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3. ROVIDITESEK

2D: 2 dimenzids

3D: 3 dimenzids

7AAD: 7-amino aktinomycin D

BCECF-AM: 2'7'-bis(carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescein acetoxymetil észter
BO: Barrett-oesophagus

[Ca?*]i: intracellularis Ca®* koncentracio

CBE: CI'/HCOs™ kicserélo (anion kicserélo)

CQ: choloroquin

FURA-2-AM: 5-Oxazolecarboxylic acid, 2-(6-(bis(carboxymethyl)amino)-5-(2-(2-
(bis(carboxymethyl)amino)-5-methylphenoxy)ethoxy)-2- benzofuranyl)-5-oxazolecarboxylic
acetoxymethyl ester

HOE-642: 4-izopropil-3-metilsulfonilbenzoil-guanidin metansulfonat

GORB: gastro-oesophagealis reflux betegség

H>DIDS: diisothiocyanostilbene-2,2’-diszulfon sav

IL: interleukin

NBC: Na*/HCOs" kotranszporter

NHE: Na*/H* kicseréls

OTC: organotipikus sejtkultura

pHi: intracellularis pH

PPI: proton pumpa inhibitor



4. BEVEZETES

A gastro-oesophagealis reflux betegség (GORB) a felsé gasztrointesztinalis traktus
komplex motilitdszavaran alapul6 korkép, amelynek kovetkeztében a gyomorbennék a nyeldcsobe
vagy a légutakba kertlve klinikai tiineteket, illetve bizonyos esetekben makroszkoposan észlelhetd
clvaltozasokat hoz 1étre a nyelécs6ben. A GORB az egyik leggyakrabban eléforduld
emésztOszervi eltérés. Epidemiologiai vizsgalatok szerint a lakossag kozel 20%-nak vannak
hetente jelentkezd, gyomorégéssel jard panaszai. A GORB incidencidja es prevalencidja
vilagszerte novekvo tendenciat mutat, ami leginkabb a fejlett nyugati orszagokra jellemzo.

A betegség endoszkdpos megjelenési formaja alapjan harom alcsoportra oszthat6: 1. nem
eroziv refluxbetegség, ahol a kdros fokd reflux sem mutat makroszkdposan észlelhet6 eltérést a
nyeldcsovon. Ez a csoport adja az 6sszes beteg mintegy 60%-at. 2. Eroziv refluxbetegség, ahol az
endoszkopos vizsgalat er6ziok jelenlétét igazolja a nyel6csé nyalkahartya kisebb vagy nagyobb
részén. Ebbe a csoportba olyan, nyelécsovet érintd stlyos szovédmények is eléfordulhatnak, mint
vérzés, perforacio, nyel6csosziikiilet. 3. Barrett-oesophagus (BO), mely alatt a GORB azon
alcsoportjat értjuk, amelyben az oesophago-gastricus junkcié felett a normadlisan jelen 1évo
tobbrétegii laphdm helyét metaplasztikus hengerham foglalja el. Mig az eurdpai klasszifikacios
rendszerek jelentds része ide sorolja a gyomorhdm eredetli metaplazidkat, addig az amerikai szerint
pusztan az egyértelmli prekancerozist jelenté specializalt intesztinalis metaplazia jelenléte a
diagndzis kritériuma. Noha a BO prekancerozis jellege régdta tudott, a nyel6csé
adenokarcinOméjanak elmult évtizedekben a nyugati orszagokban tapasztalt névekedése miatt
kiemelt tudomanyos figyelem fordult a korkép iranyaba. Bar a pontos patomechanizmus maig
intenziv kutatés targyat képezi, annyi bizonyosnak latszik, hogy a kronikusan fenndlld, elhizodé
savas és epeés refluxnak, illetve az ennek kovetkezményeként kialakult idult gyulladasnak fontos

szerepe van.

4.1. lon transzporterek protektiv szerepe az epesav okozta nyel6cs6 nyalkahartya sériilésben

GORB-ban a nyel6es6 epitél sejtek a gyomorsav és az epesavak karosito hatasanak vannak
kitéve. Reflux soran a lumindlis savterhelés hatasara megvaltozik a sejtek intracellularis pH-ja is.
Ennek helyreallitasaban feltételezhet6 a sejteken 1évo ion transzporterek szerepe, melyek ezaltal a

nyel6csé védekezési rendszerében is fontos szerephez jutnak. Kordbbi tanulmanyok mér



azonositottak a nyeldcs6 normal, tobbrétegli laphamjan ilyen transzportereket, azonban a krénikus
reflux  szovédményeként  kialakulo BO  metaplasztikusan  atalakult  hamsejtjeinek

iontranszporteinek tipusarol és mitkodésérdl nincsenek adatok.

4.2. Az autofagia szerepe Barrett- nyelocsében

Az autofagia az ubikvitin-proteaz rendszer mellett alapvetd szerepet jatszik a sejtek
kiegyensulyozott fehérje haztartasaban. Az autofagia szabalyozott miikodése elengedhetetlen a
sejtek normalis funkcionéaldsdhoz, nem véletlen tehat, hogy az autofégia koros szabalyozasat mar
tobb betegségben is (pl. eozinofil oesophagitis, gyulladasos bélbetegségek, neurodegenerativ
betegségek) leirtak. Az elmult években ezen Kkivul egyre inkabb bebizonyosodni latszik
patogenetikai szerepe a rosszindulatt daganatok ndvekedésében is, hiszen a tumorsejtek gyakran
az autofagiat hasznaljak talélésik érdekében. E kapcsolat ellenére a prekancerdzus Iézidkban, mint
példaul BO-ban, az autoféagia szerepe kevéssé vizsgalt.

4.3. A GORB patogenezisenek modellezése

sz

modellek hianya. Az immortalizalt, 2 dimenzios (2D) nyelécsé sejtkultirak rendkiviil elterjedtek,
nagy hatranyuk azonban, hogy nem teszik lehetdvé az epitél sejt €s mikrokdrnyezetiik kozotti
bonyolult kdlcsonhatdsok vizsgalatat. Tovabbi probléma, hogy az allatmodellek hasznalata a
GORB és Barrett-kutatasban eddig kevéssé bizonyult alkalmasnak. Hasznalatukat limitalja tébbek
kdzott a legtobb allatfaj anatomialag eltéré nyelécesove, illetve a reflux modellezésére kifejlesztett
specidlis mutéti eljarasok komplikaltsaga. Az imént felsorolt modszerek hatranyai inspiraltak a 3
dimenzids (3D) organotipikus nyeldcsé sejtkultira (OTC = organotypic cell culture) kidolgozésat,
ami egy olyan in vitro rendszer, ami fiziologialag relevansabb, mivel lehetévé teszi a nyel6csé

epitél sejtek es mikrokornyezetiik kdzotti kdlcsdnhatasok vizsgalatat.



5. CELKITUZESEK

Kisérleteink soran célul tiiztiik ki:

Human nyel6csé Barrett-metaplazias nem-diszplazias (CP-A) és diszplazids (CP-D)
szakaszabol vett sejtvonalakon taldlhatd ion transzporterek funkciondlis azonositasat,
valamint a refluxatumban talalhaté karositd anyagok kozul az epesavak hatasat ezek
miikodésére, tovabba normal és metapldzias hadmmal boritott humén nyel6csé

szakaszokbol vett biopsziakban ex vivo vizsgalni az ion transzporterek kifejezédését.

Az autofégia szerepének tisztazasat az intracellularis reaktiv oxigéngyokok képzédésében,
illetve a sejtek viabilitasaban kiilonboz6 nyeldcsé sejtvonalakon (normal lapham, Barrett-

metaplazia, adenokarcinéma) refluxot utanzo savas expoziciot kovetden.

Kalabis és mtsai. altal kifejlesztett organotipikus nyeldcsé sejtkultira protokollt
tovabbfejleszteni annak érdekében, hogy jobban tikrozze a gyulladasban lezajlo
valtozasokat és ezaltal alkalmasabb legyen a reflux altal a nyel6cs6ben okozott gyulladasos
jelenségek modellezésére



6. ANYAGOK ES MODSZEREK

6.1. Sejtvonalak

Kisérleteinkhez human nyel6cs6 1) normal, tobbrétegli laphdmbdl (STR), 2) metaplazias,
nem-diszplazias (CP-A), 3) metaplazias, diszplazias (CP-D) illetve 4) adenokarcindméas (OE19)
szakaszabol vett sejtvonalakat hasznaltunk. Az STR, CP-A és CP-D sejteket specialis keratinocita
médiumban (KSFM), mig az OE19 sejteket RPMI médiumban tenyésztettlik, amit 10% fotalis
borju szérummal (fetal calf serum-FCS) egeészitettiik ki. A tapfolyadékot minden mésodik nap
cseréltik. A sejteket 5%-0s CO»-tartalom mellett ndvesztettiik 37°C-on.

6.2. Human nyelécsé biopsziak
14 ismert BO beteget vizsgaltunk. Etikai engedely szdm: 2348. A rendszeres ellendrzés
celjabol végzett endoszkdpos vizsgalat soran biopszias mintavétel tértént a nyelécsé normal

tobbrétegii laphdmjabol és a metaplasztikus Barrett-epitéliumbol.

6.3. 3D organotipikus sejtkultira

Az organotipikus nyeldcsd sejtkultura készitése soran eldszor a fibroblasztokat
kollagén/Matrigel matrixba 4gyaztuk, majd human nyel6cso epitél sejteket szélesztlink a tetejére.
A gyulladds modellezésére periférids mononukleéaris sejteket adunk a kollagén/fibroblaszt
matrixhoz majd Thl pro-inflammatorikus citokinekkel (IL-2, IL-7, IL-15) stimulaltuk. Utobb
hisztologiai elemzés céljabdl a mintakat paraffinba agyaztuk, tovabba az epitél rétegb6l mRNS-t

és proteint izolalunk.

6.4. Intracellularis pH és Ca?* detektalasa

Az intracellularis pH (pHi) és Ca®* [(Ca®")]i meghatarozasa céljabol a CP-A és CP-D
sejteket specialis intracellularis fluoreszcens festékekkel (BCECF-AM és FURA-AM) inkubaltuk
30-45 percig 37°C-on. A Na*/H* kicseréld transzporter (NHE), Na*/HCOs™ ko-transzporter (NBC)
és a CI/HCOzs™ kicserélo (CBE) aktivitasanak valtozasat ammonium pulzus technika segitségéevel

vizsgaltuk.



6.5. Epesavas kezelés

Az epesavak krdonikus hatasanak in vitro modellezésére a sejteket 7 napon keresztiil epesav
koktéllal kezeltuk 3x10 perces pulzusokkal 7,5-0s és 5,5-0s pH-n. Az epesav koktél a kovetkez6
OsszetevOket tartalmazta: 170 puM glikokolsav, 125 pM glikokenodezoxikélsav, 100 pM
dezoxikdlsav, 50 uM glikodezoxikolsav, 25 uM taurokolsav, 25 uM taurokenodezoxikolsav és 8

MM taurodezoxikdlsav.

6.6. RNS izolalas, reverz transzkripcid, valés idejii PCR

A biopsziakbdl, human sejtvonalakbdl illetve OTC epitél rétegb6l a totdl RNS-t
Nucleospin RAIl RNS izolalo kit segitsegével izolaltuk, mig a reverz transzkripciot 3 ug RNS
felhasznélasaval High-Capacity cDNA Archive Kit-tel végeztilk, a gyartok protokollja szerint. Az
NHE-1, NHE-2, NBC, Slc26a6 illetve az IRF-1 gének kifejez6désének valtozasat qRT-PCR

technika segitsegével vizsgaltuk, TagMan illetve SYBR Green primer/prébak felhasznalasaval.

6.7. Immunohisztokémia

Formalinban fixalt, 5 um-es vastagsagu, paraffinba dgyazott human nyelécso illetve OTC
metszeteket hasznaltunk fel immunfestésre. Az NHE-1, NHE-2 transzporterek, CD45 sejtfelszini
marker, illetve Ki-67 proliferaciés marker kimutatdsdhoz a metszeteket az adott antigénre
specifikus nydl poliklonalis ellenanyagokkal egy éjszakan keresztil inkubaltuk. Ezt kdvet6en a
metszeteket anti-nyll 1gG masodlagos ellenanyaggal kezeltik. Az immunreakciot 3,3’-
diaminobenzidin-nel tettik lathatovd. Az NHE-1-et, NHE-2-t, CD45-6t, illetve Ki-67-et
tartalmazo sejtek sotét vords/barna szinreakciot adtak.

6.8. Western blot analizis

A CP-A és CP-D sejtvonalakbdl, illetve OTC epitél rétegb6l torténd fehérje izolalast
kovetden SDS-gelelektroforézis segitségével azonos tomegi fehérje mintakat frakcionaltunk majd
nitrocellul6z membranra transzferaltuk. Ezt kovetden a membrant specifikus elsddleges
ellenanyagokkal (NHE-1, IRF-1) inkubaltuk egy éjszakan keresztil. Loading kontrollként
GAPDH, illetve tubulin ellenanyagokat hasznaltunk. Mésnap a membranokat HRP-vel konjugalt
masodlagos antitestekkel kezeltik 1 oran keresztil. Végiul a membranokat enhanced

chemiluminesence reagens (ECL) segitségével rontgenfilmekre exponaltuk.
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6.9. Aramlasi citometria
Az intracellularis reaktiv oxigéngyok képz6dését (DCF), az autofagias aktivitds mértékét
(Cyto-1D), illetve a sejtek viabilitdsdnak (7AAD) vizsgélatat specidlis intracellularis festékekkel

végeztlk a gyartd protokollja szerint, majd a valtozasokat &ramlasi citometriaval detektaltuk.

6.10. Statisztikai analizis
Az eredményeket atlag +/- standard hiba (SEM) formajdban fejeztik ki. A kisérletek
statisztikai kiértékeléséhez variancia analizist (ANOVA) illetve student t-tesztet alkamaztunk. A

szignifikancia szintet p<0.05-ben hataroztuk meg.
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7. EREDMENYEK

7.1. Az iontranszporterek szerepe a metaplazids nyeldcso sejtekben az epesav okozta sériilés
elleni védekezésben

A nyel6csé metaplazias szakaszabol izolalt epitél sejtvonalakban (CP-A és CP-D) a pHi
kalibralasat kovetGen a sejteken 1év6 ion transzporterek funkcionalis azonositasat végeztiik el ion-
elvonésos, ammonium pulzus modszerek illetve transzporter specifikus inhibitorok segitségével.
Ezen kisérletek sordn az NHE, NBC illetve CBE ion transzporeket sikerilt azonositanunk. Az
NHE specifikus inhibitor, HOE-642 segitségével kimutattuk, hogy az NHE-1 és 2 funkcionalisan
aktivak a nyeldcso epitél sejteken, illetve hogy ezek koziil az NHE1 az aktivabb izoforma. Tovabba
HOE-642 és az NBC inhibitor, H.DIDS segitségével megallapitottuk, hogy az NHE és NBC
egyforma mértékben vesznek részt a sejtek alkalizacidjaban.

Az epesav koktél dozisfiiggd [(Ca*)]i emelkedést valtott ki a CP-A sejtekben, ami sokkal
kifejezettebb volt savas (pH=5,5) koriilmények kozott. Ez a hatds kivédhetd volt az
endoplazmatikus retikulum (ER) inozitol trifoszfat (1P3) receptoranak specifikus inhibitoraval,
koffeinnel miutan a Ca*-ot elvontuk az extracellularis térbdl. A sejtplazma membranon jelen 1évé,
Ca?*-csatornakat blokkolé Gd** jelenlétében szintén jelentés [(Ca?")]i szignal csokkenés volt
tapasztalhato.

Hepes oldatban az epesav koktél a CP-A sejtekben dézis fiiggden csokkentette, mig a CP-
D sejtekben novelte az NHE aktivitast, tovabba kimutattuk, hogy CP-A sejtek esetén az epesavak
gatlo hatasa leginkabb az NHE-1 iontranszporteren keresztul valésul meg. Ezzel szemben HCOs
jelenlétében az epesavak mindkét sejtvonal esetén dozisfiiggéen fokoztak mind a CBE, mind a
NBC aktivitasat.

Az epesavak kronikus hatdsanak modellezésére a sejteket epesav koktéllal kezeltiik
naponta 3x10 percen keresztlil 7 napon at. A kezelést kovet6en neutralis pH-n a CP-A sejtekben
az 0sszes vizsgalt ion transzporter (NHE-1, NHE-2, NBC, Slc26a6 CBE izoforma), mig CP-D-
ben az NHE-1 és az NBC mRNS szintjében tapasztaltunk szignifikans novekedést. Ezzel szemben
savas pH-n tortént kezelést kovetden mindkét sejtvonalban csak az NHE-1 szintje emelkedett meg.
Fehérje szinten csak az NHE-1 protein szintjében tapasztaltunk ndévekedest mindkét sejtvonal
esetében.

A Barrett-nyeldcsoves betegekbdl vett biopszias mintakban az NHE-1, NHE-2, NBC,
illetve a CBE izoforma, Slc26a6 mRNS szintjeszignifikansan emelkedett volt a metaplazias
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szakaszokbol vett mintakban, a normal laphammal boritott hamteriletekkel 6sszehasonlitva.
Immunohisztokémiaval kimutattuk, hogy az NHE-1 illetve 2 izoformak erdsebben festédtek a

metaplasztikus hdm felszinén, mint a laphdmon.

7.2. Az autofégia szerepe a Barrett-nyelécso patogenezisében

STR, CP-A, CP-D illetve OE19 sejtvonalakban savas (pH=3,5) pulzussal torténd kezelést
kovetéen a reaktiv oxigéngyok képzOdést, illetve az autofdgids aktivitdst vizsgéltuk. Ha az
autofagiat chloroquin (CQ) segitségével blokkoltuk, akkor savas kezelést kovetéen az STR és CP-
A sejtekben a reaktiv oxigéngyok szint szignifikansan megnovekedett. Ezzel szemben CP-D es
OEI19 diszplazias sejtvonalakban az autofagia gatlasa nem volt jelentds hatassal a reaktiv
oxigengyok képzoédésre. Az autofagia aktivitasanak vizsgalata soran STR és CP-A sejtekben az
autofagia szintje jelent0s emelkedést mutatott mindhdrom kezelési koriilmény kozott (savas
kezelés, CQ kezelés, kombinalt (sav+CQ) kezelés). Ezzel szemben CP-D-ben egyik esetben sem
lattunk szignifikans valtozast, mig OE19 esetén jelentds csokkenést tapasztaltunk az autofagia
szintjében. Mivel ezek az eredmények jelentdsen eltértek a vartaktol, ezért mas modszerrel is
megnéztik ezen kezelések hatasat, aminek soran GFP-vel jel6lt LC3 autofagoszoma-specifikus
fehérjét jelz6 punktitumok detektdlasdval kovetkeztettiink az autofagia mértékére. Ugyanezen
protokoll alkalmazéasa mellett az autofagids aktivitds novekedését tapasztaltuk a kezelések
hatésara.

STR, CP-A, CP-D és OE19 sejteket savas pulzusokkal kezeltiik a korabban ismertetett
protokoll szerint és 24 draval késdbb megvizsgaltuk a sejtek viabilitasat 7AAD festék segitségével.
Az autofagia blokkolasa a savas kezeléssel egyiitt az 6sszes sejtvonalban szignifikansan fokozta a

sejtpusztulast a tobbi kezelési protokollhoz viszonyitva.

7.3. A nyelécsogyulladas organotipikus modellezése

Az OTC rendszer lehetévé tette a matrixba agyazott immunsejtek talélését és
proliferaciojat, ha azokat pro-inflammatorikus citokinekkel (IL-2, IL-7 es IL-15) stimulaltuk, amit
a megnovekedett CD45 leukocita marker és Ki-67 proliferacios marker festédése jelzett. Tovabba
ezen immunsejtek aktivalodasat is kimutattuk Interferon Regulatory Factor-1 (IRF-1) segitségével,
ami szignifikans ndvekedést mutatott mRNS és protein szinten is a citokinekkel kezelt immunsejt
ko-kulturakban.
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Az OTC-kben létrejott gyulladasos mikrokornyezet hatasara az epitél rétegben morfoldgiai
valtozasokat tapasztalunk: mind a bazalis, mind a szuprabazalis réteg jelentésen megvastagodott,

illetve regenerativ valtozasok (pl. hiperkeratinizacio és keratin gyongyok jelenléte) voltak
megfigyelhetdk.

proliferacios marker segitségével mutattunk ki. Ugyanakkor a szuprabazalis rétegben a sejtek
szignifikansan nagyobb apoptotikus aktivitast is mutattak, amit a TUNEL pozitiv sejtek
emelkedett szintje jelzett.
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8. DISZKUSSZIO

8.1. Az iontranszporterek szerepe a metaplazias nyelocsé sejtekben az epesav okozta sériilés
elleni védekezésben

A GORB sordan a nyel6csd nyalkahartyaja a regurgitalt gyomortartalomban talalhato
anyagok karosito hatasainak van kitéve, melyek kivédésére kiilonbozé védekezd mechanizmusok
léteznek. A nyel6cs6 hamsejtjein talalhato ion transzporterek a védelmi rendszer fontos elemét
képezik, mivel alapvetéen hozzajarulnak az ozmotikus egyensuly, illetve a pHi fenntartasahoz,
melyek elengedhetetlenek a sejtek normalis muikodéséhez. Feltételezéseink szerint ezen
transzporterek megvaltozott miikodése szerepet jatszhat a szovédmények (példaul a Barrett-
nyeldcsd) kialakuldséban.

Kisérleteink sordn a metaplasztikusan atalakult Barrett-nyel6cs6 sejtvonalakon (CP-A és
CP-D) harom olyan ion transzportert sikertilt funkcionalisan azonositanunk, amik a nyel6cs6
izoformak azonositdsdhoz, az NHE specifikus inhibitort, HOE-642-t alkalmaztuk, és
megallapitottuk, hogy a metaplasztikus epitél sejteken az NHE-1 és NHE-2 a funkcionalisan aktiv
izoformak, amik koziil az NHE-1 az aktivabb. Ez az eredmény 6sszhangban van Goldman és mtsai.
altal tett megfigyeléssel, akik szintén az NHE-1-et irtak le az aktivabban miik6d6 izoformanak.

Tovébbi kisérleteink soran kimutattuk, hogy a kiilonbozé koncentracioban alkalmazott
epesav koktél dozis-fiiggd Ca®*-emelkedést hoz létre, ami sokkal kifejezettebb volt savas pH-n.
Ez a jelenség az epesavak ionofor tulajdonsagaval magyarazhato, ugyanis savas korilmények
kozott a refluxatumban talalhatd epesavak legnagyobb része nem-ionizalt formaban van jelen, ami
altal kénnyebben penetralnak a sejtmembranon és eredményeznek sejtkarosodast. Az (Ca?*); szint
emelkedésének forrasat vizsgalva a sejteket kiilonbozé Ca?" raktarakat gatld inhibitorokkal
kezeltiik. Az ER IP3 receptorat blokkol6 koffein teljesen kivédte a Ca?*-szignalt, ha a sejteket Ca®*-
mentes oldattal perfundaltuk. Az epesavak hatasara megemelkedett, IPs-medialt Ca?*-szignalt
korébban kolon kriptdkban, hepatocitakban és pancreas epitél sejtekben irtdk le. A membranon
1évé Ca?*-csatorna blokkold, Gd**-jelenlétében csokkent Ca®*'szignalt tapasztaltunk, ami arra
enged kovetkeztetni, hogy az intracellularis raktarak mellett a (Ca?"); szignal részben az
extracellularis térbdl is szarmazik.

A kovetkez6 kisérlet sorozatban azt vizsgaltuk, hogy az epesavak hogyan befolyésoljak a

kiilonb6z6 ion transzporterek akitivitasat. Standard Hepes oldatban az epesavak dézis-fiiggéen
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gatoltak az NHE aktivitasat CP-A sejtekben, és ez a hatas 77%-ban az NHE-1 gatlé hatasan
keresztul valosult meg. Ezzel szemben CP-D sejtekben az epesavas koktél stimulédlta az NHE-1
miikodését. Ennek a jelenségnek a pontos hatterét egyeldre nem ismerjiik, azonban 6sszefliggésben
lehet a CP-D sejtvonal diszplazias, azaz patologiasan elérehaladottabb voltaval. HCO3™ tartalmu
oldatban mindkét sejtvonalban azt tapaszaltuk, hogy az epesavas terhelés egyarant stimulalta az
NBC és a CBE miikodéset. Valoszinisithetd, hogy ez egy védekez6 mechanizmus a sejtek
részérbl, amelynek soran fokozott HCO3s™ termeléssel probaljak kompenzalni a megemelkedett
lumindlis savterhelést.

Az epesavak szerepének tanulmanyozasara a sejtszintii adaptacioban el6szor a CP-A €s
CP-D sejteket egy héten keresztiil epesav koktéllal kezeltiik. CP-A sejtekben az 6sszes vizsgalt
ion transzporter szintje szignifikdnsan megndvekedett a nem kezelt, kontrollhoz képest. CP-D-ben
csak az NHE-1 és NBC mRNS szintjében tapasztaltunk véltozast. Ugyanazon protokoll alapjan
savas kortulmények kozott csak az NHE-1 mRNS expresszioban tapasztaltunk szignifikans
novekedest. Fehérje szinten azNHE-1 mind savas mind neutralis korilmények kozott
megnovekedett expressziét mutatott, mindkét sejtvonalban. Az epesavak krénikus hatasainak
tovabbi elemzése céljabol normadl, illetve Barrett-epitéliumbdl vett biopszias mintékon
megvizsgaltuk az NHE-1, NHE-2, NBC és Slc26a6 transzporterek kifejez6dését. A BO
nemzetkozileg eltéré definicioi miatt kiilon vizsgaltuk az intesztinalis és a nem-intesztinalis
metaplaziat. A BO mintakban az 6sszes vizsgalt transzporter mRNS szintjében névekedést
tapasztaltunk, intesztinalis és nem-intesztinalis tipusu metapléziakban egyarant. Az NHE-1 és az
NHE-2 erdsebben festédott a sejtmembranon a BO mintakban a laphamhoz képest, megerdsitve a
gPCR-ral kapott eredményeket. Az NHE-1 fokozott expresszioja alatamasztja Goldman és mtsai
kordbbi megfigyeléseit, akik szintén az NHE-1 emelkedett szintjét irta le BO mintékban.
Mindenezen eredmények arra utalnak, hogy az ion transzporterek fokozott expresszidja egy

védekez6 mechanizmus lehet a sejtek részérdl a kronikus sav expozicio kompenzaléasara.

8.2. Az autofagia szerepe a Barrett-nyelécso patogenezisében

=77

vizsgaltuk. Jelen tanulmanyban igyekeztiink feltarni az autofagia funkcionalis szerepét STR
(normal lapham), CP-A (metaplazias, nem-diszplazias), CP-D (metaplazias, diszplazias) illetve

OE19 (adenokarcindbma) sejtvonalakon . Az autofagia blokkolasa CQ-val szignifikansan



16

megndvelte az intracelullaris reaktiv oxigéngyok szintet a diszplazia jeleit még nem mutate, STR
es CP-A sejtvonalakban. Ez a megfigyelés 6sszhangban van korabbi tanulmanyokkal, amik
kimutattdk az autofagia reaktiv oxigéngyOk szintet csokkentd szerepét. A patoldgias
elvaltozasokat mutatd CP-D es OE19 sejtekben ez a jelenség nem volt tapasztalhatd, azt sugallva,
hogy ezen sejttipusok mas mechanizmust hasznalnak az oxidativ stressz csokkentésere.
Megfigyeltiik azt is, hogy az autofagia esszencialis szerepet tolt be a sejtek életben maradasaban,
refluxot utanzo savas expoziciot kovetéen. Mivel varakozasainkkal ellentétben a hagyoméanyosan
alkalmazott maodszeriinkkel az autofagia szintjében csokkenést tapasztaltunk savas illetve
kombinalt kezelést kovetden, a kisérletet megismételtiik egy masik modszerrel, a GFP-fuzids LC3
riporter vizsgalataval, aminek segitségével az autofagoszéma képzédést tudjuk nyomon kdvetni.
Ezzel a metodikaval az autofagoszomak fokozott képzédését tapasztaltuk. Bar jelen tanulmanyban
nem taldltunk egyértelmii magyarazatot erre a jelenségre, mégis ezen eredmények arra utalhatnak,
hogy a diszplazias sejtekben az autofagoszémak biokémidja eltérd lehet a normalis sejtekétdl, ami
miatt bizonyos mddszerek téves eredmenyt adhatnak. Ezen jelenség mélyebb felderitése 0j és

izgalmas terilete lehet a kutatdsoknak a tovabbiakban.

8.3. A nyelécsogyulladas organotipikus modellezése

A GORB és szovodmeényeinek a kutatasat nagyban megneheziti a fizioldgiasan relevans
modellek hianya. Az eddigi gyakorlatban hasznalt in vitro és in vivo modszerek limitacioi
inspiraltdk a 3D-s OTC kifejlesztését, ami egy olyan multicellularis in vitro rendszer, amiben az
epitél sejtek in vivo korilmények kozt tapasztalhatbhoz hasonléan képesek novekedni és
differencialodni.

A tézis harmadik részében az eredeti OTC protokollt fejlesztettiik tovabb, hogy a nyel6csé
gyulladasos folyamatait modellezni tudjuk. Bebizonyitottuk, hogy az OTC képes az immunsejtek
életben tartasara, illetve megfelelé pro-inflammatorikus citokinek segitségével aktivalni is lehet
6ket. lgazoltuk azt is, hogy a gyulladasos mikrokérnyezet morfoldgiai valtozasokat (hiperplazia,
fokozott proliferacio, hiperkeratinizacid) hozott létre az epitél rétegben, mig szuprabazalis
rétegben a sejtek fokozott apoptdtikus aktivitasat észleltik. E megfigyelések 6sszhangban vannak
korabbi in vitro es ex vivo tanulmanyokkal, amelyek hasonld elvaltozasokat irtak le a nyelécsoé

epitél rétegeben gyulladasos koriilmények kozott.
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9. KOVETKEZTESEK ES UJ EREDMENYEK

A tézis els6 felében megvizsgaltuk az ion transzporterek szerepét metaplasztikusan
atalakult nyel6cso sejtekben illetve szovettani mintakban. Eredményeinkkel alatdmasztjuk
azon feltételezésket, miszerint a BO egy adaptiv mechanizmus a sejtek részérél a fokozott
savterhelés kompenzalasara. Ugy gondoljuk, hogy ezen transzporterek aktivalasa a

jovOben egy fontos terdpias célpont lehet a kes6bbi szovodmények elkeriilése céljabol.

A dolgozat méasodik felében kimutattuk, hogy a savas refluxot utdnz6 stimulus a nem
diszplazids sejtekben alapvetd szerepet jatszik az oxidativ stressz csokkentésében.

Igazoltuk tovabbé, hogy az autofagia elengedhetetlen a sejtek életben maradasahoz mind

=77

Végiil kimutattuk, hogy az OTC rendszer alkalmas eszkéz a nyeldcsé gyulladasos
folyamatainak tanulmanyozasara és elésegitheti a GORB és a BO sejtszintii patofiziologiai
tényez6inek megismerését. Ezaltal fény dertilhet a metaplazia — diszplazia — karcinéma

szekvencia tovabbi, eddig ismeretlen tényezdire is.
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asszisztensek nélkiil, ezért koszonettel tartozom Pritz Tiindének, Arva Miklésnénak, Fritz
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