A pankreasz duktalis sejtek f6 funkcioja egy HCOs;-ban gazdag, izotdnikus folyadék
szekrécidja, amely alapvetd szerepet jatszik az acinusok altal termelt emésztéenzimek
kimosasaban illetve a gyomor feldl érkezd savas kémhatds neutralizalasaban. Elégtelen vagy
csokkent duktalis ion- és folyadékszekrécid a pankreasz miikddésének zavaraihoz, illetve
kiilonb6z6 betegségek (akut pankreatitisz, cisztas fibréozis) kialakuldsdhoz vezethet. Annak
ellenére, hogy a duktélis sejtek alapvetd fontossaguak a normal kdérnyezet fenntartdsaban
kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre a duktalis sejtek miikddésére vonatkozdan
fiziologias €s patofiziologias koriilmények kozott.

Ezért jelen projektben célul tiztik ki a pankreatitisz kivaltasaban szerepet jatszo etiologia

faktor, az epe illetve a tripszin hatdsdnak karakterizalasat a duktalis sejtekre ezen belill is
elsésorban a HCOj3™ szekréciora kifejtett hatasukat vizsgaltuk.

I Epesavak hatasanak karakterizalasa a pankreasz duktalis sejtek miikodésére

Korabbi kisérleteinkben kimutattuk, hogy a duktélis sejtek luminalis membréanja fel6l adott
kenodezoxikolsav (CDC; 0.1 mM) fokozza a duktalis sejtek bikarbonat szekrécidjat az
intracellularis kalcium emelésén keresztiil. Kisérleteink elsddleges célja az volt, hogy
megvizsgaljuk, hogy mely iontranszporterek, ioncsatorndk vesznek részt ezen stimulalt
szekrécioban.

A patch clamp technika egész sejtek konfiguraciojanak felhasznalasaval kimutattuk, hogy 0.1
mM CDC hatasara fokozodik a duktalis sejteken keresztiil folyé K jonaramok nagysaga.
Kiildénb6zé K csatorna inhibitorok segitségével kimutattuk, hogy a CDC altal aktivéalta K"
konduktancia, a nagy-konduktanciaji Ca®"-aktivalta K" csatorna vagy mas néven BK csatorna
gatloszerével, iberiotoxin-nal (IBT; 100 nM) teljes mértékben gatolhato volt (1. dbra).
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A kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk, hogy a CDC HCOs™ szekréciot stimulalo hatasa a
BK csatorndk aktivalasdn keresztiil valosul-e meg. Ehhez IBT (100 nM) jelenlétében
vizsgdltuk a CDC szekréciot stimuldld hatasat intakt pankredsz duktuszokon a
mikrofluorometrids technika felhasznaldsaval. A bikarbonat szekrécid nagysagira az
alkaldzisbol torténd regeneracié mértékébol kovetkeztettiink.



Eredményeink azt mutattak, hogy a bazalis oldal feldl adott IBT nem befolyasolta a CDC
hatasat, ezzel szemben, a luminalis oldal feldl adva, teljes mértékben megsziintette a CDC
HCOj;™ szekréciora kifejtett stimulaldé hatasat (2. abra). Tovabbad kimutattuk, hogy a
luminalis membran feldl adott IBT nem befolyasolja a szekretin-, luminalis ATP- vagy
carbachol-indukalta HCOjs™ szekrécidt. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a BK csatornak
aktivacidja fontos szerepet jatszik a CDC-stimulalt szekrécioban illetve, hogy ezek a
csatorndk feltehetdleg a duktuszok luminalis membranjara lokalizalodnak.
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Mivel eredményeink azt sugalltdk, hogy a CDC-stimulalta szekréci6 a BK csatorndk
aktivacidjan keresztiil valosul meg, feltételeztiik, hogy a BK csatorndk aktivdladsa egy
farmakologiai vegyiilettel, hasonloképpen aktivalna a HCOs” szekréciot. Ehhez megvizsgaltuk
egy specifikus BK csatornaaktivald, NS11021 hatasat a HCO;3™ szekréciora az alkalozisbol
torténd regeneracid vizsgalataval. A luminalis membran feldl adott 3 uM NS11021 fokozta a
duktalis HCO5™ szekréciot, mig az NS11021 inaktiv formaja, az NS13558 nem befolyasolta a
szekrécio mértekét.

A kovetkezd 1épésben immunhisztokémiai eljarassal sikeriilt kimutatnunk a BK csatorndk
jelenlétét a duktalis sejtek luminalis membranjdn, mig az acinusokban negativ festddést
kaptunk. A kovetkezOkben azt vizsgaltuk, hogy a CDC hat4sa az ujonnan felfedezett epesav
receptor, a Gpbar-1 kozvetitésével valosul-e meg. A Gpbar-1 receptor ellen kifejlesztett
ellenanyag pozitiv festddést mutatott az acinusokban. A duktélis sejtekben azonban nem
sikeriilt ezen receptor jelenlétét kimutatnunk. Ezzel szemben reverz transzkripciés PCR
technikdval sikeriilt kimutatnunk a az organikus anion transzporter-2 (Oatp-2) epesav
transzporter jelenlétét tengerimalac pankredszban illetve a f6 pankreasz vezetékben.

Végiil pedig elektronmikroszkdp felhasznalasaval megvizsgaltuk, hogy az epesavas kezelés
okoz-e morfologiai eltéréseket a pankredsz duktalis sejtek sejtorganellumaiban vagy a



plazmamembran integritasaban. A pankreasz duktuszok CDC-vel (0.1 mM) torténd 10 perces
inkubaldsa nem befolyéasolta a sejten beliili organellumokat, morfoldgiai elvaltozast nem
tapasztaltunk

Eredményeink dsszefoglaldasaként elmondhatjuk, hogy:
1.) Kimutattuk egy Ca*"-aktivalta K~ csatorna (BK) jelenlétét tengerimalac pankredsz
duktalis sejtek luminalis membranjan
2.) Megallapitottuk, hogy a BK csatorndk alapvetd szerepet jatszanak a kis
koncentracidban adott CDC duktalis HCOs™ szekréciot stimulalod hatasaban
3.) A BK csatorna aktivator, NS11021 stimulalta a duktalis HCO;™ szekréciot.

Hipotézisiink szerint a duktalis HCO;™ szekréci6 stimuldcidja védekezd funkcidt jelenthet a
biliaris akut pankreatitisz kezdeti szakaszaban azaltal, hogy kimossa a kiilonb6zo toxikus
faktorokat, igy az epesavakat a duktalis fabol, megakadalyozva ez altal a pankredsz
karosodasat. Eredményeink azt mutatjak, hogy a BK csatorndk aktivacidja terapias
lehetdséget jelenthet az akut pankreatitisz kezelésében.

A tripszin hatasanak karakterizalasa a pankreasz duktalis sejtek miikodésére

Els6 Iépésben megvizsgaltuk, a PAR-2 receptor kifejezddését tengerimalac pankreasz duktalis
sejtekben illetve human pankredszban. Immunhisztokémiai modszer erdteljes PAR-2 festddést
mutatott mind a tengerimalac pankredsz duktuszokban. Az intra/interlobuldris duktuszok
festddésének denzitometrias Osszehasonlitdsa nagy mennyiségli PAR-2 expressziot mutatott
az intralobularis duktuszokban, mig a nagyobb, interlobularis duktuszokban alig volt
detektalhatd ezen receptor kifejezddése. A human pankredsz immunhisztokémiai vizsgalata
hasonl6 festédési mintdzatot mutatott a tengerimalac pankredszéhoz.
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A kovetkezd kisérletsorozatban megvizsgaltuk a tripszin, a tripszin aktivalo peptid, PAR-2
AP, a tripszin agonista és antagonista (PAR-2-ANT) hatasat a duktalis sejtek intracellularis
kalcium szintjére és pH-jara. Kimutattuk, hogy a PAR-2-AP és a tripszin dozisfliggd
intracellularis kalcium szignalizacidt indukal a tengerimalac pankreasz duktuszokban. A
luminalis membran feldl adott PAR-2-AP hatasat (1, 10 és 100 pM) mind a PAR-2
antagonista (10 uM) mind pedig a kalcium kelator BAPTA-AM (40 uM) teljes mértékben
kivédte, mig az extracellularis oldatbdl torténd kalcium elvonasa nem befolyasolta. A
luminélis membran feldl adott tripszin (0.1, 1 and 10 uM) hatdsa megegyezett a PAR-2-AP
hatasaval. A tripszin generalta kalcium szignalt mind a szdjabab tripszin inhibitor (SBTI, 5
uM), mind a PAR-2-ANT (10 uM) mind pedig a BAPTA-AM (40 uM) eldkezelés gatolta.



Ezen eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy a tripszin intracelluldris kalcium
koncentraciora ([Ca®'];) kifejtett hatisa a PAR-2 receptorok aktivalasan keresztiil valosul meg
(4. abra).
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Az intracellularis pH-ban (pH;) bekdvetkezd valtozasok detektaldsa a pH-fiiggd fluorescens
festék, BCECF-AM felhasznélasaval tortént. A PAR-2-AP (10 uM) és a tripszin (10 pM)
dozisfiiggd alkalizaciot indukal a duktélis sejtekben. Ezen alkalizacio feltehetdleg az apikalis
membranon keresztiili bikarbonat kidramlas gatlasan keresztiil jon 1étre. A PDEC SBTI-vel (5
uM), PAR-2-ANT-val (10 uM) vagy BAPTA-AM-el (40 uM) torténd elokezelése kivédte a
tripszin ezen gatld hatasat. Fontos megjegyezni, hogy a ClI' /HCOs™ kicserélét gatlo H,DIDS
adasa illetve a Cl elvonasa a kiils oldatbol csokkentette, de nem sziintette meg a tripszin
hatasat az intracelluléris pHj-ra, amely arra utal, hogy a tripszin mind a CI -fliggd mind pedig
a CI -fliggetlen bikarbonat szekretal6 mechanizmusokat gatolja.
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megvizsgaltuk, hogy a tripszin és a tobbi farmakologiai 4gens hatdsat a CFTR CI” d&ramokra.
A PAR-2-AP (10 uM) és a tripszin (10 uM) az alap CFTR aramokat nem, viszont a forskolin-
aktivalta CFTR 4ramokat tobb mint 50%-al csokkentette. Mindkét esetben a gatlas
irrevezibilis volt. SBTI-vel (5 uM) vagy PAR-2-ANT-val (10 uM) torténd eldkezelés teljesen
megsziintette a tripszin ezen gatld hatdsat, amely arra utal, hogy a tripszin a CFTR CI’
aramokat a PAR-2 receptor aktivalasan keresztiil gatolja.

A kovetkezO 1épésben megvizsgaltuk, hogy befolyasolja a duktalis pH-ban bekdvetkezd
16l 7-re) szignifikdnsan megemelte. Ezt kdvetden az autoaktivacid egy lassu csokkenést
mutatott pH 7.0 és 6.0 kozott. Annak érdekében, hogy kizarjuk, hogy az autoaktivacidban
bekovetkezd valtozas a pufferek kiilonbozo iondsszetételével magyarazhatd, megismételtiik a



kisérletet 100mM NaCl-ot tartalmazd pufferben is. Bar a reakcid Osszeségében lassabban
ment végbe NaCl jelenlétében, az autoaktivacid ugyanolyan pH fliggést mutatott.

Végil pedig megvizsgaltuk a PAR-2 jelenlétét kronikus pankreatitisz-ben. Az 5. abran
lathato, hogy kronikus pankreatitiszben csokkent mind fehérje mind pedig mRNS szinten a
PAR-2 kifejezdédése. A PAR-2 citoplazmaba torténd transzlokacidban nem tapasztaltunk
eltérés a normal és kronikus pankreatitiszben szenvedd betegekbdl vett szoveti mintakban.
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5. abra. PAR-2 kifejez6dése normal és kronikus pankreatitiszben szenvedé betegek pankreiasziban. Az
(A) abran a normal (i és ii) illetve a kronikus pankreatitiszes (iii és iv) szovetmintak immunohisztokémiai festése
lathatd PAR-2 elsddleges ellenanyag jelenlétében (i és iii) illetve hianyaban (ii €s iv). (B) Relativ optikai
denzitas. *=p<0.05 vs. CP membran. (C) abran a PAR-2 mRNA expressziojanak analizise. *=p<0.05 vs. CP. CP:
kronikus pankreatitisz. Vonalas mérték: 50 pm.

Eredményeink alapjan arra kdvetkeztetiink, hogy a pankredsz duktalis sejtek HCO;™ szekrécid
alapvetd szerepet jatszik a tripszinogén autoaktivacidjanak a kivédésében. Azonban, ha a
tripszin jelen van a duktélis faban a duktélis sejtek luminalis membranjara lokalizalodo PAR-
2 receptorok aktivalodnak, amely intracelluléris kalcium felszabaduldshoz és megemelkedett
intracellularis kalcium szinthez vezet. Ezen folyamat gatlolag hat mind a lumindlis anion
kicserélére mind pedig a CFTR CI csatorndra, amely a HCOj3;™ szekrécid csokkenését fogja
eredményezni. A csokkent szekrécid miatt egyrészt lassabban jutnak el a zimogének a
duodénumba mésrészt az elégtelen HCOg' szekréci(’) miatt lecs(')kken a duktélis pH amely
gatolja az anion kicseréld miikddését belndltva ezaltal egy 6rdogi kor, amely végsdé soron a
pankreatitisz kialakuldsahoz vezet.



