Bevezetés

A hasnyalmirigy vezetéksejtek kb. 1,5 1 HCOs'-ban gazdag folyadékot szekretalnak,
melynek f6 feladata, hogy kimossa az acinusok altal termelt emésztéenzimeket a pankreasz
duktalis rendszerébdl, illetve a duodenumba jutva semlegesitse a gyomornedv savas pH-jat
(Steward és mtsai., 2005). A szekretalt HCOs™ legnagyobb része a vérbdl szarmazik. A HCO;5
a bazolateralisan elhelyezkedd Na'/HCO;™ kotranszporteren (NBC) keresztiil jut a sejtbe. A
kisebb jelentdségili) a vérben oldott CO, passziv, sejtmembranon keresztiili diffizidja. A
sejtbe bejutott CO, a szénsav-anhidrdz enzim segitségével szénsavva alakul, majd a
keletkezett szénsav HCOs'-ra €s protonra bomlik. Ezt kdvetéen a HCO;™ az apikalis oldalon
elhelyezkedd CI/HCO;™ cserélokon keresztiil szekretalodik a lumenbe. A HCOs™ szekrécidban
kulcsfontossagli szerepet jatszo apikdlis CI/HCOs™ cserélék az SLC26 transzporter csalad
tagjai (SLC26A3, DRA: down regulated in adenoma és SLC26A6, PAT-1: putative anion
transporter 1). A HCO; szekrécid6 masik fontos transzportere a cisztas fibrozis
transzmembran konduktancia regulator CI° csatorna (CFTR), amely az SLC26
transzporterekhez hasonléan a luminéalis membranon helyezkedik el. A HCO;™ szekrécid
pontos mechanizmusa ugyan nem ismert, az azonban biztos, hogy a CFTR fontos szerepet
jatszik a folyamatban és az apikalis membranon torténd elhelyezkedése nagyon fontos. A
Na'/H" cserélé regulator faktor 1 (NHERF-1) felelés egy tobb fehérjébdl allo komplex
kialakitasaért, amely biztositja a CFTR apikalis membranban val6 lokalizaciojat. A NHERF-1
szerepét a pankredszban még nem vizsgaltdk, ennek ellenére az biztos, hogy a HCOj5
szekrécidban kulcs fontossagt CFTR-t szabalyozza ez a citoszolikus adaptor fehérje.
Mindezek alapjdn az eredeti munkatervtdl eltéréen a NHERF-1 szerepét vizsgaltuk a
pankreasz HCO;™ és folyadék szekrécidjaban a DRA helyett, mivel a DRA génkiiitott (KO)
egerek nem voltak sokdig ¢életképesek, sziiletésiik utan 2-3 héttel elpusztultak.

A CFTR-—nak fontos szerepe van az akut hasnyalmirigy gyulladas kialakuldséban is
(Cavestro és mtsai., 2010, Hegyi és mtsai., 2011). Az akut hasnyalmirigy gyulladas 6 korokai
koz¢ tartoznak az epekovesség és a tulzott mértékli alkoholfogyasztds (Pandol és mtsai.,
2007). A specifikus és nem specifikus gyulladdsos reakciok mellett, a pankredsz éltal termelt
tripszinogén korai, sejten, illetve szoveten beliili aktivacidja figyelhetd meg (Hofbauer és
mtsai., 1998; Saluja és mtsai., 1997). Az enzimaktivacidéval parhuzamosan a pankreaszban
aktivalodik a NF-kB transzkripcios faktor is (Rakonczay €és mtsai., 2008), mely szamos pro-

inflammatorikus gén kifejezddéséért felelds.



Eredmények

1. mRNS expresszio vizsgalata egér hasnyalmirigy vezetéksejtekben

Vad tipusu (VT) egerekbdl (n=6) izolalt duktuszokban megvizsgaltuk a CFTR, a
DRA, a PAT-1, a NHERF-1, NHERF-2 ¢és NHERF-3 mRNS expressziojat. Az izolalt
duktuszokban mind a NHERF-3 kivételével mindegyik mRNS expresszidja kimutathatd volt.
Meglepd modon a legnagyobb mennyiségben a NHERF-1 volt megfigyelhetd (kb. tizszer
tobb, mint a CFTR).

2. CFTR lokalizacidojanak vizsgalata

Immunhisztokémiai eljarassal meghataroztuk a CFTR expressziojat VT és NHERF-1
KO egerek hasnyalmirigyében. Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a VT egerekben a CFTR
nagyrészt a hasnydlmirigy vezetéksejtek apikalis membranjara lokalizalodott. Ezzel
ellentétben a NHERF-1 KO egerekben a CFTR mennyisége az apikalis membranban
csokkent, festodése sokkal diffizabb volt.

3. Fiziologiai vizsgalatok

a. Duktalis HCOj3™ szekrécio vizsgalata

A kisérletek megkezdése eldtt a kordbban tengerimalacra alkalmazott hasnyalmirigy
duktusz 1izolalasi eljarast optimalizaltuk egér hasnyalmirigyre. Kisérleteink soran
meghataroztuk az egér hasnyalmirigy vezetéksejtek kezdd intracellularis pH (pH;) és puffer
kapacitas (B) értékét mikrofluorometrids modszerrel BCECF fluoreszcens festék segitségével.
PAT-1 egerek esetében a kezdd pH; érték standard HEPES oldatban 7.31 +£ 0.01 a VT és 7.29
+ 0.03 a PAT-1 KO egerekben. A NHERF-1 egerek esetében HEPES oldatban végzett
kisérletekben kimutattuk, hogy a kezdd pH; érték 7.39 + 0.02 (n=4) a NHERF-1 KO
allatokban, és nem volt szignifikans kiilonbség megfigyelheté a VT egerek esetében (7.43 +
0.02, n=4) a NHERF-1 KO allatokhoz képest.

A pufferkapacitas értékekben sem volt szignifikans eltérés a VT (149 + 20 mM/pH
egység) és a NHERF-1 KO (158 + 16 mM/pH egység) egerek esetében 6.5 - 7.3 pH;

tartomanyban.



Az apikalis membranon torténé HCO;3™ szekrécio vizsgalatara 3 modszert hasznaltunk:

1. Az inhibitor stop metodika soran a HCO; akkumuldciojaban szerepet jatszo
bazolateralis transzportereket, a Na'/H" cseréldt (NHE) illetve a NBC-t, 0,2 mM amilorid,
valamint 0,2 mM H,;DIDS 5 percen at torténd adasaval gatoltuk. Ezen technika
segitségével kimutattuk, hogy mind a 3 gén (CFTR, PAT-1, illetve NHERF-1) hidnya
esetén szignifikdnsan csokkent az apikalis membranon torténé HCOj; szekrécido a VT
allatokban mért értékekhez képest.

2. Az alkalozisbol torténé regeneracios kisérletekben a duktuszokat 3 percig 20 mM
NH,4Cl-tartalmi HCO5/CO, oldattal perfundaltuk. Kimutattuk, hogy az alkal6zisbdl valo
regeneracid a PAT-1, a CFTR, illetve a NHERF-1 KO egerekben is szignifikansan kisebb
volt a VT allatokhoz képest, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a HCOj;™ szekrécid
mértéke kisebb a PAT-1 és NHERF-1 KO dallatokban a VT egerekhez képest.

3. A CI elvonasos technika soran optimalizadltuk a korabban tengerimalacra bedllitott
mikroperfuzios technikat (Hegyi és mitsai.,, 2005). A Cl luminalis oldalrdl torténd
elvondsa ledllitja, majd megforditja az anion cserélék milkddését. Az alkalozis
mértekékbdl kovetkeztethetiink a luminalis anion cseréld aktivitdsara. Hasonléan a
korabbi 2 metodikdnal kapott eredményekhez, a NHERF-1 KO egerekben szignifikdnsan
alacsonyabb volt az alkal6zis mértéke, tehat a HCOs™ szekrécid a VT allatokhoz képest.
Mindezen eredményeket figyelembe véve megéllapithajuk, hogy az altalunk vizsgalt
fehérjek (CFTR, PAT-1 és NHERF-1) genetikai delécidja szignifikians csokkenést

okoz a pankreasz duktalis HCO;™ szekréciojaban.

b. Folyadék szekrécio vizsgalata

Az in vitro kisérletekhez az izolalt duktuszokat egy €jszakan at inkubaltuk, majd ezt
kovetden hasznaltuk fel Oket. Az inkubdaléds alatt a két végiik leforrt. Az igy kialakult zart
belsd térbe torténd folyadékszekrécid mértékét video mikroszkopia segitségével vizsgaltuk
(Fernandez-Salazar és mtsai.,, 2004). A kisérlet elején a sejteket standard HEPES oldattal
perfundaltuk, majd a folyadékot standard HCO5;/CO, oldatra cseréltiik. Ennek soran nem volt
megfigyelhetd belsé térfogat ndvekedés HCO;™ oldatban sem a VT sem a CFTR, PAT-1 vagy
NHERF-1 KO egerekben. A duktuszokat ezutdin 5 pM forskolinnal stimulédltuk, aminek
hataséara fokozatos térfogatndvekedéssel (,,hizdssal”) valaszoltak a VT tipusu allatbol izolalt
duktuszok, ami a zart térbe torténd folyadék szekrécioval magyardzhatd. Ezzel ellentétben a

CFTR, PAT-1 vagy NHERF-1 KO egerekbdl izolalt duktuszok esetében ez a gyors hizds nem



volt megfigyelhetd. Osszességében tehat elmondhatd, hogy a folyadék szekrécié mértéke is
szignifikansan kisebb a CFTR, PAT-1 és NHERF-1 KO allatokban.

A tovabbiakban in vivo folyadékszekrécids kisérleteket végeztiink uretannal (1,5 g/kg
1.p.) altatott VT és NHERF-1 KO egereken. Kisérleteink soran a VT allatokban az alap
szekrécid 0,12 £ 0,02 ul/éra/g testtomeg volt, NHERF-1 KO egerekben nem sikeriilt
detektalni. Intravénds (i.v.) szekretin (0,75 CU/kg) adagolasa utan kb. négyszeresére (0,52 +
0,02 pl/ora/g teststily) nétt a szekretalt hasnyalmirigy nedv mennyisége VT allatokban, mig a
NHERF-1 KO egerekben 0,17 + 0,01 pl/éra/g testtomeg mértekii szekrécid volt
megfigyelhetd. A folyadék szekrécio mértéke tehat szignifikansan kisebb a NHERF-1
KO allatokban a VT egerkhez képest, mind nyugalmi, mind szekretin-stimulalt

allapotban.

4. Patofiziologiai vizsgalatok
a. A HCOj- és folyadék szekrécio vizsgalata ceruleinnel-kezelt (akut pankreatitiszes) VT
és CFTR KO egerekben

VT és CFTR KO egerekben 8, o6rankénti cerulein injekcioval (50 pg/kg per injekcio)
akut pankreatitiszt valtottuk ki. A kontroll allatok cerulein helyett fiziologias s6oldatot kaptak.
Az allatokat az els6 injekcid utan 9 6raval feladldoztuk, és intra-, ill. interlobuléris duktuszokat
izolaltunk, majd egy ¢€jszakan at tartd inkubacié utan hasznaltuk fel dket a kisérletekhez.

A HCOs szekréciot inhibitor stop metodika segitségével vizsgaltuk a fentebb leirt
modon. Ezen technika segitségével kimutattuk, hogy HCOj3™ szekrécido mértéke szignifikansan
alacsonyabb a pankreatitiszes allatokbol izolalt duktuszokban a kontroll egerekhez képest,
ugyanakkor nem volt szignifikans kiilonbség megfigyelhetd a ceruleinnel-kezelt VT és CFTR
KO egerek kozott.

Az in vitro folyadék szekréciot vided mikroszkopiaval vizsgaltuk a fent leirt mdédon.
Habar ezekben a kisérletekben nem volt kimutathatd szignifikans kiilonbség a ceruleinnel-
kezelt VT és CFTR KO allatok kozott, a forskolin stimulaciora bekdvetkezd folyadék
szekrécio kis mértékben nagyobb volt a ceruleinnel-kezelt VT allatokban a CFTR KO-hoz
képest.

b. A cerulein-indukalta akut pankreatitisz sulyosabb NHERF-1 KO egerekben a VT-hoz
képest

VT és NHERF-1 KO egerekben 10, o6rankénti cerulein injekcioval (50 pg/kg per
injekcio) akut pankreatitiszt valtottuk ki. A kontroll allatok fizioldgias sooldatot kaptak



cerulein helyett. Az allatokat az els6é injekcid utdn 12 oraval feladldoztuk. Hisztologiai
vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a fizioldgids sooldattal oltott allatok pankredszaban
patologias elvaltozds nem volt megfigyelhetd. Ezzel szemben a cerulein kezelés komoly
acinus sejt karosodast okozott mind a VT, mind a NHERF-1 KO egerkben. A nekrozis
mértéke szignifikdnsan nagyobb volt a ceruleinnel kezelt NHERF-1 KO (49 + 5,5 %)
egerekben a VT-hoz (27 + 3%) képest. A nekrézishoz hasonldan az apoptozis rata NHERF-1
KO egerekben szignifikdnsan magasabb (189 + 54 sejt/mmz) volt a VT allatokhoz képest (114
+ 10 sejt/mm?). Nem volt megfigyelheté szignifikans kiilonbség a cerueinnel-kezelt VT és
NHERF-1 KO éllatok kozott az intersticialis 6déma (2,0 = 0,11, VT és 2,2 £ 0,2, KO) és a
leukocita infiltracio mértékében (1,72 £ 0,08 VT és 1,95 + 0,13 KO; P=0,08).

Egyik laborparaméter értékben sem volt szignifikans kiilonbség a kontroll (fiziologias
sooldattal kezelt) VT és NHERF-1 KO allatok kozott, kivéve a IkB- expressziot, ahol a
NHERF-1 KO 4éllatban szignifikdnsan magasabb IkB-f szintet detektaltunk a VT-hoz képest.

A szérum amilaz aktivitas szignifikans mértékben megemelkedett a ceruleinnel-kezelt
(VT: 27000 + 1100 U/ és NHERF-1 KO: 36000 + 3400 U/1) allatokban a kontroll-hoz (VT
2700 £ 235 U/l és NHERF-1 KO: 2400 + 480 U/1) képest, valamint szignifikdns emelkedés
volt megfigyelhetd a szérum amilaz aktivitdisban a ceruleinnel-kezelt NHERF-1 KO
egerekben a VT-hoz képest.

A pankredsz tomeg/testtomeg hanyados (pt/tt) és a mieloperoxidaz (MPO) aktivitas
értéke szignifikdnsan nétt a ceruleinnel-kezelt csoportokban (pt/tt: 1,39 £ 0,05 VT ¢és 1,32 +
0,06 NHERF-1 KO; MPO: 13,22 + 4,1 U/mg fehérje/perc VT és 16,54 £ 3,35 U/mg
fehérje/perc NHERF-1 KO) a kontrollhoz képest (pt/tt: 0,75 + 0,04 VT és 0,7 + 0,06 NHERF-
1 KO; MPO: 1,29 + 0,18 U/mg fehérje/perc VT és 1,77 + 0,41 U/mg fehérje/perc NHERF-1
KO), de nem volt szignifikdns valtozds a ceruleinnel-kezelt VT és NHERF-1 KO egerek
kozott.

A pankreatikus tripszin aktivitas és az IkB-a és IkB-f szint vizsgélatdhoz 1x50 pg/kg
ceruleinnel oltottuk be az allatokat, majd fél ora mulva feldldoztuk. A tripszin aktivits
szignifikans mértékben megemelkedett a ceruleinnel-kezelt (69 £ 20,5 pmol/mg fehérje VT és
66 £ 19,1 pmol/mg fehérje NHERF-1 KO) éllatokban a kontroll-hoz (14 + 2,5 pmol/mg
fehérje VT és 15 £ 2,4 pmol/mg fehérje NHERF-1 KO) képest, azonban nem volt szignifikadns
kiilonbség megfigyelhetd a tripszin aktivitdsban a ceruleinnel-kezelt NHERF-1 KO egerekben
a VT-hoz képest. Mindez azt mutatja, hogy az NHERF-1 expresszio nem befolyasoja a

tripszinogén aktivaciojat. Hasonlé eredményt kaptunk az interleukin (IL1)-f esetében is.



Az IkB-a szintek szignifikdns mértékben csokkentek a ceruleinnel-kezelt (3,2 + 1,3
tetszOleges egység VT és 11,1 = 0,5 tetszéleges egység NHERF-1 KO) allatokban a
kontrollhoz (10,1 + 2,6 tetszOleges egység VT és 11,1 + 0,4 tetszéleges egység NHERF-1
KO) képest, azonban nem volt szignifikans kiilonbség megfigyelhetd az IkB-a szintben a
ceruleinnel-kezelt NHERF-1 KO ¢és VT egerek kozott. Hasonld eredményt kaptunk az IxkB-3
mértékére kovetkeztethetiink. Megallapithatjuk tehat, hogy az NHERF-1 expresszio nem
befolyasoja az NF-kB aktivaciot.

Végiill megvizsgaltuk az acinus sejtek cerulein (10°-107"% M) érzékenységét, hogy
kizarjuk a NHERF-1 génkiiitése lehetséges szerepét a CCK receptorok funkcidjara.
nem volt kiilonbség VT és NHERF-1 KO egerek kozott cerulein kezelést kovetden.

Osszességében ezek az adatok azt mutatjak, hogy a CCK receptor funkciéjara
nincsen hatassal a NHERF-1 fehérje, illetve a korai tripszinogén és NF-kB aktivacioban

sincsen kiilonbség a VT és NHERF-1 KO allatokban.

c. A 4%-o0s Na-taurokolsav intraduktalis adagolasa nagyobb foka acinus sejt nekrozist
okozott NHERF-1 KO egerekben

A cerulein modell-specifikus hatasat kizdrandé megvizsgaltuk még egy akut
nekrotizald pankreatitisz modell stlyossagat is VT és NHERF-1 KO egereken. A fiziologias
sooldat (50 pl/5 perc) intraduktélis infuzidja enyhe foki 6démat és gyulladdsos sejtes
besziirddést okozott a hasnyalmirigy feji részében. A hasnyalmirigy farkdban nem okozott
Iényegi eltérést. Ezzel ellentétben a 4%-os Na-taurokodlsav (TC) (50 ul/5 perc) adasa akut
nekrotizald hasnyalmirigy gyulladéast eredményezett a pankredsz feji részében, mig a farki
rész itt is megkimélt volt. A késObbi vizsgalatokhoz ezért csak a feji részt hasznaltuk. Az
allatokat a fiziologids sdoldat vagy TC adéasa utan 24 oraval aldoztuk fel. A hisztologiai
vizsgalatokban a fizioldgias sooldattal intraduktalisan oltott allatokban nem lattunk nekrozist,
azonban a gyulladasos sejtes besziirdédés mértéke szignifikansan magasabb volt a NHERF-1
KO egerekben (1,6 £ 0,36) a VT-hoz (0,8 £ 0,3) képest. Ezzel szemben a TC kezelés komoly
acinus sejt nekrozist okozott mind a VT, mind a NHERF-1 KO egerkben. A nekrozis mértéke
szignifikansan nagyobb volt a TC-vel kezelt NHERF-1 KO (47 + 5 %) egerekben a VT-hoz
(24 = 9 %) képest.

Egyik laborparaméter értékben sem volt szignifikans kiilonbség a kontroll (fiziologias

sooldattal infundalt) VT és NHERF-1 KO allatok kozott. A szérum amildz aktivitas



szignifikdns mértékben megemelkedett a TC-vel kezelt (22300 + 3400 U/l VT ¢és 24280 =+
4450 U/l NHERF-1 KO) allatokban a kontrollhoz (2410 £ 60 U/l VT ¢és 3120 + 170 U/l
NHERF-1 KO) képest, de nem volt szignifikans kiillonbség a szérum amildz aktivitasban a
TC-vel kezelt NHERF-1 KO egerekben a VT-hoz képest.

A pankreatikus MPO aktivitas szignifikdnsan megemelkedett a TC-vel kezelt NHERF-
1 KO (9,34 + 1,29 U/mg fehérje/perc) allatokban a NHERF-1 KO kontrollhoz (4,72 + 1,05
U/mg fehérje/perc), valamint a TC-vel kezelt VT-hoz (5,75 + 1,22 U/mg fehérje/perc) képest.

A pankreatikus IL-1p expresszidja szignifikdnsan megemelkedett a TC-vel kezelt (184
+ 51 VT és 231 = 103 NHERF-1 KO) allatokban a kontrollhoz (23,2 + 5,59 VT és 47,9 + 13,4
NHERF-1 KO) képest, de nem volt szignifikans kiilonbség a IL-1p szintben a TC-vel kezelt
NHERF-1 KO egerekben a VT-hoz képest.

Fenti eredményeinket dsszegezve elmondhatjuk, hogy a NHERF-1 expresszionak

jelentos fokd védo hatasa van az acinus sejtek nekrozisaval szemben.
Osszefoglalas

Kutatasaink sordn 0Osszességében fontos élettani és korélettani informaciokat
szereztiink a CFTR, az SCL26A6 (PAT-1) és a NHERF-1 hasnyalmirigy duktalis epitél sejtek
HCOs- ¢s folyadék szekrécigjaban betoltott szerepérél. A CFTR, PAT-1 ¢és NHERF-1
csokkenéséhez vezet egér pankredszban. A NHERF-1 kozponti szerepet jatszik a CFTR
apikalis membranba vald kijutdsdban, ¢és biztositja a CFTR apikalis membranban valo
lokalizaciojat. Kimutattuk azt is, hogy a NHERF-1 génkiiitott egerekben az akut
hasnyalmirigygyulladas (f6leg az acinus sejtek karosodéasa) két modellben is sulyosabb volt a
vad-tipusu allatokhoz képest. Az in vivo adatok alatdmasztjak, hogy a pankreasz duktalis
sejteknek fontos szerepiik van az akut pankreatitisz patogenezisében. Veégsd soron
eredményeink utat nyithatnak egy 0j terapids lehetdség felé (duktélis szekrécid fokozéasa) a

pankedsz gyulladasos megbetegedéseinek kezelésében.
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