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1. Bevezetés

A hasnyalmirigy az emésztd rendszer részét képezi, és egyarant rendelkezik exokrin és
endokrin funkcioval. Az exokrin hasnyalmirigy két f6 sejttipust tartalmaz: acinus és vezeték
(duktusz) sejteket. Az acinus sejtek élettanat és korélettanat széles korben vizsgaltak. Jol ismert
azonban, hogy szdmos hasnyalmirigy betegség (pl.: a hasnyalmirigyrak és a cisztas fibrozis, CF)
a rendellenes duktalis sejtmitkddéssel magyarazhatd. Kutatasunk {6 irdnyvonala az volt, hogy a
duktusz sejtek szerepét, molekularis és sejtélettani mitkodését tanulmanyozzuk.

A hasnyalmirigy duktusz sejtek abszorbedlnak ¢és szekretalnak HCOs™-ot. Nyugalmi
allapotban a hasnyalmirigy vezetékekben az apikélis membranon keresztiil HCOs™ abszorbcioja
zajlik. Egér hasnyalmirigy vezetékben azonositottak egy luminalis Na'/H " cserélét (NHE3), egy
Na' fiiggd mechanizmust ami kiilonbozik barmilyen ismert NHE izoformatol és az
elektroneutralis Na'/HCO5" kotranszportert (SLC4A7, NBCnl, NBC3) melyek felelések lehetnek
a HCOs™ abszorbcidért. A visszaszivott HCOs™-ot a duktusz sejtek valdszinlileg az extracellularis
térbe exportaljadk a bazolaterdlis AE2 CI/HCOs™ cseréld segitségével. A stimulalt HCOs
szekrécio az intracelluléris ciklikus AMP (cAMP) emelkedésén keresztiil csokkenti ezeknek a
luminalis HCOj;™ transzportereknek az aktivitasat.

A HCOs szekrécio kezdeti 1épése a HCO;™ felvétele a duktuszsejtekbe az extracellularis
térbél. A HCO;™ a bazolateralis Na'/HCO;™ co-transzporteren keresztiil (NBC) jut be a sejtbe,
vagy a CO, diffuzidja utan a sejtben képzddik a szénsav bontédsa tjan, amit a szénsav anhidraz
katalizal. Az igy képzédott protonokat a Na'/H' cserélé (NHE) és/vagy a protonpumpak juttatjak
ki a sejtbol. A HCO; kivélasztdas az apikalis membranon keresztiill a cisztds fibrozis
transzmembran konduktancia regulatoron (CFTR), ami egy cAMP/protein kinaz (PKA) altal
szabalyozott CI” csatorna, és az SLC26 csaladba tartozo SLC26A3 (DRA) és/vagy SLC26A6
(PAT-1) anion cserélon at valéosul meg. Mindezen apikalis transzporterek egymashoz
viszonyitott fontossaga a HCOs kivalasztasban egy tisztazatlan kérdés.

A CF a leggyakoribb haldlos autoszomalis recessziv betegség a kaukazusi populécioban,
amelyet a CFTR hidnya vagy rendellenes miikddése okoz. A CFTR nem megfeleld mitkodése
fontos szerepet jatszik a csokkent epithelidlis HCO;3™ kivalasztasban. A CFTR transzportalja
ugyan a HCOs™-ot, de kisebb aranyban, mint a CI’-t. Mindazonaltal még mindig nem vilagos,
hogy a CFTR {6 szerepe a HCOs kivélasztasban az, hogy kozvetleniil szekretalja a HCOs™-ot,
vagy a lumindlisan kivalasztott Cl™-al egy CI forrast nyQjtson az apikéalis CI/HCOj;" cseréhez,
vagy kozvetleniil aktivalja az apikalis CI/HCOj cseréloket.



A Vater Ampullanak a vandorlé epekovek miatti elzarodéasa egyik jelentOs rizikofaktora az

akut hasnydlmirigy gyulladdsnak. Az elzarddas az epe és a hasnyal visszafolyasat okozhatja a
hasnyalmirigybe. Hasnyalmirigy acinus sejtekben az epesavak a sejten beliili kélcium-
koncentracio ([Ca®']}) emelkedését okozzak, ami korai tripszinogén aktivalodashoz, majd
sejthalalhoz vezet.
mM) nem konjugdlt epesav, a kenodezoxikolsav (CDC) jelentdsen emeli az apikalis CI/HCOs
cser¢ld aktivitdsat és a HCOs™ szekrécidt tengerimalac duktusz sejtekben és ezek a folyamatok
Ca”" fiiggbek. Ezzel szemben a nagy dozist epesav (1 mM CDC) erésen gatolja a duktalis
HCOj;™ transzportot. Nemrég azt is kimutattuk, hogy a HCO;3™ szekréci6 1 mM CDC éltali
gatlasat a mitokondridlis kérosodéas okozza a sejten beliili ATP szint csokkenése miatt. A 0,1
mM CDC az apikalis CI/HCOs5 cserélore kifejtett stimuldlo hatasat legvaldszintibben a PAT-1
medialja, mert az egy kompetitiv gatloszerrel (H,-DIDS) blokkolhatd volt. Mivel a HCOs
szekrécio a CFTR és az SLC26 anion cseré¢ldk interakcioja révén jon létre, ezért fontos volna
tisztazni, hogy a CDC stimulalé hatdsa az anion cseréldk aktivitasara és a HCOs™ szekréciora
fiigg-e a CFTR kifejez6désétdl €s a funkcionalis Cl csatorna aktivitadsatol.

Az emberi hasnyalmirigy szovet korlatozott elérhetdsége miatt a legtobb HCO5™ szekréciorol
sz6l6 tanulmanyt egereken és tengerimalacokon végezik. Masrészrél az immortalizalt emberi
duktalis sejtvonalakat szintén széles korben hasznéljak a HCOj;™ transzport vizsgélatdhoz. A
CFPAC-1 sejtvonal egy 26 éves CF-os adenokarcinomas férfi hasnyalmirigyébdl izolalt duktalis
sejtjeibdl lett létrehozva. A CFPAC-1 sejtek a leggyakoribb CFTR mutaciot hordozzak
homozigoéta forméaban, amelyre az jellemzd, hogy az 508. pozicidban harom nukleotid delécioja
fenilalanin hidnyhoz (F508del) vezet. Ennek a mutdns fehérjének a nagyobbik része az
endoplazmatikus retikulumban marad ¢és degradalodik. A sériilt fehérje kisebbik része eléri a
plazma membrant, de nem valaszol megfeleléen a cAMP stimuléciora. A cAMP-analogok,
foszfodiészteraz-gatlok és a forskolin nem képesek aktivalni a karosodott CFTR fehérjét. Ezeket
a tulajdonsagokat a sejtek tobb mint 80 passzazson at megtartottak. Ez a tény bizonyitja, hogy a
CFPAC-1 sejtek fenntarthatéak sejtvonalként és a hibas CFTR csatorna fejezddik ki benniik.
Ezen a sejtvonalon mar korabban jol jellemezték a H' és a HCO;  transzport folyamatokat. Ugy
tint tehat, hogy a CFPAC-1 sejtek jol hasznalhatéak in vitro modellként a CFTR

génkifejezddésnek a HCOs™ transzportra kifejtett hatasanak vizsgélatara.



2. Célkitiizések

Munkam f6 célkitizései a kdvetkezOk vizsgalata:

a.) a vad tipusu (vt) CFTR-t tartalmaz6 rekombindns Sendai virus (SeV) vektor hatasa emberi

CF hasnyalmirigy- (CFPAC-1) duktalis sejtekre

b.) a vt CFTR kifejez6dés hatasai a H és a HCO5 ™ transzport folyamatokra CF hasnyalmirigy
duktusz sejtekben

c.) a CDC hatéasa az intracellularis pH-ra (pH;), és az apikalis CI/HCOs" cseréld aktvitasara vt
CFTR-al transzdukalt és nem transzdukalt CFPAC-1 sejtekben

d.) az alacsony dozisu CDC ndveli-e a CFTR CI csatorna aktivitasat

3. Anyagok és modszerek

3.1. CFPAC-1 sejtkultarak

A sejteket Iscove’s modified Dulbecco’s médiumban (IMDM) tenyésztettiik, amelyet 10 % borju
szérummal, 2 mM glutaminnal, 100 egység/ml penicillinnel és 0,1 mg/ml streptomicinnel
egeészitettlink ki. A CFPAC-1 sejteket permeabilis poliészter membranra (12 mm atmérdji, 0,4

um porusméretii transwell) szélesztettiik nagy denzitassal (300.000-350.000 sejt/cm?).

3.2. Tengerimalac hasnyalmirigy duktusz sejtek izolalasa
A patch clamp kisérletekhez kis intra- és interlobuléris duktuszokat izolaltunk 150-250 g tomegii
tengerimalacok hasnyalmirigyébdl. A duktuszokat overnight inkubaltuk és elasztaz emésztéssel

0nallo sejteket kiilonitettiink el.

3.3. A rekombinans Sendai virus vektor konstrukcioja
A SeV vektorokat a DNAVEC Corporation készitette. A kisérletek soran alkalmazott teljes
hossziisagu SeV génsorrendje a kovetkezd volt: a 3’-vég vezetd szekvencidjat virus gének

kovették: nukleokapszid-, phospho-, matrix-, fizids-, hemagglutinin-neuraminidaz fehérjék. A



vad tipust SeV vektort amelynek cDNS-e tartalmazta a B-galaktozidaz (LacZ) gént (SeV-LacZ),
vagy a vt CFTR gént (SeV-CFTR), a LacZ vagy a SeV-CFTR fragment amplifikdlasanak

hasznalataval késziilt.

3.4. Transzdukcié rekombinans Sendai virussal

A transwelleken novesztett CFPAC-1 sejteket 3 nappal a szélesztés utan SeV-CFTR-ral vagy
SeV-LacZ-vel transzdukaltuk. A sejtek foszfatpufferelt sdoldat (PBS)-tal torténd mosdsa utan a
SeV 6 x 10° (0,6 pl) vagy 3 x 10° (3 ul) plakk-képzd egységeit (a fertdzés multiplicitasa, MOI =
3 ill. 15) tartalmazd szérummentes IMDM-mal (33 pl végtérfogat) apikalisan fertdztiik. A

sejteket bazolateralisan csak 800 pl szérummentes IMDM-ben inkubaltuk.

3.5. B-galaktozidaz festés

A B-galaktozidaz aktivitast in situ festéssel ellendriztiik.

3.6. Western blot

3.6.1. CFTR

A vt ¢és F508del CFTR expresszigjat a CFPAC-1 és kontrollként CAPAN-1 sejteket, valamint
Ujsziilott horcsog vese sejteket hasznalva teljes fehérje extraktumbol vizsgéaltuk Western blottal.
3.6.2. A PKA katalitikus alegysége

A PKA katalitikus alegységét (PKAcat) a PKA aktivitas vizsgalatdhoz hasznalt immunprecipitalt
pelletb6l mutattuk ki. A natrium-dodecil-szultat-poliakrilamid-gél-elektroforézist Novex
rendszer segitségével végeztik 4-12 %-os Bis-Tris poliakrilamid gélen. A fehérjéket
nitrocellul6z membranra blottoltuk. TBS-Tweennel (0,5 % Tween-20) és 5 % tejjel 30 percig
torténd blokkolds utdn a membranokat PKAcat-ellenes antitesttel, majd masodlagos anti-nyul
antitesttel inkubaltuk. Az immunoreaktiv csikokat erdsitett kemilumineszcenciaval jelenitettiik

meg.

3.7. Immunocitokémia

2 nappal a SeV-LacZ-vel vagy SeV-CFTR-ral tortén6 fert6zés utan a sejteket PBS-tal mostuk,
majd metanollal fixaltuk és permeabilizaltuk jégen 15 percig. A monolayereket 3 %-os 16
szérummal blokkoltuk 1 6ran 4t. Ezutan a sejteket 4 °C-on inkubaltuk overnight egér anti-ZO-1
vagy anti-CFTR antitesttel (1:100). A sejteket haromszor mostuk PBS-tal, majd 1 6ran keresztiil
3 %-os kecske szérummal inkubaltuk, majd kecske anti-egér-FITC masodlagos antitesttel

(1:100) kezeltiikk. A filtereket PBS-tal mostuk, 1 pg/ml propidium-jodidban inkubaltuk 5-10
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percig (a sejtmagok megfestéséhez), ezutan Vectashield mounting mediummal fedtiik. A festést
konfokalis 1ézermikroszkoppal vizsgaltuk, amely egyarant képes gerjesztésre €s az emisszio

detektalasara is.

3.8. Jodid-kiaramlas vizsgalata

A jodid-kidramlas egyensulyi allapotanak elérése utan (6 perc), a sejtekre intracellularis cAMP-
szintet ndveld agonistakat tartalmazoé efflux oldatot mértiink 10 percen keresztiil. Néhany kisérlet
soran a sejteket a jodid tartalmt inkubal6 puffer eltavolitdsa utan 10 uM CFTR-172-vel vagy
dimetilszulfoxiddal (DMSO) kezeltiik. A mintdkban levd jodid mennyiségét jodid-szelektiv

elektrodéaval hatdroztuk meg.

3.9. DRA, PAT-1, AE2, pNBC1, NHE2, NHE3 mRNS expresszi6

3.9.1. mRNS izolalas és reverz transzkripcio

Az 6sszRNS-t GenElute"™ Mammalian Total RNA Miniprep Kit alkalmazasaval nyertiik ki. A
teljes RNS-t (1 pg) cDNS szintézisére hasznaltuk fel oligodT primer alkalmazasaval.

3.9.2. Szemi-kvantitativ polimeraz lancreakcio (PCR)

Az elsé szal cDNS-t Primer3 software segitségével tervezett, a kivalasztott transzporterekre
specifikus PCR primerekkel amplifikaltuk. A PCR-t Taq polimerdzzal végeztikk. A PCR-
kisérletekhez belsé koncentracio-kontrollként savas riboszomalis foszfoproteint (XS13)
hasznaltunk, amelyet 19 ciklussal amplifikaltunk. Az elektrolit-transzporterek primereinek
pozitiv kontrolljaként normal human pancreasbodl és HPAF sejtekbdl izolalt teljes RNS kivonatot
alkalmaztuk.

3.9.3. Real-time PCR

A DRA, PAT-1, AE2, NHE2 ¢s NHE3 génexpresszidinak kvantitativ analizisét valos idejii (real
time) PCR-ral végeztiik. A real-time PCR primereket ¢s a FAM-jelolt MGB célspecifikus
fluoreszcens probakat az Applied Biosystems-tdl rendeltiik, és a DRA, PAT-1 AE2, NHE2,
NHE3 és az XS13 vizsgalatara alkalmaztuk.

3.10. Az intracellularis pH és intracellularis Ca’>* koncentrici6

A pH; méréshez a sejteket 2 uM BCECF-AM-mel toltottiik 30 percig, majd a transwelleket egy
perfuziés kamraba helyeztiik egy invertalt Olympus mikroszképra. A 4-5 kis teriilet (ROI)
egyenként 180-250 sejtjét 440 és 490 nm hullamhosszisagh fénnyel vilagitottunk meg, majd a
490/440 fluoreszcens emisszids aranyt 535 nm-en mértiik. Az [Ca®’]; mérését a pH;-méréshez

hasonldan hajtottuk végre, a sejteket azonban FURA2-AM-rel (5 pM) to6ltottiik 60 percen
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keresztiil. A festék gerjesztéséhez 340 és 380 nm-es filtert hasznaltunk, és a [Ca®J-ban torténé

valtozasokat az 510 nm-en mért fluoreszcens aranybol (Fs40/F3g0) szamoltuk.

3.11. Az 6ssz-pH; valtozas és a bazis aramlas

A pHj-vaéltozas (ApH;) meghatarozasahoz kozvetleniil az oldatcsere el6tt €s utdn a maximumon
80-80 adatpontot atlagoltunk, majd kiilonbségiiket képeztiikk. A pHi—valtozas kezdd (elsé 30-50
mp) értékeit az oldat valtastol a transzmembran bazisaramlés [J(B)] szamolasanal hasznaltuk fel.
J(B) = ApHi/At * teljes pufferkapacitds (Biotar). A J(B) szdmoldsdhoz az oldatcserét megel6z6 30
mp-es peridodus atlag pH;-értékeihez tartozd P €rtékeket alkalmaztuk. A bazis bedramlést

J(B)—vel, a bazis kiaramlast -J(B)—vel jeloltiik.

3.12. PKA aktivitas vizsgalata

A CFPAC-1 sejteket mechanikai lizissel (Polytron) homogenizaltuk haromszoros térfogatu,
protedz inhibitor koktélt (Boehringer Complete tabletta) tartalmazé, jéghideg pufferben. Az
egészsejt-lizatumot immunprecipitacidhoz hasznaltuk. A precipitacio eldtt a protein A sepharose
gyongyot €s a PKAcat antitestet a dimetil pimelimidattal keresztkotottilk Harlow €s Lane (1988)
technikdja alapjan. 20 ug egészsejt-lizdtumhoz 7 pl antitest-keresztkotott protein A gyongyot
adtunk. Az inkubdcioét 30 °C—on, 10 percig végeztilk, majd a reakcidelegybdl 15 pl-t P81
foszfocelluloz papir 1 cm?-ére vittik fel, amelyet ezutan 3 x 5 percig 1 %-os foszforsavval
mostunk. Az Ossz y->’P-aktivitist Packard Instant Imager segitségével mértik. A PKA

foszfotranszfer aktivitasanak megallapitasara 100 mM PKA peptid inhibitort alkalmaztunk.

3.13. Elektrofizioldgia

A patch pipettakat boroszilikat ivegbdl huztuk és tlizben csiszoltuk. A pipettdk rezisztencidja 3
¢s 5 MQ kozott volt. A seal ellenallas tipikusan 5 és 10 GQ kozott volt. Az 6nallé ductus sejtek
whole cell araménak rogzitését EPC-7 erdsitével végeztiik szobahdmérsékleten. Az adatokat 1
kHz-n¢l sziirtiik, 2 kHz-n vettiink mintdt CED 1401 interface segitségével, és az adatokat a

szamitogép merevlemezére mentettiik el.

3.14. Statisztikai analizis
Kisérleteink soran a kiilonb6z6 CFPAC-1 sejtcsoportoknal eltérések voltak a HCOj; -felvétel
sebességében és mértékében, ezért az azonos napon végzett méréseket egy sejtcsoporttal

hajtottuk végre random sorrendben, és ahol lehetett, ott dnkontrollos méréseket végeztiink. A



statisztikai analizis sordn Student-féle paros vagy pdratlan t-probat illetve variancia analizist

alkalmaztuk.

4. Eredmények és kovetkeztetések

4.1 A SeV vektor-medialt génbevitel hatékonysaga

A génbevitel hatékonysaganak vizsgalatdhoz a polarizalt CFPAC-1 sejteket SeV-LacZ vektorral
transzdukaltuk az apikalis vagy a bazolateralis oldal fel6l egy oran at (n = 6). LacZ aktivitast a
fertdzeés utan 48 és 96 ora kozott mértiink. A kezdeti kisérletek azt mutattak, hogy a bazolateralis
oldal feldl adott SeV-LacZ esetében csak kismértékii volt a génbevitel hatasfoka. Mindazonaltal,
SeV-LacZ fertézést (MOI = 3) kovetden az apikalis membranon, erds, homogén LacZ aktivitast
figyeltiink meg a sejtek 32 + 2 szdzalékaban. A magasabb titerli,, MOI = 15 fertdzés esetén a
sejtek 68 £ 3 szazalékdban volt LacZ aktivitas. Osszességében megallapithatjuk, hogy a CFPAC-
1 sejtek SeV vektorral végzett transzdukcidja hatékonyabb volt az apikalis membran feldl és
vilagosan latszott, hogy a transzdukalt sejtek szdma aranyban allt a hasznalt SeV vektor

mennyiségével.

4.2. A SeV vektor-medialt transzdukcio hatasa a CFTR expressziora

A nem transzdukalt nativ, illetve a SeV-LacZ-vel transzdukalt CFPAC-1 sejtek nagyon kevés
CFTR fehérjét expresszaltak. Ezekben a sejtekben Western blottal csak az éretlen CFTR-t tudtuk
detektalni. A SeV-CFTR-ral transzdukalt CFPAC-1 sejtekben viszont nagy mennyiségben tudtuk
kimutatni a CFTR-nak mind az érett, mind az éretlen formajat. Mivel a CFTR overexpresszié a
fehérje miszlokalizacigjat eredményezheti, igy immunocitokémidval meghataroztuk a fehérje
elhelyezkedését. A CFTR a SeV-CFTR sejtek (MOI=3) apikalis oldaléara lokalizalodott. A CFTR
funkcionalis aktivitasat a jodid kiaramlés vizsgéalataval végeztiik. A sejten beliilli cCAMP szint
novekedésének nem volt hatasa a jodid kidramlasra sem SeV-LacZ (MOI = 3), sem SeV-CFTR
(MOI = 15) sejtekben. Ezzel szemben a SeV-CFTR-ral (MOI = 3) transzdukalt CFPAC-1 sejtek

esetében 0tbol négy kisérletben serkentette a jodid kidramlast.



4.3. A DRA, PAT-1, AE2, pNBC1, NHE2 és NHE3 mRNS expresszioja SeV vektorral
transzdukalt CFPAC-1 sejtekben

A szemi-kvantitativ PCR vizsgalataink szerint a PAT-1, AE2, és pNBCI1 is konstitutivan
expresszalodott a nem transzdukalt és a SeV vektorral transzdukalt CFPAC-1 sejtekben.
Mindazonaltal, nem detektaltunk viszont DRA, NHE2, ¢s NHE3 mRNS expressziot. A CFTR
transzdukcidonak nem volt nyilvanvalo hatdasa a PAT-1, AE2 ¢és pNBC1 mRNS szintjére. DRA
NHE2 és NHE3 mRNS vt CFTR expresszié esetén sem volt kimutathaté. A kontrollként
hasznalt XS13 haztartasi gén hasonldé mértékben expreszalodott minden mintdban. Az el6zd
kisérleti eredményeket megerdsitendden szintén végeztiink néhany real-time RT-PCR kisérletet.
Ezeknél sem taldltunk statisztikai kiilonbséget a PAT-1 és az AE2 kifejez0dés mértékében a
kiilonb6z6 sejtcsoportoknal. Szintén nem tudtunk kimutatni DRA, NHE2, és NHE3 expressziot
valamennyi sejtvonalat vizsgalva. Az adatok azt jelzik, hogy a CFTR kivételével a CFPAC-1
sejtek expresszaljak a HCOs™ szekrécidhoz sziikséges kulcs transzportereket, nevezetesen a
pNBCI1-t és PAT-1-t. A génterdpia szempontjabol fontos, hogy a SeV vektorral valo fertdzés a
MOI = 3 és a MOI = 15 sejtekben (CFTR-ral, vagy CFTR expresszio nélkiil) sem hatott ezeknek

a kulcs transzportereknek az expresszidjara.

4.4. A SeV vektor fert6zés hatasa a CFPAC-1 sejtek integritasara

4.4.1 Transzepitelidlis ellenallas

A transzepitelialis ellenallas (Rrt) az epitelidlis szovet szerkezeti épségének mérésére
hasznalhatdo, mivel az elektromos ellendllast fdleg a tight junction-ok elektromos
vezetOképessége hatarozzdk meg. A poliészter Transwellen tenyésztett CFPAC-1 sejtek 2-3
nappal a szélesztés utan valtak konfluensé. A Rt 4-5 nap folyaman folyamatosan novekedett egy
199 +£10 Q cm” maximum szintig a nem transzdukalt. A Ry szignifikansan magasabb volt a SeV-
LacZ (MOI = 3: 400 + 15 Q cm’, MOI = 15: 314 = 13 Q cm’) és a SeV-CFTR transzdukalt
sejtekben (MOI = 3: 243 + 5 Q cm®, MOI = 15: 268 + 9 Q cm?®) dsszehasonlitva a nem
transzdukalt sejtekkel (n = 9-69). Ezek az adatok azt mutatjdk, hogy a SeV vektorral valo
transzdukcid nem bontotta meg a CFPAC-1 epitélium szerkezeti épségét, st az epitélium inkabb
kissé szorosabba valt a virusfert6zés utan.

4.4.2. A ZO-1 expresszioja polarizalt nativ és SeV transzdukalt CFPAC-1 sejtkulturdkban

A ZO-1 tight junction fehérje a sejtek apikalis részére lokalizalodott és a tight junction
expresszionak megfeleléen egy jellemzd mintdzatot mutatott mind a kontroll, mind a SeV
transzdukalt CFPAC-1 sejtekben,. A ZO-1 expresszidjaban nem volt megfigyelhetd kiilonbség a

kiilonb6z6 sejtvonalakban.



4.5. A SeV transzdukalt CFPAC-1 sejtek nyugalmi pH;-ja és pufferkapacitasa

Az intrinzik puffer kapacitas (B;) €s a nyugalmi pH; kulcsfontossagi paraméterei a HCO;5 -ot
szekretalo epitél sejteknek. A CFPAC-1 sejtek nyugalmi pHj-ja standard HEPES oldatban 7,11
+ 0,08 (n = 6) volt és nem volt szignifikans kiilonbség a SeV-CFTR (MOI = 3) fert6zott
sejtekhez (7,09 £ 0,10, n = 6) képest. Standard HCO;/CO, oldatban a SeV-LacZ sejtek
(MOI=15) nyugalmi pH; értéke szignifikdnsan magasabb volt (7,26 = 0,01) a SeV-CFTR
sejtekhez (7,20 £ 0,02) képest (n=12). Kordbban kimutattuk, hogy a B; rendkiviil variabilis a
kiilonb6z6 CFPAC-1 monolayerekben. Egy el6zd tanulméanyban azt talaltuk, hogy a nem
fert6zott CFPAC-1 sejtek puffer kapacitasa 34 + 8 mM/pH volt 7,0-7,2 pH; érték kozott. A
SeV-CFTR ¢és SeV-LacZ transzdukalt (MOI = 15) sejtek (n=9-11) B; értékei ennél a pH;
tartomanynal 46 = 7 és 46 = 6 mM/pH volt. Ezek a B; értékek statisztikailag nem kiilonboznek
egymastol. Eredményeink azt mutatjak, hogy SeV vektorfertézésnek nincs nyilvanval6 hatdsa a

CFPAC-1 sejtek pH; szabalyozé mechanizmusaira és a j-ra .

4.6. A CFTR expresszio hatasa a CFPAC-1 sejtek funkcionalis polaritasara

Rakonczay és munkatarsai korabban (2006) kimutattdk, hogy a CFPAC-1 monolayer apikalis és
bazolaterdlis membranja kiilonbozOképpen ereszti 4t a CO,-t és HCOs-ot. A bazolateralis
oldalon adott standard HCO3;/CO; oldat gyors intracellularis alkalizaciot okozott, ami arra utal,
hogy a bazolateralis membran gyorsabban engedi 4t a HCOs™-ot, mint a CO,-ot. Ez fdleg a
bazolaterdlis NBC jelenlétével magyarazhato. Ezzel ellentétben az apikalis membranon a
magyarazhat6. A hasnyalmirigy duktuszok apikalis membranja meggatolja a HCO5
visszadiffundalasat a lumenbdl, aminek valoszinlileg élettani okai vannak, hiszen a szekretalt
HCOj™-nak a duktuszok lumenében kell maradnia. A CFPAC-1 sejtek funkcionalis polaritasat
vizsgalva SeV transzdukciot végeztink SeV-LacZ és SeV-CFTR vektorokkal apikalis és
bazolateralis oldalon. Kezdetben, az apikalis €s a bazolateralis membrant is standard HEPES
oldattal perfundaltuk, azutan az apikalis oldalon &aramlé oldatot standard HCO;/CO;-ra
cseréltiik. Ez gyors sejten beliili acidozist okozott a CO; sejtbe diffundéaldsa miatt. A kovetkezd
1épésben apikalisan HCO3;/CO; oldatot adtunk, a ApH; és a —J(B) 0.20 + 0.01 és +23.7 + 0.9 mM
B/min volt. A gyors intracellularis savasodas utan a pH; stabilan alacsonyabb maradt. Végiil a
bazolateralis oldatot standard HCO;/CO, oldatra cseréltiik, ami gyors alkalizaciét okozott,
minden bizonnyal a sejtek gyors HCOs™ felvétele miatt (a ApH; és J(B) 0.37 = 0.01 illetve 17.14
+ 0.74 mM b/min volt). Az apikalis standard HCO3;/CO; oldat adésat kovetden a pH; csokkenés



nem mutatott szignifikans kiilonbséget SeV-LacZ MOI=3 sejtekben. Mindazonaltal a gyors
savasodas utan a kisérletek koriilbeliil 50 szazalékaban a pH; lassan emelkedett SeV-CFTR
sejtekben. A CFTR korlatozott ateresztoképességet mutat HCOj5 -ra, igy ezt a lassu alkalizaciot a
HCO;5; visszadramldsa okozhatja a lumindlis kompartmentenbdl a CFTR-on keresztiil. A
bazolateralis oldalon adott standard HCO3;/CO, oldat alkalizaciét okozott a MOI = 15 és a
MOI=3 SeV-CFTR sejtekben egyarant. Az alacsony titeri (MOI = 3) SeV-CFTR-ral traszdukalt
sejtekben a pH; valtozds hasonld volt a SeV-LacZ sejtekben megfigyelthez. Ezek az adatok
kapcsolatban lehetnek a CFTR hiperexpresszidjaval. Magas titerti (MOI = 15) SeV transzdukcio
esetén vagy csokken a bazolateralis membranon belépd HCO3;™ mennyisége, vagy nd az apikalis
transzdukalt sejtek is egyértelmiilen megtartottdk a tipikus kiilonbségeket az apikalis és

bazolateralis CO,, valamint HCO; ateresztoképességiiket illetden.

4.7. A SeV vektor fert6zés és a CFTR expresszio hatasa a CI/HCOj3’ cseréld aktivitasara
A pankreasz duktusz sejtek bazolateralis és apikalis membranjan is megfigyelhetd anioncseréld
aktivitas. A bazolateralis anioncseréld é€lettani szerepe tisztdzatlan. A hasnyalmirigy duktuszok
apikdlis membranjan keresztiili HCO;3™ szekrécioban a CFTR-nak és az SLC26 csalad CI
/HCOs" cseréldjének is szerepe van. A PCR adataink azt mutatjak, hogy a CFPAC-1 sejtekben a
PAT-1 SLC26 anion cseréld expresszalodik Az anion cseréld hasnyalmirigy duktusz sejtek
funkcidjaban betoltott szerepére vonatkozoan ugy dontottiink, megvizsgaljuk a SeV vektorral
valo transzdukci6 és a CFTR expresszid hatdsat az anion cseré¢ldk aktivitasara.

4.7.1 Bazolateralis membran

A CI elvonasa a bazolaterdlis standard HCO3;/CO, oldatbol egyértelmli pH; névekedését
okozott, amely azt mutatta, hogy a CFPAC-1 sejtek bazolateralis membranjan van anion csere
aktivitds. Amikor ugyanazt a kisérletet hajtottuk végre a SeV-CFTR transzdukalt sejteken, a CI'
elvonds okozta alkalizaci6 szignifikdnsan kisebb volt. Az adatok azt mutatjak, hogy CFTR-ral
transzdukalt CFPAC-1 sejtekben gatlodik a bazolateralis CI/HCO3™ cseréld és azt, hogy a
cAMP-nek nincs hatasa az anion cseréld aktivitasara.

4.7.2. Apikalis membran

Miutan a nativ és SeV-LacZ CFPAC-1 sejteket az apikalis oldal felél ClI" mentes CI/HCOs
oldattal perfundaltuk, cAMP jelenlétében és hianydban sem valtozott a pH;. Ezzel ellentétben
az alacsony virus titeri SeV-CFTR (MOI=3) sejtek apikalis felszinérdl valdo Cl" elvonas
egyértelmii intracellularis alkalizaciot okozott. A vt CFTR expresszioja tehat anioncseréld

aktivitast indukal a CFPAC-1 sejtek apikalis membranjan. A SeV-CFTR (MOI = 3) sejtek
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cAMP-vel val6 stimulécidja novelte mind a pH; alkalizacié gyorsasagat, mind a nagysagat Cl°
elvonast kovetden. A SeV-CFTR (MOI = 15) sejtekben a CI elvonds a MOI = 3 sejtekhez
képest szignifikdnssan nagyobb alkalizdciot okozott, mely nem volt fokozhato6 cAMP
stimuléciot kovetden. Eredményeinkbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a CFTR-ral fert6zétt MOI =
3 és MOI = 15 CFPAC-1 sejtek is rendelkeznek apikalis CI/HCO;5™ cseréld aktivitdssal ami
csak MOI = 3 esetén volt stimulalhat6 cAMP-vel. A cAMP-stimulalt anion cseréld aktivitas a
MOI = 3 SeV-CFTR sejtekben teljesen gatolhatdo volt 500 uM H,DIDS alkalmazésaval. A
cAMP stimulalta anioncserél6 aktivitas elektrogenitasanak tesztelésére a SeV-CFTR (MOI = 3)
sejteket bazolateralisan K™ mentes vagy magas K’ tartalmi HCOs™ oldattal perfundaltuk 10
perccel az apikalis CI” elvonds elétt. Az apikalis CI” elvonas bazolaterdlis K™ hidnyaban nem
okozott szignifikans valtozast J(B) (1,48 + 0,22 mM b/min) és ApH; (0,066 = 0,009) a standard
értékekhez (J(B): 1,54 £ 0,29 mM b/min, ApH;: 0,05 = 0,008, n = 7) képest. Rdadésul, az
apikalis ClI' elvonas a magas bazolateralis K" tartalmi HCO;/CO, oldatban sem okozott
valtozast a J(B) értékében (3,12 + 0,49 mM b/min), viszont szignifikansan novelte a ApH;
értekét (0,12 £ 0,01) a kontrollhoz képest. Mindezek alapjan ugy tlnik, hogy a cAMP
stimulalta apikalis CI/HCO;3  cseréld aktivitas elektroneutralis. A specifikus CFTR gatlo
CFTRinn-172-nek nem volt hatdsa sem a pH; alkalizacié gyorsasdgara sem a nagysagara a SeV-
CFTR (MOI = 3) CFPAC-I sejteknél. A CFTR CI transzportja valosziniileg nem sziikséges az
apikalis CI/HCOs  cseréld aktivitashoz.

4.8. A CFTR expresszio hatasa a PKA aktivitasra és expressziora

A SeV-CFTR-ral transzdukalt (MOI=15) sejtekben az apikalis CI/HCO; cserélé allando
aktivitdst mutatott, és nem hatott r& a cAMP, igy felmertiilt, hogy a nagyobb virus titernél
karosodik a sejtek cAMP szignalizacios rendszere. Ezért meghataroztuk a PKA aktivitast és a
42 kDa molekulatomegli PKAcat mennyiségét a nativ és a SeV-sal transzdukalt CFPAC-1
sejtekben. A PKA aktivitds nem kiilonb6z6tt a nativ, a SeV-LacZ ¢és a SeV-CFTR (MOI=3)
CFPAC-1 sejtekben. Koriilbeliil ugyanakkora PKA aktivitds volt megfigyelhetd a SeV-LacZ
(MOI=15) sejtekben. Ezzel ellentétben azonban a PKA aktivitds szinte detektalhatatlan volt a
magasabb virus titerrel transzdukalt SeV-CFTR sejteknél. A PKAcat mennyisége minden
sejtcsoportban koriilbeliil azonos volt. Az adatok szerint a CFTR hiperexpresszidja SeV-CFTR
MOI=15 sejtekben gatolja a PKA aktivitast, igy ez magyarazhatja a cAMP stimulacié hianyat
az apikalis CI/HCOs5 cserélok esetében. Vildgosan latszik tehat, hogy a cAMP szignalizacios
utvonal gatlasa hatrany lenne génterapia esetén, és ugy tlinik, hogy a CFTR overexpressziojat a

CF betegek pankredsz duktusz sejtjeiben el kell keriilni.
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4.9. A CFTR expresszié hatisa az apikalis Na'/H" cserélé aktivitasara

Az apikalis NHE aktivitasat kimutattak a f6 hasnyalmirigy-vezetékben, ami szerepet jatszhat
HCO;5; abszorpcidjdban a duktusz lumenbdl. A HCO;5 szekrécid valdszinileg egy védo
mechanizmus, amely lugositja a duktusz belsé terét, ezaltal csokkenti a proenzimek aktivalasat
bekovetkezd valtozasokat, amikor a szekrécid alacsony az emésztés kozti iddszakok alatt.
Rakonczay ¢és munkatarsai (2006) nemrég kimutattdk, hogy a CFPAC-1 sejteknek is van
apikalis NHE aktivitdsa. SeV-LacZ (MOI=15) fert6zott CFPAC-1 sejtekben mind apikalis,
mind bazolateralis oldalon 20 mM-os NH4Cl pulzus standard Na' mentes HEPES oldatot adva
a sejtek intracellularis pH; szintjének 6,7 értékre csokkenését okozta. Ebben a Na'-hidnyos
allapotban a pH; stabilizdlodott ezen az értéken, amely azt mutatja, hogy nincs jelen Na'-
fliggetlen pH; helyreallito-mechanizmus, mint amilyen pl. a H pumpa. Az apikalis Na'-
visszaadas hatasara az apikalis NHE aktivalodasnak megfeleléen emelkedett a pH; Hasonlo
eredményeket kaptunk, amikor a SeV-LacZ sejteknél alkalmaztuk az NH4Cl pulzust cAMP
koktél jelenlétében. A Na'-visszaadas hatésa a pHi-ra és a J(B)-ra szignifikansan nagyobb volt
a SeV-CFTR sejtekben a SeV-LacZ-vel fertdzottekhez képest. A SeV-CFTR sejtekben nem
volt szignifikans hatasa a cAMP-nek a J(B) Na'-visszaadasra adott reakcidjaban. Ezek az
adatok felvetik, hogy a CFPAC-1 sejtek apikalis membranjaban talalhat6 NHE aktivitasat a

funkcionélis CFTR fokozza, de a cAMP stimul4cié nem befolyasolja.

4.10. A kenodezoxikolsav hatasa a pH;-ra

Az epesavas kisérletekhez SeV-LacZ vagy SeV-CFTR (MOI=3) transzdukalt CFPAC-1
sejteket hasznaltunk. A CDC (0,1 és 1 mM) standard HEPES oldatban do6zis-fiiggd modon
csokkentette a pHi-t a CFPAC-1 sejtekben. Mindkét dozis esetében a CDC apikalis membran
felol torténd alkalmazdsa nagyobb mértékii intracellularis acidifikaciét okozott, mint
bazolaterdlisan. Rdadasul az 1 mM CDC altal kivéltott —Jg a CFTR-ral transzdukalt sejteknél
szignifikansan kisebb volt, mint a LacZ-vel transzdukalt sejtek esetében. Ez azt jelzi, hogy a

CFTR csokkenti az epesavak sejtebe valo bejutasanak mértékét.

4.11. A kenodezoxikolsav hatasa az intracelluliris Ca®>" koncentraciora

A CDC alkalmazasa dozisfiiggd emelkedést okozott az [Ca*'Ji-ban. 0,1 mM CDC lasst
emelkedést valtott az [Ca®J;-ban, amely késObb lassan csokkent. Ezzel ellentétben az 1 mM
CDC gyors [Ca”"]; emelkedét valtott ki, amelyet egy tartos platd fazis kovetett. A korabbi,

tengerimalacon végzett kisérleteink eredményeivel 0sszhangban azt talaltuk, hogy a CDC az
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apikélis oldal fel8l szignifikinsan nagyobb Ca’" szignalt valtott ki, mint a bazolateralis
membran fel6l. A CDC egyidejii, kétoldali alkalmazasa még nagyobb Ca”" szignalt valtott ki. A
[Ca*"]; adatok Ssszefoglaldsa azt mutatja, hogy a CFTR expresszionak nem volt hatasa a CDC
altal kivaltott [Ca®"]; véalaszra. Ezek szerint a CFTR expresszid nem vesz részt a CDC-indukalta

+ . s s e
Ca*-szignalizacioban.

4.12. A CFTR expresszio sziikséges a kenodezoxikolsav indukalta apikalis CI/HCO3
cserélé aktivitashoz

Az apikalis CI" elvonasnak a standard HCO3;/CO, oldatbol a SeV-LacZ-vel fert6zott sejtek
esetében nem volt hatdsa a pHj-ra sem a 0,1 mM CDC jelenlétében sem annak hianyaban. A
SeV-CFTR-ral transzdukalt sejtek esetében az apikalis Cl elvonds pHj-emelkedést valtott ki (Jp
= 0,61 £ 0,07 mM B/min, ApH; = 0,018 + 0,003; n = 6), mely szignifikdnsan nagyobb volt 0,1
mM CDC jelenlétében (Jg = 1,75 £ 0,08 mM B/min, ApH; = 0,059 £ 0,006; n = 6).

4.13. A kenodezoxikolsav nem aktivalja a CFTR CI” aramat

Tengerimalac duktusz sejteken ,,whole cell patch clamp” kisérletekkel teszteltiik, hogy az
alacsony dozisu CDC-nek van-e hatdsa a CFTR Cl” dramdra. A pefiizids oldatban 1év6 0,1 mM
CDC-nek nem volt hatdsa a teljes sejt aramokra, viszont ugyanezekben a sejtekben jellegzetes
CFTR aramot lehetett kivaltani (10-bdl 7 sejt esetén) 5 uM forskolinnal. A magasabb CDC (0,5
mM) koncentracio a vizsgalt sejtek nagyobb részénél (8-bol 5 sejt esetén) mar membran-

instabilitast okozott.

5. Osszefoglalas

A SeV egy hatasos CFTR gén beviteli vektor az emberi hasnydlmirigy vezeték sejteknél. A SeV
kozvetitette CFTR génbevitel sokkal hatdsosabb az apikélis membran fel6l, mint a bazolateralis
membran feldl. A hatékony in vivo géntranszfer a hasnyalmirigybe valdsziniileg a virus retrograd
fertozését igényelné a pankredsz duktuszokban. A CF-os betegek 62 %-a funkcidképtelen
hasnyalmiriggyel sziiletik, igy az esetek tobbségében a génterapiat in utero kellene elvégezni.
fgy a génterapia leginkabb a betegek kisebb csoportjanak segithetne, akik megfeleléen miikodd
pankreésszal sziilettek, de késobbi életiikben lesz hasnyalmirigy elégtelenségiik. Fontos, hogy a

CFTR-ral fert6zott CF sejtek fenntartjdk a normalis epitelidlis integritast és az apikalis
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membranjuk CI" és HCO;™ transzport folyamatait. A CFTR CI csatorna szabalyozza az SLC26,
SLC4A2 (korabban AE2) és az NHE transzporterek aktivitasat. Bemutattuk, hogy az apikalis
anion cserét a duktuszokban a PAT-1 medidlja. A PAT-1 aktivitdsa fokozhaté cAMP
stimulécioval, de az AE2-t és az apikdlis NHE transzportert nem befolyasolja a stimulalt
szekrécio. A CDC adminisztracidja a pankreasz duktusz sejteken dozis-fiiggd pH; csokkenést, €s
[Ca™]; emelkedést okozott. A kis dézisa CDC a CFTR CI transzportjatol fiiggetleniil stimulalta
az apikalis CI7THCOs" cseréld aktivitast. Hipotézisiink szerint a CDC indukalta HCO;™ szekrécid
kimossa a toxikus epesavat a duktalis rendszerbdl és ez védomechanizmusként szolgalhat az akut

biliaris hasnyalmirigy-gyulladas ellen.
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