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Roviditések a dolgozatban

AE:CI/HCOs3 cseréld (CI/HCO3 exchanger)

BCECF: 2',7’-bis-(2-karboxietil)-5(6)-karoxifluoreszcein-acetoximetilészter
CDC: kenodezoxikolsav

DMEM: Dulbecco's modified eagle's medium

DMSO: dimetil szulfoxid

FBS: Fetal bovine serum (borjuszérum)

GCDC: glikokenodezoxikolsav

HBSS: Hank’s balanced salt solution

HOE-642: 4-izopropril-3-metilszufonilbenzoil-guanidin metanszulfonat
MTP: mitokondrium transzmembran potencial

NHE: Na+/H+ cserélé (Na+/H+ exchanger)

pH;: intracellularis pH

ROI: Region of interest
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Absztrakt

Bevezetés, célkitiizés: Az elektroneutralis NaCl felszivasért a kolonban a Na*/H* (NHE)

cserélék és a CI/HCOs cserélé (AE) egylttes miikddése felelds. Ezen iontranszporterek
karosodott miikddése hozzajarul a kulonb6z6 hasmenéssel jard betegségek megjelenéséhez.
Ismert tovabba, hogy ha az epesavak nagy koncentracioban jutnak a kolonba (pl. ileum-
rezekcio,kolecisztektdmia esetén) az kronikus hasmenés kialakulasédhoz vezethet. Célul tliztik
ki, hogy megvizsgaljuk az epesavak kolon epitél sejtek ion-transzport mechanizmuséara gyakorolt
hatasat.

Metodika: Human biopszias mintabdl kollegenazos emésztéssel kolon kriptakat izolaltunk, majd
mikrofluorimetrias médszerrel intracellularis pH-t (pHi) és ATP-t (ATP;) mértlink. Az NHEK és az
mikroszkoppal vizsgaltuk a mitokondrium transzmembran potencidl (MTP) véltozasat.
Transzmisszios elektronmikroszkdppal morfoldgiai vizsgélatokat végeztiink. Az epesavak kozil a
nem-konjugalt kenodezoxikélsavat (CDC) és a konjugalt glikokenodezoxikélsavat (GCDC)
hasznaltuk (0,1-1mM).

Eredmények: A colon epitél sejtekben 0,3 mM CDC szignifikdnsan gatolta a vizsgalt ion
transzporterek aktivitasat. 0,3 mM és 1 mM CDC irreverzibilis ATP; csokkenést okozott. 1 mM
CDC sulyos mitokondrium-karosodast idézett el6, mely nem volt megfigyelheté alacsonyabb
valtott ki. Szignifikansan alacsonyabb NHE és AE aktivitisokat figyeltink meg ileum-
rezekalt/kolecisztektomizalt hasmenéses betegeknél.

Konkluzié: A human kolon epitél sejtekben a nem-konjugalt CDC ATP-szint csokkenését és
mitokondrialis karosodast okoz, valamint gatolja a sav/bazis transzporterek aktivitasat. Ezek a
karos folyamatok csokkenthetik a vastagbél folyadék és elektrolit-felszivasat és hozzajarulhatnak

a kronikus hasmenés kialakulasahoz.

Gal Eleonora 2012.
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Bevezetés

A vastagbél a gasztrointesztinalis traktus utolso, a csipébéltél a végbélig terjedd kb. 1,5 m hosszu
szakasza. A vakbelet (coecum) a haslreg jobb oldalan elhelyezkedd felszalld (ascendens)
szakasz, azt pedig a keresztbe futd harant (transversum) vastagbél koveti. Ez a haslreg bal
oldalan lefelé haladé leszallo (descendens) vastagbél szakaszban folytatddik, amit a szigmabél

és a végbél (rectum) kovet (1. &bra).

harant vastagbél

)
felszall vastagbél / 5™
‘ "‘ szigmabél

vakbél .
o L

féregnytlvany 7

végbél

1.8bra: A vastagbél anatémiai felépitése.
Forras: http://www.doctorismedici.hu

Az ileocoaecalis billenty(itél a végbélnyilasig terjedd vastagbélnek harom alapvetd funkcidja van:
1. nagy mennyiségli (napi 1 liter) viz és elektrolit felszivasa
2. avastagbél baktériumfloraja szamara az életfeltételek biztositasa
3. a meg nem emésztett salakanyagok, a fel nem szivodott béltartalom rendezett,

alaklomszerti kitiritese a kuilsé kérnyezetbe.

Gal Eleonora 2012.
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A vastagbél funkciojabol kovetkezéen kulonbozd jellegzetességeket figyelhetiink meg falanak
felépitésében. llyen példaul, hogy a nyélkahértya felszine sima, a Krecking-féle redék és a
bélbolyhok hianyoznak, valamint a tunica muscularis kilsé, hosszanti rétege nem folytonos,
hanem harom egymastdl egyforma tavolsagra futd kotegbdl all. A vastagbél nyélkahartyajanak
hamrétege egyrétegli hengerhdm sok kehelysejttel. A lamina propriat striin egymas mellé
illeszkedd cs6ves mirigyek, Lieberkiihn-kripték toltik ki (2. dbra). A kriptak hamrétegét rezorpcios
hamsejtek és kehelysejtek vegyesen alkotjak. A sejtek luminélis membrénjaban mar nincsenek
emésztd enzimek, viszont a bazolateralis membrénjukban tovabbra is zajlik aktiv transzporttal a
Na*-kipumpalasa (Na*/K*ATPaz) a sejtbdl, ami vizmolekulékat visz magaval. A kehelysejtek nagy
szamban vannak jelen a hamban, siriiségik egyre nd a végbél iranyaba. Fontos funkciojuk,
hogy az altaluk termelt nyak csuszds bevonatot képez a kolon belsd felszinén és ezzel

lényegesen megkonnyiti a béltartalom tovabbitasat.

Kolon kriptak

1. abra: Kolon kripta keresztmetszeti képe.

Forras: http://www.siumed.edu
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A vastagbél epitélsejtek iontranszporterei

A vastagbélben az ionok és a folyadék felszivasa ion transzporterek segitségével torténik.
Fiziologias koruimények kozott a széklettel naponta 100-200 ml folyadék tavozik, mely kb. 1,5 -2
liter NaCl-ban és KCI-ban gazdag folyadék abszorpcija révén valosul meg. Az epitél sejtek
polarizaltsédga lehetévé teszi az ionok irdnyitott transzportjat. A Na*-abszorpcié elektroneutralis
(Na*/H*-cserélék és CI/HCOsz cserélok) és elektrogenikus (epitélialis Na*-csatorna) uton
térténhet [Dudeja et al., 1994.]. Allatkisérletes modellekben szignifikans killsnbséget mutattak a
NaCl abszorpcié mechanizmusaban a vastagbél proximélis és disztalis szakaszan [Mahajan et
al., 1996.]. A Na* felszivasanak jelentés részéért a kolonocitak felszinére lokalizalt HCO3 - - fiiggé
elektroneutralis NaCl abszorpcié a felelés, mely elsésorban a vastagbél proximalis szakaszéra,

mig az elektrogenikus folyamat a disztalis szakaszra jellemzé.

Na*/H* - kicserélék (NHE)

Az NHE géncsaladnak nélklldzhetetlen szerepe van az emlés bélben a neutrélis natrium
felszivasban. Az NHE-k csaladjat baktériumokban, élesztében, ndvényekben, allatokban és
emberben egyarant azonositottadk. Emberben ezt a géncsaladot SLC9A-nak nevezziik, az elsé
NHE-t 1989-ben fedezték fel Sardet és munkatarsai. Kilenc tagot kilonboztetink meg a
géncsaladban, kategorizalasuk a sejten bellli lokalizaciéjuk révén valésul meg (3. &bra).

Vannak plazmamembran izoformak (NHE1 bazolateralis, NHE2 apikalis, NHE3) illetve
intracellularis  izoformak  (NHE6,-7,-8,). Az NHE3 megtaldlhatd az endoszomalis
kompartmenteken és a sejtek apikalis membranjan is.

A kilonbozé NHE izoformak eltérd funkcioval birnak. A bazolateralisan elhelyezkedé NHE1
legfontosabb feladata a pHi regulécidja és a homeosztazis fenntartasa, emelett gyulladasos
folyamatokban vesz részt (Akhter et al., 2000.). A Na*- felszivasért leginkabb az NHE3 tehet
feleléssé, legfontosabb szerepe az elektroneutralis NaCl abszorpcio, melyet az anion cserélével
egyuttesen lat el (Maher et al., 1996.). Az NHE2 fiziologiai szerepe kevésbé ismert. Korabbi
tanulmanyok szerint szintén az apikalis membranon lokalizalddik, nagy mennyiségben van jelen a
kolonban, illetve kis mértékben részt vesz az elektroneutralis NaCl abszorpcidban.

Strukturalis felépitésikre jellemzd, hogy kb. 645-898 aminosavat tartalmaznak és két doménbdl

épllnek fel. Az N-terminadlis domén egy transzmembran domén, amely a Na* és H*

Gal Eleonora 2012.
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kicserél6déseét iranyitja 1:1 aranyban. C-terminalis domén ezzel szemben a ndvekedési faktorok
és protein-kindzok éaltali regulacioban vesz részt.

Az NHE-k vastagbél betegségben betoltott szerepét szamos allatkisérletes modell igazolta. Egér
proximalis vastagbél szakaszaban igazoltédk, hogy az NHE3 70%-ban hozzajarult a Na*
abszorpciohoz (Barmeyern et al., 1997.). Az NHE3 -/- egerekben sulyos hasmenés alakult ki a
Na* abszorcio zavara miatt. Humén sejtvonalon végzett kisérletek feltételezik, hogy egyes
iontranszporterek (pl.: NHE-k) szabéalyozzédk a gyulladasos sejtek, beleértve a monociték,

makrofagok és neutrofil granulociték gyulladasos funkcidit (Németh et al., 2001.).

CI/HCO3 cserél6 (AE)

Ezeknek a transzportereknek tobb formaja ismert, amelyek tobbek kdzott sztdhiometrigjukban,
illetve szovetspecifitasukban kulonbdznek. A kolonban a DRA, még a pancreasban a PAT-1 az
uralkodd izoforma. Fontos szereplk van az elektrolit, folyadék és bikarbonat szekrécio és
abszorpcié folyamataban. A transzporter miikodéséhez szikséges HCOs  jelenlétérdl a
citoplazmaban elhelyezkedd szénsavanhidraz gondoskodik. A keletkezett H* az NHE
segitségével tavozik a sejtbél. A CI-effluxhoz hasonléan a HCOs- szekrécid is folyadék szekréciodt
general. A kloridcsatornak is kulcsszerepet jatszanak az anion szekrécioban.

Mgu{;m

PKC

l | PIP2: inozitold, 5-biszfoszfat

CHP-1: kalcineurin homoldg
fehérje

ERM: ezrin, radixin,moezin
CaM: kalmodulin
TES: teskalnin

CAll. karbon-savanhidraz Il.

C-terminal

°-l15

2. dbra: Na*/H* cseréld (NHE) és CI/CHOs " cseréld felépitése és miikodése.

Forras: http://www.uric.ahajournals.org
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Az NHE3 és AE NaCl abszorpcioban betoltott szerepét hangsulyozza tovabba néhany korabban
publikalt tanulmany, amely arrél szamol be, hogy ezen ion transzporterek funkcioja karosodott
bizonyos hasmenéssel jard betegségekben, példaul colitis ulcerosa illetve szekretoros hasmenés

(Yeruva S et al.; Farkas K et al., Makela S. et al.)

Az epesavak

Az epesavak a koleszterinbdl szarmazé molekulak, funkciojuk:

1. A zsirok emésztését segitik, mivel polaros és apolaros csoportokat is tartalmaznak,
detergens tulajdonsagokkal rendelkeznek. Az emulgalo hatason kivil a lipidek
emésztéset is gyorsitjak, mert kGzvetlendl aktivaljak a lipaz enzimet.

2. Fontos feladatuk, hogy oldatban tartsak a foszfolipidekkelegyiitt az epében kivalasztandé
koleszterint, igy megakadalyozzak annak kivalasat.

3. Biztositjak a koleszterin kitiriilést, mivel a koleszterin gylirtis vaza miatt a szervezetben

nem tud lebomlani.

A maj hepatocitai naponta atlagosan 0,6 g epesavat termelnek, ezek az elsédleges epesavak. A
szintézis soran a koleszterin szteranvazanak oldalldanca megrovidil, és a 24-es pozicidban
karboxilcsoport alakul ki. A szteroid intermedier két tovabbi pozicioban, a 7. ésivagy 12. C-
atomokon hidroxilalédhat. Ezek a reakciok két primer epesav, a kélsav és a kenodezoxikolsav
keletkezéséhez vezetnek. A hidroxilcsoportok szamanak novekedése kovetkeztében az
epesavak hidrofil jellege az eredetileg hidroféb koleszterin molekulakhoz képest ndvekszik.

Az els6dleges epesavak aminosavakkal konjugalodnak, igy masodlagos epesavak keletkeznek.
A konjugécié glicinnel vagy taurinnal torténhet, a folyamat pedig ndveli az epesav
vizoldékonysagat. Az epesavak 20-25%-a az ileumban |évé baktériumok hatdsara bomlik
(dekonjukalodik), levalik roluk a glicin és taurin. Tovabbi bakterialis enzimek hatasara a primer
epesavak 30%-a atalakul szekunder epesavakka. Tehat a kdlsavbdl dezoxikdlsav, a kenodezoxi-
kolsavbdl litokdlsav lesz. A dezoxikdlsav visszaszivodik és portalis keringésen keresztll visszajut
a majba, majd ismét kivalasztddik. A litokolsav rosszul oldodik és legnagyobb része kiurul a
széklettel.

Az epesavak a vekonybél utolsd szakaszan, a terminalis ileumban specialis epesav
transzporterek segitségével visszaszivodnak, majd a portalis keringésen keresztil visszajutnak a
majba. Ezt nevezzik enterohepatikus korforgasnak (4. abra). Ennek kdszonhetben egy-egy

Gal Eleonora 2012.
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epesav molekula naponta atlagosan 6-10-szer, egy-egy étkezés sorén 3-4-szer vesz részt a
korforgasban. Az enterohepatikus korforgas zavarat okozza, ha eltavolitjak a terminalis ileumot
(pl: gyulladésos bélbetegségekben esetén gyakori ez az eljaras), igy kiiktatddik az a terilet,

amely az epesavak visszaszivasaért felelds.

T~

"‘\&, fi
Portalis %

keringés

- 2

e

4. dbra. Az enterohepatikus kdrforgas
Forras: http://trinityhealth.ca

A fiziolbgias epesav koncentracio a proximalis kolonban (coecum) egy zsirban dus étkezés utan
eléri az 1 mM-t. Ismert, hogy az epesavak, ha abnormélisan magas koncentraciéban jutnak a
kolonba, az hasmenés kialakuldsdhoz vezet. Azt azonban nem tudjuk, hogy az epesavak
hogyan, milyen mechanizmuson keresztlk képesek kivaltani ezt a hatast. Mivel ez a terilet igen
intenziven kutatott, tobb korabbi allatkisérletbdl, vagy sejtkultiras végzett vizsgalatbdl szarmazik
adat az epesavak kolon epitél sejtekre kifejtett hatasarol. Ezekbél az derll ki, hogy az epesavak
serkentik a folyadék- és ion szekréciot a kolonban (Keely SJ et al, Keating N et al, Mauricio AC et
al). Human vizsgalatbol szarmazo6 adat azonban igen kevés all rendelkezésre, azok is igen régi in
vivo kisérletek voltak, de itt is az epesavak proszekretoros hatasat figyelték meg (Mekhijan HS et
al.) Mivel azonban a human in vitro vizsgalatok hidnyoznak és keveset tudunk az epesavak
human kolon epitél sejtek abszorpciot befolyasold hatasardl, érdemesnek tlint elindulni ezen a
vonalon.

Celkitlizés

Ebben a projektben azt tliztlk ki célul, hogy megvizsgéljuk az epesavak kolon epitél sejtek ion-transzport
mechanizmusara gyakorolt hatasat.

Gal Eleonora 2012.
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Anyagok és modszerek

Etikai megfontolasok

A projektet a Szegedi Tudomanyegyetem Etikai Bizottsaga jovahagyta. Az Osszes beteg
hozzajarulasat adta a kutatasi célokra torténd biopszids mintavételhez. A péciensek szdbeli

tajekoztatast kovetden beleegyezd nyilatkozatot irtak ala.
Human bevélasztas

A kisérletben részt vevé betegeket harom csoportba osztottuk. Az elsé csoporthoz azok a
paciensek tartoznak, akik ileum-rezekcion/cholecystectomian estek at és a mitét utdn hasmenés
alakult ki. Azért ezeket a betegeket valasztottuk, mert réluk feltételeztik, hogy kronikusan sok
epesav jut el a vastagbelikbe. A masodik csoportban szintén az ileum-
rezekalt/cholecystectomizalt betegek vannak, de hasmenés nélkil. A harmadik csoport az
ugynevezett kontroll csoport, a kolonoszképia nem mutatott ki kéros eltérést, gasztrointesztinalis
sebészeti beavatkozdson nem estek &t. Minden egyes betegtdl 3-6 kolon biopszias mintat
vettlink. A kolonoszkdpias beavatkozasokat az I. szdmu Belgyogyaszati Klinikan végezték. Egyik
paciensnél sem talaltak makroszkdpikus (endoszkopia altali) sem mikroszkopikus (hisztolégiai
vizsgalatok altali) gyulladasra utald nyomokat a bélben (5. &bra). A normal endoszkopias

eredménnyel rendelkezd betegeket raksziirés és egyéb hasi panaszok miatt vizsgaltak.

5. abra: Normal vastagbél kolonoszkopias vizsgélata.

Forras: http://www.endoscopia.ysolutions.hu

Gal Eleondra 2012.
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Kolon kriptak izolalasa

A kolon kriptakat biopszias mintakbdl nyertlik (6. abra). A mintak a proximalis (coecum vagy
aszcendens kolon) vastagbélb6l szarmaznak. A szOveti mintdkat azonnal jéghideg NaHCO3
tartalmu oldatba helyeztik (Hank's balanced salt solution-HBSS). A mintakat 3x mostuk HBSS-
sel, majd apré darabokra vagtuk egy borotvapenge segitségével. Ezutan inkubacié kovetkezett,
melyet HBSS-ben feloldott 1 mM ditiotreitolban (DTT) végeztik 15 percen keresztil, majd 2x 30
percig enzimatikus emésztést végeztink 0,38 mg/mL kollagendz A-val 37° C-on folyamatos
gazoltatas mellett (5% CO2/95% oxigén). Az izolalas végén a szdvetdarabokat Pasteur pipettaval
felszuszpendaltuk, hogy a kriptak kulonvaljanak, majd 40 mésodpercig Ulepedni hagytuk. A
fellliszd Ovatos leszivasa utan az izoldtumhoz tapoldatot adtunk és jégen taroltuk a kisérlet
megkezdéséig. A fluoreszcens kisérletekhez a kriptakat 40 C-on az elGirt tarolasi korilményeknek
megfelelden tartottuk harom 6ran keresztiil.

A térolé oldat (culture oldat) 6sszetétele: Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM), 10%
borjuszérum (FBS), 2 mM L-glutamin, 100 U/mL penicillin, 100 mg streptomycin.

Faziskontraszt kép Fluoreszcens kép

. 2mm

6. abra: Kollagenaz A-val végzett izolacié soran kinyert kolon kripta elektronmikroszkdpos képe.

Gal Eleonora 2012.
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A kisérletben felhasznalt anyagok és oldatok

A Kkisérletben felhasznalt anyagok és oldatok nagy részét a Sigma-Aldrich biztositotta. A
kollagendz A-t Rroche Diagnistic-tol rendeltiik. HOE-642 (4-izopropi I- 3 metilszulfonilbenzol-
gianidinmetalszulfonat) a Sanofi Aventis (Frankfurt, Németorszag) cégtél kaptuk. BCECF-AM (20,
70 — biszkarboxietil - 5 (6) karboxifluoreszcein-acetoximetilészter), FURA-2-AM (2 - (6-bisz)
karboximetil) amino) 5 - (2-) 2-(bisz)karboximetil)amino)-5-metilfenoxi)-ethoxi)-2-benzofuanil)-5-
oxazolkarboxil acetoximetil észter, BAPTA-AM (1,2-bisz(o-aminofenoxi)etan-N,N,N9,N9-terasav),
Magnesium-green és TMRM (tetrametilrodamin metilészter) az Invitrogéntél (Eugene, OR) lett
rendelve. A sejt és szoveti ragasztd a Becton Dickinson Bioscience-t6l (Cell Tak, Bedford, MA)
szarmazik. A BCECF-AM, a TMRM és a BAPTA-AM DMSO-ban, a Magnesium-green és a
FURA-2-AM pluronsavban és DMSO-ban lett feloldva.

Modszerek

Az intracelluléris pH (pHi), CaZ* - koncentracié ([Ca2'])) és az ATP-szint (ATP)

meghatarozasa mikrofluorometrids médszerrel

A Kkisérletek soran felhasznalt oldatok dsszetételét az 1. tablazatban lathatjuk. A Hepes puffer
oldat pH-jat 7,4-re allitottuk NaOH vagy HCI segitségével. A HCOs puffer oldatot 95% CO- és
5% O gézzal dramoltattuk 379 C-on, igy a pH-t szintén 7,4-re allitottuk be. A kolon kriptakat
Cell Tak segitségével rogzitettiik egy 24 mm atmérdji fedélemezre 3 éraval az izolacio utan,
majd behelyeztik egy perfuzids kamraba, amit az invertalt mikroszkép targyasztalahoz
rogzitettiink. A kriptakat kilonbdz6 fluoreszcens festékekkel inkubaltuk, ezek lipid oldékony
festékek, amik gyorsan bejutnak a sejtbe, ahol az észterazok lehasitjak az AM-csoportot, ezaltal
hidtrofillé valnak és csapodazodnak a sejtben. A kisérlethez Excellence képalkotd programot

hasznaltunk (Olympus, Bp., Mo.).

a) Intracellularis pH (pH;) mérése:

Elész6r a kolon kriptakat Hepes-oldatban mostuk 37° C-on, majd inkubaltuk pH-érzékeny

fluoreszcens festékkel, a BCECF-AM-mel 20-30 percen keresztll. A kriptakra az oldatokat
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folyamatosan aramoltattuk (4-5 ml/perc sebeséggel). Harom kilonb6z6 teriletet (kripta alap,
kozépsd terlletek és a felszin) tanulméanyoztunk minden kriptan 495 nm és 440 nm hullamhosszu
fénnyel gerjesztettik a fluoreszcens festéket, az igy keletkezett emisszios ratat 535 nm-en

detektaltuk. Az aktuélis pHi-t a 440 nm és a 495 nm emisszijanak hanyadosa alapjan szamoltuk ki.

b) Ca?"-koncentracio6 [ (Ca?*)] vizsgalata:

A kovetkezd kisérlet sorozatban a sejteket egy Ca?* érzékeny fluoreszcens festékkel, FURA-2-
AM-mel (5 nmol/l) inkubaltuk 60 percen keresztil. A Ca?* koncentracioban bekdvetkezett
valtozasokat az F340/F380 fluoreszcens rata alapjan szamitottuk ki, amit 510 nm-en
detektaltunk.

c) ATP-szint meghatarozasa mikrofluorometriés médszerrel:

Az ATP-szint meghatarozasahoz Magnesium-green fluoreszcens festéket hasznéltunk, amely
segitségével nyomon tudtuk kdvetni az ATP-szintben bekovetkezd valtozasokat. A kisérletek
standard Hepes-puffer oldatban zajlottak. A sejtben az ATP Mg2*-hoz van kotve, ha csokken az
intracellularis ATP, a Mg?* felszabadul, igy n6 a festék fluoreszcens intenzitdsa. Ezzel a

valtozassal indirekten detektaljuk az ATP;-t, mert kdzvetlentl a szabad magnéziumot mérjuk vele.

HCO:;- - Na- mentes CI - mentes NH4CI- - NH4CI-
140 115 _ - 95

1t

5 5 5 - 5 5
2 o - - : - -
1 1 1 - 1 1
1 1 1 - 1 1
10 10 10 10 10 10
_ _ 10 10 10 10
- - : : 0w
: 25 - 25 - 25
i - : : : -
- : : 1 : :
: : - 25 :

1. szamu tablazat: A kisérletek soran felhasznalt oldatok dsszetétele
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A kolon epitél sejtek sav/bazis transzportereinek aktivitas-mérése

Az ion transzporterek aktivitisanak meghatarozasahoz a sejtek pH-jat mértik, hiszen az NHEk
és az AE részt vesznek a pHi szabalyozasaban, és a pH; megvaltozasabol kdvetkeztetni tudunk
ezen ion transzporterek aktivitisanak megvaltozasara. A pHi gorbék adott szakaszara illesztett
egyenes meredekségébdl szamoltuk az egyes transzporterek aktivitasat.
Az intracellularis pH-t meghatarozo kisérletek soran 3 perces 20 mM NH4CI tartalmu HCOs-
oldattal perfundaltuk a kriptakat. A sejtbe diffundal az oldatban lévé gazhalmazéllapotd NH3 és
Ht*-al egyesUlve NH4*-ot képez, igy szabad HCO3 halmozddik fel a sejtben. Ez a folyamat hirtelen
alkalizaciot eredményez. Az ammodnium elvondsa gyors acidozist okoz. Az igy el6idézett
acidozisbol vald regeneracidért az NHEK felelések. Az NHEk-et a savas pH aktivélja.
Amikor az egyes NHE izoformék aktivitdsat szerettlik volna mérni, HEPES oldatot hasznaltunk és
az ammonium elvonésaval egyidejileg a natriumot is kivontuk az extracelluléris oldatbél. Ezekkel
blokkoltuk a sav/bazis transzporterek miikddését (sem natrium, sem bikarbonat nem volt jelen az
oldatba), igy a pH-szint beallt egy tartéan savas értékre.
Az extracellularis natrium visszaadasa lehetévé tette, hogy az NHEk miikddésbe lépjenek és
elkezdjék regeneralni a sejt pH-jat. A killonbdzd NHE izoformak aktivitasat egy izoforma szelektiv
NHE inhibitor, HOE-642 segitségével hataroztuk meg. 1 uM HOE-642 az NHE1-t gatolta, 50 uM
HOE-642 mind az NHE1 mind az NHE2-t géatolta, de az NHE3-t nem. Habar kilenc kilonbdzd
NHE izoforma van az emlds emésztd traktusban, csak az NHE1-NHE2-NHE3 talalhat6 a sejtek
membranjan. 50 uM koncentracidban a Na* visszaaddsa utan (Hepes-oldat) a gorbe
meredeksége az NHE3 aktivitasara utal, mig 1 uM-ban alkalmazva a 2 és 3-as izoforma egyiittes
aktivitdsat adja. NHE2-es izoforma aktivitdsat Ugy kapjuk meg, hogy a masodik szakasz
meredekségébdl (1 uM HOE-642) kivonjuk a harmadikat (50 uM HOE-642), az NH1 aktivitasat
ugy kapjuk meg, hogy az els6é szakasz meredekségébdl (inhibitor mentes) kivonjuk a masodikat
(1 uM HOE-642).
Az NHE izoformak aktivitasa (A) kiszamithato a helyreallasi értékekb6l:

Anner = Ro um Hoe-642— R1 um HoE-642

Anne2 = R1 um Hoe-642— R50 um HOE-642

AnHe3 = Rs0 M HOE-642
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Az NHEk mellet vizsgaltuk az AE aktivitasat is. Erre alkalmas egyrészt a fent részletezett
ammonium-pulzus technika, ekkor az NH4Cl éltal kivaltott alkalozisbol vald regeneracios
szakaszbol szamitottuk ki az AE aktivitdsat. A masik technika az AE vizsgalatara a Cl- -elvonasos
mddszer. Tomoren dsszefoglalva, ha a kloridot elvonjuk a standard HCO3-/CO. puffer oldatbdl
alkalizacio kovetkezik be, a CI/HCOs- cseréld aktivitisa megfordul, igy emelkedik a pHi. Az

alkalizacio kezd6 pontjabdl kiszamithato a transzporter aktivitasa.

Morfoldgiai valtozasok nyomon kovetése

Transzmisszios elektronmikroszkop segitségével vizsgaltuk a kolon epitél sejtek kilonbozd sejt
organellumaiban bekdvetkezett morfoldgiai valtozasokat. A biopsziak felszallé alkoholsorban
lettek inkubalva, majd epon keverékbe lettek beagyazva. Ebbél 70 pm vastag félvékony
metszetek készlltek LEICA Reichert Ultracut S tipusu mikrotom segitségével. A metszeteket
Toluidin-kék festékkel festettiik meg majd ultravékony (70 nm) metszeteket készitettiink, azokat
egylyuku hartyasitott racslemezre vittiik fel. Utolsé 1épésként a minta kontrasztozasat végeztik: a
mintat 0,25%-o0s uranyl-acetat oldatba 30 percen keresztil 40 °C-ra helyezzik, majd 5 percig
20 °C-on Reynolds-féle 6lom-citrat oldatban inkubaltuk. Phillips CM 10 tipusu
elektronmikroszkopot hasznaltunk. A képeket analySIS nevil program segitségével 1450-45000

nagyitasban készitettiik el.

A mitokondrium transzmembran potencial (MTP) vizsgalata

Az MTP-ben bekdvetkezd valtozasokat a TMRM fluoreszcens festék segitségével
tanulmanyoztuk (standard Hepes-puffer oldatban feloldva) Olympus Fluoview FV10i konfokalis

mikroszkdp program segitségével.

Statisztikai analizis

Az adatokat atlag + atlag szérasa (standard error of mean, S.E.M.) formatumban adtuk meg.
Statisztikai 6sszehasonlitasra variancia analizist (ANOVA) hasznaltunk. p < 0,05 értéket vettiik

szignifikansnak.
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Eredmények

Akut CDC kezelés gatolja az iontranszporterek aktivitasat

Két technikaval vizsgaltuk az akut epesavkezelés hatdsat kolon kriptdk sav/bazis
transzportereire. Az elsé az ammonium pulzus technika volt, ezekhez a kisérletekhez kontroll
paciensekbdl izolalt kolon kriptakat hasznaltunk. Az ammonium pulzus technika alkalmazasakor
eléidézett acidozisbdl vald regeneracioért az NHEk feleldsek. A kriptakat kilonboz6
koncentracioban alkalmazott nem - konjugalt kenodezoxikolsavval (CDC) és a konjugalt
glikokenodezoxi-kélsavval (GCDC) 10 percig kezeltik. 0,3 mM CDC szignifikans gatlast idézett
elé a kolon kriptdk sav/bazis transzportereinek aktivitasaban. 0,4 mM CDC és GCDC nem volt
hatéssal a vizsgalt ion transzporterek mikodésére (7.-8. abra) . (NBC: Na*/HCOs- kotranszporter,
a bazolaterdlis oldalon van jelen és a transzepitélidlis ionszekréciot segiti azzal, hogy behozza a
natriumot és a bikarbonatot, ezaltal szubsztratot ad az AE-nek.)

n = 3-6 beteg/6-12 kripta/12-40 ROI és *p<0,05 a kontrollhoz képest

Kontroll

767 . . O0imMCDC _ _ 03mMCDC _ . O0AmMGCDC _ 1 mM GCDC
NH,CI NH,C] NHCl NH,CI NH,C|

714 1 —

AE
?;2 b

%_ 7|0 h
6,8
6.6 1 NHE + NBC L/
3perc

6,4 -

7 .abra: Reprezentativ pHi gérbék: az NHE, AE és NBC aktivitasokat szignifikdnsan csokkentette a
0,3 mM CDC-és kezelés.
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25 - Regeneracid acidézisbdl - NHE + NBC aktivitas
20 1
T 15 L
£
)
= 10 *
5 -
0 E
Kontroll 0,1 mM CDC 03mMCDC 01mMGCDC 1mMGCDC
8/a abra: Osszefoglald diagram a fenti kisérletekrol.
0,3 mM CDC szignifikdnsan csokkentette az NHEk és NBC aktivitasat
601 Regeneracié alkal6zisbol - AE aktivitas
5,0 1
40
£ T
£ 30
C\D/ *
7 20+
1,0 4
0,0 -

Kontroll 01lmMCDC 03mMCDC 0,1mMGCDC 1mMGCDC

8/b 4bra: Osszefoglalé diagram a mért AE aktivitasokrol.
0,3 mM CDC gatolta az AE aktivitast

A masodik technika, amit alkalmaztunk a sav/bazis transzporterek aktivitasanak mérésére, az a
klorid-elvonasos technika volt. It is azt tapasztaltuk, hogy 0,3 mM CDC jelentdsen csokkentette

az AE aktivitasat, mig ugyanezen epesavaknak alacsonyabb koncentraciéban, vagy GCDC-nek

nem volt gatlo hatasa (9-10. abra). n=3-4 beteg/4-6 kripta/6-12 ROI, *p<0,05, kontrollhoz képest.
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76 . Kontrol ~_ 0AmMCDC 03mMCDC ~ 04mMGCDC

154 Cl-mentes Cl-mentes Cl-mentes Cl-mentes
74 . ey L s el

4
-«
r
v
F
L
F

L

N A
574 2P

9 .&bra: Reprezentativ pH gérbe: 0,3 mM CDC nagymértékben csokkentette az AE aktivitast

CI/HCO; cserélo aktivitas

Kontroll 0,1 mMCDC 0,3mMCDC 0,1 mM GCDC

10. &bra. Osszefoglalé diagramm a kalkulalt AE aktivitasokrol.

Krdnikus epesavterhelés csokkenti a kolon kriptak iontranszportereinek aktivitasat

A kisérletekhez biopszias mintat ileum-rezekalt/kolecisztektomizalt paciensektdl kaptunk, hogy
tanulmanyozhassuk a kilonbéz6 NHE izoformak aktivitisat. Ezeket a betegeket azért
valasztottuk, mert réluk feltételeztiik, hogy kréonikusan sok epesav jut el a vastagbelikbe. Azt
tapasztaltuk, hogy az ileum-rezekalt/kolecisztektomizalt hasmenéses betegek kolon kriptai esetén
minden vizsgalt NHE izoforma aktivitasa szignifikansan alacsonyabb volt a kontrollhoz képest
(11-12. abra). n = 5-6 beteg / 16 — 24 kripta / 70 — 89 ROI, p < 0,05 a kontrollhoz képest
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7,7
7,6
7,5
7.4

7,3

pH;

7;2

7,1

6,9

6,8

HEPES

3 perc

11. abra: Reprezentativ gorbe a mért NHE aktivitasokrol.

NH.CI

Na* mentes

HOE-642

NHE aktivitas

0 uM HOE642
™ 1uM HOE642
— 50 uM HOE642

1 M HOE-642 az NHE1-t gatolja, 50 M HOE-642 mind az NHE1-, mind az NHE2-t gatolja.

45
40 -
35 1
30 1
25 1
20 1
15 4
10 1

J(B'min)

NHE1

NHE2

Il Kontrol

lleum-rezekalt/kolecisztektomizalt
hasmenéses betegek

lleum-rezekalt/kolecisztektomizalt nem
hasmenéses betegek

TR

NHE3

12. &bra: Osszefoglalé diagramm a mért NHE aktivitasokrol.

Az NHE aktivitasok mellett vizsgaltuk az ileum-rezekalt/kolecisztektomizalt hasmenéses

betegekbdl izolalt kriptak AE aktivitasat. Kisérleteinkbdl

kiderllt, hogy a kronikus

epesavterhelésnek kitett kriptak AE aktivitasa szignifikansan alacsonyabb a kontroll betegeknél
mért értékekhez képest (13-14. abra). n=3-4 beteg/6-10 kripta/12-14 ROI, *p < 0,05 a kontrollhoz

képest.
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HCO; -

7.4 -
Cl- - mentes

7’3 - ﬁ

71,2 1
=
o

7,1 1
AE
7 -

6,9 -

6,8 - 5 perc

13. abra: Reprezentativ pHi gbrbe, az AE aktivitasdnak mérése klorid-elvonasos technikaval.

18 1 llleum — rezekalt / kolecisztektomizalt
16 1
14 4
12 4
10 -

J(B-min)

o N B~ OO

Kontroll Hasmenéses Nem hasmenéses

14. &bra: Osszefoglalé diagram a mért AE aktivitasokrdl. Kronikus epesav terhelésnek kitett kolon kriptak AE

aktivitasa szignifikansan alacsonyabb a hasmenéses betegeknél a kontrollhoz képest.

A CDC koncentracio - fiiggéen emeli az ( [Ca?*]-t)

Kiilénb6zé koncentraciokban (0,1 mM, 0,3 mM és 1 mM) alkalmazott CDC kezelés az

intracellularis szabad kalcium szint [Ca2*] emelkedését idézte el6 egészséges kolon epitél sejtek
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esetén (13/a,b,c- és 14.abra). Ez a folyamat részben gatolhaté volt, ha az extracellularis Ca2*-t
elvontunk a rendszerbél vagy BAPTA-AM kalcium kelétort alkalmaztunk ( intracellularis Ca?*-ot kot).
BAPTA - AM =40 umol/L, n = 2-4 beteg / 5-10 kripta / 10-21 ROI

1,2 -
1,1 -
0,1 mM CDC
o 1,0 -
g < >
g
™ O;g T
2
©
T 08
0,7
5 perc
0,6 -
13/a abra: Reprezentativ gorbe. 0,1 mM CDC [Ca?*]; emelkedést okoz
1,2 - = HEPES
0’3 mM CDC == Ca2+ -free
1,1 - ( ) == BAPTA-AM
o 110 .
00}
Q
g
@ 0,9 A
L
T
T 0,8 -
0,7
5 perc
0:6 -

13/b abra: Reprezentativ gorbe. 0,3 mM CDC [Ca2*]-emelkedést okoz

Gal Eleonora 2012.



XXXI. OTDK BIOLOGIA SZEKCIO

Ratio 340/380

0,7

1,6 - 1 mM CDC
1,5 <€ >

14
1,3 A
1,2

1

1,0
0,9 ~

0,8 / :
7_

(o
0:

0,6 A

0,5
0,4
0,3
0,2
0.1

AFmax

1 -

6 5 perc

13/c &bra: Reprezentativ gbrbe. 1 mM CDC [Caz]-emelkedést okoz

BAPTA-AM

gy o ca”
- 1 mM Ca”

. Ii- I'

0,1 mM CDC 0,3mMCDC 1 mM CDC

14. &bra: Osszefoglalé diagram. A CDC koncentréacio-fiiggéen emeli a [Ca2+]it
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Nagy koncentracioju (1 mM ) CDC mitokondrium — karosodast okoz

v

gyakorolt hatasat. Azt tapasztaltuk, hogy 1 mM CDC kezelés sulyosan karositotta a
mitokondriumokat, felhiztak, bels6 membranjuk széttéredezett. Mas intracellularis organellumok
nem karosodtak, mint példaul a sejtmag vagy a Golgi-aparatus. Pozitiv kontrollként a
mitokondrialis toxint, CCCP-t (karbonil cianid klorofenil hidrozon) hasznéltunk. Nem volt hasonld
toxikus hatdsa sem 0,3 mM CDC-nek, sem GCDC-nek (15.abra). L = kripta lumen és — :

mitokondrium

Kontroll 1 mM GCDC 1mM CDC 0,3mM CDC 100 uM CCCP

15. &bra. Transzmisszios elekrtonmikroszkdpia. 1 mM CDC és CCCP nagy mértékben karositotta a
mitokondriumokat.

A CDC kezelés jelentésen csokkentette az ATP; -szintet

A Magnesium-green fluoreszcens festéket hasznaltunk az ATP-szintben bekdvetkezé valtozasok
nyomon kovetésére. A Magnesium-green fluoreszcencia-intenzitdsanak ndvekedése a szabad
[MgZ] emelkedését okozza, ami ATP; csokkenésére utal. 0,3 mM vagy 1mM CDC alkalmazasa
szignifikdnsan csokkentette az ATPi-t (16-17. &bra). Pozitiv kontrolinak a mitokondridlis toxin
CCCP-t (100 uM) alkalmaztuk, valamint 5mM DOG (2-deoxi-D-glikéz) és 10 mM IAA-s
(jodoacetamid) kezelést, ami a sejt masik energiatermelé folyamatat, a glikolizist gatolja, ezaltal
csokkenti az ATP-szintet. n = 3-8 beteg/7-23 kripta/12-43 ROI, p <0,05; 1 mM CDC-hez képest

Gal Eleondra 2012.



XXXI. OTDK BIOLOGIA SZEKCIO

1,5 =
Kezelés
1:4 - ( )
1,3 H
o 1.2
L
e
11 — CCCP
.0 - — DOG + IAA
! — 1 mM CDC
o8 Jo_3perc — 0.3 mM CDC

16. &bra: Reprezentativ gorbék az ATP; mérésrél. 1 mM és 0,3 mM CDC jelentds ATP; csokkenést okozott

0;4 T
0;3 T

0:2

AF/Fo

01 +

Hok

1 mMCDC 0.3 mM CDC CCCP DOG+IAA

17. &bra:Osszefoglalé diagram a maximalis fluoreszcencia—intenzitas valtozasokrél

A CDC csokkenti a mitokondrium transzmembran potencialt

A kisérletek soran nem-konjugalt kenodezoxi-kélsavval (CDC) kezeltlik a kolon kriptakat. A CDC
kezelés jelentds csokkenést idézett elé a mitokondrium transzmembran potencialban (MTP), de
0,1 mM és 0,3 mM koncentraciok esetén a karosodas visszafordithatdo volt.1 mM CDC altal
okozott MTP csokkenés irreverzibilisnek bizonyult (18-19. &bra). Ismét a mitokondrialis toxin
CCCP-t hasznaltunk pozitiv kontrollnak. n= 2 beteg/ 2-3 kripta / 13-17 ROI
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1,2 - Kezelés
s (0,1 MM CDC
1 s (.3 MM CDC
0,8 4 m— 1mM CDC
@ 0,6 m——  100uM CCCP
LL
0]4 “
0]2 “
3 perc
O -

18. &bra: Reprezentativ gérbe az MTP-mérésrdl. 0,1 és 0,3 mM CDC kezelés reverzibilisen csokkentette az MTP-t

Mitokondrium transzmembran potencial megvaltozasa

1,0 -
0,9 -
0,8 -
0,7 A

0,6 -
0,5
04
0,3
0,2
0,1
0,0

0.1 mMCDC 0.3mMCDC 1 mMCDC 100 uM CCCP

AF

19. &bra: Osszefoglalé diagram az MTP valtozasokrol. 1 mM CDC irreverzibilis MTP csdkkenést okozott

Az ATP; szint csokkentése mimikéalja a CDC sav/bazis transzporterekre gyakorolt

gatlé hatasat

Az intracelluralis mechanizmusokat kovetéen visszatértlink az iontranszporter aktivitas
méréséhez. Azt tapasztaltuk, hogy az ATP; csokkenés ugyanolyan mértékben csokkentette a
sav/bazis transzporterek aktivitasat, mint ahogyan 0,3 mM CDC kezelést kovetben lattuk. Az
[Caz*] kelator BAPTA-AM el6kezelés azonban nem tudta kivédeni a CDC gatlé hatasat (20-21
abra).
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0,3 mM CDC
_ Kontroll = ~03mMCDC =~ DOG+IAA +BAPTA-AM
1 NHCl NH,CI NH,Cl NH,CI
— —> —> —p
7,4 1

pHi

6,4 -

AE

7.2 1

)

6,8 1
3 perc NHE + NBC

20. abra: Reprezentativ pHi g6rbék. A DOG + IAA kezelés gatolta az alkaldzisbdl és aciddzisbdl valo regeneraciot

L
N A O o

J(B/min)
=
o

oN b O

4,0
35
30
25
2,0
15
1,0
05
00

J(B/min)
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Regeneracié acidézisbdl - NHE + NBC aktivitas

. *
. . |
Kontroll 0,3mM CDC DOG+IAA 0,3mM CDC +
BAPTA-AM

21/a &bra: Osszefoglalo diagramm a szamitott NHE és NBC aktivitasokrol

Regeneracio alkaldzisbdl - AE aktivitas

*
*
. - *
Kontroll 0,3mM CDC DOG+IAA 0,3mM CDC +
BAPTA-AM

21/b &bra: Osszefoglalé diagram a kalkulalt AE aktivitasokrol.
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7,6 1
75 1
7,4 1
73 1
7.2 1
7.1 1

6,9 1
6,8 1
6,7 1
6.6

~ Kontroll R _ 0,3mMCDC .  0,3mM CDC + BAPTA-AM_
Cl-mentes Cl-mentes Cl-mentes
—p — —

5 perc A ___/M\“w

22. &bra: Reprezentativ pHi gorbe a klorid-elvonasos kisérletekrdl. 0,3 mM CDC jelentésen csdkkentette az AE

aktivitasat, @ [CaZ*]--kelator BAPTA-AM elékezelés azonban nem tudta kivédeni a CDC gatlé hatasat.

CI/HCO: cserélo aktivitas

Kontroll 0,3mMCDC 0,3mM CDC + BAPTA-AM

23.4bra. Osszefoglalé diagramm a klorid-elvonasos kisérletekbd| szamolt AE aktivitasokrol.
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Osszefoglalas, konklizid

A vastagbél kulcsfontossagu szerepet jatszik a szervezet folyadékhaztartdsanak fenntartasaban azzal,
hogy napi szinten csaknem 1 liter vizet és ionokat sziv vissza. Ezt a folyamatot, azaz az ionok
meghatérozott iranyba t6rténé mozgatasat a polarizalt epitél sejt réteg teszi lehetévé, mely a kiilénbdzé
transzporterek membranspecifikus elhelyezkedését biztositia. Az ion transzporterek kozll az
elektroneutralis NaCl felszivasban a Na*/H* cseréld 3-as izoformaja (NHE3) valamint a CI/HCOs cserélé
DRA (DownRegulated in Adenoma, anion exchanger, AE) jatssza a legfontosabb szerepet. E két ion
transzporter miikddése egymassal kapcsolt (Musch MW et al.). Korabbi tanulmanyokban ezen ion
transzporterek karosodott mikddését irtak le bizonyos hasmenéssel jar6 betegségekben (Yeruva S et al.,
Farkas K et al., Makela S. et al.). Az is ismert, hogy az epesavak is képesek hasmenést okozni,
amennyiben t0l magas koncentracioban érik el a vastagbelet. llyen patholégias koértimény Iéphet fel az
enterohepatikus korforgas sérilése, példaul ileum-rezekcid esetén, amikor kiiktatjak a vékonybél epesav-
visszaszivasért felelés szakaszat, igy tdbb epe jut a kolonba. Kolecisztektomiat kdvetden is igen gyakori a
kronikus epés hasmenés, amit valdszinlileg a bélbe folyamatosan csordogalé epesav okoz. Maig sem
sikerdlt fényt deriteni arra, hogy az epesavak hogyan okoznak hasmenést, miként befolyasoljak a kolon
epitél sejtek funkciéjat. Néhany rendelkezésiinkre all6 allatkisérletes, valamint sejtkultiran végzett
kisérletbdl tudjuk, hogy az epesavak proszekretoros hatast fejtenek ki a vastagbélben, fokozzék a
folyadék- és elektrolit szekréciot (Keely SJ et al, Keating N et al, Mauricio AC et al). Néhany, évtizedekkel
ezel6tti in vivo human tanulmany is azt igazolja, hogy az epesavak magas koncentracidban serkentik a
folyadék szekréciét a kolonban (Mekhijan HS et al.). Az azonban nem ismert, hogy az epesavak hogyan
befolyasoljak a human kolon epitél sejtek abszorbtiv folyamatait, és mivel az in vitro human vizsgalatok
szinte teljesen hidnyoznak, mi azt tliztik ki célul, hogy megvizsgaljuk az epesavak human kolon epitél
sejtek ion ftranszport mechanizmusaira gyakorolt hatasat. Kisérleteinkhez human kolon biopszias

mintakbdl izolaltunk egyedi kriptakat.

ha egészséges paciensekbdl izolalt kriptdkat kezelink epesavval. Két koncentraciét hasznaltunk, egy
alacsonyabbat (0,1 mM) és egy magasabbat (0,3 mM). Azt az eredményt kaptuk, hogy akut kezelés 0,3
mM nem konjugalt kenodezoxikolsavval (CDC) jelentés mértékben csokkentette a NaCl felszivasért
felelés sav/bazis transzporterek, az NHE izoformak és az AE aktivitasat. A kovetkezd 1épésben tudni
szerettik volna, vajon hogyan hat a kronikus epesav terhelés a kolon epitél sejtek ion transzportereire.

Ehhez a kisérletsorozathoz olyan pacienseket kerestiink, akik ileum-rezekcién vagy kolecisztektomian
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estek at és hasmenés alakult ki naluk a miitétet kovetben. Azért ilyen betegekre volt szikség, mert réluk
feltételezziik, hogy a vastagbelik kronikusan magas epesav koncentracionak van kitéve. Korabbi
publik&ciokban mar bizonyitottak, hogy a kolecisztektémian atesett hasmenéses betegek vastagbelében
kontroll paciensekhez képest akar 10-szer tobb epesav lehet (Arlow FL et al.). Az ileum-rezekalt vagy
kolecisztektomizalt hasmenéstél szenvedd betegeknél szignifikansan csdkkent NHE és AE aktivitdsokat

meértiink a kontroll paciensek kriptain kapott értékekhez képest.

Lattuk tehat, hogy az epesavaknak mind révid, mind pedig hosszl ideig kitett kolon epitél sejtek ion
transzport mechanizmusa jelentés mértékben gatolt. Felmeriilt a kérdés, hogy hogyan képesek az
epesavak kifejteni ezt a gatldo hatast, milyen intracellularis mechanizmusokon keresztll csokkentk a

sav/bazis transzporterek aktivitasat. Erre szerettlink volna vélaszt kapni.

Elészor az Ca?-t vettik célba, mint potencidlis résztvevét az epesavak altal befolyasolt sejten belili
folyamatokban. Ezt arra alapoztuk, hogy korabban mar kimutattdk, hogy az epesavak kalcium-
szignalizaciot indukalnak mas sejttipusokban, nyelécsé epitél sejtekben valamint pankreasz duktalis epitél
sejtekben (Goldman A et al, Venglovecz et al.). Fontos tudni azt is, hogy nemrég kdzolt tanulményokban
az [Ca?*)-emelkedés NHE3-ra és AE-re kifejtett gatlé hatasarol szamolnak be (Cinar A et al, Lamprecht G
et al.). Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy kolon epitél sejtekben a CDC koncentraci6-fliggd
emelkedést valtott ki az [Ca?*]-ban, mely részben kivédheté volt az Ca?*-kelator BAPTA-AM

elékezeléssel, vagy pedig a Ca?* extracellularis oldatbol torténd elvonasaval.

Tovabb kutatva azon intracellularis mechanizmusok utan, melyeken keresztil a CDC kifejtheti ion
transzportereket gatlé hatasat, megnéztik, hogyan befolyasolja az epesav-kezelés a kolon epitél sejtek
energiaszintjét illetve sejtorganellumait. Az ion transzporterek miikodése kdzvetlentil, vagy kdzvetve ATP-t
igényel. Alapul szolgalt tovabba egy nemrég publikalt tanulmany, miszerint pankreasz duktalis sejteknél
nagy dézisu epesav kezelés rongalta a mitokondriumokat, valamint ATP-csokkenést okozott (Maléth et
al.). Kontroll paciensekbdl izolalt kolon kriptak esetén azt tapasztaltuk, hogy nagy koncentraciéju (1 mM)
CDC 10 perces kezelést kdvetden szembetiing, sulyos karosodast okozott a mitokondriumokban:
felhiztak, belsé membranjaik széttdredeztek. A karosodas mértéke dsszehasonlithato volt a mitokondrialis
GCDC-vel val6 inkubalast kdvetéen nem figyeltink meg eltérést egyik sejtalkotéban sem. A
mitokondriumokon kivil az 1 mM CDC-nek nem volt hasonld toxikus hatdsa mas sejtorganellumokra
nézve. Ez nincs teljesen 6sszhangban mas munkacsoportok altal végzett hasonlé vizsgalatokkal, hiszen
Byrne AM és munkatarsai HCT116 kolon epitél sejtvonalon Golgi-fragmentéciot is leirtak 0,3 mM
dezoxikolsavas kezelést kovetben. Valoszinileg ezen hatas érzékenyebb technikaval torténd vizsgalata

szUkséges a human kolon epitél sejtek esetében is.
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Ezt kovetéen kivancsiak voltunk, hogy a mitokondrium strukturalis karosodasa funkciovesztéssel jar-e,
tehat vizsgaltuk a CDC-nek a sejtek ATP-tartalméra kifejtett hatasat. A CDC mind 0,3 mind pedig 1 mM
koncentracioban jelentdsen csokkentette a kolon epitél sejtek ATP-szintjét. Ez a csokkenés 1 mM CDC

esetén irreverzibilis volt.

A mitokondrium transzmembran potencial (MTP) volt vizsgélddasunk kdvetkez6 célpontja, hiszen a
negativ MTP megléte az ATP szintézis feltétele. 0,1, 0,3 és 1 mM CDC kezelést kovetben is MTP
csokkenést figyeltink meg. Ez a hatas 0,1 mM és 0,3 mM CDC esetén reverzibilis volt, az MTP
regeneralodott az epesav elvondsa utan. 1 mM CDC az MTP-t irreverzibilisen csdkkentette, az epesav

elvonasa utan sem tért vissza a kiinduld értékre.

A fenti eredményeket dsszefoglalva, bar 0,3 mM CDC nem okozott lathatd struktiralis mitokondrium-
k&rosodast, de csdkkentette mind az ATP-szintet, mind pedig az MTP-t, tehat képes kart tenni a sejtek
energiaszintjében. Lattuk azt is, hogy a CDC [Ca%]-emelkedést is indukal. Visszatértlink tehat az ion
transzporter aktivits-mérésekhez, hogy megvizsgaljuk, vajon [Ca?*]-emelkedés vagy ATP-csdkkenés all

a CDC gétlo hatasa mdgott.

A kolon kriptékat glikolizis-gatlokkal kezeltik (10 mM DOG + 5 mM IAA), melyekr6l mar bizonyitottuk,
hogy ATP-csokkenést valtanak ki kolon epitél sejtekben. Ebben az esetben ugyan olyan mértéki aktivitas-
csokkenést tapasztaltunk a sav/bazis transzporterek miikddésében, mint amit 0,3 mM CDC kezelésnél
mértiink. Az Ca?*-kelator BAPTA-AM-mel vald elékezelés azonban nem volt képes arra, hogy kivédje a

0,3 mM CDC ion transzportereket gatié hatasat.

Eddigi eredményeink fényében levonhat6 tehat a konklUzio, miszerint human kolon epitél sejtekben a
nem-konjugalt CDC mitokondrialis karosodast, az ATP-szint és a mitokondrium transzmembran potencial
csokkenését okozza, valamint gatolja a sav/bazis transzporterek aktivitasat. Ezek a karos folyamatok
csokkenthetik a vastagbél folyadék és elektrolit-felszivasat és hozzajarulhatnak a krénikus hasmenés
kialakulasahoz.
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Nyilatkozat

Alulirott, GAL ELEONORA Bioldgia szakos hallgato, kijelentem, hogy a TDK dolgozatban foglaltak
sajat munkdm eredményei, és csak a hivatkozott forrasokat (szakirodalom, eszkézok, stb.)
hasznaltam fel.

Munkaim: kolon kripta izolalas, Ca2*-koncetracié méreés, intracellularis pH-mérés és mitokondrium

transzmembran potencial vizsgalatok.

Szeged, 2012. november 5.
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