akar diagnosztikus markerként is szolgalhatnak és segitségiikkel ellendrizhetéek a magasabb
rizikofaktorba tartozd Barrett-es betegek, akar mar a diszplazia kialakulédsa el6tt. Egy nemrég
megjelent tanulmanyban azt talaltdk, hogy a p53 és a ciklinA megvaltozott expresszidja
jelezheti a sulyosabb diszplazia illetve adenokarcindma kialakulasat Barrett-es betegekben, bar
egyenldre az ACG guideline nem javasolja a biomarkerek hasznalatat.

16. Milyen BK csatorna aktivatorokat ismer, melyeket terapiasan is felhasznalnak?
Milyen betegségek kezelésében alkalmazhatok ezek a vegyiiletek?

Mivel a BK csatornak szinte minden sejtben eléfordulnak és szamos élettani folyamatban
jatszanak alapvetd szerepet intenziv kutatds folyik olyan BK csatorna aktivatorok
kifejlesztésére, melyek szelektiven nagy hatékonysaggal képesek a csatornat aktivalni.
Tudomasom szerint jelenleg egyetlen BK csatorna aktivator van forgalomban, amely



szelektiven csak a BK csatorndkat aktivalja. Ez az Andolast nevii vegyiilet, amely klinikai
fejlesztés alatt all és bizonyitottan hatékony az enyhe és kozepes foku asztma kezelésében.
Mindamellett szamos olyan vegylilet ismert, melyek képesek a csatorna aktivitasat novelni. Az
endogen vegyiiletek koziil egyes telitetlen szabad zsirsavak, szteroid hormonok illetve az
antimikrobiallis B-defensin 2 ndvelik a csatorna konduktancigjat, ezaltal csokkentik a
vérnyomast. A szintetikus vegyliletek koziil az NS1619-et fejlesztették ki eldszor, melyet a
simaizom rendellenességekhez kothetd betegségek kapcesan vizsgaltak. Kimutattdk, hogy ez a
vegylilet védi a szivet az iszkémia/reperfiizié indukalta karosodasban. Az NS1619 alkalmazasat
azonban akadalyozta a gyenge hatékonysag és a szdmos mellékhatas (kalcium csatornak
gatlasa). Az NS11021 egy ujjabban kifejlesztett vegyiilet mely sokkal szelektivebbnek és
hat4sosabbnak bizonyult az NS1619-hez képest melynek kdszonhetden szamos tanulmanyban
alkalmaztak ezt az aktivatort a BK csatorna funkcidjanak a tanulmanyozasara. Ezekben a
tanulmanyokban els6sorban az NS11021 kardioprotektiv hatasat tanulmanyoztak. A
hatasmechanizmus nem teljesen ismert, de feltehet6leg a mitokondridlis BK csatornak
aktivacioja csokkenti a mitokondriumok kalcium talterhelését és a szabadgyokok termelddését,
valamint fokozza az ATP szintézisét. Az NS11021 kedvez6 hatasat ezenkiviil a hugyhdlyag
miikddési rendellenességei esetében is igazoltak.

Végezetiil ismét szeretném megkoszonni Dr. Pintér Erika Professzor Asszonynak értékes
biralatat és hogy iddt szant a dolgozatom alapos atnézésére, értékelésére. Koszoném, hogy a

nyilvanos védés kitlizését javasolta. Egyuttal kérem Professzor Asszonyt valaszaim
elfogadasara.
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