dc_1562_18

MTA Doktori Ertekezés

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 2018 Dr. Venglovecz Viktdria
Tartalom
1. ROVIDITESEK JEGYZEKE......ccieeueerseemsesnsessscsssscsssssssssssssessssesssssssssssssssssess -5-
2. BEVEZETES..ciincinscsssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassss -7-
3. TRODALMI ATTEKINTES ....ceureureurennsensensessssnsssnssesssessssssssssssssssssssssssesssssssssassss -9-
3.1. Az epitél sejtek altalanos JellemMZESE .......cccuvieeiiieeiiieciie e -9-
3.2.  Epitelidlis iontranszport folyamatok.............ccceveeriiieriiiieniie e -11 -
3.2.1. NAT/H KICSEIELS ....vviviiieveiieiieieeteeeete ettt -11-
3.2.2. Na" /HCO3 KOtranSZPOITET...........cveeererirereeeeteeeetereeseseeseseaeeseseesesesesesees e eseseasans -13 -
3.2.3. CITHCO3 KICSEIEIO.......eiiiiiiiiiiietie ettt e -14 -
3.2.4. Cisztas fibrozis transzmembran konduktancia regulator (CFTR) ..................... -16 -
3.3, Gasztrointesztinalis epitél SEJLek ........cocuivvuiiriiiiiiiiiei -19-
3.3.1. Pankredsz epit€l SEJteK ......cooiiiiiieiiiiiieie e -19 -
3.3.1.1 ACINUS SEJLEK 1nevviieiiiecieece et -20 -
3.3.1.2 DUKLAIIS SEILEK ...eeeevviieiiieciie ettt e -21 -
3.3.2. NyelOcsO PItel SEJLEK ....c.veeruiiiiieiiieiieeit ettt -27 -
3.4. Az epitél sejtek szerepe GI betegségekben..........oocuvvviieiiieiiiiiiiinieiiieecieeee, -28-
3.4.1. AKUL PANKTCATITISZ ....veeeeeieeeiieeeiieeeiie et e et e et e e e e seaeeeteeeeaeeeesnaeeensaeesnnaeenns -28 -
3.4.2. BaITett-NYEIOCSO ..veeeuviieeiiieeiiie ettt tte et e et e e sve e e staeeeaaeeesaneeenaeesnnaee e -31 -
4. CELKITUZES....coniimcrncsmscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess -33-
5. ANYAGOK ES MODSZEREK -35-
T B N 1) 7 T o) USRS -35-
511 ATALOK coeeoeeieie s -35-
5120 SeJtvonalak ......ccciieiiieiieie e -35-
5. 130 BeteEEK . uiiiiiiiieee et -35-
5.1.4.  Vegyszerek €s 0ldatoK........cccoiiriiiiiiiiiiiiieeeiie ettt -36 -
5.2 MOASZETEK ..ottt et ettt -38-
5.2.1.  Intra-interlobuldris pankredsz duktuszok izoldldsa ..............cccceverviiniencnnens -38-
5.2.2.  Pankreédsz duktuszok mikroperflzidja .........ccccevoiieniieiiiiniiiiieieeeee e, -38 -
5.2.3.  Fluoreszcens vizsgaldo mOASZErek .........ccceevuieeviiieniieeciie e -38 -
5.2.3.1.  Intracellularis pH (pHi) MEI€s......coovvvviieiiiieiieeieeeeece e -39-
5.2.3.2.  Intracellularis Ca?" ((Ca?")i) MEIES.....c.ovivivirieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e -39-
5.2.3.3.  Intracellularis ATP (ATP;) MEIES ......cooevvvveieeriiieiieeeieeeee e -39 -
5.2.3.4.  Mitokondrialis membran potencidl (A%¥m) MErés ........c.coevvvvvverirenennne. -40 -

-2-



dc_1562_18

MTA Doktori Ertekezés 2018 Dr. Venglovecz Viktdria
5.2.3.5.  Mitokondriélis permedbilitas tranzicids porus (mPTP) mérés............... -40 -

524, HCO3 SZEKIECIO METESE.......eruveiieniiiiiiriieieitesieee ettt -41 -
5.2.5.  Patch clamp technika..........cccoooiiiiiiiiiiiieeeee e -41 -
5.2.6.  Transzmisszios elektronmikroszkopia .........ccceecevieeriieieiiieiiieccieeceeeeeeene -42 -
5.2. 7. ImmUuNhiSZIOKEMIA ....c..eiiiiiiiiiiiieiiee e -42 -
5.2.8.  APOPLOZIS VIZSZAIAL .....eeeiiiiiieiiieiieeie ettt s -43 -
529, WEeSLEIM DIOt ..ottt -43 -
5.2.10. Valods idejii PCR technika .........cccoeviiiiiiiieiieciieeeeeeeee e -43 -
5.2.11. Kisérletes akut pankreatitisz modell ...........ccoeeviieeiiieeiiiicieece e -45 -
5.2.12.  Statisztikai aNaliZIS......c.eecverieriiiiiniieieiieeeeee e -46 -

5.3, Etikal @ngEACLY ...ocuviiiiieiieieeee e -46 -
6. EREDMENYEK ..ccucuuiumeeuncennennssensssensssesssscsssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess -47 -
6.1. Az epesavak ¢és az alkohol hatdsa a pankredsz duktalis sejtekre..............cuo......... -47 -
6.1.1. A kenodezoxikolsav hatdsdnak vizsgalata ............cccceeveiieniiniiienieniienieeie, -47 -

6.1.1.1. A kenodezoxikolsav K" csatornakat aktival a pankreasz duktalis sejteken...-
47 -
6.1.1.2. A kenodezoxikolsav altal aktivalt K™ csatornak karakterizalasa .......... -49 -

6.1.1.3. A K’ csatornak szerepe a kenodezoxikodlsav-indukalta duktalis HCO3

SZEKIECIODAN ...ttt sttt ettt et -50 -
6.1.1.4. A K" csatornak lokalizacioja a pankredsz duktalis sejteken.................. -52 -
6.1.1.5.  Epesav transzporterek vizsgalata a pankreasz duktalis sejteken............ -53-
6.1.2. Az urzodezoxikolsav hatdsdnak a vizsgalata.............ccceevieviiieniiniiieniennn, -53-

6.1.2.1. Az urzodezoxikdlsav hatdsa a pankredsz duktalis sejtek iontranszport
TOlYAMALAITA. ... viieeiiie ettt e e e e et e e sae e e tbeeesaeeessaeeensaeesnsaeennnes -53-
6.1.2.2. Az urzodezoxikoélsav eldkezelés nem védi ki a kenodezoxikolsav-indukalta
a2 SZIGNAIL ..ottt - 56 -
6.1.2.3. Az urzodezoxikdlsav védo hatasa a mitokondrialis funkciora és morfologiara
-57-
6.1.2.4. Az urzodezoxikoélsav kivédi a kenodezoxikolsav-indukalta sejthalalt .. - 60 -
6.1.2.5. Az urzodezoxikoélsav védo szerepe epesav-indukalta pankreatitiszben. - 61 -
6.1.3. Az alkohol és nem-oxidativ metabolitjainak a hatdsanak a vizsgalata ......... -64 -
6.1.3.1. Az alkohol és nem-oxidativ metabolitjainak a hatasa a CFTR csatorna

AKEIVIEASATA ..ot e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeea e aaaeaeaaene -64 -



dc_1562_18

MTA Doktori Ertekezés 2018 Dr. Venglovecz Viktdria

6.1.3.2. Az alkohol és nem-oxidativ metabolitjainak a hatdsat az intracellularis ATP

SZINE CSOKKENESE KOZVELILL .eoeeeeiieeieiiieiieeeeeeeeee e - 68 -

6.1.3.3. Az intracellularis ATP adésa helyreéllitja a CFTR csatorna miikodését- 71 -

6.2. Az epesavak hatdsa a nyelocsO epitél SEJteKre. ......couvvruiirrviiieriiieeiiie e, -73 -
6.2.1.  pH szabalyozd mechanizmusok a nyeldcso epitél sejteken .........cccuveeneenn. -73 -
6.2.2. Az epesavak intracellularis acidozist indukélnak a nyelécsé epitél sejtekben- 77
6.2.3. Az epesavak megemelik az intracellularis Ca** szintet a nyeldcsé epitél sejtekben

-79 -
6.2.4. Az epesavak akut hatasa az iontranszporterek aktivitasara.............coceeeuenee - 81 -
6.2.5. Az epesavak kronikus hatdsa az iontranszporterek kifejezddésére............... -83 -
7. MEGBESZELES ... cuiueiueieeenscenscnssessscssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssess -87 -

7.1 A pankreasz duktalis epitél sejtek miikodése patofiziologias koriilmények kozott .. - 87 -

7.1.1 AZ epesavak hatdsa ........cccueeviieiiieiiieiiecie et -89 -
7.1.1.1 A kenodezoxXikoISav hatdsa ..........cccecvevieriiiiiniieiiiiienieciceeeeeeeeee s -89 -
7.1.1.2 Az urzodezoxikolsav hatdsa ..........cccoviiiiiiiiiiiiiiieeee e -92 -
7.1.1.3 Az epesavak hatdsmechanizmusa...........ccccveeevivieeiiiienciieecie e - 96 -
7.1.2. Az etanol hatdsa ........ccoouiiiiiiiiiiiiiiiecee e -97 -
7.1.2.1 Az etanol hatdsmechanizmusa............cccueveerieriienieneeiieneneeeseee e - 100 -
7.2 A nyeldcso epitél sejtek mikddése patofizioldgias koriilmények kozott................ - 101 -
8. UJ MEGALLAPITASOK ..cuouiunrcunscunseunsensesnssesmssessssessssessssssssssssssssssssssssssanens -104 -
9. KUTATASAINK JELENTOSEGE, JOVOBENI TERVEK........cccoscuuscrmscrnencns -106 -
10. IRODALMI HIVATKOZASOK -108 -
11. KOZLEMENYEK ..covevuevueereereensenssssessessessessessessesssssessssssessessessessessessessesssssssssssesss -135-
11.1. A doktori dolgozat alapjat képez0 in extenso kdzlemények..............cc.......... -135-
11.2. A doktori dolgozat témajahoz nem kapcsoldodo egyeb in extenso kozlemények- 136

11.3. A PhD értekezésben szerepld kozlemények ..........ccceeevvieeviieniiieniieecieeeee, -139 -
12. SCIENTOMETRIAT ADATOK ...eevveeeeeeeeveresesesesessasssssssssssssssssssssssnssssssssnsasssnssene - 140 -
13. KOSZONETNYILVANITAS - 140 -




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

1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

Ac acetaldehid

AP akut pankreatitisz

ATP; intracellularis ATP

BAC epesav koktél (,,bile acid coctail”)

BAPTA-AM 1,2-bisz-o-aminofenoxietan-N,N,N,N-tetraecetsav
BCECF-AM 2.7-bisz-2-karboxietil-5-(és-6-)karboxifluoreszcein acetoximetil észter
BE Barrett-nyel6cso

BKca nagy konduktanciaju Ca®"-aktivalta K* csatorna
BNPP bisz-(4-nitrofenil)foszfat

BSA szarvasmarha szérum albumin

cAMP ciklikus adenozin monofoszfat

(Ca?); intracellularis Ca**

CaCC Ca®'-aktivalta Cl" csatorna

CCcCp karbonil cianid m-klorofenil hidrazon

CDCA kenodezoxikolsav

CFTR cisztas fibrozis transzmembran konduktancia regulator
A¥m mitokondrialis membranpotencial

DC dezoxikolsav

DMSO dimetil szulfoxid

DOG 2-dezoxigliik6z

DRA downregulated in adenoma

EGTA etilén glikol-bisz(2-aminoetiléter)-N,N,N’,N’-tetraecetsav
EtOH etanol

FA zsirsav (,,fatty acid”)

FAEE zsirsav etil-észter (,,fatty acid ethyl ester”)
GAPDH gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz

GC glikokdlsav

GCDC glikokenodezoxikolsav

GDC glikodezoxikolsav

GERD gastroesophagealis reflux

TAA iodoacetamid

IBT iberiotoxin
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J(B/min)
IKca
H2DIDS
HOE-642

FURA 2-AM

IP3
HPRT
mPTP
NBC
NHE
NS11021

PAT-1

PBS
POA
POAEE
ROS
SKca
TC
TCDC
TDC
UDCA

2018 Dr. Venglovecz Viktdria

ionok aramlési sebessége

kozepes konduktanciaju Ca?*-aktivalta K csatorna
4,4’-Diisothiocyanatodihydrostilbene-2,2’-diszulfonsav, disodium s6
N-(Aminoiminomethyl)-4-(1-methylethyl)-3-
(methylsulfonyl)benzamide
5-oxazolecarboxilik sav, 2-(6-(bisz(2-((acetoxi)metoxi)-2-
oxoetil)amino)-5-(2-(2-(bisz(2-((acetiloxi)metoxi)-2-oxoetil )Jamino)-5-
metilfenoxi)etoxi)-2-benzofuranil)-,(acetiloxi)metil észter
inozitol-trifoszfat

hipoxantin-guanin foszforiboziltranszferaz

mitokondrialis permeabilitds tranzicids porus

Na*/HCOs kotranszporter

Na'/H" kicseréld
1-(3,5-bisz-trifluorometilfenil)-3-(4-bromo-2-(1H-tetrazol-5-yl)-fenil)-
tiourea

putative anion transporter-1

intracellularis pH

fosztat puffer sdoldat

palmitolsav

palmitolsav etil-észter

reaktiv oxigén szarmazék

kis konduktanciaju Ca®"-aktivalta K* csatorna

taurokolsav

taurokenodezoxikolsav

taurodezoxikolsav

urzodezoxikolsav
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2. BEVEZETES

Az epitél sejtek a szervezet egyik {6 sejttipusat alkotjak, melyek mind morfologidjukat,
mind pedig funkcidjukat tekintve nagy valtozatossdgot mutatnak. Epitél sejtek boritjak a test
kiils6 felszinét, a gasztrointesztinlis és urogenitalis rendszerek, a légutak illetve az erek belsd
falat, de megtalalhatdak a kiilsd és belsé elvalasztasu mirigyekben is. Mivel szamos helyen
eléfordulnak, valtozatos funkcidkat lathatnak el, ugy mint a szervezet védelme a kiilso
behatdsokkal (korokozok, szennyezOdések) szemben, szerepiik lehet az egyes terek
elhatarolasaban, illetve rajtuk keresztiil fontos transzport folyamatok mennek végbe, mely a
szervezet megfeleldé miikddése szempontjabdl elengedhetetlen. Ezen transzport folyamatok
kozé tartozik a szekrécio €s abszorpcid, mely a kiilonboz6 ionok, viz, tapanyag, enzimek vagy
akar szabalyozo fehérj¢k egyes kompartmentek kozotti transzportjat biztositja, s ez altal
alapvetden hozzdjarul a szervezet homeosztazisanak fenntartdsahoz. Talan az egyik
legfontosabb transzport folyamat az epitél sejteken keresztiili iontranszport, melyben transzport
fehérjék vesznek részt. Ezek a fehérjék eltéroképpen expresszalodnak az epitél sejtek vér feldli,
azaz bazalis illetve lumen feldli, azaz apikélis membranjan, mely az epitél sejtek polarizaltsagat
adja. A transzport fehérjék dsszehangolt mitkodésének kdszonhetden az epitél sejtek fontos

szerepet jatszanak a szervezet normal ionhaztartasanak a fenntartasaban.

Erdeklddésem a gasztrointesztinlis epitél sejtek tanulményozasara esett, ezen beliil is
a pankredsz illetve a nyeldcso epitél sejtek vizsgalatara. Bar funkcidjukat tekintve a pankredsz
epitél sejtek a mirigyhamok, a nyeldcso epitél sejtek pedig a feddhamok koz¢ tartoznak, rajtuk
keresztiil fontos iontranszport folyamatok mennek végbe, mely mind fiziologias mind pedig
patofiziologias korliilmények kozott meghatarozdak lehetnek. A pankredsz esetében az
epitelidlis iontranszport biztositja a pankreasz nedv megfeleld iondsszetételét és pH-jat, ami az
emésztés szempontjabol nélkiilozhetetlen. A nyeldcséd epitél sejteken keresztiili iontranszport
folyamatok pedig elsdsorban a refluxatumban talalhatd gyomorsav karosito hatasaval szemben
latnak el fontos védelmi funkciot. Koztudott, hogy az epitelidlis iontranszport zavara szdmos
betegség kialakuldsdban szerepet jatszik, igy mint a cisztas fibrozis vagy a diarrhea. Az utdbbi
évek kutatasai mutattak rda arra, hogy a megvaltozott iontranszport jelentdséggel bir a
pankredszt érintd, gyulladasos megbetegedések (pankreatitisz) illetve a nyeldcsovet €rintd
szoveti elvaltozasok (Barrett-nyeldcsd) pathomechanizmuséaban is. Az akut pankreatitisz (AP)
az egyik leggyakoribb, akut emésztészervi megbetegedés (13-18 beteg/100 000 lakos),

melyben a morbiditas €s mortalitas még ma is magas. Az esetek dontd tobbsége enyhe vagy
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kozepes lefolyast, mig a betegek kb. 20%-a a stlyos betegcsoportba tartozik. Bar az elmult
évek alatt sokat fejlodtek mind a diagnosztikus eljarasok mind pedig a belgyogyaszati és sebészi
terapia, a sulyos 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 terdpidk kidolgozasat. A masik emésztdszervi
megbetegedés, amely szintén sok embert érint (a lakossag kb. 30-40%-at) a nyeldcsd reflux,
mely nagymértékben ronthatja az életmindséget és sokszor gydgyszeres kezelést is igényelhet.
A hosszt 1d6én at fennallo reflux szovodményeként Barrett-nyeldcsé (BE) alakulhat ki, amely
egy premalignus elvaltozas és nagymértékben novelheti a diszplazia majd késébb a nyeldcsod
adenokarcinoma kialakulasat. Jelenleg nem ismert pontosan milyen mechanizmus hatasara
indulnak meg a normal nyel6csd nyalkahartyaban a morfoldgiai elvaltozasok illetve a malignus
folyamatok, ezért a BE-diszpldzia-adenokarcinoma szekvenciaban szerepet jatszo
mechanizmusok feltérképezése akar prognosztikus vagy diagnosztikus markerként is

szolgalhat.

Mind a pankredszt mind a nyeldcsovet érinté gyulladasos megbetegedések vilagszerte
novekvd tendencidt mutatnak, foként az iparilag fejlett orszagokban, nagy terhet rova az
egészségiigyre. A tobb mint 10 éves kutatomunkdm sordan az epitelidlis ionhaztartas
fenntartasdban fontos szerepet jatszo transzportereket és szignalizacidés Utvonalakat
tanulmanyoztam normal és patologids koriilmények kozott. Munkam soran célul tiiztem ki,
hogy megvizsgaljam az iontranszport folyamatok szerepét az AP ¢és BE kialakuldsdban és
progressziojaban, illetve olyan terdpids célpontokat azonositsak, melyek igéretes
kiindulopontot jelenthetnek az emlitett betegségek kezelésében. Bar vizsgéalataim kizarolag az
alapkutatasra szoritkoztak, reményeim szerint eredményeink nem csak elméleti, hanem egyszer

majd klinikai szempontbol is jelentoséggel birnak.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Az epitél sejtek altalanos jellemzése

Az epitélium vagy hamszovet egyike az 5 alap szovetnek. Az embrionalis fejlodés soran
mindharom csiralemezb6l kialakulhat és a szervezetben szinte mindenhol el6fordul, ahol
elsddleges szerepe, hogy védelmet biztositson a kiilsd, karos hatdsokkal szemben. Emellett az
epitél sejtek fontos szerepet jatsznak az abszorpcioban (belek), a szekrécidban (mirigyek), az
exkrécioban (vese) illetve a gazok cseréjében (tiido €s vérerek). Epitélium alkotja a bort, egyes
érzékhamokat, a tapcsatorndt, a kardiovaszkularis, 1€gz6-, urogenitalis- illetve
nyirokérrendszert béleld6 hamokat, valamint a kiilsé és belsd elvalasztisi mirigyeket. Az
epitélium jellemzdje, hogy szorosan kapcsolodd epitél sejtek épitik fel, melyek specialis
struktardkon keresztiil kapcsolédnak egymashoz, amik egyben a sejtek kozotti kommunkaciot
is biztositjak. Az epitél sejtek alakjuk és miikodésiik szempontjabol nagyon sokfélék lehetnek,

van azonban néhédny tulajdonsag, amely ezen sejteket altalanosan jellemzi.

1. Polarizaltsag: Az epitél sejtek polarizaltak, vagyis bazalis és apikalis felszint
kiilonboztethetiink meg rajtuk (1. dbra). A két membran mind funciondlisan mind
biokémiailag eltér egymastol, ami lehetévé teszi az anyagok egyiranyu mozgésat. A
bazalis membran egy vékony hartyahoz kapcsolodik (alaphartya), mely egyrészt rogziti
kotdszoveti rétegek feldl vagy felé. A tdpanyagok illetve az oxigén ezen a membranon
keresztiil jut el az epitél sejtekhez a vér feldl, tovabba az alaphartya fontos szerepet
jatszik a sejtek osztoddsanak, metabolizmusanak vagy differencialodasanak a
szabalyozasaban is. Az apikalis membran a bazalis membrannal ellentétben a lumen
vagy a kiils6 kornyezet felé¢ néz és ide is adja le szekrétumat. Az apikélis és bazalis
membranon kiilonb6zé membranfehérjék fejezédnek ki melyek specidlis eloszlast
mutatnak, biztositva ez altal a sejt polaritasat.

2. Adhézio: Az epitél sejtek alapvetden 3 szerkezeti strukturan keresztiill képesek
egymashoz kapcsolodni, ezek a zonula adherens, a dezmoszomak ¢€s a tight junction-ok.
A zonula adherens vagy 6vdezmoszoma egy mechanikai sejtkapcsolo struktira, amely
ovszertien Oleli koriil az epitél sejteket. Az aktin filamentumokhoz horgonyzodik ki és
jellemzden az apikalis membranhoz kozelebb helyezkednek el. A foltdezmoszomak

(macula adherens) a sejtek kozotti patent-szerli kapcsolodést biztositjak, melyek
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elszortan helyzekednek el a sejt felszinén. A tight junction-6k (zonula occludens)
elszigetelik a sejtet a kornyezettdl azaltal, hogy megakadalyozzék az egyes molekulak
junction) a sejtek lateralis oldalan talalhat6 sejtkapcsolo struktarak, melyeket specialis
membranfehérjék épitenek fel, kapcsolatot biztositva a szomszédos sejtek kozott. Mig
a zonula adherens és a dezmoszémak csak mechanikai feladatot latnak el a
réskapcsolatok a sejtek kozotti kommunikacioért is feleldsek.

3. Regeneracio: Az epitél sejtek folyamatos mechanikai €s kémiai stressznek vannak
kitéve. Az epitélium az Ossejtek révén képes az eloregedett vagy sériilt sejteket
folyamatosan poétolni, ezéltal az epitélium integritdsat megdrizni. A tobbrétegli epitél
sejtek esetében, mint amilyen a nyeldcsdvet béleld mukodza réteg, a stem sejtek az alsobb
rétegekben taldlhatéak és a felsé réteg fel¢ torténd migracidja soran laphamma
differencialodnak.

4. Avaszkularizacio: Az epitélium vérereket nem tartalmaz, a tdpanyag és az oxigén
diffazioval jut el a sejtekhez a kotdszovetek feldl.

5. Erzékelés: Egyes hamszovetek idegvégzédéseket is tartalmaznak, ezaltal a szaglasban

vagy izérzékelésben toltenek be fontos szerepet.
Apikalis oldal

1. abra. Epitél sejt sematikus képe. Az epitél sejtekre

altalanos jellemzd, hogy egy bazalis membranon iilnek

a sejtek, amely egyrészt rogziti a sejteket, masrészt

biztositjak az epitél sejtek és az alatt 1évé kotdszoveti

réteg kozotti anyagforgalmat. A sejtmag altalaban a

- _j/// bazalis membranhoz koézel helyezkedik el. Az apikalis
- membran egyes epitél sejtek esetében kesztyliujszerii

kitiremkedésekkel rendelkezik (mikrovillusok vagy

= _ =~ /
f@% f@ esillok), melyek a felszivasban vagy a folyadék illetve

@ szilard részecskék mozgatasaban jatszik fontos szerepet.

Az epitél sejtek csoportositdsa tobb szempont szerint is torténhet. Morfoldgia alapjan

Bazalis oldal

megkiilonboztetiink laphamot, kobhamot illetve hengerhdmot, mig rétegezettség alapjan

egyrétegii illetve tobbrétegii hamokat. Az egyrétegli laphamon keresztiil torténik a gazok és
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tapanyagok diffizidja, ezért ilyen tipust ham boritja a tiidot és vérereket. A kob- és
hengerhamok az abszorpcids és szekrécios folyamatokban vesznek részt, elsdsorban a
vékonybélben, egyes mirigyekben és a vesében fordulnak eld. Tobbrétegii hdmok altaladban
nagyobb mechanikai vagy kémiai stressznek vannak kitéve €s a tobb rétegnek kdszonhetéen
védik az alsébb rétegeket. Tobbrétegli elszarusodd lapham alkotja a boriinket, mig el nem
szarusodo lapham boritja a nyel6csovet. Az 1. tablazat az epitél setjek morfologia szerinti
csoportositasat, eléfordulasat és funkciojat mutatja. Az epitél sejteket funkcié alapjan is
lehet csoportositani. Ez alapjan megkiilonboztetiink fedéhdmot, érzékhamot,

felszivohamot, pigmenthamot és mirigyhamot.

Ezek koziil munkam sordn a gasztrointesztinalis fedd-, és mirigyhamok szekrécios folyamatait

vizsgaltam, kiilonos tekintettel az epitelidlis iontranszport folyamatokra.

3.2. Epitelialis iontranszport folyamatok

Az epitél sejtek egyik 6 funkcidja, hogy tereket hatarolnak el egymastol, melyek
kiilonbozo 1ondsszetételiiek, pH-juak vagy ozmolaritdsuak lehetnek. Ezen képességiik az
iontranszporter fehérjéknek koszonhetd, melyek polarizaltan helyezkednek el az epitél sejtek
membranjan lehetdvé téve ez altal az ionok egyiranylt mozgasat. Az iontranszporterek emellett
fontos szerepet jatszanak a sejten beliili pH egyenstly vagy sejttérfogat fenntartdsdban is. A

fobb iontranszporterek melyek az epitél sejteken eléfordulnak a kdvetkezok:

3.2.1. Na*/H" kicseréld

A Na'/H" kicseréld (NHE) egy elektroneutralis, masodlagosan aktiv transzporter 1
Na':1 H' sztohiometriaval. Az NHE alapvetd szerepet jatszik az intracellularis pH (pH;) és a
sejt térfogat szabalyozasaban, valamint meghatarozza a sejten beliili [Na']-tis. A transzporteren
keresztiil 1 extracellularis Na' cserélédik 1 intracellularis H'-ra, igy a pH alkalizalasaban van
szerepe. A csatorna kiilonb6zd stresszhatasokra aktivalodik, ugy mint a sejtzsugorodas,
aciddzis, hipoxia és mechanikai stimulus. Jelenleg 10 izoforméja ismert (NHE1-10),[1, 2]
melyek 25-75% aminodsav egyezést mutatnak.[2, 3] Az NHE izoformak koziil az NHE1 szinte
minden sejten eléfordul, a tobbi izoforma pedig szovetspecifikus kifejezodést mutat. Szamos
NHE izoforma talalhaté a vesében (NHE2, -3 and -8)[2, 4, 5, 6] és a GI traktusban (NHES3, -
4)[7, 8], ahol elsdsorban az epitél sejtek bazalis membranjan helyezkednek el, de vannak
intracellularisan lokalizal6do izoformék is (NHE6-9)[1, 9], melyek az egyes sejtorganellumok

pH szabalyozéasaban vesznek részt.
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Az izoformék koziil az NHE1 a leginkabb tanlumanyozott. Az NHE1 fehérjét az SLC941 gén
kédolja. A fehérje 815 aminodsavbol allo glikoprotein, mely 12 transzmembran domén-el
rendelkezik. A plazmamembréanon elhelyezked6 NHE-k biokémiai analizise azt mutatja, hogy
a fehérje leginkabb dimér formaban fordul el6.[10, 11] A hidrofil, C-termindlis domén
foszforilalodik aktivacioé soran.[12] A transzporter normal koriilmények kozott inaktiv, legfébb
stimulusa a pH; csokkenés. A H' kotddése egy konformaciovaltozast indukal a fehérjében, ami
a fehérje aktivaciojat fogja eredményezni.[13, 14] Bar az NHE miikodése nem energiaigényes
folyamat, ATP hianyaban a transzporter funkcionalisan inaktiv.[15] Egy lehetséges magyarazat
erre, hogy az ATP hidrolizise a fehérje foszforilacidjahoz sziikséges, bar egyes tanulméanyok
kimutattak, hogy az ATP hidnya nem befolyasolja az NHE foszforilacidjat.[16] Sokkal inkabb
elfogadhaté az a nézet, hogy a fehérje ATP kotd helyel rendelkezik, igy az ATP kozvetlenil
befolyasolja az aktivitasat.[17] A sejten beliili pH szabalyozasa mellett az NHE fontos szerepet
jatszik a sejttérfogat meghatarozasaban is. A H' sejtbdl torténd kipumpélasa 1 Na* felvételével
jar, amihez a viz ozmotikus mozgasa tarsul. Ezen kiviil a fehérje szerepet jatszik még egyes
sejtek apoptotikus folyamataiban,[18] sejtosztodasban,[13] vagy differencialédasban.[19] A
transzporternek szdmos szelektiv és nem-szelektiv farmakoldgiai gatldoszere ismert,[20] ugy
mint az amiloride vagy az EIPA,[21] amelyek nem szelektiv gatloszerek, az 6sszes NHE
izoformat blokkoljak kiilonbozd mértékben. A cariporide (HOE-642) hatasa dozis-fiiggd.[22]
1 uM-os koncentracioban csak az NHE1-et gatolja, mig 50 pM-os koncentracioban az NHE-1
¢s -2 izoformat is. A HOE-694 szintén dozis-fiiggden fejti ki a hatdsat az NHE-1 és -3
izoformara.[23] Kevésbé hasznalt és nem specifikus gatloszerek még a cimetidine, clonidine és

harmaline.[24]

3.2.2. Na"/HCOj kotranszporter

A Na'/HCOjs™ kotranszporter (NBC) egy elektrogén transzporter, amely elsédleges
szerepe a sejten beliili pH egyenstly fenntartdsa. Az NBC két vagy harom HCO3™ és egy Na*
transzportjat szabalyozza. A transzport iranyat elsésorban a HCO3; és a Na' elektrokémiai
gradiense hatdrozza meg és elég nagy szoveti eltéréseket mutat.[25] A vesében 1 Na™ és 3
HCOs™ transzportjat medialja a sejtbdl kifelé, mig a pankreasz duktalis sejtekben 1 Na* és 2
HCOs" sejtbe torténd felvételét szabalyozza.[26, 27] Az NBC miikddése soran a HCO3;, CO3%
vagy NaCOs3™ formaban is transzportalddhat. A transzporter nem permedbilis mas organikus
anionokra,[28] valamint a Na* sem helyettesithetd Li*-al vagy K*-al.[29] Az NBC1 gén 3 spice

varianst kddol. A kNBC1 varians elsoként vesébdl klonoztak és elsGsorban a szemben és a
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vesében elofordulo, 116 kDa mérethi fehérje. 12 transzmembran doménbdl all, az N- illetve C-
terminalis régio6 intracellularisan helyezkedik el, melyen szdmos foszforilacios és glikolizaciods
hely taldlhat6. A pNBCI1 szinte minden szovetben el6forduld varidns, melyet el0szor a
pancreas-bol izolaltak. A fehérje kozel 120 kDa nagysagu, mely 1079 amindsavbdl épiil fel. Az
elsé két varians az N-terminalis régidban mutat eltéréseket. A harmadik varians az tb2NBC, az
el6z0 kett6tdl teljesen eltéré6 COOH-terminalis régioval rendelkezik, melyet patkany agybol
klonoztak és kizarolag az agyban fordul eld. A fehérje 1094 amindsavbol épiil fel és 130 kDa
méreti. Mindhdrom izoforma szdvetspecifikusan expresszalodik aktivitasuk azonban eltérd
lehet.[30] McAlear és mtsai. Xenopus Laevis oocitaba expresszaldodd splice variansok
Osszehasonlitasa soran azt talaltak, hogy a kKNBC forma aktivitdsa messzemenden nagyobb mint
a masik két varidnsé,[31] valamint az N-terminalis régio6 részleges delécié fokozza a pNBC és
rb2NBC aktivitasat. Specifikus aktivacid figyelhetd meg az egyes varidnsok esetében is. A
pNBCl1 varians aktivitasat az inozitol-1,4,5-trifoszfat receptor kito fehérje (IRBIT) jelentdsen
fokozza, feltehetdleg kdzvetlen tton, a fehérjéhez torténd kotddés révén.[32] A transzporter
aktivitasat a protein kindz C fehérje aktivalodasa is szabalyozza, melyben az NBC
foszforilacidja jatszhat szerepet.[33] A transzporter gatldszerei koziil a 4,4'-Diisothiocyano-
2,2'-stilbenedisulfonic sav (DIDS), dinitro-stilbene-disulfonate (DNDS), harmaline, furosemid

¢és a bumetanide az ismertebbek.

3.2.3. CI'/HCOs™ kicserélo

A CI7HCOs kicser€l6 a sejtbdl vagy a sejtbe torténd HCOj3™ transzportot szabalyozza,
ezaltal alkalizalja vagy acidifikalja a sejtet. Szamos izoforma tartozik ebbe a csaladba, melyeket
az SLC4A ¢és SLC26A géncsalad valamelyik tagja kodol.[34] Az SLC4A csalddba tartozo
transzporterek koz¢ tartozik az NBC, valamint a Na'-fliggé (SLC4A8 és -10) és Na'-fliggetlen
(SLC4A1-3) CI/HCO;s kicserélok. Az SLC26A csalad koziil CI/HCOs3™ kicseréloként
funkcional az SLC26A3, -4, -6, -7 illetve -9 izoforméak. Az SLC4A és -26A csalad tagjai kozott
a kiilonbséget az adja, hogy az SLC4A elektroneutralis mig a -26A elektrogén transzportot
medial. Ezen feliil a csaladon beliil az egyes tagok kozotti kiilonbséget az eltérd sztohiometria,
a transzport iranya, az apikalis vagy bazalis lokalizacio vagy a szdvetspecifikus kifejez0dés

adhatja.

Az elektroneutralis, Na'-fliggetlen SLC4A csalad tagjai jellemzden egy citoplazmikus
N- és C-termindlissal illetve egy transzmembran domén-el rendelkeznek, melyen keresztiil a

CI" és HCOs cseréje torténik.[35, 36] A csalad tagjai 12-14 transzmembran domén-el
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rendelkeznek, az egyes izoformak kozotti szerkezeti eltérések az N- és C-terminalis domének
hosszabodl adodik. Ezenkiviil a transzmembran domén szekvenciaja kozel 80%-os hasonlosagot
mutat.[34] Az SLC4A csaldd tagjai a C-terminalis doménen keresztiil kdlcsonhatasba 1épnek a
karbon anhidraz enzimmel egy metabolon-t képezve, amely egyrészt pozicionalja az enzimet
masrészt eldsegiti a HCO;3™ transzportjdt ndvelve ez altal a transzporter aktivitasat.[37]
Jellemzoben, az SLC4A1 izoforma a vorosvértestekben, a vesében illetve a szivben fordul
el6,[38] az SLC4A2 szinte mindenhol megtalalhato,[39] mig az SLC4A3 foként az agyban,
szivben és a retinaban fordul el6.[40] Az 1-es ¢s 2-es izoforma az epitél sejtek bazalis

membranjara lokalizal6dik, mig a 3-as izoforma nem fordul el az epitél sejtekben.

A Na'-fliggd SLC4A csaladd 2 tagja ismert, az NDBCE (SLC4AS8) és az NCBE
(SLC4A10). Az NDCBE els6sorban az agyban, herékben, szivizomban ¢és az oocitakban fordul
eld, mig az NCBE a vesében, méhben, idegsejtekben, a szivizomban valamint a choroid plexus
bazolaterdlis membranjan ahol alapvetd szerepet jatszik a cerebrospinalis folyadék
termelésében.[41, 42] Az utdbbi évek kutatasai kimutattak, hogy az NCBE transzporter sokkal
inkabb miikodik Na*/HCOs™ kotranszporterként, mint CI/HCOs™ kicseréléként, igy szoktak
NBCn2-nek is nevezni, utalva az NBCnl-re.[43]

Az SLC26A csalad tagjait eredetileg szulfat transzporterekként azonositottak.[44] A
fehérjére szerkezetileg jellemzd, hogy 10-14 transzmembran domén-el rendelkezik, illetve az
N- és C-termindlis régid a citoplazmaban végzddik.[45] Az SLC26A csalad tagjai egy 22
aminosavbol all6 ,,szulfat transzportald motif’-al rendelkeznek az N-terminalis régioban, amely
feltehetdleg az aniontranszportban vesz részt. Ezen feliil egy ,,szulfat transzporterek és anti-
szigma antagonistak” (STAS) nevezeti domén is megfigyelheté a C-terminalisban, melynek a
szerepe még nem teljesen tisztazott, de feltehetdleg a fehérje-fehérje kdlcsonhatdsokban vesz
részt, eldsegitve ez altal az anion kicseréld és a CFTR csatorna kozotti interakcid 1étrejottét,

valamint kot6helyet biztosit a karbonanhidraz enzim szamara.[46, 47, 48]

Az SLC26A izoformék koziil munkdm soran mélyrehatobban az SCL26A6 és A3
izoformakkal foglalkoztam. Az SLC26A6 fehérje els6sorban a vesébe lokalizalodik, ahol a
proximalis tubulusokban, a Henle kacsban, a macula densa sejtekben illetve a gyiijté csatorna
epitél sejtjeiben fordulnak el6.[49] Emellett a fehérje eléfordul a duodénum mikrovillusaiban
illetve a szivben.[50, 51] A pankreaszban mind az A6 (PAT-1) mind pedig az A3 (DRA)
izoforma megtalalhato a duktalis sejtek apikalis membranjan, ahol dsszehangoltan mitkdnek
mind egymassal mind pedig a CFTR CI csatornaval.[48, 52, 53] Ennek az Osszehangolt
mukodésnek az eredményeként, illetve az A3 ¢és A6 izoformdk eltérd lokalizaciojanak
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koszonhetden (az A6 proximalisan mig az A3 disztalisan helyezkedik el), a duktalis sejtek, akar
eltérd sztohiometriaval szekretdljak 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-h6z.[54] SLC26A6 génkiiitott egereken végzett vizsgalatok
kimutattak, hogy az izoformak képesek egymas hatasat kompenzalni, ugyanis az A6 izoforma
hianyaban sem a HCOs'szekrécio mértéke sem pedig a szekretalt folyadék mennyisége nem
csokken.[55] Ez feltehetOleg azzal magyarazhatd, hogy ezekben az egerekben jelentésen
megnd az A3 izoforma kifejezddése, amely képes az A6 izoforma hidnyaban is biztositani a
megfeleld szekréciot.[55] Mind az SLC26A6 mind pedig az A3 esetében az extracellularis [CI
] meghatarozza a transzporter iranyat. Magas luminalis CI jelenlétében (124 mM luminalis CI°
¢s 25 mM luminalis HCO3") mindkét transzporter Cl -ot vesz fel és HCOj3™ -ot szekretal.[56]
Alacsony lumindlis Cl (~ 7mM) mellett mindkét transzporter miikkodése megfordul és CI™ -ot
szekretadlnak HCOj3™ ellenében.[56] A transzporterek elsésorban ClI° és HCO;3™ ionokra
szelektivek, de mas molekuldk is transzportdlodhatnak rajtuk keresztiil, bar ezekre nézve a
transzportereknek kisebb permeabilitisa van. Igy az SLC26A6 képes transzportalni
oxalatot,[57] szulfatot[ 58] és OH  -t,[45] mig az SLC26A3 bromidot, nitratot, acetatot, szulfatot
¢és oxalatot.[59, 60, 61] A transzporternek jelenleg nincs specifikus gatlészere. A nem-
specifikus gatloszerek koziil legszélesebb korben a DIDS hasznélatos, amely nem-szelektiv
modon gatolja az anion cserét.[62, 63]

Az SLC26A gének meghibdsoddsa harom, recessziven Oroklodé genetikai
megbetegedést okozhatnak. Az SLC26A2 génben bekdvetkezd mutaciéd diasztrofikus
diszplaziat,[64] az SLC26A3 gén meghibasodasa velesziiletett hasmenést,[65] mig az
SCL26A4 gén hibaja Pendred szindrémat okoz.[66]

3.2.4. Cisztas fibrozis transzmembran konduktancia regulator (CFTR)

A CFTR CI csatorna az ATP-kot6 kazetta (ABC) géncsalad egyik tagja.[67] Az epitél
sejtek apikalis membranjan helyezkedik el, megtalalhaté a tiidoben, a bélben illetve a kiilso
elvalasztasti 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 akdr HCO3"
is képes athaladni rajta.[68, 69] A fehérje 1480 amindsavbol épiil fel és két egymassal homolog
doménbdl all. Mindkét domén 6 transzmembran szegmenst (M1-M6 és M7-M12) és egy
nukleotid-k6té domént tartalmaz (NBD-1 és NBC-2). (2. abra) A két homoldog domén egy
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ugynevezett R-domén-en keresztiil kapcsolodik egymashoz, amely szamos foszforilacids helyet
tartalmaz.[67] A csatorna leginkabb a CI' -ra szelektiv. Az anionok és kationok kozotti
megkiilonboztetésben az intracelluldrisan elhelyezkedd toltés szelektivitas filter ezen belill is
az M6 szegmensen 352-es pozicioban talalhatd, pozitiv t6ltésii arginin jatszik szerepet, amely
egy elektrosztatikus akadalyt képez a kationokkal szemben.[70] Az Arg-352 hianyaban a
csatorna Na' atereszt képessége tobbszordsére nd.[71] A csatorna nyitodasat két tényezd
befolyasolja, az egyik a foszforilacié a masik pedig az ATP megkdtése és hidrolizise.[72, 73,
74] A foszforilacids helyek az R domén-en talalhatdak, melyek a protein kinazok (protein kinaz
A ¢és C (PKA ¢s PKC)) szamara hozzaférhetéek.[67, 72, 73, 74] A foszforilacid ndveli ugyan a
csatorna nyitddasat,[72, 75] de nem elégséges hozza. Egyes tanulmanyok szerint R domén
hidnyédban is miikoddképes a csatorna,[76, 77] annyi kiillonbséggel, hogy MgATP jelenlétében,
foszforilacid nélkiil is konstitutivan aktiv. Az R domén hianya emellett csokkenti a csatorna
utal, hogy az R domén valamilyen mértékben befolyasolja a nukleotidok és az NBD kozotti
kolesonhatast.[77, 78] A csatorna nyitott és zart allapotaért az ATP a felelds, amely az NBD-n
keresztiil képes kotdédni a csatorndhoz.[72, 73, 74] Az ATP hidrolizise indukalja a csatorna
nyitodasat, majd a képzodott ADP levalik. A jelenleg leginkabb elfogadott nézet szerint, az
NBD-1 domén-en torténd hidrolizis nyitja, mig az NBD-2 domén-en térténd hidrolizis zarja a
csatornat.[72, 74] A csatorna nyitdddsa sordn a két NBD 0Osszekapcsolodik ami egy
konformdcios valtozast indukal a transzmembran doménekben, melynek eredményeként az
eddig intracellularisan elhelyezkedd szubsztratkoté hely az extracellularis oldalra kertil,
elésegitve ezaltal a Cl” vagy mds szubsztrat transzportjat. Kisérleti adatok vannak arra nézve,
hogy az NBD-1 domén-ben bekodvetkezd mutacio csokkenti a csatorna nyitodasat, mig az NBD-
2-ben bekdvetekz6 mutacid a CFTR zarddasat lassitja.[79, 80, 81] Ezek alapjan elmondhato,
hogy a CFTR nyitodasi/zarddasi frekvencidjaban és idétartamaban jelentds szereppel bir az
NBD doméneken torténd ATP hidrolizis. A CFTR deaktivacidjaban protein foszfatdzok (PP2C
¢s PP2A) vesznek részt, melyek defoszforilaljadk az R domént.[82, 83]

A CFTR hianya vagy nem megfeleld miikddése a leggyakoribb 6rokletes megbetegedés
a cisztas fibrozis (CF) kialakulasahoz vezet.[84, 85] A CF egy autoszomalis recessziv
megbetegedés, amelyet a CFTR génben bekdvetkezé mutdcid okoz. A leggyakoribb mutécio,
ami a betegek 70-90 %-at érinti, az 508-as pozicidoban 1évo fenilalanin delécigja (AF508).[86]
Ezenkiviil tovabbi mutédcidkat is leirtak, melyek a CFTR csatorna funkciojat kiilonb6zéképpen

befolyasoljak és ennek megfelelden eltérdek a betegség tiinetei. A CF jelenleg a leggyakoribb
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orokletes megbetegedés, melynek incidencidja 1/3500, a kaukazusi populacioban.[87, 88] A
CFTR csatorna nem megfelelé miikddése tobb szervet is érint, melyek koziil a tiido és a
pankreasz a leginkébb érintettek. A tiidében a csokkent folyadékszekrécié miatt sériil a
mukociliaris ,,clearance” mechanizmus, melynek eredményeként nem megfelelden tisztul a
tiid6, melegagyat biztositva a kiilonb6z6 baktériumok elszaporodasanak és gyulladasok
kialakuldsédnak.[89] A pankredszban a CFTR hianyaban képz6ddé vastag nyak felszivodasi
zavarokat, steatorrhoea-t, illetve pankreatitiszt okozhat. Az utobbi 20 évben nagyon
dinamikusan fejlodott a betegség terapidja. A jelenleg elérhet6 terapiaknak (ASL helyreallitasa,
gyulladasgatld és antibakterialis szerek, enzimpo6tld készitmények, tiido transzplantacio) és az
1) megkozelitéseknek (génterapia; ivacaftor/lumacaftor) kdszonhetden a betegek atlag életkora

mara mar 38 év-re kitolodott, de nem ritka az 50 év feletti életkor sem.[90, 91]

MSD1  MSD2

4 ) ' 4 \

T 1
o o
N
NBD1
ATP j ATP
ADP ADP
+Pi +Pi
J/ p

PKA & ATP C :

2. abra. A cisztas fibrozis transzmembran konduktancia reguliator (CFTR) csatorna szerkezeti képe. MSD:
transzmembran domén, NBD: nukleotid-k6té domén, PKA: protein kinaz A.

A csatorna legszélesebb korben hasznalt, specifikus aktivatora a forskolin, amely a
cAMP szint emelésén keresztiil aktivalja a PKA-t.[92] Emellett, a genistein egy CFTR
potentiator, amely kolcsonhat az NBD1 és 2-el, ezdltal stabilizdlja a két domén
dimerizacidjat.[93] A 3-izobutil-1-metilxantin (IBMX) indirekt mdédon a foszfodiészteraz
gatlasa révén aktivalja a csatornat.[94] A CFTR gatloszerek koziil a CFTR(inh)-172 a leginkabb
elterjedt, amely a csatorna nyitodasat gatolja azaltal, hogy kdlcsonhat a 347-es pozicidban 1évo

arginin-el.[95] Tovabbi specifikus gatloszerek még a GlyH-101, amely az extracellularis oldal
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felol, fesziiltség-fliggd modon, eltdmiti a csatorna porusat illetve a glibenclamide, ami pedig

szamos helyen kolcsonhat a csatorna porusaval.[96]

3.3. Gasztrointesztinalis epitél sejtek

A gasztrointesztinalis traktust 4 réteg épiti fel. A legbelsd réteg a mukdza, amely a tobb
rétegben elhelyezkedd epitél sejteket tartalmazza. Az epitél sejtek egy vékony hartyan a lamina
proprian iilnek, mely alatt egy vékony simaizomréteg talalhatd. A szubmukoéza réteg egy
vékony laza rostos kotészoveti réteg, amelyben a vér- és nyirokerek valamint idegek futnak.
Ezt koveti az izomréteg, amely egy belsd korkoros €s egy kiilsé hosszanti izomrétegbdl all és a
GI traktus perisztaltikdjat biztositja. Az izomréteget kdtészovet boritja, melyet savos hartyanak
vagy serosa-nak is neveziink és vérereket, idegeket és zsirszovetet tartalmaz. Ez a 4 réteg szinte
az egész GI traktusban megfigyelhetd, bar egyes teriileteken szerkezeti eltérések figyelhetdek
meg, ami egy adott funkciora ellatisara specializalodott. Igy példaul a szajiireg, garat és
nyeldcsd esetében tobbrétegii, el nem szarusodd lapham talalhat6, melynek elsédleges feladata
az alsobb rétegek védelme. Szekretorikus epitél sejtek feleldsek az emésztéenzimek, ionok és
viz elvalasztasaért, a gyomorban illetve a pankreaszban. Felszivoham béleli a vékonybelet,
amely a tadpanyagok felszivasaban vesz részt, mig a vastagbelet boritd nyalkahartya réteg a viz
visszaszivasaban ¢és a nyak termelésében jatszik szerepet. Alapvetéen elmondhato, hogy a GI
epitél setjek tobb liter folyadékot szekretalnak és abszorbealnak naponta, amely biztositja a
tapanyagok megemésztését és felszivodasat. A napi ~7 liter mennyiségi, kiilonb6zo ionokat és
emésztdenzimeket tartalmazd szekrétum a nyalmirigyek (~1 L), a gyomor (~1,5-2 L), a
vékonybél (~1-1,5 L), a pankreasz (~1-1,5 L) és a mdj (~1 L) mitkddésének kdszonhets. A
termelt szekrétum a vékony- és vastagbelen keresztiil nagyrészt visszaszivodik és csak
elenyészd mennyiség (0,2-0,3 L) tavozik a széklettel. A kivalaszto és felszivo folyamatok
kiilonb6zé membranfehérjék, iontranszporterek és vizcsatornak dsszehangolt miikodése révén
valosul meg. Munkam soran az epitelidlis iontranszport folyamatokat és az ehhez kapcsolddod

sejten beliili szignalizacios utvonalakat vizsgaltam a pankredszban illetve a nyel6csdben.

3.3.1. Pankreész epitél sejtek

A pankreasz egy kettds elvalasztast mirigy, endokrin és exokrin részt kiilonithetiink el
benne. Az endokrin részt a Langerhans-szigetek alkotjak, melyek foként a és B sejtekbdl

éplilnek fel és a szénhidrat anyagcsere szabalyozasaban jatszanak dontd szerepet. Az exokrin
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pankredszban a két f0 sejt tipus az acinus €és a duktalis sejtek. Az acinus sejtek feleldsek az
emésztéenzimek szintéziséért, melyeket inaktiv formaban szekretadlnak a pankredsz nedvbe. A

crer

térfogatanak nagy részét adja.

3.3.1.1 Acinus sejtek

Az acinus sejtek az exokrin pankredsz tomegének kb. 80%-at teszik ki.[97] Az acinus sejtek
a pankredsz funkcionalis egységét képezik, melyek szintetizaljak, taroljak és szekretaljak az
emésztdenzimek inaktiv formajat. Az acinus sejtek jellegzetes piramis alakuak, kis apikalis és
nagy bazalis membran-al. Az emésztéenzimeket tartalmazd szekretorikus granulomok az
apikalis membran kozelében helyezkednek el €és innen szekretdlédnak az acinusok kdzponti
lumenébe, az intercellularis kanalikulusokba. Az acinusok altal termelt emésztdéenzimek harom
{6 kategoriaba sorolhatoak. Az a-amiléz a szénhidratok, a lipazok a zsirok, mig a proteazok a
fehérjék bontasaban vesz részt. Az enzimek szintézise a riboszomakban torténik majd az
endoplazmatikus retikulumba (ER) keriilve tovabbi modositasokon (foszforilacio, diszulfid
hidak képzddése, glikolizacid, konformacid valtozas) mennek at. A fehérjék az ER-bol a Golgi
apparatusba keriilnek, ahol tovabbi poszttranszlaciés modositasokon esnek at, illetve itt torténik
a fehérjék koncentralasa. A Golgi apparatusban torténik tovabba az egyes fehérjék
szétvalasztasa ¢s megfelel6 kompartmentbe juttatdsa. Az emésztOenzimek a zimogén
granulumokban keriilnek, mig a lizoszémalis hidrolazok, mint a katepszin-B, a lizoszoémakba.
Az emésztdenzimek szekrécidja exocitozissal torténik, kiilonb6z6 endokrin, parakrin illetve
neurokrin hatidsokra, melyet az étel tapcsatornaba kertilése valt ki. Az exocitozis soran a
zigmogén granulumok fuzionalnak a plazmamembrannal és tartalmukat az intercellularis
kanalikulusokba iiritik. A neurohormonalis hatasok koziil az kolecisztokinin (CCK), az
acetilkolin (Ach) az (Ca*"); szint emelésén és a PKC aktivacié révén, mig a szekretin illetve
vazointesztinalis polipeptid (VIP) a cAMP szint emelésén és a PKA aktivacio révén stimulaljak

a granulumok iiritését.[97]

Az acinus sejtek kis mennyiségli, izotonikus, plazma-szerli folyadékot szekretalnak, ami
gazdag Na'-ban és Cl° -ban. A Cl" a bazilisan elhelyezkedé Na'/K'/2Cl" (NKCC)
kotranszporteren keresztiil jut a sejtbe,[98, 99, 100] majd az apikalis membranon talalhato CI°
csatornan keresztiil (feltehetdleg TMEMI16a) szekretalodik a lumenbe.[101, 102] A Na®
tobbnyire paracelluldris utvonalon a tight junction-okon keresztiil transzportalodik a

lumenbe,[103, 104, 105] melynek a {6 hajtoereje a bazalisan elhelyezkedd Na'/K" ATP4z.[106]
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crer

cAMP/PKA rendszer fokozza. A megemelkedett (Ca®"); szint egyrészt hatassal van az apikalis
CI" csatorna miikddésére, masrészt aktivdlja a bazolateralis oldalon elhelyezkedd Ca**-aktivalta
K" csatornak miikodését,[106, 110] ami fokozza az elektrokémiai hajtoerdt a Cl- szekréciora a

luminalis membranon.

3.3.1.2 Duktalis sejtek

A pankredsz duktalis vagy masnéven vezeték sejtek az exokrin pankredsz tomegének
elenyész0 részét képezik, azonban funkcidjukat tekintve nélkiilozhetetlenek a normalis
homeosztazis fenntartdsaban. A duktélis sejtek az intercellularis kanalikulusokbol indulnak
melyek intra- €s interlobularis duktuszokka szedddnek 6ssze, majd az interlobuléris duktuszok
a fo duktalis vezetékbe (Wirsung vezeték) torkollanak (3. dabra). A Wirsung vezeték a

duodénumba nyilik a kdzds epevezetékkel a Vater ampullanal.[97]

- Acinus sejtek Acinus

Interkalaris

\ Intercellularis
\ duktusz

\ kanalikulus
Extralobularis N
vezetékek

\ Interlobularis Intralobularis

\ dukt
F6 pankreasz duktusz uktusz

vezeték

3. abra. A pankreasz duktalis rendszer felépitése. A pankredsz mikodési egységét az acinusok képezik, melyek
szekrétumukat a sejtkozotti csatorndkba jutattjdk. Innen az interkalaris duktuszokon keresztiil az intralobularis
duktuszok vezetik tovabb a szekrétumot, amely 1-1 acinus lobulusbdl indul ki. Az intralobularis duktuszok
interlobularis duktuszokka szed6dnek 6ssze, melyek végiil a f6 pankreasz vezetékben torkollanak.

A duktalis sejtek cuboidalis vagy piramis alaku sejtek, melyek nagy mennyiségii
mitokondriumot tartalmaznak, ami az energiaigényes ionfolyamatok miatt sziikséges, mig
egyéb sejtalkotok, tigy mint a Golgi apparatus vagy a durva ER viszonylag kis szamban

fordulnak eld. A duktuszok és acinusok hataran talalhaté centroacinaris sejtek, duktalis
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karakterisztikat mutatnak és atmenetet képeznek az acinus és duktalis sejtek kozott.[103] A
szekretorikus duktalis sejtek mellett mucindzus sejtek is eléfordulnak a duktélis fa minden
egyes szegmensében, melyek a nydk termelésében toltenek be fontos szerepet. A duktalis sejtek
szamos feladatot latnak el a pankredszban: 1) szerkezeti vazat biztositanak az acinusoknak
illetve az endokrin szovetnek, ii) vivokozeget biztositanak a pankreasz altal termelt
makromolekuldknak (emésztéenzimek, mucin) iii) semlegesitik a gyomor fel6l érkezd savas
kémbhatast, optimalis koriilményeket biztositva az emésztéenzimek miikodéséhez, valamint iv)
eldsegitik a mucin szekréciot valamint hidrataljdk és oldatban tartjdk a mucin molekuldkat
megakadalyozva a temelddott nydk bestirisodését. A duktalis sejtek altal termelt alkalikus
folyadék a naponta termelt 1-2 liter pankreasz nedv dontd tobbségét adja.[111, 112, 113] A
HCOs5™ szekrécid tobb ion transzporter 6sszehangolt miikodése révén valosul meg, melyek a
duktalis fa proximalis és disztalis végén eltéroképpen expresszalodnak. A duktélis iontranszport
folyamatok az acinusok altal termelt izoténids folyadék Osszetételét némiképp modositjak,
melynek eredményeként a Cl nagy része visszaszivasra keriil, mig a Na' koncentracioja
valtozatlan marad. Az acinusok és duktalis sejtek dsszehangolt miikddéseként a pankredsz 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*.[103, 111, 112, 113] A nedv iondsszetételét nagyban befolyasolja a szekrécié mértéke is.
Az 1980-as évekig gy gondoltak, hogy a pankreasz duktuszok egyetlen feladata, hogy egy
mechanikus vazat biztositanak az acinusok szdmara. Ez a nézet a 80-as évek elején dolt meg,
amikor Barry Argent ¢s mtsai. olyan izolalasi technikat dolgoztak ki, melyel lehetévé valt a
duktalis sejtek funkcionalis vizsgalata.[114] Ezeknek a vizsgalatoknak kdszonhetden ismerté
valt, hogy a duktalis sejtek alapvetd élettani funkciot is betdltenek, azaz egy HCO3™-ban gazdag,
folyadékot szekretdlnak. A humdan pankredsz duktélis epitél sejtek, akar 140 mM-os
koncentracioban is képesek HCO3™ szekretalni, melyben résztvevo transzportereket a 4. abra
szemlélteti. A szekretalt HCO3™ legnagyobb része a vérbdl szdrmazik, ahonnan a HCO3™ a
bazolaterdlisan elhelyezkedd NBC-n keresztiil jut a sejtbe. Pankredsz duktalis sejtekben az
egyes izoforma talalhato (NBC1), amely elektrogén transzporter (két HCOs™-ot és 1 Na'-ot
juttat a sejtbe), ezaltal jelentOs szerepet jatszik a nyugalmi membranpotencial fenntartasaban,
ami az apikalis membrénon keresztiili HCO3™ szekrécidohoz elengedhetetlen.[115, 116] Egy
sejt membranon keresztiil. A sejtbe bejutott CO, szénsavva alakul, majd a keletkezett szénsav
disszocial HCOs™-ra és H'-ra. Mindkét folyamatot a szénsav-anhidraz enzim (CA) katalizalja.

Ezt kdvetden a H" a bazolateralis NHE-n és H'-ATPaz-on keresztiil hagyja el a sejtet, mig a
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HCOs™ az apikalis oldalon elhelyezkedd ClI/HCO;3™ cserélon keresztiil (SLC26A3 és A6)
szekretalodik a lumenbe.[53, 54, 117] A HCOs  szekrécid masik kulcsfontossagl transzportere
a CFTR CI csatorna, amely szintén a duktalis sejtek luminalis membranjan helyezkedik el és
szoros 0sszhangban mikddik az SLC26 anion kicserélovel.[105, 118] A legtijabb vizsgalatok
azt mutatjak, hogy a CFTR csatorna R doménje kolcsonhat az SLC26 transzporter C
termindlisan 1évé STAS domén-el és ezt a kolcsonhatast az R domén foszforilacidja méginkabb
fokozza.[48] Sokaig uralkodott az a nézet, mely szerint a CFTR csatorna egyetlen feladata a CI°
/HCO3™ cseréhez sziikséges luminalis Cl” koncentracié biztositasa. Az utobbi évek kutatasi
eredményei azonban egyértelmiien bizonyitjak, hogy stimulélt szekrécido soran a csatorna

ionszelektivitasa megvaltozik.[119]

Vér _:‘ Lumen
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co, — [ CO; + H0
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HCOy Heo
Na* . 2 3
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4. abra. A pankreiasz duktalis HCOs szekréciéban részt vevé transzporterek. A HCO; direkt ton a
bazolateralis Na"™-HCOs kotranszporteren keresztiil jut be az epitél sejtbe. Ezen a folyamaton kiviil a HCO;™ sejten

s

HCOs és H' ionokat katalizal. Az igy keletkezé6 H', a H"-pumpan vagy a Na*/H" cserél6n keresztiil hagyja el a
sejtet. A HCOjs™ szekrécidja az apikalis membranon elhelyezked6 CI/HCOs™ cseréldn illetve a CFTR Cl- csatornan
megy végbe.

A HCOs  szekréciohoz az energiat a Na'/K" ATPaz biztositja, amely nagy szamban fordul el6
a duktalis sejtek bazalis membranjan. A pumpa a szintén bazélisan elhelyezkedd K*
csatornakkal egyiitt Na* és K* gradienst tart fenn a membréan két oldalan. A K* gradiens negativ
membran potencialt hoz Iétre, amely egy elektrokémiai hatjoerét biztosit a luminalis
membranon keresztiili anion szekrécidohoz, mig a Na' gradiens eldsegiti a HCOs

crer
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A duktalis folyadék ¢és elektrolit szekrécidt szamos szabalyozo fehérje befolyasolja. Ezek a
szabalyoz6 fehérjék egy adaptor fehérjén, ugynevezett PDZ fehérjén keresztiil kapcsolédnak
egymashoz illetve a célfehérjéhez egy tobb komponensii haldzatot 1étrehozva. Az egyik ilyen
fontos szabalyozo fehérje az NHE szabalyozo faktor (NHERF), melynek harom izoformaja
ismert (NHERF1-3).[120, 121] Ez a fehérje fontos szerepet jatszik a CFTR illetve az NHE
foszforilacigjaban valamint a memranra torténd szallitasdban. A WNK (lizin-mentes kinéaz)
csalad tagjai a transzporter fehérjék expresszidjat csokkentik a SPAK/OSR1 utvonalon
keresztiil, azaltal hogy foszforilaljak ezen fehérjéket és fokozzak a lebontasukat.[122, 123, 124]
A WNK/SPAK utvonal a duktalis sejtek nyugalmi allapotanak fenntartdsaban jatszik fontos
szerepet. Tovabbad meg kell emliteni az IRBIT fehérjét, amely az IP; receptor IP3-kotd
doménjével kdlcsonhat.[125] Ez a fehérje Osszetett szerepet jatszik mind a nyugalmi mind
pedig stimulalt duktalis HCOs™ szekrécioban.[111] Egyrészt a duktalis Ca®" szignalizaciot
gatolja azaltal, hogy az IPs-al verseng a receptorialis kotOhelyért,[125, 126] masrészt pedig
képes kotddni a NBC és CFTR transzporter fehérjékhez és jelentdsen megndveli azok
aktivitasat.[32, 127] Nyugalmi allapotban a bazolateradlis NHE3 illetve NBC fehérjékhez
elosegitd transzporterekkel kolcsonhatva gatolja a WNK/SPAK-indukalta foszforilaciot és
endocitdzist, megnovelve ezen transzporterek expresszidjat.[111] Sokaig nem volt ismert,
hogyan képesek a duktalis sejtek fenntartani a HCO3™ szekréciot egy HCOs™-ban gazdag
luminalis folyadékba, melynek koncentracioja akar a 140 mM-ot is elérheti. Tobb elmélet is
sziiletett a HCOj3™ szekréci6 mechanizmusanak a leirdsara, melyet végiil Park és mtsai-nak
sikeriilt azonositani.[119] A korea-i munkacsoport kisérletei soran tobbféle modszertani eljarast
alkalmazott, beleértve az izolalt duktélis sejteken torténd patch clamp technikat is, melynek
optimalizalasdban jomagam is részt vettem. Newcastle-i tartozkodasom soran szerencsém volt
egylitt dolgozni a kozlemény egyik tarsszerzdjével, akinek megtanitottam a duktalis sejt
izolalas egy altalam tovabbfejlesztett valtozatat, melynek koszonhetéen hatékonyabba valt ezen
sejtek elektrofiziologiai vizsgdlata. Ezen vizsgalatoknak koszonhetéen Park ¢és mtsai.
karakterizaltak a CFTR csatorna miikodését alap és stimulalt koriilmények kozott és egyéb

crcr

abra), mely megjelenése 6ta tobb mint 100 idézetet kapott.

A duktélis HCO3 szekrécio egy bonyolult folyamat, teljesiiléséhez tobbféle feltételnek is
teljestilnie kell. Egyrészt sziikséges hozza, hogy a duktalis sejtben megfelelé koncentracioban

legyen jelen a HCOs", melyet a bazolaterdlis oldalon 1évd transzporterek biztositanak,
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elsésorban az NBC. Emellett szlikséges, hogy a luminélis membranon 1€évé transzporterek
képesek legyenek a HCOz3™ -ot a magas luminalis HCO3™ koncentracid ellenére is a lumenbe
szekretalni, melyhez a hajtéerét a negativ luminalis membranpotencial biztositja. A HCO3
szekrécio eltérden zajlik a proximalis és disztalis duktuszokban, melynek kétlépcsds modelljét
az 5. abra szemlélteti. Alap allapotban a HCO;s ionok az anion kicserélon keresziil
szekretalddnak a lumenbe mindaddig, amig a HCO3™ koncentracidja el nem éri a ~ 70 mM-t.
Stimulacié hatdsara (étkezés) a vagusz idegekbdl szekretin illetve vazointesztinalis peptid
szabadul fel, ami a pankreasz duktalis sejteket stimulalja és cAMP felszabadulast indukal.[103]
A proximalis duktuszokban a felszabadul6 cAMP hatasara fokozodik a CFTR-indukélta HCO3"
szekrécio a CI/HCOs™ kicserélon keresztiil. Tovabba az IRBIT gatolja a WNK/SPAK/OSR1
folyamathoz sziikséges luminalis [CI]-t a CFTR csatorna biztositja. Mivel az SLC26A6 két
HCOs™ -ot szekretal 1 Cl ellenében, ezért a lumenben folyamatosan néni fog a [HCO3], mig a
[CI] jelentdsen lecsokken (~100 mM HCO3™ és ~60 mM CI). A disztalis duktuszok fel¢ az
alacsony lumindlis [Cl] miatt a CFTR csatornan keresztiil tobb Cl” fog szekretaldédni, ami a [CI”
]i csokkenéséhez vezet. Az alacsony [Cl]; aktivalja a WNK/SPAK/OSRI1 tutvonalat, mely
egyrészt megvaltoztatja a CFTR szelektivitasat és permeabilisebbé valik a HCOs;™ ionok
szamara, masrészt a foszforilaciod révén legatolja az anion cseréld miikodését, megakadalyozva
ez altal a HCO;™ reabszopciojat. Ezen két mechanizmusnak kdszonhetden a tovabbra is fennalld
hajtoerd (negativ luminalis membran potencial) a HCO3™ ionokat a CFTR csatornan keresziil
juttatja a lumenbe, 1étrehozva ez altal egy HCOs3™ -ban gazdag (~ 140 mM) szekrétumot.[119]
A masik anion csatorna, amely a CFTR mellett a duktalis sejtek apikdlis membranjan
megtalalhatd, a Ca®" aktivalta CI” csatorna (CACC), melyet a (Ca?"); szint emelkedése (10 nM-
1 uM) aktival.[128] A jelenlegi ismereteink alapjan ez a csatorna is hozzajarul a luminalis CI”

koncentraci6 fenntartasahoz szekrécio alatt.

A duktalis HCO3™ szekrécidé hormonalis szabalyozéasdban tobb mechanizmus is szerepet
jatszik, melyek serkentd vagy gatld hatdst fejhetnek ki. A serkenté mechanizmusok koziil a
szekretin az egyik legfontosabb szabalyoz6 elem, amely a cAMP szint emelésén keresztiil
fokozza a PKA aktivitast, melynek eredményeként né a CFTR csatorna konduktancidja és ez
altal a HCOs3 szekrécié is.[103, 129] Emellett serkentdleg hat a véraram fel6l az Ach, a
hisztamin és angiotenzin II valamint a lumen feldl az ATP és Ca*' is, melyek alapvetden a

(Ca*")i emelésén keresztiil stimulaljak a HCOs elvalasztasat.[130, 131, 132, 133, 134]
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5. abra. A pankreasz duktalis HCOs™ szekrécio jelenleg leginkabb elfogadott mechanizmusa. A cAMP
hatasara a CFTR-fiiggdé CI/HCOs™ kicseréld aktivitasa tobbszorosére nd, melynek eredményeként fokozatosan nd
a luminalis HCOj3™ és csokken a luminalis Cl” koncentracid. A luminalis CI" csokkenése stimulalja a CFTR
csatorna mitkodését, melynek hatasara csokken a sejten beliili Cl" koncentracio. Ennek hatasara aktivalodik a
WNK1-OSR1/SPAK utvonal, melynek hatasara fokozodik a CFTR csatorna permeabilitasa HCO;3 -ra és
gatlodik a CI/HCOs™ kicseréld mitkodése. Forras: Park et al. Gastroenterology 2010,139:620-631

A szekréciot gatldé mechanizmusok koziil egyes szerek indirekt modon fejtik ki a hatasukat, a
kolinerg rendszer aktivitdsanak a csokkentése, vagy az adrenerg rendszer aktivitdsanak a
novelése révén. Ezzel szemben a subtance P (SP) a duktélis sejtekre kozvetleniil fejti ki gatld
hatasat a cAMP szint csokkentésén keresztiil.[135] Direkt gatld hatds igazolddott még az
arginin-vasopresszin és az S-hidroxitriptamin (szerotonin) esetében is melyek a (Ca®*");

csokkenésén keresztiil gatoljak a HCO3™ szekréciot.[136, 137, 138]
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3.3.2. Nyel6cso epitél sejtek

A nyeldcsO epitél sejteken keresztiili iontranszport folyamatokkal az utdébbi években
kezdtem el foglalkozni. Normal korilmények kozott a nyeldcsovet egy tobbrétegli, el nem
szarusodo lapham béleli, melyet mukdzanak neveziink. A mukoza fontos védd funkceiot tolt be,
azaltal, hogy védi az alsobb rétegeket a mechanikai és vegyi sériilésektdl. A defenziv tényezdk
kozé tartozik a nyadktermelés, a clearance illetve az epitelidlis rezisztencia, melyet eldszor
Orlando és mtsai. irtak le.[139, 140] Az epitelidlis rezisztencidban alapvetden 3 mechanizmus
vesz részt: a pre-epitelidlis, az epitelidlis és a poszt-epitelidlis védelem. A pre-epitelidlis
védelembe a nyeldcsé mukoza nydk boritasa, illetve a felszini HCOj3™ szekrécid tartozik, ami
egy alkalikus mikrokdrnyezetet alakit ki, védve a sejteket a savas expoziciotdl. A poszt-
epitelidlis védekezésnek legfontosabb komponense a nyeldcsd zavartalan vérellatasa, ami a O
¢s HCOs" ellatas biztositdsa révén jarul hozza a nyeldcsd épségének fenntartadsdhoz. Mivel a
pre- illetve poszt-epitelidlis védekezd mechanizmusok a nyeldcsé esetében nem jelentdsek,
fontos szerep jut az epitelidlis védekezd mechanizmusoknak, melynek mind strukturalis mind
pedig funkcionalis elemei vannak. A strukturdlis elemek kozé elsdsorban a tight junction-6k
tartoznak, melyek mechanikus barrier-t képeznek a lumindlis tartalommal szemben. A
funkcionalis mechanizmusok koz¢ tartozik az epitél sejtek proliferacidja és helyredllitasa, a
puffer rendszerek (HCO;™ és foszfat puffer rendszer), valamint az ion transzporterek a sejtek
apikalis és bazolateralis membranjan.[140, 141] A nyeldcsé 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.[142] A csatorna funkcidja nem teljesen
tisztazott. Tobey és mtsai. kimutattak, hogy a savas pH gatolja a csatorna aktivitasat, ami
feltehetdleg egy védekezd mechanizmus a luminalis sav-al szemben.[143] Mas tanulméanyok
azt talaltdk, hogy a kationok transzportja mellett ez a csatorna fontos szerepet jatszik a sejtek
sejtek potlasat az alsobb, nem differencialodott rétegekbdl.[142] Az EECs bazolateralis
membranjan lényegesen tobb ion transzportert sikeriilt azonositani. Tobey és mtsai. egy Na'-
fiiggd és egy Na'-fiiggetlen C1/HCO5 kicseréld jelenlétét azonositottak nyul EECs-en.[144] A
acidozisaban jatszik szerepet. A Na'-fiiggetlen CI/HCOs  kicserél6 ellentétesen mitkodik és a
HCOj5™ felvételét katalizélja, ezaltal a sejtet alkalizalja. Az anion kicserélé mellett NHE1
jelenlétét mind mRNS mind pedig fehérje szinten is sikeriilt azonositani a patkany, nytl és

humén EECs-en, ahol a pH homeosztdzis fenntartasa mellett fontos szerepet jatszik a
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sejttérfogat, proliferacio €s sejttulélés szabalyozasaban.[145, 146, 147] Ezek a tanulméanyok
normdl nyelécsd epitéliumon vizsgaltdk az ion transzporterek kifejez6dését, mig ezen
transzporterek jelenléte illetve aktivitdsa a nyeldcsé gyulladdsos megbetegedéseiben kevésbé

tanulmanyozott.

3.4. Az epitél sejtek szerepe GI betegségekben

3.4.1. Akut pankreatitisz

Az akut pankreatitisz (AP) a pankreasz gyulladdsos megbetegedése, melyben a
mortalitds és morbiditds még ma is nagyon magas. A betegség atlagos incidenciaja 13-80 eset
/100 000 lakos/év, mely a fejlett orszagokban egy novekvo tendenciat mutat. Az AP sulyossagat
tekintve lehet enyhe, kozepes €s sulyos lefolyasu.[148] Az esetek dontd 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.[ 149, 150] A diagndzis felallitdsanal a felhasi
fajdalom, az emelkedett szérum amilaz és lipaz szint, valamint a pankredsz morfologiai
elvaltozéasai a dontéek. A jelenleg leginkabb elfogadott nézet szerint a betegség kialakuldsaban
a tripszin 1d6 el6tti aktivalodasa kulcs fontossagh 1épés,[151] bar a pontos pathomechanizmus
a mai napig nem teljesen ismert. Az esetek 80%-aért az epekovesség ¢és a talzott
alkoholfogyasztds a felelés.[152, 153] (6. abra) Az Opie-féle tedria szerint a bilidris
pankreatitisz kialakuldsdért a Vater papilldba be¢kelddott epeuti ké a felelds, amely ez altal
megakadalyozza a pankredsz nedv elfolyasat.[154] A biliopancreaticus reflux soran a duktalis
vezetékrendszerbe jutott epe karosithatja a pankreészt illetve eldsegitheti az emésztéenzimek
1do6 eldtti aktivalodasat. Az alkohol-indukalta AP esetében a tulzott alkoholfogyasztas hatasara
megnd a pankredsz nedv elvélasztdsa és ezzel egyidejiileg fokozodik a Vater papilla
kontrakcioja, megakadalyozva a pankredsz nedv elfolydsat.[155, 156] Emellett az etanol
(EtOH) bomlasa soran olyan metabolitok képzddnek, melyek karosithatjak az acinus sejteket
¢s az enzimek aktivalodasat okozhatjak.[157, 158, 159]

Az utdbbi évek kutatasai egyre inkabb elétérbe helyezték a duktélis sejtek szerepét az AP
pathomechanizmuséban. A 90-és években Czakd és mtsai. cerulein-indukalt akut kisérleti
pankreatitisz vizsgéalata soran a cerulein injekciot koveté néhany oraban megndvekedett
folyadékszekréciot tapasztaltak, mely a pankredsz nedvhez képest hipoproteinémids volt és
megeldzte a pankredsz morfolégiai elvaltozasait.[160, 161] Hasonlé hipoproteinémias

hiperszekrécid volt megfigyelhetd Na'-taurokolsav —retrograd infuzidja soran is
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patkanyban.[160, 161] A betegség progresszidja soran a hiperszekrécidt hiposzekrécio illetve a
pankredsz szovet karosodasa kovette. Ezek az eredmények egyfajta aspecifikus
védOmechanizmus jelenlétére utalnak, mely az AP korai szakaszaban még a szovet karosodasa
elétt megprobalja a pankreasz lumenébdl kimosni a kérositdo tényezoket. Ahogy korabban
emlitettem az AP kialakulasédban a két {6 etioldgia tényezo a talzott alkohol fogyasztas illetve
az epekovesség. Ezen agensek a duktalis folyadék és HCOs™- és folyadékszekréciot dozisfiiggd
mobdon befolyasoljak.[162, 163, 164]

Idiopatias Egyéb

10% 10% /\
*  Autoimmun

*  QGyogyszer-indukalt
* latrogén

e Virus-fert6zés

Génmutacio

Cisztas fibrozis
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45% *  Trauma
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35%

6. abra. Az akut pankreatitisz etiologiaja.
Az EtOH hatasa a duktalis epitél sejtekre:

Ishiguro és mtsai. azt talaltdk, hogy 0,3-30 mM-os koncentracioban az EtOH fokozza a
szekretin-stimulalta duktalis folyadékszekrécidt, mig nagy dozisu alkohol esetén (100 mM) ez
erteljesen gatlodik.[164] Nem ismert, hogy az EtOH serkentd és gatlo hatasaban milyen sejten
beliili mechanizmuson vesznek részt. A CFTR CI csatorna fontos szerepet jatszik a duktalis
HCOs™ szekrécioban, azaltal, hogy a CI/HCOs3™ kicseréld miikddéséhez sziikséges Cl-ot
biztositja. Szamos tanulmanyban leirtdk, hogy a CFTR csatorna génjében bekovetkezd mutacid
nemcsak a CF-el, de pankreatitisz-el is tarsul, azonban az EtOH hatasdt a csatorna
konduktancidjara nem vizsgaltak még. Raju és mtsai. kimutattdk, hogy léguti epitél sejtek 24
ords inkubacioja EtOH-al (100 mM) er6teljesen gatolja a CFTR csatornat, azaltal, hogy
befolyasolja a sejten beliili cAMP szintet.[165]

Munkdnk sordan célul tiztiik ki, hogy megvizsgaljuk az EtOH illetve metabolitjainak a
hatasat a duktalis CFTR csatorna miikodésére, melynek segitségével egy teljesebb képet
kaphatunk az EtOH hatdsdnak sejtszintii mechanizmusairol, amely eldsegitheti az alkohol-

indukalta pankreatitisz pathomechanizmusdnak jobb megértését.[166]
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Az epesavak hatasa a duktalis epitél sejtekre:

1) Korédbbi vizsgalataink soran leirtuk, hogy a CDCA alacsony koncentracioban (100 uM)
fokozza a duktalis HCOs™ szekréciot, egy inozitol-trifoszfat (IPs)-medialta Ca** felszabaduldson
keresztiil, mig a nagy dozisi CDCA (ImM) mind a luminélis mind pedig a bazolateralis
membran feldl adva gatolta a transzporterek miikodését.[163] Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy a pankredsz duktuszok a karositd noxékra hiperszekrécioval reagalnak. Ez a
fokozott szekrécid6 megprobalja kimosni a pankredszbol a kérositd tényezodket, aktivalodott
enzimeket. Amennyiben ez a ,,wash-out” mechanizmus nem oldja meg a karosit6 tényezdok
szintjének csokkenését (pl. az epekd tovabbra is be¢kelddve van a papillaba vagy a noxa
tovabbra is fenn all és a pankreatitisz tovabbfejlédik), akkor a szekrécido erésen gatlodik
sulyosbitva ezzel a pankreatitisz lezajlasat.

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, milyen mechanizmuson keresztiil valosul meg
a CDCA szekréciot stimulalo hatdsa elektrofiziologiai méréseket végeztiink a patch clamp
technika, teljes sejtes konfigurdcidjat alkalmazva. Mivel a CDCA-indukdlt stimuldacio
osszefiiggésben dll a sejten beliili megnovekedett Ca’* szinttel, ezért elsésorban olyan
ioncsatorndk vizsgdlatira fokuszdltunk, melyek aktivacidjaban a megemelkedett (Ca*”);

kozponti szerepet jatszik.[167]

2) Az urzodezoxikolsav (UDCA) egy masodlagos, hidrofil epesav, melyet kiilonb6zo
epebetegségekben hatékonyan hasznalnak elsdsorban az epekdvek oldéasara, de emellett
kedvez0 hatasat tapasztaltak egyes epeuti megbetegedésekben, igy mint primer bilidris cirrdzis
vagy szklerotizalo kolangitisz.[168, 169, 170, 171] Az UDCA védé hatdsdnak a mechanizmusa
nem teljesen ismert, de alapvetden harom koncepciot feltételeznek: 1) hepatobiliaris szekrécid
funkci6 a hidroféb epesavak karositd hatasaval szemben. Az UDCA sejtvédd hatasat szamos,
hepatocitdkon végzett tanulmanyban vizsgaltdk, mely soran kimutattdk, hogy az UDCA
elokezelés jelentdsen lecsokkenti az epesavak-indukélta mitokondridlis tranzicids porus
nyitodasat €s ez altal az epesavak apoptizal6 hatasat.[172, 173,174, 175, 176] Ezen eredmények
arra utalnak, hogy az UDCA védd hatasdban a mitokondrialis membran stabilizalasa fontos
szerepet jatszik.

Kordbban kimutattuk, hogy a nagy dozisu CDCA duktdlis sejtekre kifejtett gatlo
hatdsa szorosan osszefiigg a CDCA-indukalta mitokondridlis karosodassal, ezért kivancsiak

voltunk arra, hogy az UDCA elokezelés képes-e ezt a gatlo hatast kivédeni.[177]
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3.4.2. Barrett-nyel6csé

A nyeldcsovet érintd, egyik leggyakoribb megbetegedés a gastro-oesophagealis reflux
betegség (GORB), mely soran a savas gyomortartalom, a nyeldcsd zardizmainak nem
megfeleld miikddése miatt a nyeldcsdbe visszaaramlik, és ez tlineteket okoz.[178, 179] A
GORB legjellemzobb tlinete a gyomortaji illetve szegycsont mogotti €gé érzés, de egyéb
extraoesophagealis tlinetek is jelentkezhetnek, gy mint a kohogés, rekedtség vagy
gégegyulladas. A betegség a népesség kb. 30 %-at érinti €s jellemzden a fejlettebb orszagok
lakossaga érintett,[ 180] azonban a betegség eléfordulasa ndvekvd tendenciat mutat a vilag tobbi
részén is.[179, 181] A tiinetek eltérd intenzitassal és gyakorisaggal jelentkezhetnek kezdve a
klinikailag enyhe tiinetektél a sulyos komplikaciokig. A nyeldcsé reflux egészséges
emberekben is eléforduld folyamat, ami idében korlatozott hosszisagu €s nem okoz tiineteket.
Abban az esetben, ha a reflux gyakrabban fordul eld vagy folyamatosan fennall, szerkezeti
illetve miikodésbeli elvaltozasokat okozhat. A betegség hatterében mind anatomiai, genetikai
eltérések mind pedig kdrnyezeti tényezdk szerepet jatszhatnak. Ezek koziil kiemelendd a
nyelécsd megvaltozott motilitasa, ami csokkenti a nyeldcsd clearance sebességét, igy a
gyomorbennék tartésan a nyel6csOben marad. A nyeldcsObe regurgitalt gyomortartalomban
1évo sdsavnak tulajdonitanak alapvetd szerepet a nyeldcsé gyulladasos folyamataiban, bar
egyéb agensek, ugymint az epesavak vagy pepszin is stlyos szovédmények kialakuldsat
okozhatjak.[182, 183] Allatkisérletes vizsgalatok azt igazoltak, hogy a nyelcsd relative
rezisztens kizarolag sosav terhelésre, hacsak nem nagyon magas koncentracioban van jelen
(pH<1). Pepszin jelenlétében mar magasabb pH-n (pH<2) is megjelent a gyomorsav karositd
hatasa.[182] Nyul nyeldcsovon végzett kisérletekben az epesav is karosnak bizonyult: a
konjugalt epesavak savas, mig a nem-konjugalt epesavak neutrdlis pH-n karositottdk a
mucosat.[183] A fent emlitett hipotézist aldtdmasztja még az a megfigyelés is, hogy bar a
savszekréciot gatldo proton-pumpa inhibitorokkal (PPI) valé kezelés hatasosnak bizonyult a
reflux oesohagitis gyogyitdsaban, a paciensek jelentds szazaléka tovabbra is észlelt tiineteket,
illetve a PPI gyakran nem bizonyul hatdsosnak a betegség extra-oesophagealis tiineteivel
szemben, ugymint laryngitis vagy kréonikus kohogés.[184] Illetve a PPI hasznalata nem
csokkentette kelld6 mértékben a Barrett-nyel6csé illetve annak adenocarcinomaba vald
atmenetének gyakorisagat.[184] A GORB leggyakoribb szovédményei kozé a reflux
oesophagitis, nyeldcsovérzés, fekély, stricturdk kialakulasa, az un. Barrett-nyeldcséd (BE),
illetve sulyosabb esetekben a nyeldcsé adenokarcindéma (EAC) tartozik. A BE praecancerosus

allapot, melyben a tobbrétegii lapham helyét hengerham foglalja el.[185] A BE eldéfordulédsa a
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nyugati populacioban 1,6 %,[186] mig azoknal a betegeknél, akik igazoltan GORB-ban
szenvednek ez akar 4,4% is lehet.[187] Szdvettanilag fundus, cardia illetve intesztinalis-tipusu
metaplazidkat kiilonithetiink el. A fundus-tipust metapldziaban parietalis és f6 sejtek, a cardia-
tipusi metaplazidban a cardia nyalkahartyara jellemz6 nyakkivalaszté sejtek, mig az
intesztinalis-tipusti metaplaziaban intesztinalis ham, kehely és endokrin sejtek vannak jelen.
Jelen ismereteink szerint a hengerhdm a mukoézaban taldlhaté multipotens Gssejtekbol
szarmazik, illetve egyes feltételezések szerint a Schaffer mirigyekbdl is eredeztethetdek.[ 188,
189] Az igy kialakult hengerham lényegesen ellenallobb a sav karositd hatisaival szemben
mind a lapham.[190, 191] A betegség a nyeldcséd kiilonb6zé hossziisagu szakaszat érintheti
mely alapjan hosszu (3 cm felett) illetve rovid (3 cm alatt) szegmens BE-t kiilonboztethetiink
meg.[192] A jelenleg elfogadott nézet szerint az intesztindlis-tipusi metapldzia okozza a
nyeldcsd sulyosabb funkcionalis zavarait, illetve ez a stadium noveli leginkabb az EAC
kialakulasanak a kockézatat.[193] Az EAC megjelenése elott low majd high grade diszplazia
alakul ki, mely egy neoplasztikus allapot, amely a daganatos atalakulds jeleit mutatja.
Jellemzdje a szerkezeti és sejtszintli abnormalitasok jelenléte.[194] Tobb vizsgalat is igazolta,
hogy a metaplazia-diszplazia-adenokarcinbma szekvencia progresszidjaban a sosav €s az
differencidlodasat, valamint mind a sésav mind pedig egyes epesavak karosithatjak a DNS-t,
fokozva ez 4ltal a genetikai instabilitast,[ 139, 195, 196, 197, 198, 199] a mechanizmus azonban
nem teljesen ismert. Mivel az iontranszport folyamatok nagymértékben hozzéjarulnak, mint a
nyeldcso clearence mind pedig az epitelialis rezisztencia fenntartdsaban, a nyeldcsé epitelialis
transzportfolyamatok ismerete mind fiziol6gids mind pedig patofiziologids koriilmények kdzott
nagy jelentdséggel bir. Az iontranszporterek jelenlétét tobbnyire normal nyel6csé hamban
karakterizaltak,[ 142, 144, 145, 146, 147] mig a metaplasztikus hengerhamban alig lelhet6 fel
adat, annak ellenére, hogy fontos védo szerepet jatszhatnak a reflux-indukalta tovabbi nyel6cso
karosodas kivédésében.

Jelen tanulmanyban célunk volt, hogy azonositsuk a sav/bazis transzport folyamatokat
BE-ben, illetve karakterizaljuk a sosav illetve epesavak hatdsdt az iontranszporterek

aktivitasara és kifejezodésére.[200]
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4. CELKITUZES

Kisérleteink soran céljaink kozt szerepelt, hogy karakterizaljuk a pankreész illetve nyeldcso
epitél sejtek iontranszport folyamatainak a szerepét fiziologias és patofiziologias koriilmények
kozott. Célunk egyrészt a hasnyalmirigyet illetve a nyeldcsovet érintd gyulladdsos betegségek

pathomechanizmusanak jobb megértése, masrészt pedig olyan 0j célpontok azonositdsa,

crer

jelenthetnek. Vizsgalataink soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Milyen mechanizmus révén serkenti a CDCA a pankreasz duktalis HCOs3

szekréciot?

a) A CDCA hatésara aktivaloédnak-e ioncsatornak a duktalis sejteken? Ha igen, hova
lokalizalodik a csatorna?

b) A sejten beliili Ca** milyen szerepet jatszik a csatorna aktivaciojiban?

c) A csatorna specifikus farmakonok altali aktivacidja okoz-e HCO3™ szekréciod
fokozodast?

d) Az epesavak milyen mechanizmus révén jutnak a duktalis sejtekbe?

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

a) Az UDCA képes-e kivédeni a CDCA gatl6 hatasat a duktalis HCO3™ szekréciora?
Ha igen, akkor ez az intracellularis Ca** szint csokkenésén keresztiil valosul-e meg?

b) Az UDCA képes-e kivédeni a CDCA mitokondrium karosité hatasat, illetve képes-
e csokkenteni a CDCA-indukalta apoptozis mértékét?

c) Az UDCA védo hatésa in vivo koriilmények kozott is megfigyelhetd-e?

. Hogyan befolyasolja az EtOH és metabolitjai a duktalis CFTR csatorna

aktivaciojat?

a) Az EtOH és metabolitjainak a hatdsa dézisfiiggé-e?

b) Az intracellularis ATP milyen szerepet jatszik az EtOH és metabolitjainak CFTR
csatornara kifejtett hatdsaban?

¢) Van-e kiilonbség az EtOH hataséban a tengerimalacbdl izolalt és a human duktalis

sejtek kozott?

. Hogyan és milyen mechanizmusok révén befolyasolja a gyomorsav illetve az

epesavak a nyeldocso epitél sejtek iontranszport folyamatait?
a) Milyen sav/bazis transzporterek talalhatdéak a metaplazias nyeldcso epitél sejteken

és ezek funkcionalisan aktivak-e?
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b) Hogyan befolyasoljdk az epesavak az intracellularis pH-t és a sav/bazis
transzportereket, és van-e kiilonbség a hatdsukban savas és neutralis pH-n?

¢) Az epesavak kozvetitette hatisban van-e szerepe az intracelluldris Ca*" szint
valtozasnak, és ha igen milyen mechanizmusok révén?

d) Az epesavak kronikus adédsa, hogyan befolyasolja a transzporterek mRNS ¢és fehérje
kifejez6dését?

e) Normal és metaplasztikus huméan biopszids mintdk esetén hogyan alakul a

transzporterek kifejezddése?
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK
5.1. Anyagok

5.1.1. Allatok

Az intra-interlobuléris pankreasz duktuszokat standard koriilmények kozott tartott, 150-
200 g tomegl (4-8 hetes) tengerimalacokbol izoldltuk. Az 4llatokat a Charles River
Laboratories Magyarorszag Kft-t0l szereztiik be. A pankreatitisz indukcidja 180-300 g tomegli
him Wistar patkanyokon tortént. A patkanyokat a Szegedi Tudomdanyegyetem (SZTE),
Altalanos Orvostudomanyi Kar (AOK), Domaszéki éallathazabol szereztik be. Mind a
tengerimalacokat mind pedig a patkanyokat szobahdmérsékleten tartottuk, 12-12 6ras sotét-
vilagos ciklust biztositva. Az allatoknak szabad hozzaférésiik volt a vizhez illetve a standard
laboratoriumi ragesalo taphoz (Biofarm, Zagyvaszanto). A kisérletek elvégzése elott az allatok

az . sz. Belgyogyaszati Klinika allathazaban akklimatizalodtak, legalabb 1 hétig.

5.1.2. Sejtvonalak

Kisérleteink soran kétféle nyeldcsd sejtvonalat hasznaltunk. A CP-A sejtvonal, human
nyelécsd metaplazia, nem-diszplazias szakaszabodl lett izoldlva (American Type Culture
Collection; Manassas, VA, USA), mig a CP-D sejtvonal, humédn nyeldcsé diszplaziabol
szarmazik (Peter Rabinovich, University of Washington, Seattle, WA, USA). A sejteket
MCDB-153 médiumban tenyésztettiik melyet az aldbbi Osszetevokkel egészitettiink ki: 10 %
(v/v) fotalis borju szérum, 4 mM L-glutamin, 0,4 ug/ml hidrokortizon, 20 mg/L adenin, 20 ng/L
rekombinans human epidermalis ndvekedési faktor, 8,4 pg/L. kolera toxin, 140 pg/mL
szarvasmarha hipofizis kivonat, 1 X ITS kiegészité oldat (5 ug/mL inzulin; 5 pg/mL
transzferrin; 5 ng/mL Na'-szelenit valamint 1% (v/v) penicillin/streptomicin. A sejteket 5%-os
CO»-tartalom mellett novesztettiik 37°C-on. A sejtkonfluencidt fazis kontraszt mikroszkop
segitségével ellendriztiik és a sejteket 95-100 % konfluencia elérése utan 0,01 % tripszint és
0,02 % etilén-diamin-tetraecetsav-at (EDTA) tartalmazoé oldattal passzaltuk. A sejteket 10-30

passzazs szam kozott hasznaltuk.

5.1.3. Betegek

A kisérletekbe 14 ismert Barrett-nyeldcsd-vel rendelkezd beteget vontunk be az SZTE

I. sz. Belgyogyaszati klinikdn. A betegekkel minden esetben irasos beleegyezd nyilatkozatot
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irattunk ald. A rendszeres ellendrzés céljabol végzett endoszkdpos beavatkozas standard, nagy
felbontasu endoszkdppal tortént (GIF-Q165, Olympus Hungary Kft., Budapest, Magyarorszag).
A nyel6csé metaplazia meghatarozasa a praga-i C&M Kkritéria szerint tortént. A mintavétel
soran 4 db. biopszids mintat vettiink a Barrett-nyeldcsobdl valamint tovabbi 4 mintat a normal,
tobbrétegli hambol. 2-2 biopszids mintat formalin-ban fixaltunk szdvettani vizsgalatok céljabol,
mig a maradék 2-2 mintat RNA later oldatba helyeztiik valds-idejii PCR vizsgélatok elvégzése

céljabol és felhasznalasig -20°C-on taroltuk. A betegek adatait az 2. tdblazat tartalmazza.

Beteg Neme Eletkora Metaplazia Metaplazia

szama tipusa hossza
1 Ferfi 82 intesztinalis cOm3
2. Férfi 76 intesztinalis c3m4
31 Ferfi a7 intesztinalis c2mé
4. Férfi 49 intesztinalis c3méd
51 N6 70 intesztinalis ¢1.5m5
6. N6 65 intesztinalis ¢8m10
T N6 62 intesztinalis c1m3
8. Férfi 47 Nem-intesztinalis c1m1
g N6 81 Nem-intesztinalis c1m2
10. N6 61 Nem-intesztinalis cOm1.5
1. N6 58 Nem-intesztinalis cOm1
12. N6 56 Nem-intesztinalis cOm1
13. N6 55 Nem-intesztinalis cOm1
14. N6 50 Nem-intesztinalis ¢Om0.5

2. tablazat. A betegek adatai.

5.1.4. Vegyszerek és oldatok

A 2°,7’-bisz-(2-karboxietil)-5-(és-6)-karboxi-fluoreszcein-acetoximetil-észter-t
(BCECF-AM), az 5- oxazolekarboxilik, 2-(6-(bis(karboximetil) amino)-5-(2-(2-
(bisz(karboximetil)amino)-5-metilfenoxi)- etoxi)-2-benzofuranil)-5-oxazolekarboxilik
acetoximetil-észter-t (FURA 2-AM), az 1,2-bisz(o-aminofenoxi)etan- N,N,N9,N9-tetraacetik
sav-at (BAPTA-AM), a kalcein acetoximetil-észter-t (kalcein-AM), a tetrametilrodamin metil
¢szter-t (TMRM), a Magnézium Green acetoximetil-észter-t (MgGreen-AM) és a dihidro-4,4’-
diizotiocianostilbén-2,2’-diszulfonsavat (H2DIDS) a Life Technologies Magyarorszag Kft.-t6l
(Budapest, Magyarorszag) szereztik be. A 4-izopropil-3-metilszulfonilbenzoil-guanidin
metanszulfonatot (HOE-642) a Sanofi Aventis (Frankfurt, Németorszag) biztositotta. A
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nigericint abszolut alkoholban, a BCECF-AM-et, a BAPTA-AM-et, a MgGreen-t, TMRM-et,
a kalcein-AM-et, a HDIDS-et illetve a HOE-642-t dimetilszulfoxid-ban (DMSO), mig a FURA
2-AM-et 20 % (v/v) pluronik savat tartalmazé DMSO-ban oldottuk és felhasznalasig -20°C-on
taroltuk. A kromatografias tisztasagi kollagenazt a Worthington cégtdl szereztiik be
(Lakewood, NJ, USA). Az 0Osszes tobbi laboratoriumi vegyszert a Sigma-Aldrich Kft.-t6l
(Budapest, Magyarorszag) rendeltiik.

A fluorescens illetve patch clamp kisérletekhez felhasznalt oldatok Osszetételét a 3.
tablazat tartalmazza. A Hepes-t tartalmaz6 oldatokat 100% Os-vel gazoltattuk a pH értékiiket
pedig 7,4-re allitottuk be 1 M-os NaOH illetve 1 M-os HCI oldat segitségével. A HCO3™-ot
tartalmazd oldatokat 95% 02/5% CO»-ot tartalmazé gazkeverékkel gazoltattuk, melynek
eredményként az oldatok pH-ja 7,4 kortili értékre allt be. A KCl-ot tartalmaz6 pipetta oldat pH-
jat 7,2-re allitottuk be 1 M-os KOH oldat segitségével. A kisérletek soran az oldatokat 37°C-on
hasznaltuk. Az extracellularis oldatok ozmolaritdsa ~300 mOsm/L, mig az intracellularis

oldatok ozmolaritasa ~240 mOsm/L volt.

Standard Standard NH,Cl1 Magas-K* NH,Cl1 Na‘*-mentes Cl-mentes  Cl-mentes
Hepes HCO; Hepes Hepes HCO; Hepes Hepes HCO;

NaCl 130 115 110 5 95
KCl1 5 5 5 130 5 5
MgChL 1 1 1 1 1 1
CaCl, 1 1 1 1 1 1
Na-Hepes 10 10 10
Glikk6z 10 10 10 10 10 10 10 10
NaHCO, 25 25 25
NH,Cl 20 20
Hepes 10
NMDG-Cl 10
Na-gluconate 140 140 115
Mg-gliikonat 1 1
Ca-glikkonat 6 6
K-szulfat 5 2.5

3. tablazat. Az extracellularis oldatok osszetétele mM-ban megadva.
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5.2. Modszerek

5.2.1. Intra-interlobuléris pankredsz duktuszok izolalasa

Az intra-interlobularis pankredsz duktuszokat 150-200 g tomegii tengerimalacokbdl
izolaljuk. A hasnyalmirigyet eltavolitadst illetve tisztitdst kovetden izolaldo oldattal
befecskendezziik, majd kisebb darabokra vagjuk és razé vizfiirdében 30 percig inkubaljuk,
37°C-on. Az izolal6 oldat 100 U/mL kollagenédz-t, 0,1 mg/mL tripszin inhibitor-t valamint 1
mg/mL szarvasmarha szérum albumin-t (BSA) tartalmaz Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium/Nutrient (DMEM) F-12 Ham tapfolyadékban feloldva. Az inkubacidt kovetden az
intra/interlobulédris  duktuszokat fénymikroszkép alatt, mikrodisszekciés modszerrel
izolaljuk.[114] Az igy nyert intakt duktuszokat 24 oran keresztiil inkubaljuk (37°C-on, 5%
CO»-ot tartalmazo inkubatorban), majd kisérleteinkhez felhasznaljuk. Az inkubacié alatt a
duktuszok két vége leforr és a folyadékszekrécionak koszonhetéen a duktuszok felhiznak,

ezaltal kdnnyen elkiilonithetdvé valnak az esetlegesen kiizolalt vérerektdl.

5.2.2. Pankredsz duktuszok mikroperfizidja

A kisérletek egy részében sziikségessé valt a duktuszok luminalis membran fel6li
perfuzidja, melyet a mikroperfiizios technika alkalmazaséaval értiink el. A perfundalashoz egy
kiils6, vastagabb atmérdji tartd pipettat illetve egy belsd, vékonyabb atmérdjii perfuzids
pipettat készitettliink vertikalis pipettahiz6 és microforge segitségével. A perfundalas el6tt az
intakt duktuszok egyik végét levagtuk, majd a masik végét a tartd pipettaba szivtuk egy
fecskendd segitségével. Ezt kdvetden a perfuzids pipettat a duktusz lumenébe inzertaltuk és
rajta keresztiil kiilonb6z6 iondsszetételii oldatot vezettiink a duktusz lumenébe, mely a levagott
végen keresztiil hagyta el a duktuszt. A luminalis perfuzid sebessége 10-30 pl/perc, mig a kiilso,

bazolateralis perfiizié sebessége 4-5 ml/perc volt.

5.2.3. Fluoreszcens vizsgaldé modszerek

A fluoreszcens mérések soran perfuzios kadat hasznaltunk, melynek az aljat egy
iiveglemez (24 mm?) képezte. A kadat egy IX71 inverz kutaté mikroszkop (Olympus Hungary
Kft., Budapest, Magyarorszag) targyasztalara helyeztilk, majd 4-5 ml/perc sebeséggel
perfundaltuk kiilonb6zé oldatokkal, 37°C-on. A pankredsz duktuszokat egy specialis
szovetragasztd (poly-1-lizin) segitségével rogzitettiik az iiveglemezhez, mig a sejtkultirak

esetében 10° sejtet szélesztettiink az iiveglemezre, melyet 24 oras inkubéciot kdvetden
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hasznaltunk fel. A kisérletek soran 1 mintaban 4-5 teriiletet (,,region of interest” roviden ROI)
jeloltiink ki, melyek egyenként 5-10 sejtet foglaltak magukba. A mintardl egy toltés-csatolt
eszkdz vagy angolul charge-coupled device (CCD) kamera segitségével masodpercenként
készitettlink felvételt. A CCD kamera egy Xcellence képalkoto rendszerhez illeszkedik, amely

a fluorescens intenzitds értékeket hanyadossa konvertalja illetve kisziiri a hattér zajokat.

5.2.3.1. Intracellularis pH (pH;) mérés

Az intracellularis pH (pHi) mérése pH-érzékeny fluoreszcens festék, BCECF-AM
segitségével tortént. A sejteket 30 percig inkubaltuk 2 uM BCECF-AM-el szobahdn. A festék
az észter csoportnak koszonhetden membran permeabilissa vallik igy konnyen a sejtbe
diffundal, ahol nem specifikus észterazok az acetoxi-metilészter csoportot lehasitjak, melynek
eredményeként a festék a sejtben csapdazodik és felhalmozddik. Ezt kdvetden a festéket 440
illetve 490 nm hullam hosszisagu fénnyel gerjesztettiik majd a 490/440 emisszids aranyt 535

crer

technika segitségével végeztiik.[201, 202]

5.2.3.2. Intracellularis Ca2+ ((Ca2+)i) mérés

Az intracellularis Ca?*-ban ((Ca®")) bekovetkezd valtozasok detektalasdhoz Fura 2-AM
fluorescens festéket hasznaltunk. A sejteket 60 percen keresztiil inkubéltunk 5 pM Fura-2 AM-
el szobahdn. A festéket DMSO-ban oldottuk, melyet 20 % Pluronic-F127-el egészitettiink ki.
A pH; méréshez hasonldan a sejteket felvaltva gerjesztettiik 340 ¢s 380 nm-en, az emisszios

aranyt pedig 510 nm-en mértiik.

5.2.3.3. Intracelluldris ATP (ATP;) mérés

A sejtben beliilli ATP vizsgalatdit az eldz6khez hasonloan, fluoreszcens festék
felhaszndldsdval végeztiik. Erre a célra Mg-Green-AM festéket hasznaltunk, mely a Mg?*-ot
megkdtve valik fluoreszcenssé. Alap allapotban a Mg?' nagy része ATP-hez kotott formaban
van jelen. Az ATP hidrolizise soran a Mg?" felszabadul és fluoreszcensen detektalhatova valik.
fgy a fluoreszcens intenzitisban bekovetkezd emelkedés az ATP; csokkenését mutatja. A

festéket 476 nm-en gerjesztettiik az emittalt fényt pedig 535 nm-en mértiik.
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5.2.34. Mitokondrialis membran potencial (AY,,) mérés

A mitokondrialis membran potencidl (A¥m) mérése a membran permeabilis,
mitokondrium-szelektiv fluorescens festék, TMRM felhasznalasaval tortént. A festék
mitokondriumban torténd felhalmozodasa a AWn-tdl fiigg. A kisérletek soran a duktuszokat 30
percen keresztiil inkubaltuk 37°C-on, majd a kordbban emlitett poly-I-lizin segitségével a
perfuzids kamra aljadhoz rogzitettiik. A duktuszokat ezt kovetden folyamatosan perfundaltuk 2-
2,5 ml/perc sebességel, 37°C-on. A perfuizios oldatot 100 nM TMRM-el egészitettiik ki, hogy
csokkentsiik a festék vesztés mértékét. A AWm-ben bekovetkezd valtozasokat Fluo View 10i-
W konfokélis mikroszkop (Olympus Hungary Kft., Budapest, Magyarorszag) segitségével
rogzitettiik. 5-10 ROI-t jeloltiink ki egy preparatumon. A festéket 543 nm-en gerjesztettiik az
emittalt fényt pedig 560 és 650 nm-en mértiik. A AWn-ben bekovetkezd valtozas megbecslése
a ,,dequench” technika segitségével tortént. A TMRM alkalmazott koncentraciojanal a
fluoreszcens intenzitdsa megnd. Ennek megfelelden, a fluoreszcens intenzitasban tapasztalt
novekedés a AWm csokkenésére utal. A fluoreszcens szigndlokat a kezdd fluoreszcens

intenzitasra normalizaltuk (F/Fo) és relativ fluoreszcenciaként dbrazoltuk.

5.2.3.5. Mitokondrialis permeabilitas tranzicios porus (mPTP) mérés

A mitokondridlis membran permeabilizacid vagy mas néven a mitokondridlis
permedbilitas tranzicios porus (mPTP) nyitott/zart allapotanak a vizsgalatahoz a kalcein-kobalt
»quenching” technikat alkalmaztuk. A kalcein-AM egy lipidoldékony fluoreszcens festék,
amely felhalmozodik az &sszes sejtalkotoban, beleértve a mitokondriumokat is. A Co*" egy
kétértéki kation, amely a citoplazmaban akkumulalodik, viszont a mitokondriumba nem jut be.
Az mPTP 4tmeneti nyitoddsa soran a Co®" a mitokondriumba diffundél és kioltja a kalcein
fluoreszcenciajat. Igy a fluoreszcens intenzitisban bekovetkezé csokkenés az mPTP
nyitodasara utal. A kisérletek soran a pankredsz duktuszokat 30 percig inkubaltuk kalcein-AM-
el (I uM), majd tovabbi 10 percig CoCls-al (1 mM). Ezt kdvetéen a duktuszokat a kordbban
leirt modszer szerint perfundaltuk kiilonb6z6 oldatokkal. A festéket 495 nm-en gerjesztettiik és
az emittalt fényt 515 nm-en mértik. A fluoreszcens szigndlokat a kezdd fluoreszcens

intenzitasra normalizaltuk (F/Fo) és relativ fluoreszcenciaként dbrazoltuk.
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5.2.4. HCOj5 szekrécido 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 tartalmaz6 oldattal, mely egy azonnali pH; novekedést
eredményezett. Az alkalozisbdl torténd regeneracio kezdeti szakasza (els6é 30 masodperc) a CI°
/HCO3" kicseréld aktivitasat tiikkrozi, HCOj3™ jelenlétében. A pH; csokkenés mértékét (ApH/At)
linearis regresszids analizis segitségével szamoltuk ki. A pHi-ban bekovetkezd valtozéasokat
bazis aramma (J(B/min)) konvertaltuk a kovetkezd egyenlet segitségével: J(B/min) =
(ApH/At) X PBrota, ahol Pl @ sejt teljes pufferkapacitisat jeloli. A Puow-t a Henderson-
Hasselbach egyenlet segitségével szamoltuk ki: Brow = Bi + Prcos-= i+ 2,3 X [HCOs];. A kifelé

iranyul6 aramokat -J(B7/min)-ként, mig a befelé irdnyul6d aramokat J(B/min)-ként jeloltiik.

5.2.5. Patch clamp technika

A teljes sejtes aramokat EPC-7 (List electronic, Darmstadt, Németorszag) erdsitd
segitségével mértikk 21-23°C-on. A pipettakat boroszilikat tivegkapillarisokbol (Harvard
Apparatus) készitettik P-97 Flaming/Brown (Sutter instrument, Novato, CA, USA)
mikropipetta huzo késziilék segitségével, melyeknek a rezisztencidja a hdpolirozast kovetden
3-5 mQ kozott volt. A K™ dramok mérésére az alabbi fesziiltség protokollt alkalmaztuk: -80
mV-os membran potencidl (Vm) mellett -120 — +60 mV-ig terjedd fesziiltséglépcsot
alkalmaztunk, 20 mV-os 1épéskozzel, melyek egyenként 500 ms hosszuak voltak és az egyes
fesziiltséglépcsok kozott 800 ms 1d6 telt el. A keletkezd aramokat 2 kHz-en szirtiik és 1 kHz-
en digitalizaltuk (Model 1401, Cambridge Electronic Devices, Cambridge, UK). Az
aram/fesziiltség (I/V) gorbék elkészitéséhez az adott fesziiltségen mért dramerdsség utolsd 5
ms-anak az atlagat hasznaltuk. A ,reverz” vagy mas néven megforduldsi potencialt (Erev)
regresszids elemzéssel hataroztuk meg az I/V gorbékbdl, miutan egy harmadik foku
polindmialis egyenest illesztettiink 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 pipettadkat magas
K™ tartalmu intracellularis oldattal toltottiik fel melynek az 6sszetétele 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 ¢és 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 kozott az eltéro
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iondsszetétel miatt tovabbi potencialkiilonbség 1épett fel, melyet a JPCalc szoftver segitségével

kompenzaltunk.

5.2.6. Transzmisszios elektronmikroszkopia

Az elektron mikroszkopos vizsgalatokhoz az intra-interlobularis duktuszokat 2,5%-os
glutaraldehidbe fixaltuk az izolalast illetve epesavas kezelést kovetéen. A duktuszokat ezutan
1%-0s ozmium tetroxid oldatba helyeztiik, 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 vizsgéaltuk (CM10; Philips, Eindhoven, Hollandia). A képeket analySIS

szoftver segitségével készitettiik el.

5.2.7. Immunhisztokémia

A nyeldcsé illetve pankredsz mintdkat 4 %-os formalinba fixaltuk majd paraffin-ba
agyaztuk és 5 pm-es metszeteket készitettiink. A metszeteket ezt kdvetden automata rendszer
segitségével festettiik (Autostain, Dako, Glostrup, Dania). Roviden, a metszetek
deparafinnélasat kovetden (2-szer 10 percig xilol-os, majd 2-szer 5 percig EtOH-o0s mosas) az
endogén peroxidaz blokkolasat 3%-os H>O> adésaval 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 festédést, a
metszeteket tovabbi 30 percig inkubaltuk 2%-o0s sovany tejporral, szobahdmérsékleten. Ezt
kovetden a tengerimalac pankredsz metszeteket anti-BK (1:400 higitas; Alomone Labs,
Jerusalem, Israel) poliklondlis ellenanyaggal, mig a human nyelécs6é metszeteket anti-NHEI
(1:100 higitas; Abcam, Cambridge, Anglia) és anti-NHE2 (1:50 higitas; Chemicon, Temecula,
CA, USA) monoklonalis ellenanyaggal 30 percen at inkubaltuk, szobahdn. Az antigén
ellenanayag kapcsolodast streptavidin-peroxidaz-al (LSAB2 kit, Dako, Glostrup, Dania)
mutattuk ki. Az immunreaktivitast 3,3’-diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB) kromagénnel
vizualizaltuk. Pozitiv festddést sotétbarna kromagén jelolte. A negativ kontrollként alkalmazott
metszeteknél az elsédleges ellenanyag helyett PBS-el inkubaltuk a metszeteket. Tovabba az
elsddleges ellenanyag specifitasanak ellendrzése végett egér IgG1 illetve csirke IgY izotipus

kontroll-t alkalmaztunk.
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5.2.8. Apoptozis vizsgalat

Az apoptotikus sejthalal detektaldsara a terminal dezoxiribonukleotidil transzferaz-
medialt dUTP-digoxigenin nick-end jelolési (TUNEL) probat alkalmaztuk (Roche
Magyarorszag Kft., Budadrs, Magyarorszag). Az intra-interlobuléris pankredsz duktuszokat
kiilonbozd epesavakkal kezeltiik, majd a kezelt és kontroll duktusz szegmenseket 4%-os
paraformaldehidbe fixaltuk éjszakan at. A fixalast kovetdéen 10 um-es fagyasztott metszeteket
készitettlink, melyeket a TUNEL keverékkel (enzim valamint jelold festék) a gyarto
utasitdsainak megfelelden inkubaltuk. A CDCA-kezelt csoportot a fixalast megelézden, 3 6ran
keresztiil inkubaltuk az epesav-al. A képeket egy Zeiss Axiolmager fluoreszcens

fénymikroszkop (Carl Zeiss Micro Imaging, Thornwood, NY, USA) segitségével készitettiik.

5.2.9. Western blot

A CP-A illetve CP-D sejtvonalakbol hagyomanyos modszerrel 6sszfehérjét izolaltunk.
A fehérje koncentracidt Bradford modszer szerint (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, US)
marha szérum albumin standard oldat segitségével hataroztuk meg. 30 pg denaturalt fehérjét
NuPAGE Bis-Tris 4-12% gélen (Life Technologies, Carlsbad, CA, US) valasztottuk el. Az
elektrotranszfert kovetden az Immobilon-P membranokat (Millipore, Billerica, MA, US) 5%
tejpot tartalmazd Tris-t tartalmazd soéoldatban (TBST) blokkoltuk. A specifikus, elsddleges
ellenanyagokat a blokkol6 oldatban higitottuk a kovetkezdk szerint: anti-NHEI1 ¢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, US). Az
elsddleges ellenanyagokkal egy éjszakan at inkubaltuk a membranokat 4°C-on. Belsd kontroll-
ként gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendz-t (GAPDH) hasznéltunk (1:10000 higitas, Merck,
Millipore, Burlington, MA, US). Az inkubalast kdvetden a membranokat TBST-ben mostuk,
majd a megfeleld torma peroxidaz-konjugalt masodlagos ellenanyaggal (1:10000 higitasban) 1
oran keresztiil inkubaltuk. A célfehérjéket kemilumineszcens detektoros rendszerrel tettiik
lathatéva (Amersham, ECL vagy ECL Prime, GE Healthcare, Life Sciences, Pittsburhg, PA,
US) ¢és a kapott jelet fényérzékeny rontgen filmre rogzitettik (Kodak Biomax Light filmk,
Rochester, NY, US).

5.2.10. Valo6s idejii PCR technika

A CP-A illetve CP-D sejtekbdl total RNS-t izolaltunk Macherey-Nagel RNS izolal6 kit
(Nucleospin RNA 1II kit, Macherey-Nagel, Diiren, Germany) felhaszndlasaval a gyartd
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utasitdsanak megfeleléen. A mintdkat felhasznaldsig -80°C-on taroltuk 30 U Prime RNaz
inhibitor (Fermentas, Litvania) jelenlétében. Az izolalt RNS mennyiségét spektrofotométerrel
(NanoDrop 3.1.0, Rockland, DE, US) ellendriztik. Az NHEI, NHE2, NBC ¢s Slc26a6
génexpresszid tanulmanyozasdhoz RotorGene 3000 késziiléket (Corbett Research, Sydney,
Ausztalia) és TagMan probat (Applied Biosystem, Foster City, CA, US) hasznaltunk. Nagy
kapacitast cDNS Archive kit (Applied Biosystem, Foster City, CA, US) segitségével 3 pg total
RNS-t cDNS-¢ irtunk at a gyartd eldirasa szerint. A reverz transzkripciot termosztat-ban (MJ
Research, Waltham, MA, US) végeztiik az alabbi hdémérséklet protokoll-t alkalmazva: 10 perc
szobahdn, 2 o6ra 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 valds idejii PCR (RT-PCR)
reakciokhoz TagMan Univerzalis Master Mix-et (Applied Biosystem, Foster City, CA, US)
hasznaltunk. Minden egyes reakcio elegy 1 pl primer-TagMan prébat, 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 méasodperc 72°C-on
). A fluorescens festék (FAM) intenzitasat minden ciklus utdn detektaltuk. A mérések 96-os
plate-n triplikatumokban torténtek, a kontrol génnel parhuzamos reakcioban. Kontrol génként
a konstitutivan expresszalodd, human hipoxantin-guanin foszforiboziltranszferaz (HPRT)
héaztartasi gén-t hasznaltunk. Tovabba minden egyes gén esetében cDNS-t nem tartalmazo,
ugynevezett ,,non-template” kontrol-t is futtatunk a primer-dimer képzédmények ellenérzése
végett. A vizsgalt géneket (NHE1, NHE2, NBC ¢és SCL26A6) a kontrol génre (HPRT)
normalizaltuk az aldbbi képletet alkalmazva: ACr (célgén) - ACr (referencia gén), ahol ACtaz
atlagolt kiiszobérték ciklus szdmot jeloli a reakcid exponencidlis fazisdban. A sejtvonalak
esetében a relativ valtozas a gén expresszioban a AACt metodika alapjan lett meghatarozva az
alabbi egyenletet hasznalva: AACt= ACr (kezelt sejtek) — ACt (kezeletlen, kontrol sejtek). Az
n-szeres expresszios kiilonbséget 2"44CT-n abrazoltuk. 0,5 vagy annal kisebb értéket expresszios
csOkkenésnek (downregulacio), mig 2 vagy annal nagyobb értéket expresszids ndvekedésnek
(upregulécio) tekintettiink. Azokat az eseteket, ahol a AACrt érték 0,51 és 1,99 koz¢é esett, nem
tekintettiik szignifikdnsan eltérének.

A biopszids mintdk esetén, a relativ gén kifejezddést a normal illetve Barrett-nyeldcsoves
mintakban doboz diagram-on abrazoltuk és a csoportok koézotti 6sszehasonlitdsra Wilcoxon

tesztet alkalmaztunk.
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5.2.11. Kisérletes akut pankreatitisz modell

Him Sprague Dawley (SPRD) paktanyokat hasznaltunk a kisérletekhez, melyeket a
kisérletek megkezdése elott 12 draval €heztettiink. Az allatokat 4 csoportba osztottuk (n-6) az
alabbiak szerint: (1) kontrol (intraduktalisan adott fiziol6gids s6oldat), (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. Az
elokezelési protokollt irodalmi adatok alapjan valasztottuk.[203, 204] A kontroll allatokat
ugyanolyan mennyiségli csapvizzel itattuk. Az utols6 UDCA kezelést egy nappal a
pankreatitisz indukcio eldtt hajtottuk végre. A patkanyokat 50 mg/ttkg Ketamin és 10 mg/ttkg
Xylazin intraperitonedlis injektalasaval altattuk. Medidn laparotdmia utdn a duodénumot
atlyukasztottuk egy 26-os atmérdjii steril injekcios tiivel. A lyukon keresztiil 0,4 mm atmérdji
polietilén csovet helyeztiink a pankredsz kivezetd csovébe, melyen keresztiil 1 ml/kg 1%-os
Na-CDCA soéoldatot (a kontrol allatokok esetében fiziologias sdoldatot) retrograd adagoltunk
1 ml/perc sebességgel egy infuziés pumpa (TSE System GmbH, Hamburg, Németorszag)
segitségével. Annak érdekében, hogy megakadalyozzuk az epesav szivargasat a csovet egy
csomoéval rogzitettiik a hasnyalmirigy vezetékéhez, a proximalis epevezetéket pedig egy
mikroklippel elzartuk. Az infazi6é befejeztével mind a mikroklippet mind pedig az infizios
csOvet eltavolitottuk és a duodénumot €s a hasfalat sszezartuk. A mitott allatokat 24 oraval
késobb felaldoztuk. Az altatast 50 mg/ttkg Na-pentobarbitalal végeztiik. Az allatokat a vena
cava inferioron keresztiil kivéreztettilk, majd a hasnyalmirigyet a lehetd leggyorsabban
eltavolitottuk. Ezt kovetden a pankredszt megtisztitottuk a zsirtdl és egyéb kotdszovetes
allomanytol, lemértiik €és a pankreasz farki részét eltavolitottuk. A pankreasz fejet illetve testet
hosszanti irdnyban kettévagtuk ¢és egyik felét azonnal folyékony nitrogénbe tettiik és a tovabbi
felhasznalasig -80°C-on taroltuk, mig a masik felét 6%-os formaldehid oldatba helyeztiik. A
vért lecentrifugaltuk (2500 g, 4 °C, 15 perc) ¢és felhasznalasig -20°C-on taroltuk. A szérum
amilaz aktivitast kolorimetrias modszerrel (Diagnostikum, Budapest, Magyarorszag) hataroztuk
meg a kit-ben leirt utasitisoknak megfeleléen. Az abszorbanciat 405 nm hulldmhosszon mértiik
egy FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech, IronMaas Consulting Kft., Budapest, Magyarorszag)
mikroplate olvaso segitségével. A formaldehidbe fixalt mintékat paraffinba dgyaztuk és 4 pm-
es metszeteket készitettiink beldle. A metszeteket hematoxylin-eozin festékkel festettiik. A

gyulladas mértékét két fiiggetlen szakértd értékelte az alabbi szempontok szerint: intersticialis
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0déma (0-3 pont), bevérzés (0-3 pont), leukocita infiltracid (0-3 pont) és az acinusok
nekrozisanak mértéke (totdl pankredsz teriilet %-a). A sejtkarosodds mértékének a
megallapitdsdhoz az Image J szoftvert (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)

hasznaltuk.

5.2.12. Statisztikai analizis

Két csoport esetén az adatokat kétmintés t-proba segitségével hasonlitottuk 6ssze, mig
harom vagy tobb, normal eloszlasu csoport Osszehasonlitasanal egy tényezés ANOVA-t
hasznaltunk. Az oszlopdiagrammokon az eredmények szamtani kozépérték + szords (SE)
tintettiik fel, n a kisérletek elemszamat jeloli. A szignifikancia hatarat p<0,05 értékben

hataroztuk meg.

5.3. Etikai engedély

Az allatkisérleteket az SZTE, Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag (MAB) mind pedig a
Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal (NEBIH) Allategészségiigyi Igazgatosag engedélye
alapjan végeztiik. Az éllatkisérletek a nemzetkdzi eloirasok (National Institutes of Health Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals) szerint torténtek. A human mintdkon végzett
kisérleteknél minden esetben beleegyezd nyilatkozatot irattunk ald a beteggel, tovabba a
kisérleteket a regionalis human orvosbiolédgiai kutatasetikai bizottsag engedélyével (No. 2348)

végeztik.
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6. EREDMENYEK

6.1. Az epesavak és az alkohol hatasa a pankreasz duktalis

sejtekre

Az AP kialakulasaban az epekdvesség illetve a talzott alkoholfogyasztas jatszik
elsddlegesen szerepet, ezért munkank soran célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk mind az EtOH
mind pedig az epesavak duktalis sejtekre kifejtett hatdsat. Munkacsoportunk kordbban
kimutatta, hogy a hidr6fob epesav, CDCA hatasa a duktalis HCO3™ szekréciora dozisfiiggd.
Alacsonyabb koncentracioban a CDCA serkenti, mig magasabb koncentracioban erdteljesen
gatolja a duktalis sejtek iontranszport folyamatait, kiilonds tekintettel a HCO;3"
szekréciora.[163] Hasonld eredményeket kaptunk az EtOH vizsgalata soran is, mely szintén
eltérden befolyasolta a duktalis HCO; szekréciot alacsonyabb illetve magasabb
koncentracioban.[205] Annak érdekében, hogy feltdrjuk azon sejten beliili folyamatokat,
melyek e kettds hatas hatterében allnak tovabbi vizsgalatokat folytattunk. Jelen disszertacioban
azokat a jelatviteli utvonalakat szeretném bemutatni, melyek szerepet jatszanak az epesavak

illetve alkohol kozvetitette hatasban illetve olyan 01 terapias célpontokra szeretnék ravilagitani,

crer

6.1.1. A kenodezoxikolsav hatasanak vizsgalata

6.1.1.1. A kenodezoxikolsav K" csatorndkat aktival a pankreadsz duktalis

sejteken

A pankreasz duktalis HCOj3™ szekrécid tobb ion transzporter dsszehangolt miitkodése
révén valosul meg. A luminéalis membranon keresztiili szekrécioban kozvetleniil a CI/HCO3
kicserélo illetve a CFTR CI° csatorna jatszik alapvetd szerepet. A CFTR csatorna mellett a
luminalis Cl” koncentracio fenntartdsaért a CaCC felelos. Mivel a CaCC aktivacidjahoz
sziikséges a megemelkedett (Ca?"); szint, feltételeztiik, hogy a CDCA-stimulalta HCO3"
szekrécid, a CaCC aktivacidjan keresztiil valosul meg. Ennek igazoldsara patch clamp modszert
alkalmazva megvizsgaltuk a CDCA hatésat a csatorna aktivacidjara. CsCl-tartalmua pipetta
oldatot alkalmazva 100 uM CDCA a vizsgalatok 20 %-ban (5/26 sejt) volt képes ndvelni a
teljes sejtes dramot, melybdl egyediil egy esetben sikeriilt igazolni a CaCC aktivaciojat. A

fennmarado 4 esetben feltehetdleg nem-szelektiv kation d&ramot detektaltunk.
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Mivel az epesavak a GI traktus szamos epitél sejtjében fokozzdk a K' 4ramok
konduktanciajat,[206, 207] a kovetkezOkben megvizsgaltuk vajon a CDCA képes-e K*
csatorndkat aktivalni. Ehhez a pipettaoldat dsszetételét megvaltoztattuk és a CsCl helyett 120
mM KCl-ot alkalmaztunk. Ilyen korilmények kozott 100 uM CDCA harom-négyszeresére
novelte a sejten mérhetd aramerdsséget, a vizsgalt sejtek 75 %-aban (7A abra). Az alap dramok
eréssége 98 + 18 pA/pF-rol 302 + 45 pA/pF-ra emelkedett +60 mV-on. Az aktivalt aramok
jellegzetes kinetikat mutattak (7B abra). Az aktivacio fesziiltség-fliggd volt mely a pozitiv
potencialoknal jelentkezett, valamint az aktivacio hatasara az Erev a negativ irdnyba tolodott el
(-18,4 + 2,8 mV), ami arra utal, hogy az aktivalt aramok nagy része K' szelektiv volt. A 7C

Osszefoglald abran jol lathatd, hogy a CDCA hatasa 4-5 perc utan érte el a maximumot.

H Kontroll
& CDCA
A Kimosas

1.5 1

vugo
V (mV)

0.1s

500 msec

Aramerésség (nA)

-130

20 70
Fesziiltség (mV
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300 A
200 A
: 100 A
ii)
0 - T T T T T T

M Kontroll 1 perc 2 perc 3 perc 4perc 5 perc Kimosas

100 uM CDCA
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7. abra. A kenodezoxikélsav hatasa a tengerimalac duktalis sejtek ionaramaira. Az aramerdsség méréséhez -
120 mV és +60 mV kozotti fesziiltséglépesét alkalmaztunk 20 mV-os [épésekben, -80 mV-os tartofesziiltségen.
(A) Reprezentativ fesziiltséglépcsok a kezdeti (i), a CDCA-val stimulalt (ii) illetve a CDCA kimosast kovetd (iii)
allapotokat mutatjak. (B) Az dram/fesziiltség (I/V) gorbék elkészitéséhez az adott fesziiltségen mért aramerdsség
utolsd 5 ms-anak az atlagat hasznaltuk. Az aramerdsséget mind az alap (négyzet), a CDCA-val stimulalt (gyémant)
illetve a CDCA kimosasat kovetéen (haromszog) mértitk. Megfigyelhetd, hogy a CDCA adésa soran az Erev a K*
egyensulyi vagy ekvilibrium potencialja felé tolodott el. (C) A CDCA hatasa az d&ram denzitasra +60 mV-nal. A
CDCA hatasa 2-3 perc utan jelentkezik és 5 percnél éri el a maximumat. Az adatokat atlag + standard hiba (SE)
abrazoltuk. * = p<0,05 vs. Kontroll.
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6.1.1.2. A kenodezoxikolsav dltal aktivalt K csatorndk karakterizdlasa

A kovetkez6 1épésben célul tliztiik ki, hogy azonositjuk a CDCA altal aktivalt K"
csatornat. Mivel kordbbi eredményeink azt mutattdk, hogy a CDCA hatasara megemelkedik a
(Ca?");, ezért ugy gondoltuk, hogy a CDCA feltehetSleg valamilyen Ca?*-aktivalta K csatornat
stimuldl. Ismereteink szerint 3 Ca®'-aktivalta K* csatornit azonositottak eddig: a nagy-
konduktancidju (BKca or maxi-K"), a kdzepes-konduktanciaji (IKca) és a kis-konduktanciaju

(SKca) Ca**-aktivalta K* csatornat.

60 B 2.5
A M Kontroll —
s <
- E 4 CDCA < 2 1
@ > A Iberiotoxin + CDCA =
S .
> \\ § 15 1
0.1s -120 ©
500 msec
H Q
| 11
) :
=
Jﬁﬁgiggggﬁggggﬁﬁéi_ :

-130 20 70

0.5 Fesziiltség (mV)
i)
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( _ 500 7
L
(""“" ™ o %
—— & 400 1
[ g
- & 300
=
= =
o 200
) T
i
<
0 : .

s Kontroll CDCA IBT + CDCA

8. Abra. Az iberiotoxin hatisa a kenodezoxikélsav-indukalta K* aramokra. (A) A teljes sejtes aramokat az 6.
abranal leirtak alapjan mértiik. A reprezentativ fesziiltséglépcsok (i) a kezdeti (Kontroll), (ii) 100 uM CDCA-val
stimulalt, valamint (iii) 100 uM CDCA + 100 nM IBT jelenlétében regisztralt allapotokat mutatjak. (B) Az
aram/fesziiltség (I/V) gorbék elkészitéséhez az adott fesziiltségen mért aramerdsség utolsd 5 ms-anak az atlagat
hasznaltuk. Az dramerdsséget mind az alap (négyzet), a CDCA-val stimulalt (gyémant) illetve a CDCA kimosasat
kovetden (haromszog) mértiik. Az adatokat atlag + standard hiba (SE) abrazoltuk. * = p<0,05 vs. Kontroll.

Iberiotoxin (IBT) a BKca csatorndkat képes specifikusan gatolni.[208] A 8A abran jol
lathato, hogy 100 nM IBT hatasara a CDCA-aktivalta aramok szinte teljesen gatoltak és a
membran potencial 25,5 + 6,8 mV-al depolarizalodott (8B abra). Ezen eredmények
Osszefoglalasat mutatja az 8C abra. Megfigyelhetd, hogy az IBT adédsara az aramerdsség a
kontroll érték ala csokkent, amely arra utal, hogy a duktalis BKca csatornék alap allapotban is

mutatnak némi aktivaciot. TRAM 34 illetve az UCL 1684 specifikus gatloszerei a IKca és SKca
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csatornaknak.[209, 210] 100 nM TRAM 34 vagy 300 nM UCL 1684 adasa nem befolyasolta a
CDCA-indukalta K" 4aramokat, ami arra utal, hogy ezen epesav szelektiv modon, a BKca
csatornakat aktivalja a duktalis sejteken.

Mivel a megndvekedett (Ca®"); alapvetd szerepet jatszik a BKca csatornak
aktivaciojaban, megvizsgaltuk, hogy a CDCA K' csatornat stimulalo hatisa a (Ca®*");
emelkedésén keresztiil valosul-e meg. Elsd 1épésben a citoplazmatikus Ca**-ot kelatoltuk
EGTA-tartalmu pipetta oldat alkalmazasaval. Ilyen koriilmények kozott 5 mM EGTA adéasa
teljes mértékben gatolta a CDCA BKca csatorndkra kifejtett aktivald hatasat (9A abra). Ezt
kovetden megvizsgaltuk az extracellularis Ca®>" elvonas hatisat a CDCA-stimulalta K*
aramokra, standard 0,2 mM EGTA-t tartalmaz6 pipettaoldatot alkalmazva. A 9B dsszefoglald
4bran jol 1athato, hogy a CDCA a kiilsé Ca?* hianyaban is képes volt fokozni a K™ konduktenciat
110 + 15 pA/pF-rol 183 + 33 pA/pF-ra (+60 mV-nal). 2 mM extracellularis Ca?" ad4sa tovabbi
31,5 £ 7,7 %-al novelte a CDCA hatésat (263 = 18 pA/pF +60 mV-nal). A CDCA elvonasat
kovetden az dramerdsség a kezdeti, kontroll értékre csokkent. Ezen eredmények arra utalnak,

hogy a CDCA maximalis aktivalo hataséhoz mind az intra- mind pedig az extracellularis Ca®"

sziikséges.
A B
i 3007 — 300 *
[T
= 's
< < *
2 o
»n 2007 o 2007
£ '
N N
; z
S 1007 2 1007
£
: | :
-] S
< < o
Kontroll CDCA Kimosas Kontroll Ca?*-mentes CDCA Kimosas

CDCA
9. abra. A Ca?*' elvonis hatisa a kenodezoxikolsav-indukalta K* aramokra. (A) A CDCA (100 pM) hatésa a
teljes sejtes aramokra 5 pM intracellularis EGTA jelenlétében. (B) A CDCA (100 uM) hatasa a teljes sejtes

aramokra Ca”-mentes extracellularis oldatban. Az adatokat 4tlag + standard hiba (SE) 4brazoltuk. * = p<0,05 vs.
Kontroll.

6.1.1.3. A K" csatorndk szerepe a kenodezoxikdlsav-indukalta duktalis

HCOyj szekrecioban

A kovetkezd kisérletsorozatban azt vizsgaltuk, hogy a CDCA szekréciot stimulalo
hatdsa a BKca csatorndk aktivaciojan keresztiil valosul-e meg. Ennek eldontésére a CDCA

stimuldlo hatdsat luminélisan adott IBT jelenlétében vizsgaltuk. Ezeket a kisérleteket intakt
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intra-, interlobularis pankredsz duktuszokon végeztiik, melyeket mind a luminalis mind pedig
a bazolateralis membran fel6l perfundaltunk. A HCOj3™ szekrécié mértékét az NH4Cl pulzus
technika alkalmazéasaval mértiikk (10A abra). Kordbbi kisérleteinkben kimutattuk, hogy az
alkal6zisbol torténd regeneracid kezdeti szakaszanak (az els6 30 masodperc) meredeksége
(ApH/At) a CI7THCOs3™ kicseréld aktivitasat tiikrozi. A bazolateralis oldal feldl adott IBT nem
befolyasolta jelentésen a CDCA-indukalta HCO;3™ szekrécio mértékét (10A és B abra).
Azonban a luminalis membran feldl adott IBT jelenlétében a CDCA-indukalta HCOs3™ szekrécio
37,2 = 1,5 mM/perc-r6l 19,1 = 0,7 mM/perc-re csokkent. Ezzel szemben a luminalisan adott
IBT nem befolyasolta a szekretin (100 nM), karbakol (10 uM) vagy a luminalis ATP (10 uM)
indukalta HCOj3™ szekrécid mértékét.

A Kontroll CDCA (L) CDCA (L) + IBT (B) CDCA (L) +IBT (L)
NH,CI NH,CI NH,4CI NH,CI
8017« — — —
7.8 1
7.6 1
T 7.4 1
o
7.2 1
7.0 1
6.8 1
6.6 °
B C
50 - Alkalézisbél torténd regeneracio Alkal6zisbél torténé regeneracio
30. %*
40 M *
B 30 € 20-
£ £
Q )
S 204 5
10+
10
0 - 0
Kontroll CDCA CDCA CDCA Kontroll NS11021  NS13558

+IBT(B)  +IBT(L)
10. abra. Az iberiotoxin hatidsa a CDCA-indukalta HCOs szekrécié mértékére. A pankreasz duktalis HCO3
szekrécié mérteket (-J(B/min)) az NH4Cl pulzus technika segitségével vizsgaltuk. (A) Reprezentativ pH; gorbek
100 uM CDCA hatasat mutatjak bazolateralis illetve luminalis iberiotoxin (100 nM) jelenlétében. (B) Osszefoglalo
oszlopdiagramm az NH4Cl pulzus

Ezen eredmények azt sugalljdk, hogy (1) a BKca csatornak a duktalis sejtek luminalis

membranjara lokalizadlodnak illetve (2) a CDCA-stimulalta duktalis szekrécié a BKca csatornak

farmakoldgiai aktivacioja hasonldo mértéktit HCO3™ szekrécid fokozddast okoz mint a CDCA.
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Ehhez megvizsgaltuk a specifikus BKca csatorna aktivator, 1-(3,5-bis-trifluoromethylphenyl)-
3-(4-bromo-2-(1H-tetrazol-5-yl)-phenyl)-thiourea (NS11021) hatasat a HCO3™ szekréciora az
NH4Cl pulzus technika alkalmazasaval (10C abra). A luminalis membran felél adott 3 uM
NS11021 fokozta a HCO;3™ szekréciot 72,2 + 10,6%-al (28,3 = 1,0 mM/perc), mig ezen szer

inaktiv forméja (NS13558, 3 uM) nem befolyésolta szdmottevéen a szekrécid mértékeét.

6.1.1.4. A K" csatorndk lokalizdcidja a pankredsz duktdlis sejteken

Korabbi mérési eredményeink alapjan azt feltételeztiik, hogy a BKca csatorndk a
tengerimalac pankredsz duktalis sejtek lumindlis membrénjara lokalizdlodnak. Annak
érdekében, hogy ezt a feltételezést alatdmasszuk, immunfestést hatjtottunk végre tengerimalac
pankredszon. Az elsddleges ellenanyag a BKca csatorna o alegységével szemben lett
termeltetve. Az immunfestés a BKca csatorna erds festddését mutatta az intra-interlobularis
duktuszokon illetve a Langerhans-szigeteken, ezzel szemben nem detektaltunk fest6dést az
acinusokon valamint az intersticiumban (11A abra). A 11B abra egy intralobularis duktusz
nagyitott képét mutatja. A képen jol lathatd, hogy a BKca csatornak a duktusz luminalis
membranjara lokalizalodnak, mig a bazolateralis membran nem mutatott festédést. A kontroll
metszet esetében (elsddleges ellenanyag nélkiili) nem tapasztaltunk festédést (11C abra).

Pozitiv kontroll-ként tengerimalac epeholyagot hasznaltunk.

L s ABX ]

11. abra. A BKca csatornak lokalizaciéja tengerimalac pankreaszban. Paraffinba agyazott tengerimalac
pankreasz metszetek fénymikroszkopos felvétele. (A) A BKc, csatornak erds festddése figyelhetd meg a duktalis
sejtek apikalis membranjan illetve a Langerhans-szigetekben. Ezzel szemben az intersticium illetve az acinus
sejtek nem mutattak specifikus festddést. (B) Interlobularis duktusz nagyitott képén jol lathato, hogy a BKca
csatornak a sejtek apikalis membranjara lokalizalodnak. (C) A kontroll metszet esetében (nincs elsddleges
ellenanyag) nem tapasztaltunk festédést. A: acinus, Ct: kotészovet, D: pankreasz duktusz, L: lumen.
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6.1.1.5. Epesav transzporterek vizsgalata a pankredsz duktalis sejteken

A kovetkezd 1épésben kivancsiak voltunk arra, hogy vajon a CDCA duktélis sejekre
kifejtett hatdsa epesav transzporterek kozvetitésével valosul-e meg. A G-fehérje kapcsolt
epesav receptor 1 (Gpbarl) egy Gjonnan azonositott epesav transzporter. Immunhisztokémiai
eljarast alkalmazva sikeriilt kimutatnunk ezen fehérje jelenlétét a tengerimalac acinus sejteken,

azonban a duktalis sejtek esetében nem tapasztaltunk festédést (12. abra).

A B

12. abra. Gpbar 1 festédés. Az (A) illetve (B) abran formalin-fixalt, fagyasztott tengerimalac pankreasz
immunfestése 1athato. (A) Pozitiv Gpbar 1 festddés lathato az acinusok apikalis membranjan, mig a duktalis sejtek
egyaltalan nem festédtek. (B) A kontroll metszet esetében (nincs elsédleges ellenanyag) nem tapasztaltunk
festodést. A: acinus, D: pankredsz duktusz.

6.1.2. Az urzodezoxikélsav hatdsanak a vizsgélata

6.1.2.1. Az urzodezoxikolsav hatasa a pankreasz duktalis sejtek iontranszport

folyamataira

Korabbi kisérleteink soran kimutattuk, hogy a CDCA hatésara jelentsen lecsokkent a
duktalis sejtek pH-ja (13A és C abra) mind Hepes mind pedig HCOs -tartalmu extracelluléris
oldatban.[163] Kivéancsiak voltunk, hogy vajon az eltérd biokémiai tulajdonsagokkal
rendelkezéd UDCA adasara is megfigyelhet6-e ilyen mértékii acidifikacio. Az UDCA ndvekvd
ben bekovetkezd valtozasokat a korabban mar leirt BCECF-AM, fluorescens festéket
hasznalva. A 13B és D abran jol lathatd, hogy az UDCA hatésara egy dozis-fiiggd pH csokkenés
kovetkezett be. Erdekességként a Hepes-el bufferolt oldat esetében nagyobb mértékii kiilonbség
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volt megfigyelhetd a CDCA ¢s az UDCA pHi-ra kifejtett hatasa kozott, mint a HCO;3™ -tartalmu
oldat esetén. Ez feltehetfleg azzal magyarazhaté, hogy HCO; jelenlétében a sejt

pufferkapacitdsa megnd.

CDCA UDCA

A B
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781¢ > 78 < > OUDCA
77 . -04mM 77 X <04 mM 0.5
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76 “«—> -0.5mM 76 D —— -0.5mM x 0,4
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75 75 I 03
[y *
7.4 4 J—— = T4 <
_ ! e
5 s e 73 v 0.2 *
72 72 0,1
71 71
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691 69{ .
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17 i -0 mM 6 ~04mM
Kezelés 025'"| " 76 Kezelés 025'" " E 0,4
76 -0.5mM -0.5mM T
ot 75 M S 0,3 * *
75 74
74 i 0,2
73
73 = w
IE: 7.2 W Iﬂ- 2 L\\“‘-—f\}”/ 0’1 I:|
” \\'//’ 71 0 ‘ ‘
7‘1 7.0 0.1 0.25 0.5 1
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13. abra. Az epesavak hatasa az intracellularis pH-ra izolilt, tengerimalac pankreasz duktuszokban. A
pankreasz duktalis fragmenteket 0,1-1 mM kenodezoxikdlsav-al (CDCA; A és C abra) illetve urzodezoxikdlsav-
al (UDCA; B és D abra) kezeltuk Hepes- (A és B abra ) illetve HCOs -tartalmti (C és D éabra) extracellularis
oldatban 5 percig. Az epesavak elvonasat kdvetden az intracelluldris pH-t visszaallt a kiindulasi szintre. Az
Osszefoglald oszlopdiagrammok a maximalis pH valtozast mutatjak (ApHmax) Hepes-t (E) illetve HCO3;/CO, —ot
(F) tartalmazo6 oldat jelenlétében. A ApHmax szamitasanal a kezdé pH-nak kozvetleniil az epesav adasa el6tti pH
értéket vettiik. Az eredményeket atlag + standard hiba (SE) abrazoltuk. * = p<0,05 vs. CDCA. n= 32-34 ROIs 4-5
duktuszbol.

A nagy dozist (1 mM) CDCA hatéséra gatlodik a sav-bazis transzporterek miikddése,
ami a duktéalis HCO3™-szekrécid csokkenését eredményezi. A kovetkezd kisérletsorozatban azt
vizsgaltuk, hogy vajon a duktalis sejtek UDCA elOkezelése képes-e kivédeni a CDCA
iontranszporterekre kifejtett gatld hatasat. Az iontranszporterek aktivitdsat az NH4Cl pulzus
technika segitségével vizsgaltuk. HCO;™ hidnyaban az acid6zisbdl torténd regeneracidban az
NHE vesz tobbnyire részt. HCO;3™ jelenlétében az alkalozisbol torténd regeneracid kezdeti
szakaszaért a CI/HCOs™ kicserél6 a felelds, mig az aciddzisbol torténd regeneracioban mind az
NHE mind pedig az NBC szerepet jatszik. igy ez a technika tobbféle iontranszporter egyidejii
vizsgalatat teszi lehetdvé. 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 — ImM) 3 perccel a pulzus elétt, a pulzus
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alatt valamint 5 perccel a pulzus utan is adtunk. Az UDCA 6nmagaban nem befolyasolta sem

az acidozisbol sem pedig az alkaldzisbol torténd regeneraciot.

A B
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I _05mMUDCA | ! 1mMUDCA | E12
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8,6 | — Ramndi . : \ 2 N.D. l
| | . 0
- 1
T 81 I ' ! i |1mmcoca + + +
I 1
7,6 | P .
i P! ,  |o.smmupca +
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’ 1
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c HCO,/CO, |
24 6ra UDCA el6kezelés
_____________________ |
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5 8- s 10
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2 ] N.D. o 0
1 mM CDCA + + + 1mM CDCA + + +
0.5mM UDCA + 0.5mM UDCA +
elékezelés el6kezelés
1mM UDCA + 1 mM UDCA +
elékezelés elékezelés

14. abra. Az epesavak hatidsa a tengerimalac pankreasz duktuszok sav/bazis transzportereire. A sav/bazis
transzporterek aktivitasat az NH4Cl pulzus technika segitségével vizsgaltuk. A kenodezoxikdlsav (CDCA; ImM)
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hatasara erételjesen csokkent az iontranszporterek aktivitdsa mind Hepes- (A) mind HCOj-tartalmu (C)
extracellularis oldatban. 0,5 illetve 1 mM UDCA el6kezelés nagymértékben kivédte a CDCA gatlo hatasat mind
az acidozisbdl mind pedig az alkal6zisbdl torténd regeneracié tekintetében. Az acidézisbdl torténd regeneracio,
Hepes-pufferolt oldat esetén a Na*/H" kicserél6 aktivitasat mutatja (C), mig HCO3;/CO,-pufferolt oldat esetében
a regeneracid az acidézisbol (D) illetve alkalézisbol (E) a Na*/HCOs kotranszporter és a CI/HCOs™ kicseréld
aktivitasat is tiikkrozi. Az eredményeket atlag + standard hiba (SE) abrazoltuk. * = p<0,05 vs. kontroll. n = 36-41
ROIs 4-6 duktusztbol. N.D.: nem detektalhato.

Ezzel szemben, a CDCA hatésara erdteljesen csokkent a transzporterek mitkodése. Az UDCA
¢s CDCA egyiittes addsa nem befolyasolta szamottevéen a CDCA gatld hatasat, az UDCA
egyik dozisaban sem. Mivel szamos tanulmany utal arra, hogy az UDCA védo hatdsa hosszabb
inkubaci6 soran alakul ki,[176, 211, 212, 213] megvizsgaltuk az UDCA eldkezelés hatasat a
CDCA iontranszporter gatlo hatdsara. Ehhez a kovetkezd 1€pésben kiilonbozd ideig (5 és 24
ora) elOkezeltik a duktdlis 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 6ras UDCA eldkezelése
szignifikansan csokkentette a CDCA gatlé hatasat mind Hepes (14A abra) mind pedig HCO3"
jelenlétében (14B abra). Az UDCA védo hatasa 0,5 mM-nal bizonyult a leghatékonyabbnak,
ezért a tovabbi kisérleteket az UDCA ezen koncentraciojaval folytattuk tovabb. A 14B, D és E
abran a bazis aramok Osszefoglalasa lathat6. A duktalis fragmentek eldokezelése UDCA-val

jelentdsen csokkentette a CDCA gatld hatdsat mind az NHE (14B abra), mind a CI/HCO3
kicserél6 (14D abra), mind pedig az NBC (14E abra) aktivitasara.

6.1.2.2. Az urzodezoxikolsav elokezeles nem vedi ki a kenodezoxikolsav-

indukalta Ca’" szignalt

Szamos tanulmanyban leirtak, hogy az epesavak-indukalta toxikus Ca*" szignal egy
kezdeti Iépés az AP kialakulasaban.[109, 214, 215, 216] Korabbi kisérleteink soran kimutattuk,
hogy a CDCA magas koncentracidban (1 mM) jelentés mértékben megndveli a sejten beliili
Ca’" szintet.[163] A tartésan magas Ca®" karosithatja a sejten beliili folyamatokat, ami
kihatassal lehet az iontranszporterek mitkodésére is. Mivel az UDCA eldkezelés kedvezonek
bizonyult a CDCA iontranszporterekre kifejtett gatlo hatasaban, megvizsgaltuk, hogy vajon ez
a védé hatas a CDCA-indukalta Ca?" felszabadulas csokkentése révén valdsul-e meg. 0,5 mM
UDCA nem okozott jelentdsebb valtozast az (Ca?"); szintben. | mM CDCA hatasara egy
nagymértékii, részben reverzibilis Ca** emelkedés volt megfigyelhetd (15A és B abra). A

duktalis fragmentek 0,5 mM UDCA-val torténd 24 6ras kezelése nem befolyasolta a CDCA-
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indukalta Ca®* szint emelkedést (15A és B 4abra), ami arra utal, hogy az UDCA védd hatisa
nem a megemelkedett Ca®" szint kivédésén keresztiil valosul meg.

B

A | HEPES 100 -

24 6ra UDCA 90 -
elékezelés 80 1

70 -
1mM CDCA 1mM CDCA 60 -
50 -
40 -
30 4
20 -
10

0 E

AF340/380 %

340/380

[ G (I (I G G

1mM CDCA + +

oL vVwruoN®

o

— 0.5 mM UDCA +
1 perc elékezelés

15. 4bra. Az epesavak hatisa a tengerimalac pankreisz duktuszok intracelluliris Ca?" szintjére. (A)
Reprezentativ gorbék a kenodezoxikdlsav (CDCA; 1 mM) hatdsat mutatjdk onmagaban, illetve 24 oras
urzodezoxikolsav (UDCA; 0,5 mM) elokezelést kdvetden. Az UDCA elékezelés nem volt képes kivédeni a CDCA
Ca?" mobilizal6 hatasat. (B) Osszefoglald oszlopdiagramm a fluoreszcens intenzitasban bekdvetkezé maximalis
valtozast mutatja. Az eredményeket atlag + standard hiba (SE) abrazoltuk. * = p<0,05 vs. kontroll. n = 35-40 ROIs
6-7 duktusztbol.

6.1.2.3. Az urzodezoxikolsav védo hatasa a mitokondrialis funkciora és

morfologiara

Korabbi vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a CDCA kezelés hatdsdra erdteljesen
karosodik a duktalis sejtek mitokondridlis funkcidja, csokken a sejten beliili ATP szint, ami
feltehet6leg kihatassal lehet az iontranszport folyamatokra az energetikai egyensuly zavara
miatt.[162] Annak eldontésére, hogy az UDCA képes-e kivédeni a CDCA-indukalta
mitokondrialis karosodast, mind funkciondlis mind morfoldgiai vizsgélatokat végeztiink az
UDCA-val elékezelt duktuszokon.

A sejten beliili ATP szint (ATP); jol tiikrozi a mitokondriumok miikodési allapotat. Az
els 1épésben megvizsgaltuk a CDCA hatésat az (ATP); szintre, UDCA eldkezelés (24 6ra, 0,5
mM) nélkiil és mellett. Ahogy a 16A abran is lathato 1 mM CDCA hatasara jelentdsen
lecsokkent az (ATP); szint. Ezzel szemben, 24 6ras UDCA eldkezelés mérsékelte a CDCA
hatasara kialakuldé ATP csokkenést 57,6 + 3,6%-al, mig az UDCA kezelés 6nmagéban nem
befolyasolta az (ATP); szintet (16B abra).

Annak érdekében, hogy tovabb vizsgaljuk az UDCA védd hatasat a mitokondriumokra,
megvizsgaltuk a A¥Ym és az mPTP, hogyan valtozik az epesavak adasara. A AW¥m-ban

bekovetkezd valtozasok detektalasdhoz 1 puM TMRM-el inkubaltuk a duktuszokat. A
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mitokondrialis fluoreszcencia stabilizacié utdan, 1 mM CDCA-t adtunk a sejtekhez ¢és a
fluoreszcens intenzitdsban bekovetkezd valtozasokat rogzitettiik. Ahogy a 17A abran lathato,
CDCA adésara jelentdsen megndvekedett a fluoreszcens intenzitas, ami arra utal, hogy a CDCA

hatasara egy nagyfoku mitokondridlis depolarizacio kovetkezett be.

A B
| HEPES | 047
24h 6raUDCA el6kezelés | 03 .
W
1 mM CDCA 1 mM CDCA T ooz
1,3 ' *
W ]
12 01
3
© 1,1 - 0-
Q
5 1,0 - 1mM CDCA + +
s
- 0.5 mM UDCA
0,9 - 1 perc elékezelés +

16. abra. Az epesavak hatisa a tengerimalac pankredsz duktuszok intracelluliaris ATP szintjére. (A)
Reprezentativ gorbék a kenodezoxikdlsav (CDCA; 1 mM) hatdsat mutatjdk onmagéaban, illetve 24 oras
urzodezoxikolsav (UDCA; 0,5 mM) elokezelést kovetden az intracellularis ATP (ATP;) szintre. Az UDCA
elokezelés jelentés mértékben csokkentette a CDCA ATP; depléciot okozod hatasat. (B) Osszefoglald
oszlopdiagramm a fluoreszcens intenzitasban bekdvetkez6 maximalis valtozast mutatja. Az eredményeket atlag +
standard hiba (SE) abrazoltuk. * = p<0,05 vs. kontroll. n = 35-40 ROIs 6-7 duktusztbol.

HEPES 0.6 1
05
1,5 - 1mM CDCA H
—> s 047
1,4 - Kontroll L=
° 2 03
L 1,3 w
™ 24 6raUDCA £ 021 *
= 1,2 1 elékezelés <
= 0,1 1
= 1,1 1
0 J
1,0 -
1 mM CDCA + +
0,9 -
«— 0.5 mM UDCA
0,8 - 1 perc elékezelés %

17. abra. Az epesavak hatasa a tengerimalac pankreasz duktuszok mitokondrialis membran potencialjara.
(A) Reprezentativ gorbék a kenodezoxikolsav (CDCA; 1 mM) hatasat mutatjak 6nmagaban, illetve 24 oras
urzodezoxikolsav (UDCA; 0,5 mM) elékezelést kdvetden a mitokondrialis membran potencidlra (AWn). Az
UDCA eldkezelés jelentds mértékben csokkentette a CDCA-indukalta membran depolarizaciot. (B) Osszefoglald
oszlopdiagramm a fluoreszcens intenzitasban bekovetkez6 maximalis valtozast mutatja. Az eredményeket atlag +
standard hiba (SE) dbrazoltuk. * = p<0,05 vs. kontroll. n = 35-40 ROIs 6-7 duktusztbdl.

A duktuszok UDCA-val torténd eldkezelése csokkentette a CDCA-indukalta
depolarizacido mértékét 69,4 + 4,6 %-al (17B abra). Mivel az ATP szint csokkenés illetve a

mitokondrialis membran depolarizicié6 az mPTP indukcié eredménye, a kovetkezd 1épésben
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megvizsgaltuk az epesavak hatasat az mPTP nyitddasara a kalcein-kobalt technikat alkalmazva.
A kalcein-el el6kezelt pankreasz duktuszok 1 mM CDCA-val torténd kezelése lecsokkentette a
kalcein fluoreszcens intenzitasat nagyjabol 1 perccel az epesav adasat kovetden (18A abra). A
AW kisérletekhez hasonldan, a 24 o6ras UDCA eldkezelés (0,5 mM) védo hatasat fejtett ki a
mitokondriumokra és csokkentette a CDCA-indukalta mPTP nyitddast 72,1 +=4%-al. Az UDCA
onmagaban nem befolyasolta az mPTP-t (18B abra).

A B
HEPES
1,6 -
1 mM CDCA 45 1
1,4 1 D 40 1
- 24 6raUDCA < 354
LEL 1,2 elékezelés S 30 +
c i i
£ 1.0 o 25
8 = 20 -
S 08 - E" 15 - *
< 10 A
0,6 -
Kontroll 57 -
0,4 - o
021 <+« 1 mM CDCA + +
1 perc
0,0 - 0.5 mM UDCA +
elokezelés

18. abra. Az epesavak hatasa a tengerimalac pankreasz duktuszok mitokondriilis permeabilitas tranzicios
porusara. (A) Reprezentativ gorbék a kenodezoxikolsav (CDCA; 1 mM) hatasat mutatjak dnmagaban, illetve 24
oras urzodezoxikolsav (UDCA; 0,5 mM) el6kezelést kovetden a mitokondridlis permeabilitas tranzicids porusra
(mPTP). Az UDCA elbkezelés jelentds mértékben csokkentette a CDCA-indukalta mPTP nyitédast. (B)
Osszefoglald oszlopdiagramm a fluoreszcens intenzitdsban bekdvetkezd maximalis valtozast mutatja. Az
eredményeket atlag + standard hiba (SE) abrazoltuk. * = p<0,05 vs. kontroll. n = 35-40 ROIs 6-7 duktusztbol.

A mitokondriumok morfologidjat elektronmikroszkop segitségével tanulmanyoztuk
(19A-D abra). A mitokondriumok 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 (19A és B abra). Ezzel
szemben, a duktuszok 5 perces inkubacigja | mM CDCA-val mitokondridlis hizashoz ¢és a
mitokondrialis bels6 membranszerkezet felbomlasahoz vezetett (19C abra). Az UDCA-val
elékezelt duktuszokban a CDCA nem okozott ilyen jellegli elvaltozast a mitokondriumokban

(19D abra).
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19. abra. Az epesavak hatdsa a tengerimalac pankreidsz duktuszok mitokondriumara. A reprezentativ
elektronmikroszkopos képeken jol lathato, hogy a kontroll (A) és a 24 6ras urzodezoxikolsav-al (UDCA) elékezelt
(B) pankreasz duktuszok mitokondriumai normal szerkezetiiek, mig az 1 mM kenodezoxikolsav-al (CDCA) 5
percig kezelt duktuszok (C) esetében a mitokondriumok felhiztak, normal, belsé membranszerkezetiik eltiint. Az
UDCA celdkezelés (D) nagymértékben kivédte a CDCA-indukalta mitokondrialis karosodast. A nyilak a
mitokondriumokat jelolik.

6.1.2.4. Az urzodezoxikolsav kivéedi a kenodezoxikolsav-indukalta sejthalalt

A mitokondrialis karosodas sok esetben egylitt jar a sejthalalal, ezért a kovetkezd
1épésben megvizsgaltuk, hogy a CDCA mitokondriumokra kifejtett toxikus hatasa apoptdzis-al
tarsul-e. Ehhez a duktuszokat 5 percen keresztiil inkubaltuk 1 mM CDCA-al, majd tovabbi 3
oran keresztiil normal tapfolyadékban, annak érdekében, hogy idéd hagyjunk a sejthaldl
kialakulaséara. A sejthalal detektalasa TUNEL festéssel tortént. A duktuszok CDCA-al torténd
inkubdacioja jelentds mértékben megndvelte a sejthaldlt a kezeletlen és UDCA-al kezelt
duktuszokhoz képest. Bar a TUNEL festéssel mind az apoptozist mind pedig a nekrdzist lehet
detektalni, az intakt sejtorganellumok €s membran jelenléte valamint a cellularis zsugorodas
arra utal, hogy a CDCA hatésara apoptozis kovetkezik be nem pedig nekrozis. A 24 6ras UDCA
elokezelés csak kis mértékli DNS fragmentaciot okozott, azonban szingifikansan csokkentette

a CDCA-indukalta programozott sejtelhalast 63,3 + 5,7 %-al (20A és B abra).
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20. abra. Az urzodezoxikélsav hatasa a kenodezoxikolsav-indukalta sejtelhalasra. (A) A TUNEL-pozitiv és
hematoxilin-eozin festett pankredsz duktalis metszeteken jol lathatd, hogy a kenodezoxikoélsav-as (CDCA)
elékezelés (bal also kép) hatasara az apoptozis jelentdsen megnétt a kontroll, kezeletlen duktuszokhoz (bal, felsé
kép) képest. Az urzodezoxikolsav (UDCA) 5 perces adasa (0,5 m) nem okozott szamottevd sejtelhalast (jobb, felsd
kép), azonban a 24 6ras UDCA elékezelés (jobb, also kép) csokkentette a CDCA-indukalta apoptozis mértékeét.
(B) Az oszlop diagramm a TUNEL pozitiv sejtek szamat mutatja a total sejtszdm szdzalékaban. Az eredményeket
atlag + standard hiba (SE) abrazoltuk. * = p<0,05 vs. Kontroll, # = p<0,05 vs. 1 Mm CDCA. n=3-4.

6.1.2.5. Az urzédezoxikolsav védo szerepe epesav-indukalta pankreatitiszben

Annak érdekében, hogy az UDCA védd hatdsat in vivo korilmények kozt is
megvizsgaljuk, egy CDCA-indukalta pankreatitisz modellt alkalmaztunk. Model allatként
patkdanyokat hasznaltunk, mivel a tengerimalac esetében kivitelezhetetlen volt a CDCA
intraduktalis alkalmazasa az anatomiai sajatsagok miatt. A CDCA retrograd infizidja a
pankredsz duktuszba szignifikdnsan megemelte a szérum amilaz szintet (983 += 100 U/l) a
kontroll, fiziologias s6oldatot kapott csoporthoz képest (396 = 50 U/l). A két hetes UDCA
elokezelés nem befolyasolta a szérum amildz szintet (424,7 + 20 U/l), azonban szignifikansan
csOkkentette az UDCA + CDCA csoportban (582,7 + 50 U/l) a CDCA csoporthoz képest (21A
abra). A pankreasz karosodds mértékét leginkabb a szoveti nekrozis nagysagabol lehet
megitélni. A fiziologias sooldat intraduktélis adéasa illetve az oralis UDCA nem okozott
nekrotikus sejtelhalast (21B és 22. abra). Ezzel szemben a CDCA retrograd infuzioja jelentds
mértékll acinus karosodast eredményezett (14 = 2%), amit az UDCA eldkezelés jelentsen
lecsokkentett (6 £ 2%, 21B abra). A CDCA adasara jelentdsen megnétt a pankredsz
viztartalma, melyet az UDCA eldkezelés szamottevéen nem befolyasolt,(21C abra) azonban
az UDCA+CDCA csoportban szignifikdns csokkenést tapasztaltunk a CDCA csoporthoz
képest.
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21. abra. Az urzodezoxikdlsav elokezelés hatisa a kenodezoxikélsav-indukalta pankreatitiszre patkanyban.
A szérum amilaz aktivitds (A), a pankreasz 6déma (B) és nekrozis (C) mértéke jelentésen megndtt a
kenodezoxikolsav (CDCA) intraduktalis alkalmazasa soran. Két hetes, oralis urzodezoxikolsavas (UDCA)
elokezelés szignifikansan csokkentette az fentebb emlitett paramétereket. F.S.: fiziologias soéoldat. Az
eredményeket atlag + standard hiba (SE) abrazoltuk. * = p<0,05 vs. Kontroll, # = p<0,05 vs. ] mM CDCA.n=6
allat minden csoportban. N.D.: nem detektalhato.
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22. abra. Az urzodezoxikolsav elo6kezelés hatasa a kenodezoxikoélsav-indukalta pankreatitiszre patkanyban.
A reprezentativ szovettani képek a kontroll, az urzodezoxikdlsav-al (UDCA) eldkezelt, a kenodezoxikolsav-al
(CDCA) indukalt pankreatitisz-es, valamint az UDCA-al eldkezelt CDCA-al indukalt pankreatitisz-es
allatcsoportok hasnyalmirigyérdl késziilt. A kontroll allatok fiziologias sooldatot kaptak a CDCA helyett. P.O: per
os, 1.D: intraduktalis, fis.: fiziologias s6oldat. A mérce 100 pm-t reprezental.
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6.1.3. Az alkohol és nem-oxidativ metabolitjainak a hatasanak a vizsgalata

6.1.3.1. Az alkohol és nem-oxidativ metabolitjainak a hatasa a CFTR

csatorna aktivitasara

Els6 1épésben megvizsgaltuk az EtOH hatdsat az alap és forskolin-stimulalt CFTR
aramra. Az EtOH 1 mM-os koncentracioban nem befolyéasolta sem az alap sem pedig a
forskolin-stimulalt CFTR aramot, 15 perc adas utan sem (23C és F abra). 10 mM koncentracio
esetén az alap dram szignifikansan megemelkedett 32,6+10,2 %-al (+60 mV-nal, 23A-C abra),
az EtOH 15 perces adasat kovetden, mig 100 mM-os koncentrdcidban mar 5 perc utan
erdteljesen fokozta a csatorna konduktancigjat (110,1+7,2 %, +60 mV-nal, 23A-C abra). A
forskolin-stimulalt CFTR &ramot ezzel szemben mind 10 mind pedig 100 mM-os
koncentracioban, fesziiltségfiiggd modon gatolta az EtOH (31,4+9,6 % és 66,5+5,4 %, 15 min,
60 mV-nal, 23D-F abra). Mind a serkent mind pedig a gatld hatds az EtOH kimosasa utan
reverzibilis volt.

A kovetkez6 1€épésben megvizsgaltuk, hogy az EtOH milyen mechanizmus révén fejti
ki a hatasat a CFTR csatornara. A plazmamembranon atjutva az EtOH vizmolekulakat kot meg,
melynek eredményeként a sejtek dehidratdlodnak. 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 szabdlyozaséra, a sejteket mannitol-al kezeltiik. A

crer

crer

négyszeresére novelte az alap CFTR aramokat (24,4+3,5-161 97,5£22 pA/pF-ra, +60 mV-nal,
24A abra). A mannitol-indukalta csatorna aktivitas mértéke megegyezett az EtOH-indukalta
csatorndra feltehetdleg kozvetetten az ozmozis megvaltozasa révén valésul meg. Mannitol
adésara a forskolin-stimulalt aramok szignifikansan megnéttek (49,7+10,2 %), ami arra utal,
hogy az EtOH specifikusan gatolja a csatornat (24B abra).

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-stimuldlt CFTR &4ramokat, 1 illetve 5 mM-os koncentracidban. A

palmitolsav etil-észter (POAEE; 10-200 uM) az EtOH bomlasabol szarmazo, telitetlen zsirsav,
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amely az EtOH-hoz hasonl6an nem befolyasolta az alap aramokat (25SA-C abra), azonban a

stimulalt aramokat 56,1+12,3%-al csdkkentette 200 pM-os koncentracidoban (25D-F abra).
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23. abra. Az etanol hatasa az alap- és forskolin-stimulilt CFTR aramra tengerimalac pankreasz duktalis
sejtekben. Az aramerGsség méréséhez -100 és +100 mV kozotti fesziiltséglépesot alkalmaztunk 20 mV-os
Iépésekben, 0 mV-os tartofesziiltségen. A-C: alap CFTR aram. (A) Reprezentativ fesziiltséglépcsdk a kezdeti (i),
a 100 mM etanol-al (EtOH), 15 percig stimulalt (ii) illetve az EtOH kimosast koveto (iii) allapotokat mutatjak. (B)
Az aram/fesziiltség (I/V) gorbék elkészitéséhez az adott fesziiltségen mért aramerdsség utolsé 5 ms-anak az atlagat
hasznaltuk. Az aramerdsséget mind az alap aramon (gyémant), az EtOH-al stimulalt &ramon (négyzet) illetve ez
EtOH kimosésat kovetéen (haromszdg) mértiik. (C) Az 6sszefoglald oszlopdiagramm az EtOH (1, 10 és 100 mM)
hatasat mutatja az &ram denzitasra +60 mV-ndl. Az adatokat atlag + standard hiba (SE) abrazoltuk. * = p<0,05 vs.
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