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1 BEVEZETES

1.1 A hasnyalmirigy szerkezete, alapveté miikodése

A hasnyalmirigy exokrin ¢és endokrin részekbdl tevddik Ossze. Az exokrin
hasnyalmirigy naponta megkozelitdleg 2 1 izotonias nedvet szekretal, amely bikarbonatban
(HCO3) gazdag folyadék és tartalmazza az emésztéenzimeket. Az exokrin hasnyalmirigy
két f6 sejttipusa: a mirigyallomdny jelentés részét kitevd acindris sejtek (az
emésztéenzimek termeléséért felelések), valamint a kisebb részét alkotd duktalis sejtek (a
bikarbonat ¢és a folyadék szekrécioért valamint a hasnyalmirigy nedv tovabbitasaért
felelds). A duktalis sejtek egy komplex, csé alaka haldzatot képeznek, amelyek az egész

mirigyen végighaladnak és egy végs6 vezetékben (ductus Wirsungianus) egyesiilnek.
1.2 Duktalis bikarbonat és folyadék szekrécio

A hasnyalmirigy duktalis sejtek f6 szerepe a HCO3 szekrécidja. A HCO3

crer

crer

ebbdl szarmazo protonokat a Na'/H' cseréldk vagy a H" pumpak juttatjak ki a sejtbol. A
H>CO3-bol szarmazd, sejtekben 1évé HCO3 pedig transzportereken keresztiil szekretalodik.
Ezt koveti a HCO3 szekrécid6 masodik Iépése: a CFTR-on és a solute carrier
anioncserélokon (SLC26A3, vagy mas nevén down regulated in adenoma, DRA; illetve
SLC26A6, putative anion transporter-1, PAT-1) keresztiil jut ki a duktalis sejtekbdl a
bikarbonat a luminalis térbe.

Az emésztéenzimek szerepe mar igen jol tisztazott, azonban a hasnyalmirigy
biztos, hogy segitik az inaktiv enzimek transzportjat a vékonybél fel¢, valamint részt
vesznek a gyomorsav semlegesitésében és megemelik a duodenumban a pH-t az
emésztéenzimeknek sziikséges optimalis szintre. Ez azért jelentds, mert az acinaris sejtek
membrandinamikdjahoz és ennek kovetkeztében a zymogén granuldk exocitdzisdhoz

rendkiviil fontos a semleges vagy ligos lumindlis pH fenntartasa. Korabbi vizsgalatokbol



mar kideriilt, hogy az alacsonyabb extracellularis pH fokozza a szekretagdg altal indukalt
zymogén aktivaciot az acindris sejtekben. A legutdbbi vizsgélatok pedig kimutattdk —a
szegedi munkacsoport eredményeként—, hogy a megfelelé HCO3 szekrécid elengedhetetlen
a tripszin korai autoaktivacidjanak megakadalyozasahoz, a duktalis faban. S6t mi tobb,
maga a tripszin, az apikalis proteinaz-aktivalt receptor-2 aktivalasaval képes csokkenteni a
duktalis sejtekben CFTR-fiiggd HCO3 szekréciot, ami még tovabbi tripszin
autoaktivalashoz vezet. Igy tehat a duktalis HCO3 szekrécid csokkenése kiemelten fontos

a hasnyalmirigy megovasa érdekében.
1.21 A CFTR és a NHERF-1 szerepe a duktalis szekréciéban

A CFTR expresszioja kifejezett a duktalis sejtek apikalis membranjaban, am nincs
jelen az acinaris sejtekben, és megfelel6 miikddése elengedhetetlen a mirigy elektrolit- és
(CF) betoltott szerepe, ahol kimutattdk, hogy a CFTR-fiiggd folyadékszekrécio hianya a

CF-ban szenvedd emberek 85 %-anal sziiletéskor a mirigy kozel teljes pusztuldsdhoz vezet.

Az interkalalt és/vagy intralobularis és interlobularis duktalis sejtek expresszaljak a
CFTR-t (fajoktdl fiiggden kiilonbozd mértékben), és felelések annak izotonias, erdsen
lagos, 140 mM NaHCO;™ tartalmu folyadék kivalasztasaért. A szekrétum Osszetétele
azonban az egyes fajokban valtozo lehet az aramlasi sebességtol fliggden. A maximalis
sebesség mellett HCO3™ koncentraci6 a legtobb fajnal kortilbeliil 140mM, kivéve a patkanyt

¢s az egeret, ahol a maximum koriilbeliil 70 mM.

A Na'/H" cseréld szabalyozo faktor-1 (NHERF-1, Gigy is ismert, mint ezrin kotd
fehérje-50, EBP50) egy citoszolikus regulator fehérje. A NHERF-1 szerepe a
hasnyalmirigyben még nem igazan tisztdzott. Azonban a NHERF-1 delécioja a CFTR
sulyos athelyezddési zavarat eredményezte, ami jelentdsen csokkentette a hasnyalmirigy

duktalis folyadék- és a bikarbonat szekréciot.

1.2.2 Az SLC26A3/A6 szerepe a duktalis bikarbonat szekréciéban

Az SLC26A6-ot (putative anion transporter-1, PAT-1) eredetileg klorid
transzporterként azonositottak, am a késdbbi vizsgalatok kimutattdk, hogy 2HCO3/1CI
cseréldként miikodik. Néhany laboratdriumban azonban megvizsgaltak a HCO3 transzport

tulajdonsagait az SLC26a6 KO egerekbdl izolalt ép hasnyalmirigy-duktalis sejtekben,



azonban tovabbi vizsgalatokra van sziikkség az SLC26 anioncseréldk szerepének

bizonyitasara a duktalis folyadék és a HCO3 szekrécioban.
1.2.3 Az aquaporinok szerepe a duktalis folyadékszekréciéban

Az aquaporinok (AQP) olyan kis membranfehérjék, amelyek elsddleges feladata a
vizmolekuldk szallitdsanak segitése. A legtjabb kutatdsok kiemelik ezek 1ényeges szerepét
bizonyos szabalyozasi folyamatokban is. Az emldsokben 13 AQP izoformat azonositottak
eddig, ¢és néhanyuk expresszios, fajspecifikus mintdzatot mutat a hasnyalmirigyben. A
human hasnyalmirigyben az AQP1, -5, -8 és -12 is jelen van. Az AQP1 az elsé leirt AQP,
amely kizardlag a viz szamdra atjarhatd. Az AQP1 jelenlétét mar igazoltdk korabban a
centroacindris sejtek apikalis és lateralis plazmamembranjaban, valamint az interkalaris és
intralobularis duktalis sejtek apikdlis és bazolaterdlis membranjdban. Az AQP5-rdl
bebizonyitottak, hogy egy aquaglyceroporin, amely a glicerin, karbamid és més kis oldott
anyagok mellett a viz szallitasat is segiti. Az AQPS5 expresszidjat a centroacinaris sejtekben
nem, csak az interkalalt duktuszok apikalis plazmamembranjan mutattak ki. Kiilondsen
érdekes, hogy az AQP1 és -5 a CFTR csatornaval kolokalizélva taldlhatd a duktuszok
apikalis membranjan, ezzel is igazolva azt, hogy a csatorndk befolyasoljadk egymas

mitkodését.
1.3 Acut pancreatitis

Az acut pancreatitis (AP) a hasnyalmirigy heveny gyulladasa, melynek stlyossaga
meglehetdsen széles hatarok kozott mozog az enyhe formatdl a sulyos, nemritkan letalis

kimeneteliig.
1.3.1 Klinikai jellemzoék
1.3.1.1 El6forduldsai gyakorisdga és etioldgidja

Az AP incidencidja orszagonként eltérd. A nyugati tipusu tdrsadalmakban atlagosan
15-45/100.000 lakos/év, jelenleg is kisfoki novekvd tendenciat mutat. Ez az USA-ban
évente 200 ezer korhazi felvételt jelent, amely 2-2.5 millidrd dollarral terheli az

egészségiigyi ellatorendszert.

Az acut pancreatitis kialakuldsdért a legtobb esetben (70-80 %-ban) az

alkoholfogyasztas ¢és az epekdvesség a felelds. Azonban szdmos mas etioldgiai tényezd (pl.



gyogyszerek, hipertrigliceridemia, pancreas- vagy Vater papilla tumor, trauma, kiilonb6z6
mumpsz-, HIN1-, Coxsackie virus, bakterialis infekciok) is ismert. Az esetek 10-20 %-ban

azonban nem tudunk igazi kivalté okot azonositani.
1.3.1.2 Felosztds

Az AP minél pontosabb diagnosztikajahoz, sulyossagi besorolasahoz,
alapjan megkiilonboztetiink enyhe, kdzépsulyos, valamint stlyos heveny hasnyalmirigy-
gyulladast. Az esetek koriilbeliil 75-80 %-a enyhe, 15-20 %-a kdzépsulyos, mig kb. 10 %-
a sulyos kimeneteli. Enyhe AP esetén lokalis vagy tavoli szovodmény nem fordul el6. Az
enyhe AP esetén a betegek mortalitdsa minddssze 1 % alatti, kozépstlyos pancreatitisben

5 % kortili, mig a sulyos AP soran a betegség haldlozasa a 30-50 %-os értéket is elérheti.
1.3.1.3 Klinikai tiinetek és kezelés

Az AP egyik leggyakoribb tlinete a hasi fajdalom, ez tobbnyire az epigastrium
teriiletén érzddik, mely a hat felé sugarzodik. A betegen alkalmazott kezelések elsdsorban,
fokeént tiineti jellegliek, pl. folyadékpotlas, taplalas, fajdalomcsillapitas, sziikség esetén a
hasnyalmirigy szekretoros funkcidinak csokkentése és a megfeleld indikéacioban
antibiotikum adésa. Az enteralis taplalas torténhet nasogastricus (jelenleg is vizsgalatok

targyat képezi), vagy nasojejunalis (klasszikusan elfogadott taplalasi mod) uton.
1.3.2 Patomechanizmus

A betegség patomechanizmusa nem teljesen tisztazott, igy sajnos specifikus terapia
ez idaig nem ismert. Eppen ezért (ij terapias célpontok keresése, a gyulladas experimentalis
¢s klinikai vizsgalata rendkiviil fontos a betegség mortalitasanak csokkentése érdekében is.
A gyulladas kialakuldsanak patomechanizmusara tobb tedria is létezik és ismert, amely
mechanizmusokat in vivo és in vitro kisérletekbdl sikeriilt megismerni. Valdsziniileg ezek
mindegyike bizonyos mértékig szerepet jatszik a human heveny hasnyalmirigy-gyulladas

kialakulasaban.

A hasnyalmirigyben kiilonb6zd agressziv és/vagy protektiv folyamatok jatszanak
szerepet a kimenetel sulyossdgdban. A kiilonb6zd etiologiai faktorok altal inicializalt

folyamat valoszinlisithetden tobb paralel szalon fut, amelyek végiil a hasnyalmirigy



gyulladdsdhoz, stlyos esetben akar sejthaldlhoz is vezethetnek. Ezek a folyamatok:
tripszinogén korai aktivacidja, a nuklearis faktor kappa-B (NF-kB) aktivacioja, korai
acinaris mitokondrium karosodas, hdésokkfehérjék (pl. HSP-72), fehérvérsejtek, oxidativ

stressz, gyulladdsos mediatorok, valamint a duktalis szekrécio szerepe.
14 144 |4
2 CELKITUZESEK

Tudomanyos vizsgalataim sordn az aldbbi célkitlizéseim voltak:

e megvizsgalni a NHERF-1 fehérje szerepét acut experimentalis
pancreatitisben
e megvizsgalni az AQP-1 csatorna szerepét acut experimentalis

pancreatitisben

3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Etikai engedélyek és allatok

Az allatkisérleteket a laboratoriumi allatok gondozasarol és felhasznalasarol szolo
utmutat6 (2010/63/EU irdnyelv) szerint végeztiik. Ezen tilmenden a kisérleti protokollt a
Szegedi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga és az Allatkisérletek
Orszagos Tudomanyos Etikai Bizottsaga (Budapest, Magyarorszag) jovahagyta.

Az egereket eldirasoknak megfeleld allathazban, szokdsos miianyag ketrecekben
tartottuk szobahdmérsékleten (23 £1 °C), ahol mesterséges 12 6rds megvilagitast
biztositottunk. A ragcsalok az ivovizhez, valamint a laboratériumi tdphoz szabadon
hozzaférhettek. A kisérleteket megeldzden minden egeret genotipizaltunk. A kisérleteket
12-16 hetes vad tipusu (WT), és NHERF-1 vagy AQP1 knock out (KO) him egereken

végeztik.



3.2 Az acut pancreatitis indukcidja
3.2.1 Cerulein altal kivaltott pancreatitis

Az acut pancreatitist (AP) egerekben orankénti intraperitonealis (i.p.) cerulein
injekcioval (7—10-szer) indukaltuk, a ceruleint (50 pg/kg) dézisban alkalmaztuk. A kontroll
egereknek fizioldgias sooldatot (PS) (0,9 % NaCl) adtunk az i.p. cerulein helyett. Kettd
oraval az utols6 injekcid beaddsa utan az egereket pentobarbital ttladagolassal
(85 mg/kg i.p.) eutanazidban részesitettiik. Az egerektdl vért vettiink a vena cava inferioron
(NHERF-1 kisérletek) keresztiil, vagy sziv punkcidjaval (AQP1 kisérletek), és a
hasnyalmirigyet azonnal eltavolitottuk. A pancreast jégen tartva, zsirtol és nyirokszovettol
megtisztitottuk. A hasnyalmirigy szovetének koriilbeliil egynegyedét 6 %-os semleges
formaldehid oldatba helyeztiik, a masik haromnegyedét folyékony nitrogénbe tettiik és
felhasznalasig -80 °C-on taroltuk. Az dsszegylijtott vért 4 °C-on 2500 RCF-fel 15 percig

centrifugaltuk, és a szérumot felhasznalasig -20 °C-on téaroltuk.
3.2.2 Natrium-taurokolat altal kivaltott acut pancreatitis

A natrium-taurokolatot intraduktalisan (i.d.) alkalmaztuk, amint azt korabban
Perides és mtsai. mar leirtak. Mindez roviden: az érzéstelenitést i.p. ketamin (125 mg/kg)
és xilazin (12,5 mg/kg) koktél beadasaval végeztiik. Medidn laparotomidval a duodenumot
egy 0,4 mm atmérdji tiivel lyukasztottuk ki, mely tii masik vége egy polietilén cséhdz
csatlakoztatott. A Na-taurokoldt szivargdsidt a biliopancreatikus duktusz &atmeneti
ligalasaval értiik el, mig a proximalisan 1év0 epevezetéket szintén ideiglenesen egy
mikrocsipesszel zartuk le. A 4% -os natrium-taurokolatot vagy PS-oldatot infizios
pumpaval (10 pl/perc) pumpaltuk 5 percen at. Az infuzié befejezése utan eltavolitottuk a
mikrocsipeszt, megsziintettiik a lekotést és a tiit is eltavolitottuk. Rovid ideig monitoroztuk
a lehetséges vérzést, majd a hasfalat €s a bort 6sszevarrtuk. Az allatok testhdmérsékletét a
végleges felébredésiikig figyeltiik és 37 °C-on tartottuk. Az egereket 24 oraval az i.d.
injekcid utan talaltattuk és a vena cava inferioron keresztiil vért vettiink. Az ezt kdvetd
Osszes eljarast a cerulein-indukalta pancreatitis esetén leirtak szerint hajtottuk végre. Az
egyetlen kiilonbség az volt, hogy ebben az esetben az dsszes hasnyalmirigy szovetet 6 %-

os semleges formaldehid oldatba tettiik a szovettani meghatarozasokhoz.
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3.3 Vizsgalatok és szoveti analizis

Az amilaz aktivitdsat altalanosan hasznalt kolorimetrikus kittel mértiik, melyhez
mikroplate-olvasot hasznaltunk 405 nm-es hullamhossziisaghi fénnyel. A hasnyalmirigy
acinus sejtjeinek életképességét 0,4 %-os tripankék festési modszerrel hatdroztuk meg. A
HSP-72, IxB-a és IkB-B expresszidjanak meghatdrozdsdhoz Western-blot analizist
végeztiink. A hasnyalmirigy mieloperoxidaz (MPO) aktivitasat, mint a szoveti leukocita

infiltraci6 markerét, Kuebler és mtsai. altal leirt modszer szerint végeztiik.

A hasnyalmirigy karosoddsdnak a mértékét az intersticidlis 6déma, a leukocita
infiltracié, a nekrozis és Na-taurokolat modell esetén a bevérzés mértékének
szemikvantitativ osztalyozasaval értékeltiik. A sejtkarosodas (%) mértékét az ImageJ (NIH,
Bethesda, MD, USA) szoftverrel végzett elemzés is igazolta. A formalinban fixalt
hasnyalmirigyeket paraffinblokkokba dgyaztuk és 3 um vastag szeletekre vagtuk, majd a
szokdsos  hematoxilin-eozinos  festési  technikdt alkalmazva a  metszeteket
fénymikroszkoppal elemeztiik. A kordbban leirtak szerint egy szemikvantitativ pontozasi
rendszert (0-3) hasznaltunk az AQP1 kisérleteknél. Odéma (0: nincs, 1: foltos
interlobularis; 2: diffaz interlobularis; 3: diffiz interlobularis és interacinaris), leukocita
infiltracio (0: nincs, 1: foltos interlobularis; 2: diffiz interlobularis; 3: difftz interlobularis
¢s interacinaris). A nekrozis mértékét a teljes elemzett hasnyalmirigy-teriilet szazalékaban

fejeztiik ki.

3.4 Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzést a SigmaPlot (Systat Software Inc., Chicago, IL, USA)
program segitségével végeztiik. Az adatokat atlag =+ SEM formdjaban abrazoltuk. Mind a
parametrikus (egy- vagy kétiranyu varianciaanalizis (ANOVA), mind a nem-parametrikus
(Kruskal-Wallis) teszteket az adatok eloszldsdnak normalitdsa alapjan alkalmaztuk (a
Shapiro-Wilk teszttel elemeztiik). Hasznaltunk post hoc analizist (Dunn- vagy Bonferroni
tesztet), melyet a SigmaPlot ajanldsai szerint végeztiink. y>-teszttel hataroztuk meg a
csoportok kozotti kiilonbségeket az elhullott egerek aranydban. A P <0,05 értéket

statisztikailag szignifikansnak tekintettiik.
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4 EREDMENYEK

4.1 A Cerulein-indukalta acut pancreatitis sulyosabb a NHERF-1

knock-out egerekben

Annak meghatdrozdsdra, hogy a hasnydlmirigy-szekrécidé csokkentése
befolyésolhatja-e az AP kialakulasat, WT vagy NHERF-1 KO egereket 10 6ran keresztiili

szupramaximalis d6zisu cerulein, vagy PS (kontroll) i.p. injekcioval kezeltiik.

A kontroll allatok szovettani képe megegyezett a normalis hasnyalmirigy-
szovettani allapottal. L.p. alkalmazott cerulein injekciok stlyos hasnyalmirigy karosodast
okoztak, a nekrézis és az apoptdzis aranya is jelentdsen magasabb volt a NHERF-1 KO és
a WT egerek kozott. Ugyanakkor szignifikdns kiilonbségeket nem figyeltiink meg az
intersticialis 6déma (2,0 £ 0,11 WT vs. 2,2 £ 0,2 KO) és a leukocita infiltraci6 mértékében
(1,72 £ 0,08 WT vs. 1,95 + 0,13 KO esetén, p=0,08) a ceruleinnel kezelt csoportok kozott.

A szérum amiladz aktivitas szignifikansan megnétt a ceruleinnel kezelt és kontroll
WT, valamint NHERF-1-KO egerekben. Fontos kiemelni, hogy az amildz aktivitas
szignifikdnsan magasabb volt a ceruleinnel kezelt NHERF-1-KO egerekben. A
hasnyalmirigy MPO-aktivitasa szignifikdnsan emelkedett a ceruleinnel kezelt
csoportokban a kontroll csoportokhoz képest, am a ceruleinnel kezelt WT egerekben az
értékek nem kiillonboztek szignifikdnsan a ceruleinnel kezelt KO egerekhez képest. A
hasnyalmirigy HSP-72 expresszidja szignifikansan nodvekedett a ceruleinnel kezelt
csoportokban a kontroll csoportokhoz hasonlitva, illetve szignifikans kiilonbségeket

figyeltiink meg a ceruleinnel kezelt WT és NHERF-1-KO csoportok kozott.

Az AP patogenezisének kulcsfontossagu eseményei koz¢é tartozik a hasnyalmirigy
tripszinogén korai aktivalodasa és az NF-kB proinflammatorikus transzkripcios faktor
aktivalasa is. Annak érdekében, hogy kizdrjuk a NHERF-1 delécidjanak a korai
tripszinogén és NF-kB aktivaciojara (szabalyozott IkB-k) gyakorolt lehetséges hatéasat,
1x50 pg/kg ceruleinnel kezelt egerekben. A cerulein injekcio utan fél oraval a tripszin

aktivitasa koriilbeliil 4-szeresére nétt a kontroll csoportokhoz képest; azonban a WT ¢és az
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NHERF-1-KO egerek kozott nem volt szignifikans kiilonbség. Az IkB-o expressziojat
tekintve a ceruleinnel kezelt csoportokban sem volt szignifikdns kiilonbség a WT és az

NHERF-1-KO allatok kozott.

A hasnyalmirigy IxB-f expresszidja azonban szignifikdnsan magasabb volt az
NHERF-1-KO egerekben a WT kontroll egerekhez képest, am a ceruleinnel kezelt WT ¢és
NHERF-1-KO csoportok kdzott nem volt kiilonbség. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az
AP sulyossagéanak a kiilonbsége a WT ¢és az NHERF-1-KO egerek kozott fliggetlen a

hasnyalmirigy tripszinogén és NF-kB aktivacidjatol.

A proinflammatorikus citokin IL-1p expresszidja szignifikdnsan megemelkedett a
ceruleinnel kezelt hasnydlmirigyben a kontroll WT és NHERF-1-KO egerekhez képest, de
az eltérés nem volt szignifikans a ceruleinnel kezelt WT és NHERF-1-KO egerek kozott.

Figyelemre mélto, hogy i.p. 7x50 ug/kg cerulein alkalmazasa WT és NHERF-1-KO
egerekben hasonlo hatéast valtott ki a vizsgalt szovettani és laboratériumi paraméterekben
csakligy, mint azt a magasabb dozisi cerulein esetén lathattuk. Osszességében
eredményeink egyértelmilen azt mutatjdk, hogy a cerulein-indukalt AP stlyossaga

alacsonyabb az NHERF-1-et expresszald egerekben.

Az NHERF-1 delécionak a kolecisztokinin-receptor funkciojara gyakorolt esetleges
karos hatasainak kizarasa érdekében megvizsgaltuk a pancreas acinus sejtjeinek cerulein-

érzékenységét is. Az acindris sejtek amildz szekrécidja WT és NHERF-1-KO allatokbol

crer

4.2 A natrium-taurokolat intraduktalis alkalmazasa a
NHERF-1-KO allatokban nagyobb mértékii acinaris sejthalalt
okoz, mint a vad tipusu egerekben

Azt is megvizsgaltuk, hogy az NHERF-1-KO egerek eltérden reagalnak-e az i.d.
4%-0s Na-taurokolat infuzidval kivaltott AP-re mint a WT egerek. A posztoperativ

mortalitds a Na-taurokolat alkalmazasa utan, a KO egerekben (2/14 éllat) nem mutatott

szignifikans kiilonbséget a WT allatokhoz képest (0/10 allat).

A PS i.d. infGzi6ja nem okozott posztoperativ mortalitast, de a szovettani elemzés

soran enyhe hasnyalmirigy-6déma és gyulladas volt észlelhetd, jelentdsebb nekrozis nélkiil.
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A leukocita infiltracié mértéke szignifikdnsan nagyobb volt a PS-tal kezelt NHERF-1-KO
egerekben, mint a WT dallatokban. A hasnydlmirigy duktuszdba infundalt

4%-o0s Na-taurokolat nekrotizald6 AP-t indukalt a feji részen, de a hasnyalmirigy farki

crer

crer

hasznaltuk a szovettani elemzéseinkhez. Az acinaris sejtek koriilbeliil 24%-a volt
nekrotikus a WT-ban és koriilbeliil 47%-a a NHERF-1-KO egerekben. Osszegezve a
kiilonb6zd csoportok korszovettani elvaltozasait: szignifikdnsan magasabb leukocita
infiltraciot észleltiink a Na-taurokolattal kezelt WT csoportokban a PS-tal kezelthez képest.
Ezzel szemben nem volt szignifikdns kiilonbség a leukocita infiltracioban a
Na-taurokolattal kezelthez képest a PS kezelési NHERF-1-KO csoportokban és a
Na-taurokolat-kezelt NHERF-1-KO és WT csoportok kozott.

A szérum amildz aktivitdsa szignifikdnsan magasabb volt 6sszehasonlitva a kontroll
¢s a Na-taurokolattal kezelt csoportokban a kontroll csoportokhoz képest mind a WT, mind
a NHERF-1-KO egerek esetében, de a Na-taurokolattal kezelt NHERF-1-KO ¢és a WT
egerek kozott nem volt kiilonbség. Nem tapasztaltunk szignifikdns kiilonbségeket a
hasnyalmirigy MPO aktivitdisdban a WT ¢és az NHERF-1-KO egerek kozott az i.d. PS
infizi6 alkalmazéasa esetén. Ugyanakkor az MPO-aktivitds novekedett a Na-taurokolattal
kezelt NHERF-1-KO csoportban a kontroll egerekhez hasonlitva. A hasnyalmirigy IL-18
expresszioja megemelkedett a Na-taurokolattal kezelt WT és NHERF-1-KO egerekben,
szemben a kontroll csoportokkal. A Na-taurokolattal kezelt WT és NHERF-1-KO allatok

IL-1P szintjében azonban nem volt szignifikans kiilonbség.

Ezek az adatok is azt mutatjdk, hogy az NHERF-1 expresszidja csokkenti a
Na-taurokolat altal kivaltott hasnyalmirigy sériilést, &m ez nem feltétleniil befolyasolja a

betegség egyéb laboratoriumi paramétereit.

4.3 Az acut pancreatitis sulyossaga fokozédik az
aquaporin-1 KO egereknél
A hasnyalmirigy szdvettani vizsgalata sordn megallapithaté volt, hogy mind a WT,

mind az AQP1 KO allatokban a normalisnak megfeleld strukturat tapasztaltunk. Annak a

hipotézisnek a tesztelésére, hogy az AQP1 részt vehet a pancreatitis patomechanizmusaban,
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megvizsgaltuk a cerulein altal indukalt AP (10x50 pg / kg i.p.) stlyossagat WT és
AQPI1 KO egerekben. A cerulein injekciok kiterjedt sejtkarosodast okoztak mind a WT,
mind a KO 4&llatokban. A hasnyalmirigy-elhalds mértéke jelentdsen nagyobb volt az
AQP1 KO-ban, mint (25 + 2,8%) a WT egerekben (12,1 + 3,2%), mig az 6déma

mértékében és a gyulladasos sejtek beszivargasaban nem volt szignifikans kiilonbség.

A hasnyalmirigy szoveti nekrézisa kiterjedtebb volt az AQP1 KO egerekben, mint
a WT egerek csoportjaban. Valamint a szérum amildz aktivitasa is szignifikdnsan magasabb
volt a KO csoportban (1605 +6 U/l), mint a WT egerekben (1285 +51 U/l) az AP
indukcidja utan. Osszességében ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy AQPI

expresszidjanak hianyaban a pancreatitis lefolyasa stlyosabb kimeneteli.
r |4
S MEGBESZELES

Egészen a kozelmultig nem forditottak komolyabb figyelmet a hasnydlmirigyben
talalhatd vezetéksejtek AP-ben betoltott patofizioldgiai jelentdségének az AP-ben.
Altalaban azt feltételezték, hogy az 6sszes stresszfaktor elsddleges célja az acinaris sejtekre
korlatozodik, mivel ezek az AP minden formajaban megsériilnek. Ugyanakkor mind a
klinikai, mind a kisérleti adatok arra utalnak, hogy a hasnyalmirigy duktalis sejtjeinek
alapvetd szerepe van az AP kialakuldsdban. A hasnyalmirigy folyadék szekrécidja
jelentdsen megndvekszik az AP kezdetén. Ezenkiviil az AP-t indukal6 agensek, példaul
etanol, epesavak vagy virusok in vitro beadasa a hasnyalmirigy-csatorna sejtekbe stimulalja
a bikarbonat szekréciot. Hipotézisiink tehat az volt, hogy a duktdlis szekrécio a
hasnyalmirigy védelmére szolgal, mivel mérgezd szereket —példaul aktivalt emésztd
enzimeket— mos ki, amikor NHERF-1 fehérje van jelen. Ha ez a duktilis védelmi
mechanizmus nem kielégitd, akkor a duktalis szekrécio gatlodik, és a ,.karos” enzimek nem

hagyhatjdk el a hasnyalmirigyet, igy stlyosabb AP-hez vezetnek. A duktalis folyadék

crer

crer

indukalt AP ellen. Ma mar 6sszegzd bizonyitékok vannak tovabba arra vonatkozodan is,
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hogy a hasnydlmirigyben lecsokkent folyadék szekrécid szerepet jatszik a
hasnyalmirigygyulladds patomechanizmusaban.

Ebben a tanulmanyban megvizsgaltuk az NHERF-1 és az AQPI1 szerepét

crer

AP-ben.
5.1 Az NHERF-1 szerepe kisérletes acut pancreatitisben

A kapcsolodo cikkben kimutattuk, hogy az NHERF-1 mRNS nagymértékben
expresszalodik az egér hasnyalmirigy-vezetékeiben. Ezen talmenden az NHERF-I
genetikai delécidja nagymértékben lecsokkentette a CFTR expresszidjat a vezetéksejtek
luminélis membranjaban, és csokkentette mind in vitro, mind in vivo a hasnyalmirigy
nekrotizald pancreatitis sulyosboddsdhoz NHERF-1 KO egerekben két kiilonalld
modellben is. Fontos és érdekes megemliteni, hogy az AP-szel kapcsolatos korai acinéris
eseményeket, mint példaul a tripszinogén és az NF-«kB aktivacid, az NHERF-1 genetikai
delécidja nem valtoztatta meg. Azonban a késdbbi események, mint példaul az apoptdzis
¢és nekrézis értékei mar megemelkedtek a KO dallatokban. Megjegyzendd, hogy az
NHERF-1 genetikai delécioja nem volt kdros hatassal az acinusok €s a gyulladasos sejtek
miikodésére, ezzel is jelezve, hogy a betegség fokozott siilyossaga pontosan a csokkent

duktalis szekrécionak koszonhetd.

Vizsgalatunk soran nem tettiink kiilonbséget, hogy a HCO3 ¢és folyadék szekrécio a
CFTR csatorna zavara miatt csokkent, vagy a CFTR és mas szekrécidoban résztvevd
transzporterek (,,solute carrier family 26” (SLC26) anioncserélok) kozotti zavar miatt. A
CFTR csokkent expresszidja az apikalis membranban a NHERF 1 KO hasnyalmirigy

duktalis rendszerében tehat valdsziniileg csokkenti a PAT-1 és a DRA aktivitasat is.

Tobb munkacsoport is bebizonyitotta, hogy a CFTR kotddése az NHERF-hez
szabalyozhatja a CFTR aktivitdsait. Az NHERF-1 és a CFTR szokatlanul magas
expresszidja a hasnyalmirigy duktuszokban meglehetdsen kiilonbdzik a vékonybélben
eléforduld expresszids mintazattdl. Ezek az eredmények is azt kell, hogy sugalljak

szamunkra, hogy a CFTR ¢és a NHERF-1 kolcsonhatasa kulcsfontossagi lehet a

crer
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Vizsgalatunk lenylig6z0 megallapitasa az volt, hogy a cerulein altal kivaltott acut
nekrotizald pancreatitis stlyossaga szignifikdnsan magasabb volt azokban az allatokban,
ahol a NHERF-1 hianyzott (¢s itt a hasnyalmirigy duktélis szekrécidja is csokkent), ami
arra utal, hogy a WT egerek normalis duktélis szekrécidja védi az acinus sejteket a
nekrozistol és apoptdzistol egyarant. Ez a hatds azonban fliggetlen volt az acinus sejtek
cerulein érzékenységében bekovetkezett valtozasoktdl, és azt mutatja, hogy az NHERF-1
expresszidja nem sziikséges a kolecisztokinin receptor miikodéséhez. Ez nem meglepd,
mivel a CFTR-KO egerek a proinflammatorikus citokineket folyamatosan talzott
mértékben expresszaljak. Az eredményeink tényének megerdsitésére, hogy a csokkent
szekrécid AP sulyossadgara gyakorolt hatdsa nem volt specifikus a cerulein-indukalt
modellben, a klinikai szempontbdl is relevans Na-taurokolat modellben is karakterizaltuk
a betegség sulyossdgiat. A cerulein-indukalta pancreatitis modellben megfigyelt
eredményekhez hasonléan a Na-taurokolattal indukalt AP-ben az acindris sejtkarosodas
szignifikansan nagyobb volt az NHERF-1-KO-ban, mint a WT-egerekben. Adataink tehat
azt mutatjak, hogy a KO allatok még érzékenyebbek lehetnek a megnovekedett duktalis

nyomasra.

Fontos szempont tehat, hogy az NHERF-1 expresszidja nem befolyasolta a
sejtkarosodas mértékét, amelyet az izolalt acinusokban a cerulein vagy a natrium-taurokolat
magas koncentracidja okozott. Ezek az adatok azt jelzik, hogy az NHERF-1 altalanos
delécidja nem befolyasolja az utdébbi hatéanyagok altal okozott acinaris karosodast. Ezért
valosziniisitjiik, hogy a cerulein vagy a natrium-taurokolat acinus sejtekre gyakorolt
kozvetlen hatdsain kiviili tényezok feleldsek a WT és az NHERF-1-KO egerek AP-ben 1év6
sulyossagbéli kiillonbségekért.

5.2 Az aquaporin-1 csatorna szerepe a kisérletes acut

pancreatitisben

Az AQPI egy vizcsatorna, amelyet kiterjedten expresszalnak a hasnydlmirigyben
Az AQP-ok megvaltozott expresszidja vagy lokalizacidja kapcsolatba hozhato a kiilonféle
gasztrointesztinalis rendellenességekkel, példaul gastritis vagy hasmenés; ezért szaimos

tanulmany késziilt mar az AQP izoformdk sajatos szerepének meghatarozasara. Bar az
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AQPI alapvetd szerepet jatszik a hasnyalmirigy élettanaban, koros koriilmények kozotti
miikodése mindeddig nem volt ismert. Az AQP1 csatorna AP-béli szerepének
meghatdrozasahoz AQP1 KO egereket hasznaltunk. Ebben a tanulmanyban kimutattuk
tehat, hogy az AQP1 csokkent expresszioja a hasnyalmirigy duktalis sejtjeiben sulyosabb
AP-t okoz egy cerulein-indukalta AP modellben.

Ellentmondasos adatok allnak rendelkezésiinkre, melyek a  korabbi
megfigyelésekkel részben ellentétesek. Ezek az adatok azt mutattdk, hogy az AQPI
expresszidjanak a hibaja csak kis mértékben, de nem szignifikansan csokkenti a stimulalt
hasnyalmirigyben torténé folyadékkivalasztas sebességét. Erdekes modon ez az eltérés a
folyadék mérésére alkalmazott kiilonféle modszerekkel magyarazhatd, ennek ellenére mas
tanulmanyok azt mutattdk, hogy az AQP1 csdkkent expresszidja vagy funkcidja dramai

a CFTR kozotti kozvetlen interakcidt megfigyelték mar a Sertoli-sejtekben is.

Maga az AQP1 delécidja nem karositja a hasnyalmirigyet, és nem is okoz
pancreatitist egerekben, ami vélhetéen az AQPS5 kompenzalod hatdsdnak kovetkezménye
lehet; ugyanakkor érdekes, hogy a betegség eldrehaladasa sokkal sulyosabb. Az AQP1
az exokrin elvalasztasi hasnyalmirigyben az is megerdsiti, hogy ezt a vizcsatornat
bdségesen expresszaljak az acindris sejtek zymogén granulumai, és alapvetd szerepet
jatszik annak zymogén duzzanatiban és feltehetden a szekrécidban is. Mindezen korabbi
megfigyelések is azt mutatjak, hogy az AQP1 alapvetd szerepet jatszik mind a duktalis,

mind az acinaris funkcioban, és a hasnyalmirigyet is érzékenyebbé teszi az AP-re.
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6 AZ UJ MEGALLAPITASOK
OSSZEFOGLALASA

1. A NHERF-1 és az AQPI is hatast gyakorolnak az acut pancreatitis
kimenetelére.

2. Az AP sulyossaga, kiilondsen az acinaris nekrdzis és az apoptdzis magasabb
volt az NHERF-1-KO egerekben, mint a WT allatokban.

3. Megallapitottuk, hogy az AQP1 delécidja a hasnyalmirigyet érzékenyebbé teszi

a pancreatitisre.
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