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BEVEZETES

Az emésztécsatorna felsd szakaszan az enzimatikus folyamatok lezajlasdhoz az adott pH
biztositasaban szerepet jatszik a nyalmirigy és hasnyalmirigy epitélsejtjei altal termelt bikarbonatban
gazdag alkalikus nedv. A szekrécios folyamatok rendellenességei az emésztési folyamat sulyos
zavarahoz vezetnek. A mirigyek velesziiletett rendellenességeinél (pl. ciszikus fibrozis, Sjogren
szindroma) a csdkkent bikarbonat szekrécid siird, viszkozus nedvelvalasztast eredményez. A kialakult
nyakdugo a kivezetOcsdveket elzarva karositja az emésztési funkciokat és kdvetkezményes kronikus
gyulladashoz vezet. A bikarbonat elvalasztas mechanizmusanak megértéséhez szamos allatkisérletes
modell all rendelkezésiinkre, azonban az emberben zajlo transzportfolyamat és annak regulacidja nem
tisztazott. Hasonloképpen keveset tudunk a szekrécidban részt vevo regulatorok szerepérdl ezen sejtek
proliferacios folyamatainak szabalyozasaban. Noha a gasztrointesztinalis (GI) traktus szekrécios
mukodésében szerepet jatsz6 hormonszeri anyagokat korabban kizarélag endokrin eredeti
termékeknek tartottuk, mara mar vilagos, hogy a szekrécidt szabalyoz6 hormonalis hatdsokon tul
autokrin, vagy parakrin médon hatva, GPCR-en keresztiil aktivalodo szerin-treonin kinazok (ERK és
MAPK) stimulacioja altal fontos szerepet jatszanak szamos sejtszintii folyamat, igy a normalis és
daganatos sejtproliferacio szabalyozasaban is. Ezen megfigyelésekbdl kiindulva érthetd, hogy a
gasztrointesztindlis regulatorok vizsgalata nem csak a mirigyek egyes kronikus gyulladasos
megbetegedésének, hanem akar a daganatos korképeinek kezelésében is terapids lehetdségek
megismeréséhez vezethet. Mivel normal emberi szdvetek funkcionalis vizsgalatokhoz gyakorlatilag
nem gyUjthetdk kell6 mennyiségben, vizsgalati modellként kézenfekvd lehet olyan emberi nyalmirigy
és hasnyalmirigy adenokarcinomakbol szadrmazé sejtvonalak alkalmazasa, melyek polarizalt
monolayer-ben novekednek, illetve fenotipus tekintetében a nativ szovetre rendkiviil hasonlitanak.
eredetli daganatos sejtvonalakon (Par-C10 és Capan-1), vizsgaltuk a hasnyalmirigy daganatos
sejtvonalak (Panc-1) proliferacios folyamataiban szerepet jatszé protein-kindz C (PKC) és az
extracellularis jelvezérelt kindaz (ERK) miikddésének mechanizmusait, valamint kutattuk a

gasztrointesztinalis peptidek szerepét ezen folyamatokban szabalyozasaban.



CELKITUZESEK

Jelen tanulmany céljai az alabbiak voltak:

1.
2.

modellrendszer felallitasa az epitélialis mirigyek duktalis transzportfolyamatainak vizsgalatara
gasztrointesztinalis  peptidek szerepének vizsgalata epitélialis mirigyek bikarbonat
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purinerg jelatviteli rendszer szerepének vizsgalata epitélidlis mirigyek bikarbonat
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PKC izoformak szerepének vizsgalata a sejtosztodas szabalyozasaban és az ERK aktivacioban
emberi hasnyalmirigy daganatos sejtvonalon
az ERK aktivacido kinetikdjanak vizsgalata a proliferacié szabalyozasaban emberi

hasnyalmirigy daganatos sejtvonalon



MODSZEREK

1.

2.

3.

4.

Sejttenyésztés: A Par-C10 sejtvonal David Quissell laboratoriumabol szarmazik, a Capan-1
sejteket az American Type Culture Collection-bol vasaroltuk. A mikrofluorometrias mérésekhez
5x10° sejtet iiltettiink ki egy kollagénnel fedett és natar PTFE membranra (Transwell COL és
CLEAR). A kisérleteket 3-5 nap elteltével végeztik, amikor a monolayer transzepitélialis
ellenallasa (TER) szignifikdns mértékben megemelkedett. Emberi CCK1 receptorral transzfektalt
Panc-1 sejteket Dr. Craig D. Logsdontol kaptuk és Dulbecco’s Modified Eagle Mediumban
(Sigma) tenyésztettiik 10% magzati borjuszérum (FBS) és 200 pg/ml G418 hozzaadasaval 37°C-
on, 5% CO, tartalmu kdzegben.

RT-PCR: TRI reagens segitségével total RNS-t izolaltunk Capan-1 sejtekbdl. Human
pancreasbol, agybol és vesébol szarmazo total RNS-t hasznaltunk pozitiv kontrollként. Az RNS-
b6l SuperScript Il enzim és oligo(dT) primerek felhasznalasaval cDNS-t készitettiink, majd a
tervezett PCR primerekkel amplifikaltuk, a kivalasztott transzporterekkel vald specificitast
biztositasara. A PCR-t Taq polimeraz alkalmazasaval végeztilk. A PCR termékeket agar6z gélen
futtattuk. Belso kontrollként XS13 riboszoémalis foszfoproteint hasznaltunk.

Intracellularis pH (pH;) mérése: Az intracellularis pH-t mikrofluorometrias modszerrel mértiik.
A konfluens monolayereket HEPES pufferben oldott pH-szenzitiv fluoreszcens anyaggal,
BCECF-AM-mel toltottik. Ezutan a membrant nyitott perfuziés kamraba helyeztiik, melyben
inverz mikroszkop objektivje alatt helyeztik el. A kamrat perisztaltikus pumpa segitségével
perfundaltuk, allandé 37 °C-os homérsékleten tartottuk. Az epitélium kis részletét 440 és 490 nm
hullamhosszi fénnyel valtakozva megvilagitottuk és a fluoreszcens intenzitast (Fiq €s Faop)
mértiilk 530 nm-en. Az intracellularis pH-t az Fyo/F4s0 aranybol szamoltuk. A rendszer
kalibralasat Thomas szerint nigericin/K™ modszerrel végeztiik. A mért intracellularis pH
valtozasanak intenzitdsat (meredekségét) a szamitdogéppel illesztett egyenes segitségével
hataroztuk meg.

Immunhisztokémia: A Capan-1 sejteket 10-14 napon at Transwell-COL membranon
tenyésztettilk, majd 10 percen keresztiil paraformaldehiddel szobahémérsékleten fixaltuk. A
fixalast kovetden haromszor mostuk Tris pufferoldattal, 0,5%-o0s Triton-X-100 oldattal 7 percig
kezeltiik, majd ismét mostuk. A sejteket ezutdn 2%-o0s kecske szérumban ¢és 2% BSA-ban egy
oran at szobahOmérsékleten kezeltikk, majd egy éjszakan at 4°C-on a primer antitestekkel
inkubaltuk. Az egérbdl szarmaz6é monoklonalis anti-occludint (Zymed Laboratories, San
Francisco, CA) 1:50-es higitasban alkalmaztuk és FITC-cel (Stratech Laboratories, Cambridge,
UK) kapcsolt masodlagos egér-ellenes antitest segitségével detektaltuk. A filtereket TBS-ben
mostuk, majd propidium-jodidot tartalmazd Vectashield médiumba helyeztik (Vector
Laboratories, Ltd., Peterborough, England). A képeket konfokalis pasztazo 1ézer mikroszkoppal
készitettiik (Nikon Eclipse TE300 mikroszkopra épitett Biorad MRC 1024MP). 40-50 db 0.5 pm



vastag optikai metszetbdl szarmazo Osszetett képeket Confocal Assistant software segitségével
dolgoztuk fel.

5. [‘H]-timidin-inkorporacié: A Kkiiiltetett Panc-1C sejteket (2x10%) 24 lIyuk( plate-ben egy
¢jszakan at tenyésztettiik. A masodik napon a tenyésztéoldatot 24 drara szérum-mentes médiumra
cseréltiik. A sejteket ezutan agonistak vagy gatldszerek jelenlétében vagy anélkiil tovabbi 24 dran
at inkubaltuk. A kezelési id§ leteltét kovetéen 2 érara 1 uCi/ml [*H]-timidint adtunk a sejtekhez,
majd kétszer mostuk hideg foszfat pufferrel (PBS) és triklorecetsavval fixaltuk. A csapadékot 0.1
M NaOH-ban oldottuk és mértiik a radioaktivitast.

6. Immunoblotting: A Panc-1C sejteket 6cm-es csészébe iiltettiik egységes sejtszammal (4x10°
sejt/csésze), egy €jszakan at inkubaltuk, majd 24 6raig szérum-mentes oldatban blokkoltuk. A
nyugvo sejteket agonistakkal vagy gatloszerekkel kezeltiik. A sejteket hideg foszfat pufferrel
oblitettik, 1xSDS-PAGE lizalo pufferrel (100 mM TrisHCI pH6.8, 1 mM EDTA, 3% SDS, 5%
glycerol and 2% 2-mercaptoethanol) kezeltiik, majd 6%-0s (minden PKC izoforma, Raf-1), 10%-
os (ERK2, phospho-ERK, cyclin D1) vagy 12%-o0s (p21Cipl) gélen SDS-PAGE elektroforézist
végeztiink, majd a fehérjéket polyvinyl difluoride membranra vittiik. A blottolast leallitottuk,
0.1% Tween-20-at és 2% ECL Advance Blocking Reagenst tartalmazd Tris-pufferben (TBS) a
megfeleloen higitott els6é antitesttel (1:5000 Anti-ACTIVE MAPK-hez ¢és 1:1000 a tdbbi
antitesthez) kezeltiik, mostuk, majd a masodik antitesttel inkubaltuk. A reakciot Amersham ECL

Advance chemiluminescent detektalo rendszerrel jelenitettiik meg.



EREDMENYEK

Szekrécids vizsgalatok:
Transzporterek és receptorok kimutatisa RT-PCR segitségével

PCR vizsgalatokkal kimutattuk a kulcsszerepet jatszo elektrolit transzporterek mRNS
expresszidjat (CFTR, NHEI1, pNBC1 és NKCC1) normal emberi hasnyalmirigy szévetbdl, valamint
Capan-1 sejtekbdl szarmazoé ¢cDNS-ek alkalmazasaval. Kimutatuk ezen kiviil a szekretin, VPACI és
VPAC?2 receptor expressziojat. A vizsgalt purinoceptorok koziil pozitiv eredményt kaptunk a P2Y),
P2Y,, P2Y, és P2Y¢, valamint P2X;, P2X, és P2Xs receptorok azonositasakor, ugyanakkor P2X,,
P2X, és P2X; receptorok expresszidja nem volt kimutathato.
Atereszté membrdnon névesztett monolayerek polarizicisja

Par-C10 patkdny parotisz eredeti dagantsejteket Transwell Clear membranon noévesztve
jelentds novekedés volt megfigyelhet6 az lires membran ellendllasahoz viszonyitva, mely a 3-5. napon
érte el tetOpontjat. A fentiektdl kissé eltéroen Capan-1 sejteket Transwell-COL membranon novesztve
a transzepitelialis ellenallast (TEER) folyamatos novekedést kovetéen a 8-12. napon 50-150 Q cm’
kozott érte el maximumat “ateresztd epitélium” tulajdonsagainak megfelelden. Konfokalis mikroszkop
segitségével vizsgalva Capan-1 sejteken kimutattuk, hogy az occludin jelolés — a tight junction
kapcsolatok elhelyezkedésének megfelelden - a plazma membran teriiletére lokalizalodott €s a sejtek

apikalis felszine kozelében jellegzetes halos megjelenést mutatott.

Bazolaterdlis Na'/H" kicserélé kimutatisa

Hogy Capan-1 sejteken a mesterséges acidifikaciot kovetd intracellularis pH emelkedés Na -
mentes perfliziés oldat alkalmazasaval gatolhato volt. A bazolateralis oldalon visszaadva a Na'-ot, az
pH; 3 uM EIPA alkalmazasaval teljes mértékben gatolhatdé ndvekedést mutatott, ami egy Na'/H"
kicseréld, nevezetesen a mindeniitt jelen 1évé NHET1 jelenlétére utal a bazolateralis membranban.
Bazolaterdlis Na"-HCO; ™ kotranszporter kimutatdsa

Bikarbonat tartalmu kdzegben Capan-1 sejteken ammonium pulzust kdvetden extracellularis
Na" elvétele utdn is kisfokt, de szignifikans emelkedés volt megfigyelhetd az intracellularis pH-ban,
mely 1 pM bafilomycin A, alkalmazasaval nem volt gatolthaté. gy annak hatterében a vakuolaris
tipust H'-ATP4z (V-ATPaz) aktiv miikodése nem valdsziniisitheté. Ugyanakkor a fenoménért felelés
transzportfolyamat egyeldre tisztazatlan. Capan-1 sejteken a Na'-t bazolateralis visszaadasat kdvetden
az pH; 3 uM EIPA és 500 uM H,DIDS egyiittes alkalmazasaval gatolhaté gyors emelkedése volt
megfigyelhetd. Ugyanakkor H,DIDS elvételekor az EIPA folyamatos alkalmazasa mellett az
intracellularis pH szignifikans novekedést mutatott. Mindezekbdl kovetkezik, hogy a bazolateralis
membrinban feltételezhetd egy H,DIDS-szenzitiv, Na'-dependens HCO; -felvevé mechanizmus is,
legnagyobb valdsziniiség szerint az RT-PCR-rel kimutatott Na"-HCO;~ kotranszporter (NBC1).

Bazolaterdlis Na'-K'-2CI” kotranszporter kimutatdsa



Az ammoénium pulzus alatt a hirtelen alkalizaciot kdvetd lassu pH csokkenésben egy
lehetséges faktorként szerepet jatszhat a NH, felvétel savanyitd hatdsa, mely a Na'-K"™-2CI°
kotranszporter (NKCC1) miikodésének koszonhetd. A pH; csokkenés mértékét az ismert NKCC1
gatloszer, bumetanide jelenlétében mérve az alkalizaciot kovetd lassu acidifikacido mintegy 60%-kal
lassult. Mindez igazolja az RT-PCR kisérletekkel kimutatott NKCC1 aktiv miikddését a sejtben
Capan-1 sjtekben.

A transzepitélialis HCO; szekécio mérése

Epitélialis mirigyek duktalis sejtjeiben az intracellularis pH a bikarbonat szekrécids folyamat
alatt allandd marad, hiszen a luminalis HCO; efflux acidifikalé hatasaval egyensulyt tart a
bazolateralis HCO; bedramlas alkalizal6 effektusa. Ha a bazolateralis bikarbonat utanpotlasért felelos
NHE és NBC transzportereket 2uM EIPA and 500 uM H,DIDS alkalmazasaval gatoljuk, a luminalis
membranon keresztiili folyamatos HCO;™ efflux kovetkeztében a pH; csokken. A pHi-t abrazolé gorbe
csokkenésének kezdeti meredeksége tehat szoros dsszefiiggésben all a HCO;™ szekrécioval és igy ezen
meredekség szamolasa alkalmazhato a duktalis bikarbonat szekrécid vizsgalatara. Kisérleteinkben
ezen technikat alkalmazva vizsgaltuk a vektorialis bikarbonat elvalasztas fiziologids szabalyozo
tényezoit Par-C10 és Capan-1 sejtek esetében. Par-C10 sejteken bazolateralis gatloszerek
alkalmazasa kismértékli, de szignifikdns csokkenést eredményezett az pH;-ban a kontrollhoz
viszonyitva, egybecsengve azzal a klinikumbdl ismert ténnyel, hogy nyalmirigy epitélsejtek esetében a
bikarbonat szekrécid6 nem stimulalt esetben kismértékii, azonban stimulacié hatasara tobbszordsére
novekszik. Capan-1 sejtekben bazolateralisan alkalmazott 3uM EIPA kismértéki és visszafordithato
csokkenést eredményezett az pHi-ban, ugyanakkor a pH; csokkenése szignifikansan nagyobb volt
EIPA ¢és 500 uM H,DIDS egyiittes alkalmazasakor. A bazolateralis NBC tehat kulcsszerepet jatszik az

alap bikarbonat szekrécioban nem stimulalt duktuszsejtek esetében.

Forskolin hatasa a transzepitélialis HCO; szekréciora

Par-C10 sejteken forskolin €s a bazolateralis inhibitorok szimultan adasakor szignifikans pH;
csokkenés volt megfigyelhetd a kontrollhoz viszonyitva, igazolva a bazolateralis forskolin serkentd
hatasat a transzepitélialis bikarbonat szekréciora. Hasonld eredményeket kaptunk Capan-1 sejteken
esetében is.
Szekretin és VIP hatdsa a transzepitélialis HCO; szekéciora

Akarcsak forskolin esetében, Capan-1 sejteken EIPA és H,DIDS egyiittes perfuzidja
kovetkezében 1étrejovo pH; esés szignifikans modon felgyorsult akar szekretin, akar VIP adasakor,
méghozza koncentracio-fliggd modon. A szekretin és VIP koncentracio-hatds gorbéje hasonlo
morfologiat mutat, a maximalis stimulacio 50%-4t 10nM nagysagrendben érik el. A szekretin
hataserdssége ugyanakkor harmadakkora, mint a VIP-é.

ATP és UTP hatdsa a transzepitélialis HCO; szekéciora



Par-C10 sejteken ATP luminalis alkalmazasa — a bazolateralis bikarbonat felvétel egyideji
gatlasakor — szignifikans pH; csokkenést eredményezett a kontrollhoz viszonyitva. Apikalisan
alkalmazott ATP tehat serkenti a transzepithelidlis bikarbonat szekréciot Par-C10 sejteken.
Ugyanakkor Capan-1 sejteken végzett kisérletektdl eltérden — bazolateralisan alkalmazott ATP
hasonlé stimulalé hatassal birt a bazolateralis bikarbonat utanpotlas gatlasakor fellépd pH;
csokkenésre. A purin nukleotidok masik képviseldje, az UTP luminalis alkalmazasa hasonlé modon
serkentette a transzepithelialis bikarbonat szekréciot, viszont bazolateralis alkalmazasa nem volt
szignifikans hatassal az pH;-ra. Capan-1 sejteken 1 uM ATP vagy UTP apikalis alkalmazasakor a
bikarbonat utanpoétlas EIPA-val és H,DIDS-val torténd egyideji gatlasa esetén a pH; csokkenés
szignifikdnsan gyorsabb volt a nem stimuldlt sejtekével 0Osszehasonlitva. Ugyanakkor a purin
nukleotidok bazolateralis perfuzidja az EIPA és H,DIDS kivaltotta pH; csokkenés meredekségét
szignifikdns modon csokkentette. Eredményeink szerint tehat Capan-1 sejteken — akarcsak
tengerimalacok esetében — ATP és UTP apikalis adasa serkenti, mig bazolateralis alkalmazasa gatolja

a transzepitélialis HCO;  szekréciot.

Proliferacios vizsgalatok:
Protein kinaz Ce proliferdciora és sejtnovekedésre kifejtett hatdsa

Az NT serkenti, mig a CCK gyengén, a PMA pedig er6teljesen gatolja a DNS szintézist. A
kiilonb6zé6 PKC izoforméak részvételének meghatarozasara kisérleteinkben 20 nM G56983-at
hasznaltunk a PKCa, -B, -y és -0 izoformak, 200 nM Ro 32-0432-t a PKCa, -BI és -¢ , 40 nM G66976-
ot PKCa, -BI és -p gatlasara. Mig Ro 32-0432 gatolta a PMA, CCK és NT sejtproliferaciora kifejtett
hatasat Panc-1C sejteken, addig a G66983 hatastalannak bizonyult. Akarcsak a G66983, G66976 sem
gatolta a PMA, CCK és NT hatasat. Osszefoglalva, Panc-1 sejtekben a PKC aktivacid novekedésre
kifejtett szabalyozo hatasaért a PKCe a felels, legyen szo akar PMA altali kozvetlen vagy nativ NT —
és transzfektalt CCK receptorok altali kozvetett hatasrol.
PKC aktivacidjanak szerepe az ERK kaszkdd stimuldcidjaban

A sejteket 100 nM PMA-val, 10 nM CCK-val vagy 50 nM NT-vel kezeltiik 2 perctol 6 oraig
terjedé iddtartamban, majd immunoblot vizsgalatot végeztiink anti-ERK2 ¢és anti-ACTIVE MAPK
antitestek felhasznalasaval. PMA kezelés foszfo-ERK szintjének novekedését legkevesebb 6 oOraig
serkentette, a CCK 30 percig, az NT pedig 2 percig. Az ERK szint ugyanakkor mindvégig allando
volt. Mindezek alapjan feltételezziik, hogy az ERK aktivacio kinetikaja a DNS szintézissel korrelal:
PMA elhizodo ERK aktivaciot indukal, ugyanakkor dramaian csokkenti a proliferaciot, NT tranziens
ERK aktivaciot eredményez a novekedés stimuldlasaval, mig a CCK-hoz kothet6 atlagos idétartamu
ERK aktivacié mérsékelt ndvekedési gatlassal jar egyiitt.
Miutan a sejteket 20 pM ERK foszforilaciot gatlo MEK inhibitor PD98059-cel kezeltiikk, a DNS
szintézis tobb, mint 50%-kal csokkent. PD98059 kezelés gatolta az NT serkentd és a PMA gatld



hatasat, visszaallitva a ["H]-thymidine beépiilés mértékét a kontroll szintre. Ugyanakkor PD98059 nem
csokkenti a CCK mérsékelt gatlo hatasat, melynek hatterében feltehetéen a DNS szintézisre kifejtett
onmagaban is erdsebb gatld hatas allhat.
Az ERK kaszkadnak a PKC aktivaciéo ndvekedést szabalyozo folyamataban betdltott szerepét két sejt
ciklus gén, a cyclin D1 és a p21Cipl tumor szuppresszor expressziojan keresztiil vizsgaltuk. PMA,
CCK és NT a cyclin D1 gén expresszidjat serkentette, mig p21Cipl expresszigja PMA és CCK
hatasara fokozodott, azonban NT nem volt szignifikans hatassal. PD98059 el6kezelés a PMA, CCK és
NT sejtciklus gének expresszidjara kifejtett fenti hatasat csokkentette. Mindezen eredményekbdl
nyilvanvald, hogy az indirekt vagy direkt PKC aktivacid Panc-1C sejtek novekedését az ERK
kaszkadon keresztiil befolyasolja.
PKC izoformdk szerepe a PMA, CCK és NT indukdlta ERK stimuldcioban

Nyugvo Panc-1C sejteket PMA-val, CCK-val és NT-vel kezeltiik PKC izoforma-szelektiv
inhibitorokkal torténd elokezeléssel vagy anélkiil. 200 nM Ro-32-0432 eldkezelés csokkentette a
PMA, CCK és NT altal kifejtett ERK aktivaciot, mig 20 nM G066983 vagy 40 nM G066976
alkalmazasanal ilyen hatas nem volt megfigyelhet6. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy az ERK

kaszkad aktivaciojaért a PKCe a felel0s.



MEGBESZELES

Szekrécids vizsgalatok:
Capan-1 és Par-C10 sejtek permedbilis membrdanon névesztve polarizdlt monolayert formdlnak

Par-C10 parotisz eredetii daganatsejteket permeabilis feliileten, Transwell CLEAR
membranon ndveszte nagysagrendekkel magasabb transzepitelialis ellenallasi értékek mérhetdk. Ezen
megfigyelések ellentétesek a nyalmirigy acinusokrol korabban alkotott képpel, miszerint “atereszté”
epitéliumként funkcionalnak. Eredményeink a korabbi tanulmanyokkal korrelalva erdsitik azt a
nézetet, hogy Capan-1 sejtek Transwell membranon ndvesztve polarizalt epitéliumot formalnak
tokéletesen kialakult sejt-sejt kozotti kapcsold struktirakkal egyetemben. Ugyanakkor relative
alacsony transzepitélidlis ellenallas hatterében feltehetéen jelent0s paracellularis permeablilitas
mutathat6 ki.
A polarizdlt epitélium funkciondlis bizonyitékai — a bazolaterdlis oldal anion transzporterei

A Capan-1 monolayerek polarizalt felépitését funkcionalis kisérleti eredményekkel és RT-
PCR vizsgalatokkal is aldtdmasztottuk. is alatdmasztottuk. Az acidifakciot kovetd pH; emelkedés
bazolateralis EIPA adasaval teljes mértékben blokkolhatdo volt, ami az NHE jelenlétére utal a
bazoletralis membranban. RT-PCR eredmények alapjan valdsziniisitheté Capan-1 sejtekben is — mint
ahogyan a legtobb emlds szervezet duktalis epithéliumaban — NHE1 izoforma jelenléte. Az apikalis
NHE hiédnya viszont arra utal, hogy Capan-1 sejtekben nem torténik HCO; reabszorpcié. Ezen sejtek
néhany faj duktalis sejtjeitél eltéréen inkabb a kis duktuszok fenotipusara hasonlitanak. A
bazolateralis oldal masik fontos bikarbonat transzportere a H,DIDS alkalmazasaval gatolhato,
korabban patkany, illetve tengerimalac hasnyalmirgy duktuszokban, valamint CFPAC-WT sejteken is
kimutatott pNBC1. Ugyanakkor tengerimalac hasnyalmirigy duktuszokon végzett kisérletek a
bazolateralis membranban kimutathatd egy bafilomycin A, rezisztens Na™ fiiggetlen transzporter,
amely identifikalasa tovabbi vizsgalatokat igényel. Eredmények alapjan kimutathato funkcionalisan is
aktiv NKCC jelenléte a bazolateralis membranban. igy feltehetd, hogy az NKCC1- keresztiili Na'-
kapcsolt Cl™ felvétel a bazolateralis membran fel6l szolgaltatja a hajtoerét az apikalis Cl” szekrécionak.
A transzporter jelenléte Capan-1 sejtekben ugyanakkor arra utal, hogy a sejtek inkabb az emberi
hasnyalmirigy nagy duktuszaibodl eredeztethetok, ahol is a bazolateralis transzporterek expresszios
mintazata jelentdsen kiilonbozik a HCO; -ot nagy mennyiségben szekretdld kisebb interkaldris és
intralobularis duktuszokétol.
A transzepitélidalis bikarbonat szekrécio és szabdlyozdsa — gasztrointesztindlis peptidek szerepe

Kimutattuk tehat, hogy Capan-1 sejteken az NBC és NHE szekrécid soran alapvetd szerepet
jatszik a bikarbonat felvételben. Mindezek azonban némiképp ellentmondanak Cheng és munkatarsai
vizsgalatainak, akik Capan-1 sejtekben az NBC elhanyagolhatd szerepét feltételezték. Az irodalmi
adatokhoz hasonléan RT-PCR vizsgalatokkal kimutattuk szekretin, VPAC,; és VPAC, receptorok

expresszojat. Ezeken tl funkcionalis kisérletekkel is szolgaltattunk evidenciat a szekretin és VIP



receptorok jelenlétére és aktiv mitkodésére. Mindkét peptid egyértelmiien serkentd hatassal bir a
HCO; szekréciora, azonban a szekretin hataseréssége némiképp elmarad a VIP-¢hez viszonyitva,
megfelelve a nemzetkozi irodalombol ismert patkany valamint tengerimalac hasnyalmirigy szekrécios
vizsgalatok eredményeinek.
A transzepitélidalis bikarbonadt szekrécio és szabalyozdsa — purinerg jelatvitel szerepe

Par-C10 sejteken a bazolateralis bikarbonat felvétel gatlasaval egyidében luminalisan és
bazolateralisan alkalmazott ATP hasonloképpen ndvelte az pH; csokkenését. Ugyanakkor UTP
luminalis alkalmazasa serkenti, bazolateralis alkalmazasa viszont nem befolyasolja a transzepitélialis
bikarbonat szekréciot. Lee és munkatarsai szerint izolalt szubmandibularis nyalmirigy acinussejtek
legalabb két kiilonb6zo P2 receptor tipust expresszalnak a luminalis és bazolateralis membranban.
Elozetes eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy Par-C10 sejteken a luminalis membranban P2Y,
receptor expresszalodik. Akarcsak mikroperfundalt tengerimalac duktuszokban, Capan-1 sejteken is
az ATP és UTP alkalmazasa bazolateralis majd luminalis oldalon ellentétes hatast eredményezett: a
nukleotidok luminalis adasa stimulalta, mig bazolateralis perfuzidja gatolta a HCO; szekréciot. Noha
RT-PCR vizsgalataink mind P2Y, mind P2X receptorok expresszidjat bizonyitottak Capan-1 sejtek
membranjaban, az ATP és UTP hasonlo hatasa feltételezi, hogy purinerg aktivacio a sejt mindkét
oldalan P2Y receptorhoz kotott. Capan-1 sejteken folytatott korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy az
ATP az apikalis CI /HCO;~ cserét Ca>"-fiiggé modon serkenti, amely egyuttal CFTR jelenlétéhez is
kotott. A megfigyelésiink, miszerint az emberi hasnyal szignifikdns mennyiségben tartalmaz ATP-t,
méginkabb megerdsitheti, hogy az ATP fontos parakrin mediatorként vesz részt a hasnyalmirigy
duktalis bikarbonat szekrécid szabalyozasaban. A bazolateralisan adott ATP gatld hatdsat azonban
nehezebb megmagyarazni. Mind Capan-1 sejteken, mind tengerimalac hasnyalmirigy duktuszon emeli
az inracellularis Ca®* koncentraciot. Patkany duktélis sejteken a P2Y, (és valosziniileg P2Y ) receptor
stimulacioja emeli az intracellularis Ca®* koncentraciot, ugyanakkor egyidejiileg csokkenti a teljes sejt
K" konduktanciat. Ha ez utobbi hatds a K™ csatornak lokalizaciojanak megfeleléen a bazolateralis
membranhoz kotott helyi szignalizacids folyamatokat aktival, a kovetkezményes depolarizacid akar

gatolhatja a HCO; szekréciot.

Proliferacios vizsgalatok:
PKC izoformdk hatdsa a sejtnovekedésre

Eredményeink azt mutatjak, hogy nyugvé Panc-1C sejtekben a kiilonb6zé PKC izoformak
aktivacioja eltéro hatast fejt ki a sejtndvekedésre. Korabbi megfigyelésekhez hasonloan forbol észter-
medialta direkt PKC aktivacio a DNS szintézis jelentds csokkenését eredményezi, mig a transzfektalt
CCK-1 receptorok aktivacioja mérsékelt gatolja, nativ NT receptorok aktivacioja pedig serkenti a
sejtnovekedést. Kimutattuk, hogy a klasszikus PKC izoformak (cPKCs) és nPKCe gatlasa felfiiggeszti
a PMA, CCK ¢és NT hatasat a DNS szintézisre, ugyanakkor a cPKC-k és nPKCS alkalmazasa gatlo

hatast nem eredményezett Panc-1C sejteken. Eredményeink alapjan a proliferaciora kifejtett hatas



PKCe fiiggd moédon megy végbe. Mivel kiilonboz6 eredetli sejtekeken a novekedés szabalyozasaban
mas és mas izoformak jatszanak szerepet, a folyamatok részletes tisztazasara, egyéb PKC izoformak
szerepének vizsgalatara tovabbi kisérletek sziikségeltetnek.
Az ERK kaszkadd aktivdcidjanak kinetikdja a proliferacio szabdlyozdsdban

Eredményeink szerint PMA, CCK és NT stimulalja az ERK kaszkadot, de alapvetden
kiilonb6z6 kinetikaval. A novekedést szabalyozo hatas feltehetden az ERK aktivacio id6tartamaval
mutat szoros 0Osszefiiggést: atmeneti aktivacid a proliferacioval, tartos ERK aktivacié pedig a
novekedés gatlassal hozhatd kapcsolatba. Ezen eredmények azonban kétségteleniil nem korrelalnak
teljes mértékben a korabban publikaltakkal. Ezek alapjan valdszinli, hogy az ERK aktivacidonak létezik
egy optimalis idGtartama, amely a legnagyobb ndvekedést eredményezi a DNS szintézisben.A PMA,
CCK vagy NT alkalmazasat megel6z6 specifikus MEK1 MAP kinaz inhibitoros kezelés a DNS
szintézis mértékét kontroll szintre allitja vissza. Ezen eredmények azt mutatjak, hogy legalabbis PMA
és NT esetében a proliferaciora kifejtett hatds ERK-medialta médon megy végbe. PMA, CCK és NT
ERK-fiigg6 modon szabalyozza a cyclin D1 és p21Cipl szintjét. Ezen eredmények egybecsengenek
kolorektalis daganatos sejteken és fibroblasztokon talaltakkal, ahol az ERK szignal iddtartama
meghatarozza, hogy cyclin D1 egyediil indukalodik serkentve ezaltal a proliferaciot, vagy cyclin D1
expresszioval egyiitt jar a p21Cip1 indukcidja is, ami ndvekedés gatlashoz vezet.
PKC izoformadk szerepe az ERK kaszkad aktivdciojaban

Ha izoforma-szelektiv inhibitorokkal el6kezelt Panc-1C sejteket PMA-val, CCK-val vagy NT-
vel kezeltiilk és mértiik a foszforilalt ERK mennyiségét, azt talaltuk, hogy az ERK foszforilacio
mértéke a PKCe-t6l, nem pedig a klasszikus PKC izoformaktél vagy PKCo-t6l fiigg. Ezért arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy Panc-1C emberi hasnyalmirigy daganatsejteken az ERK kaszkad
aktivaciojaért PKCe a felelds. Mas tanulmanyok alapjan — mi eredményeinkhez hasonloan - egér és
patkany fibroblaszt sejteken is PKCe felelés a Raf-1 aktivaciojaért. Panc-1C emberi hasnyalmirigy
daganatsejtecken a PKC aktivaci6 novekedést szabalyozo hatasat a kdvetkezd modellrendszer
magyarazza. Nativ NTR-1, transzfektalt CCK-1 receptorok aktivacidja és forbol-észterek altali direkt
stimulacio kiilonféle PKC izoformak, beleértve a PKCe Raf-1-hez kacsolodd aktivaciojat
eredményezik. PKCe serkenti a Raf-1-et, az ERK kaszkad aktivaciojat eredményezve. Az ERK szignal
idotartama PMA, CCK ¢és NT kezelés hatdsara eltéré lehet, ami a sejtciklus gének kiilonbozo
indukcidjat jelenti serkentve vagy gatolva ezaltal a proliferacidt. A részletes mechanizmus tisztazasa

azonban tovabbi vizsgalatokat igényel.



KOVETKEZTETESEK

Osszefoglalasként elmondhato, hogy

1.

Par-C10 ¢és Capan-1 sejtek permeabilis membranon nodvesztve kivalé modellrendszerként
szolgalnak az epitélialis transzportfolyamatok tanulmanyozasara.

a sejtekben kimutathato szabalyozott transzepitélialis bikarbonat szekrécio.

Capan-1 sejteken a bikarbonat utanpotlasért a bazolateralis oldalon kimutatott Na/H™ kicseréld
(feltehetden az NHE1) és Na'™-HCO;  kotranszporter (feltehetéen pNBC1) egyiittesen a felelds.
Capan-1 sejteken a Cl' szekréciohoz a hajtéerét a bazolateralis membran Na'-K'-2CI”
kotranszportere (feltehetden NKCC1) szolgaltatja.

Capan-1 sejteken az NHE ¢s NBC miikodése szekretin, VIP és forskolin alkalmazasadval cAMP-
fliggd modon serkenthetd, fokozott luminalis HCO;  transzportot eredményezve.

Capan-1 és Par-C10 sejteken mind a bazolateralis, mind a luminalis membranban lokalizal6dé
purinoceptorok részt vesznek a bikarbonat szekrécio szabalyozasaban, csak kiilonbdzo receptorok
és jelatviteli utak aktivalasaval.

a regulald peptidek a szekrécid szabalyozasan tal részt vesznek a proliferacios folyamatok
regulalasaban: Panc-1C sejteken NT serkenti, mig a CCK gyengén, a PMA pedig erdteljesen
gatolja a DNS szintézist.

a PKC aktivacié novekedésre kifejtett szabalyozo hatasaért a PKCe izoforma a felelGs.

az indirekt vagy direkt PKC aktivacié Panc-1C sejtek novekedését az ERK kaszkadon keresztiil

befolyasolja, méghozza kiilonbozo kinetikaval.

10. az ERK kaszkad aktivaciojaért a PKCe a felel0s.
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