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Roviditések

ACh — acetilkolin

CCK - kolecisztokinin

([Ca?*)i) - intracellularis kalcium koncentracio

SOCE - Store operated calcium entry

STIM1 - stromal interaction molecule 1

SERCA - szarko- és endoplazmatikus retikulum Ca?* ATP-az
TG — thapsigargin

CPA — ciklopiazonsav

TRP - tranziens receptor potencial

CBA - 4-kloro-2-[[2-(2-klorofenoxi)acetillamino]benzoesav
PM - plazmamembran

AM — apikalis membran

LM — lateralis membran

BM — bazalis membran

NU - sejtmag

SG - szekretoros granulunok

ZG — zimogén

NKCC - Na*-K*-2ClI" kotransporter

NKE - Na*-K*-pumpa

BK - Ca?*-fliggd K*-pumpa

CaCC - Ca?*-fiigg6 Cl-csatorna

PMCA - plazmamembran Ca?*-ATPaz

VT — vad tipusu egér

TRPM4 KO — génkiutott egér

CPA — ciklopiazonsav

9-Ph - 9-Phenanthrol

CBA - 4-Chloro-2-[[2-(2-chlorophenoxy)acetyllamino] benzoic acid
MP — membranpotencial

A.U. — dnkényes egység (arbitrary unit)




|. Bevezetés

A kutatdsom soran enzimatikus emésztéssel izolalt konny- és
hasnyalmirigy acinus sejteken vizsgaltam kulonb6z6 ioncsatornak szerepét, plazma
membranban valé elhelyezkedését és mikodésbeli 6sszeflggeéseiket az intracellularis
Ca?*-koncentracioval [Ca?*]i.

Az els6dleges konnyszekrétum kivalasztasa az egyrétegl epitél
sejtrétegen, egyiranyba transzportalt vizen és ionokon alapszik. Ez a mechanizmus
mind a transzporterek, mind az intracellularis Ca?*-jel aszimmetrikus apiko-bazalis
eloszlasat koveteli meg. Az egér konnymirigy acinus sejtekben a Ca?*-fliggé
ioncsatornak azonositasa és lokalizalasa volt a f6 célunk. Az eredményeink azt
mutatjak, hogy a Ca?*-fliggé K*-aram paxillin érzékeny, elhelyezkedése apikalisan
kifejezett, bazalisan elhanyagolhaté, és a Ca?*-fliggé Cl-arammal azonos
membrankompartmentben helyezkedik el. Mindebbdl feltételezhetd, hogy a K* és a CI-
is az acinuslumenbe szekretalddik, amely magyarazatot ad a primer szekrétum magas
luminalis CI- koncentracidjara (~141 mM), de ellentmond az alacsony K*-
koncentracionak (<17 mM). Az el6z6ekbdl kovetkezik, hogy a K* valamilyen
mechanizmussal visszajut az acinus sejtbe az elsédleges konnyszekrétumbol, ezért
feltételeztik a Na*-K* pumpa jelenlétét a plazma membran apikalis részén. A
hipotézist specifikus Na*-K*-pumpa antitest alkalmazasaval végzett immunfestéssel
ellendriztuk, és igazolast nyert, hogy a bazalis mellett az apikalis oldalon is talalhato
Na*-K* pumpa a konnymirigy acinus sejten. Eredményeink alapjan egy Uj
konnyszekrécios modellt javaslunk, melyben a paracellularis Na*-transzport kiegészul
egy transzcellularis utvonallal, az ehhez sziukséges hajtéerét pedig a Na*-K*-pumpa
biztositja.

Az els6dleges hasnyalmirigy-szekrétum kivalasztdsaban jelentds
szerepe van a hasnyalmirigy acinus sejt [Ca?*]i-janak, ezért célunk az acinus sejtek
Ca?*-fligg6 ioncsatornainak feltérképezése, szereplk tisztazasa volt. A QPCR
tesztink alapjan nagy expressziét mutatott a TRPM4 csatorna a mirigyben, ezért
kisérleteink soran az egér hasnyalmirigy acinus sejtekben vizsgaltuk ezen csatorna
szerepét. A TRPM4 csatorna egy Ca?*-aktivalt nem szelektiv monovalens kation
csatorna, ezért feltételeztik, hogy a szekretagdg stimulus hatasara megemelked6
[Ca?*]i aktivélja azt, és a rajta keresztill a sejtbe aramlé kationok depolarizaljak a sejtet,

a Ca?* hajtdereje lecsokken, igy alacsonyabb lesz a bearamlé Ca?* mennyisége.




Kisérleteink soran patch-clamp mddszerrel igazoltuk, hogy egér hasnyalmirigy acinus
sejten taldlhatd Ca?*-aktivalt Na*-aram, amely a TRPM4 gatldszereivel (CBA, 9-
Phenanthrol) gatolhato volt. Tovabba aram-clamp korulmények kdzott igazoltuk, hogy
amely szintén gatolhatdé volt CBA-val. Annak érdekében, hogy tesztelhessuk a
depolrizacié hatasat a Ca?*-bearamlasra, [Ca?']i méréseket végeztiink, amelyek
alapjan megallapithatd, hogy a Ca?* bearamlas meredeksége TRPM4 génkiltott és
CBA-val kezelt acinus sejteken magasabb a kontrollhoz képest, mig a TRPM4
génkilitott sejteken a Ca?* bearamlasabol szarmazo intracellularis Ca?*-jel amplitudoja
is emelkedett. Az eredményeink alapjan igazolast nyert a hipotézisink, miszerint a
TRPM4 aktivacidja csokkenti a Ca?*-bedaramlas hajtderejét a plazmamembranon

keresztul.




Il. Irodalmi attekintés

Az epitelidlis szovetek eléfordulasa a szervezetben nagyon széleskord,
tobbek kozott a mirigyhamot is epitélium épiti fel. Fontos alaptulajdonsagai ezen
szoveteknek, hogy kevés a sejtkdzotti allomanyuk, a sejtek kdzott pedig kuldnbozé
tipusu sejtkapcsolatok (junkcidk) talalhatdéak, melyek régzitik a sejtek egymashoz
viszonyitott helyzetét. Az emlitett junkciok elvalasztjak a luminalis és az intersticialis
folyadékteret, emellett megakadalyozzak a sejtmembran fehérjekomponenseinek
mozgasat, ezzel elvalasztva a sejtek nagyon kildnbdz6 fehérje-6sszetétell apikalis és
bazalis membranrégiojat. A sejtek polarizaltsaga sejtorganellum szinten is
megfigyelhetd, vagyis az ellatott funkcionak megfeleléen helyezkednek el a

kompartmentumok (1,2).

lI/1. Glandularis epitélsejtek — Hasnyalmirigy és kbnnymimrigy

A mirigyhamot (glandularis epitélium) egy vagy tobbféle, kilonbozé
anyagok szintézisére és szekrécidjara specializalodott epitélsejt alkotja. A mirigyek
lehetnek belsé elvalasztasuak (endokrin), melyeknek nincs kivezetécsovik (duktusz),
ezért kozvetlenil a kornyez6 szovetekbe szekretalnak, és lehetnek kulsé
elvalasztasuak (exokrin), melyek szekrétuma a duktuszon keresztul, kozvetetten jut a
kuls6 kornyezetbe. A tobbsejtl, fehérjetermel6 (szerézus) exokrin mirigyek esetében
két, elhelyezkedését és mikodését tekintve is elkulonitheté sejtcsoportot
kildnbdztetink meg: a tubulusokat kialakité duktalis sejteket és a kis zsebekké
zarodott alveolusokat (acinus) alkotoé acinus sejteket (1). A kutatbmunkam soran a
hasnyalmirigy és konnymirigy exokrin elvalasztasért felelés acinaris epitélsejtjeinek

mikodését (a tovabbiakban acinus sejt) vizsgaltam.

[I/2. A kénnymirigy- és hasnyalmirigy acinus sejtek szekrécios

mechanizmusa

Az exokrin mirigyek, mint a hasnyal-, kdnny- és nyalmirigy megfelel
szekretagog (pl. acetilkolin (ACh) vagy kolecisztokinin (CCK)) hatasara fehérjét és
NaCl-ban gazdag folyadékot szekretalnak. A folyadékszekrécié megértését a patch-
clamp technika fejlédése tette Ilehetévé, amely segitségével kulénb6zd
ionpermeabilitds valtozasokat mértek a szekrécié alatt, és hasonlé valtozasokat

tapasztaltak Ca?*-ionofér jelenlétében is. Ebb6l mar az 1980-as években arra




kovetkeztettek, hogy a szekretagdg stimulaciénal a masodlagos hirvivé a Ca?*,
melynek emelkedése kulonb6zd csatornakat aktivalva elinditia a folyadék- és
enzimszekréciot (2). Az exokrin acinus sejtek elektromos stimulus hatasara nem
alakitanak ki akcios potencialt (nem ingerlékeny sejtek), hanem kilonbdzé fizioldgias
agonistak hatasara a nyugalmi membranpotencial jelentds valtozasa nélkil, belsé és
kils6 kalciumforrasbol emelkedik meg az intracellularis kalcium koncentraciojuk
([Ca?*]i). A megemelked [Ca?*] aktivalja az acinus sejtek szekrécidés mechanizmusait,
mely hatasara az apikalis oldalon az enzimek szekrécidja valosul meg exocitozissal,
illetve ezzel parhuzamosan folyadékszekrécio is zajlik, mely folyamat soran a sejt
bazalis oldala fel6l az apikalis oldala felé az adott mirigyre jellemzé iondsszetétell
folyadék kerll tovabbitasra. Az egyiranyu exocitozis és ionmozgatas feltétele az
acinus sejtek polarizalt felépitése, igy a sejtalkotdk a kdvetkezéképpen helyezkednek
el a sejtben: a durva endoplazmatikus retikulum (RER) és a sejtmag a sejt bazalis
oldalan, a Golgi ciszterna a sejtmag folott, mig az exocitézissal felszabaduld
granulumok a sejt apikalis oldalan talalhatoak. Az acinus sejtek kozo6tti ugynevezett
szoros kapcsolatok (nem valddi tight junction) talalhatdak, melyek a sejtmembrant egy
kisebb apikalis és egy nagyobb bazolateralis membran szakaszra osztjak fel (1. abra).
A membran polarizaltsagara jellemz6, hogy a szekretagdgokra érzékeny receptorok
csak a bazdlis membranban talalhatdak, amelyek aktivalasa elinditia az [Ca?]i
emelkedését el6idéz6 belsd jelatviteli folyamatokat. A bazolateralis oldalon talalhaté a
Na*-K*-2Cl-kotranszporter, amely a kloridot bejuttatja a sejtbe a sejt kdzotti térbdl.
Kizarélag az apikalis membranban talalhaté viszont a kalcium aktivalt klorid csatorna
(Calcium dependent chloride channel — CaCC, jelen esetben TMEM16A), amely a CI
kilepését biztositja a lumen felé. A transzepitelialis folyadék kivalasztasanak 6 lépése
a megemelked6 [Ca?']i hatdsara az apikdlis membranban talalhaté Cl-csatornak
megnyilasa. A folyamatos Cl-utanpoétlast a Na*-K*-2Cl- kotranszporter biztositja,
melynek mikddéséhez a hajtdéerét a Na*-K*-pumpa szolgaltatja. A szekretalt kloridot
koveti a Na" vagy a K* kilépése, akar a sejtbdl kation csatornan keresztul, akar
paracellularisan (ateresztd tight junction) a sejt kozotti térbdl (2. abra) (3,4,5). Ezen

ioncsatornak folyadékszekrécidban betdltott szerepérdl késébb részletesen lesz sz6.




11/3. Intracelluldris Ca’** homeosztazis

A konny- és hasnyalmirigy acinus sejtek a f6 fiziologias szekretagog
anyagokat tekintve részben megegyeznek: muszkarinerg acetil-kolin receptor
(mAChR) mindkett6 sejttipus bazalis membranjaban jelen van, mig a pankreasz
acinus sejteken kolecisztokinin receptor (CCKR) és a gasztrint felszabadité peptid
receptor (gastrin-releasing peptide receptor — GRPR) is talalhatdé. A vegetativ
(paraszimpatikus) neurotranszmitter ACh, illetve a hormon CCK és a szintén
neurotranszmitter bombezin azonos belsd jelatviteli mechanizmussal emelik az
[Ca?*]i-t. Az emlitett agonistak egy specifikus, egymassal rokon 7-transzmembran
domén receptorhoz kotdédnek, melynek hatasara a receptorhoz kapcsolodd
heterotrimer Gq fehérje aktivalddik. Az elinditott belsé jelatviteli folyamat megnoveli a
foszfoinozitid (PI1) specifikus foszfolipaz C aktivitasat, amely a membranban talalhaté
foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfatot (PIP2) bontja szolubilis inozitol-triszfoszfatra (1Ps)
és membran kotott diacil-glicerolra (DAG). Az IP3 az [Ca?*]i emelkedését indukalja, a
DAG pedig a protein kinaz C-t (PKC) aktivalja (6, 7, 8, 9).

11/3.1. Az intracellularis Ca?* raktarak szerepe

Mind a konnymirigy, mind a hasnyalmirigy acinus sejtek stimulacidra
adott Ca?*-jelei jellemz6 id6beli és térbeli tulajdonsagokat mutatnak: akar szekretagdg
stimulacidval, akar a bazalis oldalon mesterségesen kivaltott, teljes sejtre kiterjedd IP3
felszabaditassal (IPs uncaging) emeljik meg az IPs-szintet, a Ca?'-jel elészor az
apikalis sejtrészben figyelhetd meg és csak ezt kdvetden lathatunk teljes sejtre
kiterjed6 Ca?*-jelet (10). A kezdeti, apikalisan megjelené Ca?*-jel egyik magyarazata,
hogy az IP3 receptorok nagyobb aranyban az ER apikalisan talalhat6 membranjaban
helyezkednek el (11). Masrészt a Ca?*-jel mintazatat arnyalhatja, hogy a szekretagog
receptorok és az IP3 termel6dése a tight junction-ok terlletére, vagyis a lateralis
membranszakasz apikalis régiot koruldlel6 szakaszara tehetd, és valoszinileg ez az
IP3 keletkezés és IP3 receptorok kozotti tavolsag is magyarazhatja a kezdeti Ca?*jelek
tér- és idébeli jellegzetességeit (12, 13). Az 1. abra F panelén az IP3 receptorok

elhelyezkedését igazold, immunfestéssel készult képeket mutatja be (14).




InsP,R-3

1. abra Az acinus sejtek membranszakaszai, intracellularis szerkezeti
felépitése, és az IPs receptorok elhelyezkedése

Az A panelen kollagenaz emésztéssel nyert, néhany hasnyalmirigy acinus
sejtbdl allé csoport lathato atesé fényben. Kiilbnb6zb szinnel lathatéak azok
a sejtrészek, melyeket Almassy és mtsai. festettek filtémirigy acinus
sejteken, kilénb6z6 immunfestékekkel (B, C, D, E, F panelek). A
plazmamembran (PM) harom teriilete kiilbnitheté el: AM — apikalis
membran, LM — laterdlis membrén, BM — bazélis membran. EI6
sejtmarkerekkel festett sejtek lathatoak a B, C és D paneleken, a B panelen
emeésztetlen, mig a C és D paneleken emésztéssel nyert sejttripletek
lathatéak. Z6ld szinnel a PM, a bazalisan elhelyezkedé sejtmag (NU), a
perinuklearis mitokondrium sargaval, illetve a zimogéneket tartalmazo




szekretoros granulunok (SG) szintén sargaval lathatéak. Az E és F panel
fultémirigy acinus sejtcsoport immunfestésérol késziilt képeket mutatja, az
E panel a tight-junction-6k (Zonula occludens) elhelyezkedését, mig az F

Ve

A [Ca?!]i emelkedése a sejt apikalis régidjaban jelenik meg elészor,
amely az apikalisan elhelyezked6 ER (az ugynevezett ,trigger zéna”) IP3 receptorain
keresztil felszabadulé Ca?* kbvetkezménye, és amennyiben alacsonyabb fizioldgias
agonista koncentracio (< 100 pM cholecystokinin (CCK), <1 yM carbachol (CCh)) (15)
indukal kalcium-felszabadulast az ER-bél, akkor nem alakul ki teljes sejtre kiterjedd
Ca?*-hullam (12). Ezeknél a szubmaximalis koncentracioknal jellegzetes, oszcillalo,
relative rovid ideig tartdé Ca?*-csucsok regisztralhatéak, melyek feltételezhetéen
energetikailag gazdasagos jelet biztositanak a szekrécidhoz (12). Ezek az oszcillald
Ca?*-jelek az apikalis/granularis terileten lokalizalodnak, tovaterjedé Ca?*-hullam nem
figyelhet6 meg, mely részben az IPs receptorok apikalis elhelyezkedésének (11),
részben a mitokondrialis barriernek kdszonhet6 (16). A hasnyalmirigy acinus sejtekben
harom mitokondrium csoport kulonitheté el: 1) Perigranularis mitokondrium: az
apikalis, granulomokat tartalmazo régioban talalhato és funkcidja a Ca?*-pufferelése
(barrier szerep), illetve az ATP biztositasa a nagy energiaigényl szekrécios
mechanizmusokhoz. Feltételezhetd, hogy szoros kapcsolatban van az ER-mal. 2)
Periférias mitokondrium: a bazalis oldalon talalhatd, feladata az extracelularis térbél
bejuté Ca?* felvétele. 3) Perinuklearis mitokondrium: a sejtmagot kortldlelve védelmet
nyujt a tal magas Ca?*-konentracio okozta apoptozis ellen (17).

Ha nagyobb, de még mindig fiziolégias agonista koncentracié (> 300 pM
CCK, > 1 uM CCh) (18) valtja ki a kalcium felszabadulast, akkor apiko-bazalis iranyban
hulldmszerten terjed6 emelked6 intracellularis kalcium koncentracié emelkedés
figyelheté meg, és ebben a folyamatban az apikalis membranban nagy slrliségben
megtalalhaté IPs receptorokon kivul a bazalisan elhelyezked6 RyR-ok is szerepet
jatszanak. A RyR mind a 3 izotipusa kifejezddik a kdnny- és a hasnyalmirigyben, de
eltér6 aranyban (19, 20, 21). A RyR-t az IP3 receptoron keresztul az intracelluaris térbe
jutd, ER-bdI felszabadulé Ca?* aktivélja, és ezt az dngerjeszté folyamatot nevezziik
kalcium indukalt kalcium felszabadulasnak (CICR). Ugyanakkor az IP3 receptort az IPs3
érzékenyiti a Ca?*-kotédésére, igy az IPs receptoron felszabadulé Ca®* maga is
aktivalja a csatornat (IPs jelenlétében). A RyR és az IPs receptor Ca?*-indukalt
regenerativ Ca®*-felszabaditdsa eredményezi a telijes sejtre kiterjed6 Ca?*-szint

emelkedést, amely még mindig fiziologias valasznak tekinthet6 (22, 23, 24).
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Szupramaximalis szekretagdg koncentraciot (>1 nM CCK, >1 mM CCh)
alkalmazva a RyR-ok oly mértékben feler6sithetik a Ca?*-jelet, hogy az mar
patofizioldgiassa valik. A magas [Ca?']i eredményeként a lizoszémak és a zimogén
tartalmu vezikulumok fuzionalnak, a lizoszomalis proteazok aktivaljak a zimogéneket
és az intracellularis térben az aktiv enzimek a sejt dnemésztését okozzak, ami
hasnyalmirigy gyulladas kialakulasahoz vezet (25, 26, 27, 28, 29).

Az ER mellett mas jelentés Ca?*-raktarak is jelen vannak az acinus
sejtekben, melyek a zimogéneket tartalmazo szekrécios granulumok és a lizoszémak.
Ezeket a raktarakat savas Ca?*-raktaraknak nevezziik, a vezikulumban uralkodé savas
pH miatt, és a Ca?* valamilyen proton — Ca?* kicserélé6 mechanizmussal juthat be a
raktarba. A telies Ca?*-jelhez 15%-ban jarul hozza a savas raktarakbol felszabadul
Ca?*, mintegy felerésiti a Ca?*-szint emelkedést, melyet az IPs receptor elinditott. A
savas organellumokbdl a Ca?*-kiaramlas NAADP (nikotinsav adenin dinukleotid
foszfat) receptorokon keresztil valosul meg. A NAADP receptora a TPC (two pore
channel), amelyen kozvetlenul kotddve hat a NAADP, mig a RyR-t és az IPs receptort
kozvetetten aktivalja a CICR mechanizmuson keresztll. Sokat kutatott tertlet, hogy
miként hat kolcson a RyR, az IP:R és a TPC a Ca?'-jel kialakitasaban, és az
oszcillaciék generalasaban, illetve hogy milyen kdlcsdnhatas van a raktarak kozott.
Egyrészt térben elég kozel vannak egymashoz ahhoz, hogy kolcsdnhassanak,
masrészt szerepet jatszanak olyan aktivalészerek a Ca?*-jelatvitelben, melyek a Ca?*-
felszabaditast mind az ER-bdl és mind a savas organellumobrdl aktivaljak (az IPs, a
ciklikus adnozin-difoszfat-rib6z (cADPr) és a NAADP), ezzel egy nagyon komplex
szabalyozé mechanizmust kialakitva, amely tobb pozitiv visszacsatold kort is
tartalmaz. A savas organellumokbol NAADP hatasara felszabadul6 kalciumnak egyre
nagyobb szerepet tulajdonitanak az exocitézis szabalyozasaban (11, 30-35). A cADPr
es a NAADP eltér6 szerepet kap a hasnyalmirigy és a konnymirigy acinus sejtek
intracellularis kalcium koncentraciojanak szabalyozasaban, ugyanis a cADPr indukalt
kalcium felszabadulas sokkal inkabb CCK stimulalashoz kapcsolt, a kdnnymirigy
acinus sejtek viszont nem rendelkeznek CCK receptorral, illetve a savas organellumok
mennyisége €és elhelyezkedése is eltérd, ami a CADPr jelentéségének kulonbozésegét
okozza. Mindezek mellett fontos megemliteni még, hogy fiziolégias koncecntracidban
az ACh nem, de a CCK aktivalja a foszfokinaz A (PKA) enzimet, amely foszforilalja az

IP3 receptort, ezzel ndvelve a kalcium felszabadulast (4, 36, 37).




11/3.2 Az extracellularis térb6l szarmazé Ca** szerepe

Putney 1986-ban fogalmazta meg a receptor-vezeérelt kalcium belépés
modelljét, ahol az ER Ca?*-raktar Uriilését kovetéen az extracellularis térbdl bearamlo
Ca?* segit a raktar Ujratoltésében. Mivel a felszabadult Ca?* egy részét a plazma
membran Ca?*-ATP-az kijuttatja a sejtbél, igy a hosszan tarté Ca?*-jel fenntartasaban,
ezzel a szekréciés mechanizmusok folyamatos mikédtetésében fontos szerepe van
ennek a kils6 Ca?*-forrasnak. Kisérletesen IP3, ionomycin vagy EGTA kalcium kelator
alkalmazasaval Uritették a raktarakat, melynek hatasara egy elnyuijtott, befelé iranyuld
Ca?*-aramot regisztraltak, amely az IP: adagolasanak felfliggesztését kovetden
egészen addig fennalt, mig az ER Ca?*-szint vissza nem allt a kiindulasi értékre. Ezt a
feszlltség-fliggést nem mutatd, befelé iranyuld Ca?*-felszabadulas aktivalt Ca?*-
aramot nevezzik CRAC armanak (calcium release activated calcium current — Icrac,
kapacitativ Ca?*-aram) (56, 57). A raktariritéshez kapcsolt kalcium bearamlas (Store
operated calcium entry — SOCE) soran bearamlo Ca?* a bazalis oldalon jut be a sejtbe,
majd a periférias mitokondriumba és ER-be kerll. A mitokondrium és az ER
kapcsolatban all egymassal, illetve maga az ER is folytonos egésznek tekinthet6, a
felvett Ca?* pedig az ER-ben masodpercek alatt eljuthat a sejt apikalis oldalara, ezzel
biztositva a folyamatos Ca?* utanpaétlast. Viszont alacsony szekretagog stimulalasra
hosszu ideig képes oszcillalé Ca?*-jelet adni a sejt anélkil, hogy a SOCE miikédésbe
lépne, mivel a SERCA pumpa vissza tudja venni a kis mennyiségl, szakaszosan
felszabadul6 kalcium nagy részét az ER-be (38-41), és igy a plazma membran kalcium
ATP-az (PMCA) elhanyagolhatd mértékben Uriti az ER Ca tartalmat.

Miutan az ICRAC aramot felfedezték a patch-clamp technika
segitségével, elindult a molekularis hattérmechanizmusok feltérképezése (42).
Kiderllt, hogy a SERCA pumpa irreverzibilis gatlészerével, a thapsigarginnal (TG)
indukalhaté, ugynevezett TG-szenzitiv aram, vagyis az ICRAC aktivalasaban egy, az
ER-ben talalhaté transzmembran fehérje, a STIM1 (stromal interaction molecule 1)
jatszik kulcsszerepet (43). A STIM1 ER-be nyulé EF doménje érzékeli a raktar kalcium
toltottségét, és ha a Ca?*-koncentracié csokken, olyan konformacié valtozast szenved
ennek hatasara, amely a STIM1 oligomerizaciojat és transzlokaciojat eredményezi az
ER plazmamembranhoz kozeli részére. Azokon a pontokon, ahol nagyon koézel tud
kerlUlni egymashoz a két membranszakasznak, ugynevezett punktak jonnek létre
ilyenkor a STIM1 és az Orai fizikai kapcsolédasa miatt (44, 45, 46), és ezeken a

pontokon Ca?* Iép be a sejtbe. Sokaig gy gondoltak, hogy csak jelentés raktaririlés
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indithatja be a SOCE-t, viszont alacsony, de hosszan tarté fiziologias szekretagog
stimulacié hatasara is, mikor még csak az apikalis Ca?*-oszcillacio jelenik meg az
acinus sejtekben, kimutathaté olyan jelentés atmeneti Ca?*-koncentracié csokkenés
az ER-ben, ami mobilizalja a STIM1-et (47).

A CRAC-ért felelés ioncsatorna a Drosophila S2 sejteken az olf186-F gén
altal kodolt, melyet Orai génnek neveztek el. Az ennek megfelel6 human gén a 12-es
kromoszoman kodolddik, és mutacidja sulyos kombinalt immundefektust (SCID) okoz
(48). Az Orai csatorna 6 alegységbdl épul fel (hexamer), melynek megnyilasata STIM1
direkt fizikai kontaktussal okozza, az ugynevezett SOAR régidjaval (STIM1 Orai
activating region) kapcsoldédva az Orai csatornahoz (49, 50, 51).

Az Orai csatornan bearamlo Ca?* csak az egyik komponense a CRAC
aramnak, emellett a tranziens receptor potencial (TRP) csatorna csalad is szerepet
jatszik a SOCE aramban. Kezdetben TRP overexpresszald Sf9 sejteken mutattak ki a
thapsigargin-érzékeny Ca?*-aramot, amelynek ionszelektivitasa eltér az CRAC
arametol (52). Késdbb, a TRP receptor-szupercsalad farmakoloégiai modulatorainak
fejlédésével sikerult azonositani, hogy a SOCE-ban szereplé TRP receptorok a
kanonikus csalad (TRPC) tagjai. Ezen belll az 1-es és 3-as tipus az, ami mind a
hasnyal-, mind a konnymirigy acinus sejtekben megtalalhatéak. Mindkettd nem
szelektiv Ca?* csatorna. Kiilonb6zé6 membran lipidek (PIP2, DAG, koleszterol)
aktivaljak a TRPC receptor csaladot (53, 54), de az Orai csatornahoz hasonldéan a
STIM1 fehérje is aktivalhatja éket (55). S6t, molekularis és biokémiai adatok alapjan
ugy tdnik, hogy a STIM1/TRPC/Orai-1 tercier komplex részt vesz a CRAC aram
kialakitasaban (56).

11/3.3 A Ca?*-oszcillacié szabalyozasa

Az alacsony szekretagdg stimulaciéra megjelené Ca?*-oszcillacid
nagyon fontos szerepet jatszik az acinus sejt szekrécids tevékenységében. Az
oszcillacio kozvetlen kivaltéja az IPs-IPsR dtvonal aktivacidja, a visszacsatolo
szabalyozast pedig a Ca’" adja. Két elmélet létezik az oszcillacié kialakulasara:
1) Egyenletes IP3 koncentracio mellett, a Ca?* valtakozva pozitiv-negativ visszacsatold
mechanizmussal aktivalja-gatolja az IPs receptort.

2) A valtozo IP3 koncentracié miatt alakul ki, ami annak kdszénhet6, hogy a Ca?* a

foszfolipaz C-t (IP3 termelés) és a 3-kinazt (IPs lebontas) is szabalyozza (57).
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Kulonboz6 sejtekben az oszcillacié extracellularis Ca?*-koncentraciétol vald fliiggése
eltér6. Vannak sejttipusok, ahol csak az intracellularis raktaraknak és vannak,
melyeknél az extracellularis Ca?*-nak is szerepe van az oszcillacié kialakitasaban.
Erdekes, hogy a hasnyalmirigy acinus sejtben a 70 nM ACh-nal kivaltott oszcillaciok
megszliinnek, ha az extracellularis térben a [Ca?']-t 1,2 mM-rél 100 nM-ra
csokkentették, majd az ACh koncentraciot 100 nM-ra emelve Ujra kivalthaté volt (58).
Ennek az eredménynek az a magyarazata, hogy a nagyobb szekretagdg stimulacioval
tobb Ca?* szabadult fel az ER-bdl, amely a csokkentett extracellularis Ca?*-
koncentracié ellenére is kivaltotta az oszcillaciét. Megforditva a gondolatmenetet pedig
arra a kovetkeztetésre jutunk, hogy a sejt Ca?*-toltéttsége (az ER és a citoplazma
Ca?*-tartalma Osszesen) kulcsszerepet jatszik az oszcillacié kialakulasaban, a sejt
megfeleléen magas Ca?*-toltottsége nélkll az oszcillacid nem tud kialakulni. Ezt az
elméletet az oszcillaciok kialakulasanak, frekvenciajanak és amplituddjanak
megértésehez kidolgozott matematikai modell is alatamasztja, mely szerint
amennyiben a Ca?*-t6ltottség kiiszob felett van, akkor elég citoplazmatikus Ca?* van
az IP3R aktivalasahoz és elég Ca?* van az ER-ben ahhoz, hogy a hajtéeré meglegyen
a Ca’*-felszabadulashoz. Amennyiben kiszob ala esik a Ca?*-toltottség, az
oszcillaciok ledllnak (59). Az oszcillacio frekvenciajaval foglalkozé kutatasok egyre
nagyobb szerepet tulajdonitanak a frekvenciakddolt szabalyozasnak a kilénb6zé

élettani folyamatokban, melyet eddig a tudé és arteriola simaizmok esetén irtak le (60).

11/3.4 Az intracellularis Ca%*-szintet cs6kkenté mechanizmusok

Ahhoz, hogy az acinus sejtek az akar 1 yM koncentracidig emelkedd
Ca?*-szintet a nyugalmi 50-200 nM [Ca?*]-ra vissza tudjak allitani a szekretagdg
stimulust kovetéen, szikség van Kkalcium eltavolitdé mechanizmusokra. Az
extracellularis tér fel6li nagy koncentracio gradiens, az ER-bdl szivargd Ca?* és a
negativ intracellularis potencial mind a citoplazmaba hajtjak a Ca?*- ot, ezért a Ca?*-
szint csOkkentése citoplazmaban energiaigényes folyamat. Az egyik lehetéség, hogy
a plazma membran Ca?* ATP-az (PMCA) az extracellularis térbe pumpalja a Ca?*-ot.
A PMCA aktivitdasa nyugalmi kalcium szintnél is megfigyelhet6, de a Ca?* és az
agonista stimulacié okozta foszforilacio noveli az aktivitasat egészen a 400 nM-os
kalcium koncentracional jelentkezd telitédéséig (61). A masik jol leirt mechanizmus a
kalcium visszavétele az ER-be a szarko- és endoplazmatikus retikulum Ca?* ATP-az

segitségével (SERCA). A SERCA pumpa j6l ismert gatloszerei a thapsigargin (TG) és
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a ciklopiazonsav (CPA), melyek membran-permeabilisek, igy segitségukkel anélkil
valtoztathaté az ER-ben raktarozott kalcium mennyisége és aktivalhaté a SOCE, hogy
a sejtek karosodnanak. A CPA nagyobb vizoldékonysagu, mint a TG, ami lehet6vé
teszi a kimosasat a sejtbél, ezzel részleges raktaruritésre is alkalmas (62), mig a TG
irreverzibilis gatloszer.

A harmadik Ca?*-eliminald6 mechanizmus, a mitokondrium altali kalcium felvétel
rengeteg kérdést valaszolt meg a Ca?*-jel térbeli eloszlasaval kapcsolatban. Sokaig
ugy gondoltak, hogy csak patolégiasan magas kalcium szintnél van jelentésége, a
mitokondrialis kalcium uniporter (MCU) alacsony kalcium affinitasa miatt. Viszont
frissebb kutatasok szerint fizioldgias koérilmények kozott is mikodik az MCU, aminek
a magyarazata az lehet, hogy az MCU-ok nagyrészt az IPsR mikrokdrnyezetében
talalhatéak, ahol nagyon magas kalcium koncentracio lehet lokélisan. A
mitokondriumok egyik fontos feladata, hogy ATP-t szintetizalnak, mely folyamat
sebességmeghatarozé |épése a piruvat dehidrogenaz (PDH) enzim aktivitasa. A
megemelkedd [Ca?']i aktivdlia a PDH enzimet, ezzel a mitokondrium ATP
szintézisének sebessége nd, mely lehetbvé teszi a hosszan tartd szekréciot. A
mitokondrium masik fontos feladata a kalcium jel apikalis régiora korlatozasa. Az ER
apikalis régiojaban mérhet6 a legnagyobb IP3 érzékenyseég, illetve az immuncitoldgiai
mérések is azt tamasztjak ala, hogy az IPsR-ok dominansan az ER apikalis régidjaban
helyezkednek el. Ennek kovetkezménye, hogy szekretagdg aktivacié hatasara az
apikalis térben emelkedik meg elészor a [Ca?*], azonban az apiko-bazalis hataron
elhelyezkedd mitokondrium Ca?* pufferként viselkedik és az MCU-k segitségével
felveszi a felszabadult Ca?* egy részét. Késébb a felvett Ca?* fokozatosan szabadul

fel a mitokondrialis Na*-Ca?* exchanger segitségével (63).

11/3.5 A Ca?*-szerepe az akut hasnyalmirigy-gyulladasban

Az acinus sejt ACh-val, CCK-val, epesavakkal, illetve bizonyos alkohol
metabolitokkal, zsirsav-etil-észterekkel (FAEE) torténd tulstimulalasa az [Ca?]i teljes
sejtre  kiterjed6, magas amplitudoju, hosszan tarté (csucs-platdé tipusu)
megemelkedését, a zymogének intraacinaris aktivalédasat, és a sejt onemésztését
okozza, ami vegsé soron akut hasnyalmirigy-gyulladashoz vezet. A betegség
leggyakoribb oka az epekd, mivel az epevezetékek elzarodasa és az epe refluxa miatt
az epesavak koncentracidja a hasnyalmirigyben rendkivil magas (mM) értéket érhet

el (27). A pancreatitis masik rizikofaktora a mértéktelen alkoholfogyasztas, melynek
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karos hatdsat az alkohol szarmazékai, a FAEE-k kozvetitik. Husein és Petersen
munkacsoportja kimutatta, hogy a FAEE-ek és az epesavak az IP3R-ok kozvetlen
serkentésével valtjak ki a toxikus mérték(i Ca?*-felszabadulast. Kisérleteikben
azonban a palmitoleinsav-etil-észter (POAEE) és a taurolitokolsav-3-szulfat (TLCS) az
IP3R-ok teljes gatlasa mellett is szabaditott fel Ca2*-t, ami arra utal, hogy ezek a
vegyuletek nemcsak az IP3R-t-, de a RyR-t is alloszterikus mechanizmussal aktivaljak.
Az sem zarhato ki azonban, hogy a POAEE és a TLCS a savas vezikulumok kétporusu
Ca?* csatornainak megnyitasaval szabaditanak fel Ca?*-t, ami CICR-hez vezet (27, 64-
67).

A RyR teljes sejtre kiterjedé Ca?*-jel kialakitasaban és felerésitésében
betdltott szerepét igazolja, hogy a RyR gatlészer dantrolén alkalmazasa hatékonynak
bizonyult a szupramaximalis szekretagdg agnistaval (carbachol 1 mM, caerulein 100
nM) kezelt hasnyalmirigy acinus sejtekben a zimogének intracellularis aktivaciojanak
kivédésében (67). A masik, jelenleg intenziven kutatott terilet a SOCE hatasa a
kulonb6z6 daganatok, illetve a hasnyalmirigy-gyulladas kialakitasaban. A kutatasok
eredménye azt mutatja, hogy a CCK receptor-agonista caerulein altal indukalt SOCE
emeli a Ca?* koncentraciot a sejtben, a Ca?*-kotott calmodulin pedig a calcineurint
aktivalja, amely kulénb6z6 transzkripcios faktorok (NFAT, TFEB) aktivalédasahoz
vezet, mely kemokinek az 6nemésztéshez kapcsolhaté géneket aktivaljak, ezzel a sejt
gyulladasat és onemeésztédését eredményezik. A folyamatban mind a STIM1/Orai,
mind a TRPC1 szerepet jatszhat (68, 69). Az intracellularis térben az emésztéenzim
prekurzor tripszinogén enzimatikus hasitasa tripszinné egy lizoszomalis proteinaz
jelenlététdl figg. A lizoszomalis cisztein proteinaz catepsin B (CTSB) enzimet kddolo
ctsb gén kiutésekor egerekben 90%-kal kisebb volt a cerulein-indukalt hasnyalmirigy-
gyulladas kdvetkeztében megndvekedd tripszin aktivitas a kontrollhoz képest (71-72).
A CTSB-t tartalmazé lizoszéma fuzidja a tripszinogént tartalmazé vezikulummal
makrofagokban is lejatszédhat, miutan a hasnyalmirigy nekrézist kbvetéen fagocitaljak
a tripszinogént, mely folyamat szisztémas gyulladast idéz el6, mely sulyosabb

hasnyalmirigy-gyulladashoz vezet (72).

11/3.7 A Ca?*-szerepe a kbnnymirigy korélettanaban

A szemszarazsag a tarsadalom 5-10%-at érint6 szemészeti probléma,
ezért a konnyszekrécid6 mechanizmusanak megértése feltétlenll szikséges a

patomechanizmus tisztazasahoz és Uj gyogyszer célpontok feltérképezéséhez. A
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szemszarazsagot a konnymirigy szekrécids tevékenységének elégtelen mikddése
okozza. A legismertebb szemszarazszaggal jar6 korkép a Sjogren-szindroma,
melyben a konnymirigy acinus sejtek beidegzése karosodik, legtobb esetben a
haromosztatu agyideg (Nervus trigeminus (V.)) érintett. Az autoimmun betegségben
olyan gyulladaskelt6 citokinek termel6dnek, melyek csokkentik az idegvégz6désbdl a
neurotranszmitter felszabadulasat, ezzel az acinus sejtek szekretagdg aktivalasu
beidegzése séril (73). Alacsony szekretagdg stimulus hatasara nem tud annyi Ca?*
felszabadulni a belsd raktarakbdl, hogy megfeleléen indukalédjon a SOCE, igy az
extracellularis térb6l sem érkezik elegendé Ca?*. A SOCE fontossagat az is
hangsulyozza, hogy a STIM1 és STIM2 génkiutott allat a Sjérgen szindréma tlineteit
mutatja (74). A megemelkedd intracellularis Ca?* aktivalja az aquaporin 5 csatornak
membranba val6 kihelyezédését is, melynek hidanyaban szintén a folyadékszekrécio
csokkenése figyelheté meg (75, 76). A kalcium jelatvitel sok ponton hasonlit a
konnymirigy és a hasnyalmirigy acinus sejtekben, van azonban egy igen fontos
kilonbség a Ca?*-oszcillacié mintazatukban. A hasnyalmirigy acinus sejt esetében
korabban leirt Ca?*-oszcillacio egy nagyon finoman szabalyozott mechanizmus, a
novelése plato-szeri elnyulé Ca?*-szint emelkedésbe valthatja at az oszcillaciét. Ezzel
szemben a konnymirigy acinus sejtekben viszonylag széles szekretagdg agonista
koncentracié tartomanyban (0,5-1,5 yM methacholin) megjelenik az oszcillalé Ca?*-jel,
amelynek jellegzettessége, hogy egy emelkedett Ca?*-szinten lathaté az egyenletes
frekvenciaju oszcillacioé (75).

Tekintve, milyen sok embert érint a szaraz szem szindréma, fontos a kdnnyszekrécio

mechanizmusanak minél pontosabb feltérképezése, a szekrécios modell kiegészitése.
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/4. A kalcium célmolekulai

Az acnius sejtek szekrécios mechanizmusaban a Ca?*-nak kdzponti
szerepe van. Az acinus sejtek plazmamembranja harom fontos Ca?*-fliggd
csatornatipust tartalmaz: a lumindlis membranban elhelyezkedé Ca?*-figgé CI-, a
bazalis elhelyezkedésii Ca?*-fliggd K*, és a bazalis membranban helyet foglaldo Ca?*-

fuggé nem-szelektiv kation csatornakat (18).

11/4.1 Ca?*-fiiggo klorid csatornak (Calcium activated chloride
channels — CaCCs)

Az altalunk vizsgalt exokrin mirigyekben a neurotranszmitter vagy
indukalja. Az apikalis oldalon a lumenbe kijuté Cl-dal azonos mennyiségi Cl-nak kell
a bazolateralis membranon keresztul a sejtbe jutnia, melynek magyarazatara két
elmélet is szlletett.

Az elsé hipotézis alapja Kassai és Augustine 1990-ben publikalt, az
elséként az apikalis régiéban emelkedik meg a Ca?*-koncentracid, igy az apikalisan
elhelyezkedd Ca?*-fliggé Cl-csatornak aktivalodnak az elsé fazisban (push). Ekkor a
membranpotencial (Vm) negativabb értéken van a Cl- egyensulyi potencialjahoz (Eci)
képest, ezzel a hajtéerd biztositott a Cl- sejtbdl torténd kilépéséhez. A masodik
fazisban a Ca?*-szint a bazalis oldalon is megemelkedik, amely a bazalisan
elhelyezkedd Ca?*-fliggé nemszelektiv kation- és Cl-csatornakat aktivalja. Az apikalis
Cl-szekrécio és a Ca?*-fliggd kationaram eredményeként a membran depolarizalodik,
ezzel megvaltozik a Cl-hajtéeré (Vm > Eci), és Cl 1ép be a sejt bazalis oldalan (pull).
Ezt az elméletet nevezzik ,push-pull” modellnek (77). A modell feltételezi, hogy
bazolaterdlisan is helyezkednek el CaCC-k, az apikalis Ca?*-jel és CaCC aktivitas
gyorsan deaktivaladik, illetve egy Ca?*-fliggd kationaram depolarizalé hatasat, mely a

Cl-hajtoerejét megforditja, igy az intracellularis térbe juthat a Cl- (2. abra).
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Vm < Eg, Vm > Eg,

2. abra Az egyiranyu CI-szekréciét magyarazé ,,push-pull” modell
(Kassai és Augustine 1990).

A kalcium koncentracio el6szér az acinus sejt apikalis oldalan emelkedik
meg, a Cl-csatornak is ezzel 6sszehangoltan az apikalis régioban nyilnak
meg (,poush”), majd a bazolateralis régioba atterjedé Ca?*-hullamnak
kdszbnhetd az ott elhelyezkedd CI csatornék megnyilasa (,pull’) (77).

A masik hipotézis kidolgozéi, Park és munkatarsai, Ca?*-uncaging
modszerrel vizsgaltak a szekrécios mechanizmust. A hasnyalmirigy acinus sejt
kilonb6z6 régidiban a [Ca?’] megemelésével aktivaltdk a Ca’*-érzékeny CI-
csatornakat, és parhuzamosan patch-clamp technikaval végezték a Cl-aram méréseét,
feltérképezve ezzel a CaCC-k térbeli elhelyezkedését. A Ca?*-uncaging soran
nitrophenyl-EGTA csapdazza (cage) a Ca?*-ot, amely 351 nm hullamhosszu lézerfény
impulzussal szabadithaté fel (uncaging), s a fény a sejt adott régidjara iranyitva
lokdlisan okozott Ca?*-koncentracid6 emelkedést, melyet Fluo-4 Ca?*-érzékeny
festékkel mértek. A meéréseik eredménye azt mutatja, hogy csak az apikalis
membranban talalhatéak CaCC-k, mivel csak az apikalis membran mellett végzett
Ca?*-uncaging soran jelent meg Cl-aram (4). Azokban a szévetekben, ahol a CaCC-

kat leirtdk, immunhisztokémiai vizsgalatok az anoctaminl (ANO1) gén altal kédolt
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transmembrane protein 16a (TMEM16a) csatornat mutattak ki. Az acinus sejteken
végzett immunhisztokémiai vizsgalatok nagyfokiu ANO1 expresszidét mutattak, és a
fest6dés a sejtek apikalis régiojaban volt kifejezett (78). Ezen vizsgalatok a korabban
leirt ,push-pull” modellt elvetették, hiszen a bazalis oldalon CaCC-k nem talalhatéak.
A folyamatos szekréciohoz a Cl-forrast a bazalisan elhelyezkedd Na*-K*-2 CI-
kotranszporter biztositja.

A TMEM16a csatorna aktivitasat viszont nem csak a Ca?* befolyasolja,
hanem a feszultség is. A membranpotencial minél pozitivabb, a kalcium affinitasa a
csatornahoz annal nagyobb, amely ugy is értelmezhetd, hogy a Ca?* fesziltség-
fluggetlen modon kétédik a feszliltség-érzékeny konformacidju csatornahoz (79). 2017-
ben Dang S. és mtsai. krio-elektromikroszkop segitségével meghataroztak a
TMEM16a szerkezetét és azonositottak a Ca?*-kotGhelyet kialakité aminosavakat. A
szerkezet ismeretében és aTMEM16a overexpresszalt HEK293 sejteken végzett
patch-clamp méréseik alapjan megallapitottak, hogy az els6 Ca?*-kétédése (30 nM
Ca?*) olyan konformaciovaltozast idéz eld, amely lehetdvé teszi a csatorna fesziiltség-
flggdé megnyilasat, mig ha a masodik Ca?*-kothely is telitédik (1 mM Ca?*),
megjelenik egy feszlltség-fliggetlen aramkomponens is (80, 81).

A szekretoros epitélsejtekben a nyugalmi Ca?*-koncentracié 50-200 nM,
mig a nyugalmi membranpotencial -50 mV koruli érték, és ilyen koralmények kozott a
CaCC-k nem aktivak. A CaCC-k szerepe dominans az acinus sejtek folyadék- és
elektrolit-szekrécidjaban, ugyanis szekretagdg stimulaciora a [Ca?*]i elérheti az 1 M-
os értéket, mig a membranpotencial valtozatlan marad, igy a CaCC-k aktivalédnak és

a sejt apikalis oldalan CI- aramlik ki (1).

11/4.2 Ca?*-fligg6 kalium csatornak

Altalanossagban harom kiilénbdzé tipusat kiildnboztetjik meg a Ca?*-
fugg6 K*-csatornaknak: nagy (big — BK), kdzepes (intermediate — IK) és kis (small —
SK) konduktanciajuakat. A csatorna csalad legmeghatarozobb tagja a BK csatona
(KCal.l), amely a szekretos sejtekt6l az agyig mindenhol megtaldlhaté a
szervezetben. A nagy konduktanciaja (~100-300 pS) miatt maxiK néven is emlitett
csatornat mind a membran depolarizacio, mind az [Ca?*]i emelkedése aktivélja, és a
membran repolarizaciojat és a fesziltség-fliggé Ca’*-csatornak zarasat okozza,

negativ visszacsatolassal szabdlyozva a sejt [Ca?']i homeosztazisat (82). A
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kutatasaim soran nem ingerlékeny sejteket hasznaltam, amelyeken feszultség fliggd
kalcium csatorna nem talalhato.

A BK csatorna fehérjét a Slo1 gén kodolja, négy fehérje alegység alakit
ki egy funkcionalis csatornat. A Slo1 fehérje 7 transzmembran alegységet tartalmaz
(S0-S6) és egy nagy citoplazmatikus C-terminalis szakaszt. A feszlltség érzékelésért
az S1-S4 alegységek (voltage sensing domain — VSD), a pérus formalasaért az S5-S6
alegységek (pore-gate domain — PGD), az intracellularis Ca?* érzékeléséért pedig a
C-terminalis alegység felel (regulatory domain for K* conductance — RCK domain).
Mivel négy alegység alakit ki egy mikodé csatornat, ezért négy RCK domain van, és
négy Ca’*-kot6hely all rendelkezésre. A csatorna Ca?* kotédése nélkil is nyilik
depolarizacié hatasara, hiszen a VSD hasonléan mikdodik, mint egy hagyomanyos
feszlltség-érzékeny Kt-csatorna (Kv) esetében, viszont ilyenkor a félaktivald
feszliltség magas. A Ca?*-kotéhelyek toltédésével tolodik egyre inkabb balra az aram-
feszliltség gorbe, ami egy kooperativiv kdlcsénhatassal magyarazhaté, vagyis minden
egyes Ca?* kotédésével egy masik, fesziiltségre érzékenyebb konformaciot vesz fel a
csatorna. Viszont 6nmagéaban a Ca?* kotédése is nyithatja a csatornat, depolarizacid
nélkil. Az IK és az SK csatorndk szintén Ca?*-érzékenyek, de fesziiltség
érzékenységet nem mutatnak. Erdekes ezen kiviil az is, hogy bizonyos sejtekben,
melyekben az IK és BK csatornak is kifejez6dnek, azok egymashoz kdzel
helyezkednek el a membranban, és az IK csatorna aktivacidjakor gatolja a BK
csatornat (83, 84, 85).

Az elsédleges konny-, hasnyal- és nyalszekrétumok alacsony K*-
tartalmuak, illetve a plazmahoz hasonlé Na* és Cl- 6sszetételli izoozmotikus oldatok.
A konnymirigy-szekrécio kialakitdsaban a Na*® bazo-apikalis iranyu elektrokémiai
gradiense jatszik kulcsszerepet, melyet a Na*-K* ATPaz hoz létre, és ez szolgal
hajtéeréként a Na*-K*-2Cl- kotranszporter, a Na*-H* antiporter és végsd soron a Cl--
HCO3" antiporter mikodéséhez is. Jelenlegi tudasunk szerint az emlitett
transzporterek a bazolateralis membranban helyezkednek el. A transzporterek
mikodése eredményeként a K* és a CI felhalmozdodik a citoplazmaban. Amikor az
[Ca?*]i megemelkedik, akkor a Ca?'-fligg6 CI- csatornak megnyilnak, mely
transzepitelialis hajtdéer6t biztosit a Na*™-nak. A folyamatot Cl-vezérelt Na*-
szekrécionak is neveziink. A folyamatban fontos szerepet kap a Ca?*-fliggé K-
csatorna is, amely megnyildsaval a membranpotencialt a -45 mV-os nyugalmi

membranpotencial kozelében tartja, biztositva ezzel a Cl-hajtéerd folyamatos
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fenntartasat (18, 86). A Na*-K* pumpa és a BK-IK csatornak szerepét a szekrécidéban
alatamasztja, hogy akar a pumpa gatlasa oubainnal, akar a BK és IK csatorna gének
kiutése a szekrétum csokkenését okozzak. Bar bizonyos kisérletes eredmények arra
utalnak, hogy mindharom transzporter a bazolateralis membranban van, a
folyadékszekrécio legujabb matematikai modellezése azt jésolja, hogy nagyobb
szekrécios sebesseég varhatd, ha az apikalis membran K* konduktanciaja nem nulla
(83, 87, 88).

11/4.3 Ca?*-fiiggé TRPM csatornak
A TRP csatornak rovid torténete

1969-ben, Cosens és Manning a viselkedési fenotipusa alapjan egy
spontan mutalédott Drosophila melanogaster torzset fedezett fel. Ugy talaltak, mintha
vakok lennének a mutans rovarok. A tapasztaltak megértéséhez elektroretinografia
(ERG) vizsgalatot végeztek, amely fény indukalta transz-retinalis ionmozgasok okozta
potencial valtozast rogzit. Az elektroretinogramon a mutans genotipusu rovar
szemeének fényre adott valasza atmeneti (tranziens) és lassan tér vissza ujra
ingerelhetd allapotba. Az emlitett tulajdonsagok miatt 1975-ben Minke és munkatarsai
nevezték el az emlitett mutans Drosophila torzset tranziens receptor potencial (TRP)
mutansnak, melyet késébb a nemzetkdzi bizottsag adaptalt a teljes TRP
szupercsaladra (89).

1995-ben irtak le az els6 human TRP homoldg gén teljes szekvenciajat,
amely a TRPCL1 volt (90). Jelenlegi tudasunk szerint 28 TRP csatorna létezik, melybél
27-et a human genom is kddol. Acinus sejteken a mar emlitett TRPC3 csatornakon
Kival mar leirtdk a TRPV4 (91), a TRPM2 és a TRPM4 (92) csatornakat is, melyek
kozil a Ca?*-permedbilis, nem szelektiv kation csatorna TRPM2-t és a Ca?*-
impermeabilis, nem szelektiv monovalens kation csatorna TRPM4-et az [Ca?!]i

emelkedése aktivalja.

TRPM4 csatorna élettani-biofizikai tulajdonsagai

A TRPM4 csatorna homotetramer, az alegységei 6 transzmembran
domént tartalmaznak, amelyek kozul az S1-S4 a feszlltség érzékeny domain és az
S5-S6 a poérus formalé domain. Annak ellenére, hogy a szelektivitasi szlr6 rovid és

tag, csak egyértékl kationokra permeabilis, Ca?*-ra és Mg?*-ra impermeadbilis. Az
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egyertékl kationok kdzul a Na*-ot és K*-ot hasonlé mértékben vezeti a csatorna, ezt
koveti a sorban a Cs* és a Li* (93, 94).

Széleskoriien kifejez6dik a szervezetben, és szamos sejttipusban
jelentds szerepet jatszik a depolarizacidban, aktivalva ezzel példaul a feszultség-fuggd
Ca?*-csatornakat (pl.: a légzési ritmusgenerald idegsejtek és az agyi arteriolak esetén),
vagy éppen csokkentve a Ca?* hajtoerejét, alacsonyabb CRAC aramot eredményez
(pl.: hizosejtekben és T-limfocitakban) (95-99). A TRPM4 csatornat kezdetben a nem
ingerlékeny sejtekben a Ca?*-jel modulacidjaval 6sszefiiggésben tartottak fontosnak,
de miutan kimutattak a feszlltség-érzékenységét, egyre nagyobb figyelmet kapott az
ingerlékeny sejtekben betdltott szerepe is. A feszlltség-figgése extrém kifelé mutato
egyeniranyitast mutat. Negativ membran potencialoknal lassu deaktivacio, mig pozitiv
feszlltségeken lassu aktivacio jellemzi (100). Mar 1982-ben Maruyama és Petersen
munkacsoportjanak sikerult hasnyalmirigy acinus sejteken egy kationaramot izolalni,
amely a TRPM4 tulajdonsagaival rendelkezett, de farmakoldgiai é€s genetiai eszk6zok
hianyaban nem tudtdk szekrécios funkcidban betoliott szerepét pontosan

meghatarozni (101).

A TRPM4 csatorna szabalyozasa

Nilius és munkatarsai arra lettek figyelmesek, hogy a TRPM4 aram
megszlinik inside-out konfiguracidban, amikor a csatorna intracellularis kbzege
teljesen lecserélédik, illetve teljes sejtes konfiguracidban az aram folyamatos
csokkenése volt medfigyelhetd. Kisérleteikben azt igazoltdk, hogy a szekretagog
stimulaciékor megemelkedé PLC aktivitas folyamatosan csdkkenti a PIP2 szintet,
amely a TRPM4 nyitvatartasi valoszinliségét csokkenti. A PIP2 ugyan nem képes nyitni
a TRPM4 csatornat alacsony [Ca?']i mellett, tehat kdzvetlenil nem aktivalja azt, de
érzékenyiti a csatornat mind a Ca?*-ra, mind a feszlltségre. A PIP2 szint emelésével
mintegy 100-szoros Ca’*-érzékenység novekedést lehet tapasztalni, és a csatorna
feszliltség-érzékenysége is jelentésen eltolédik a negativ membran potencialok
iranyaba, amely nagymeértékben noveli a TRPM4 csatorna nyitvatartasi valoszintségét

a fiziolégiasan relevans membran potencial tartomanyban (102).

A TRPM4 csatorna farmakolégiaja

A difenilamin-2-karboxilsav (DPC) szarmazékok jol ismert Cl- csatorna

gatlészerek, és a nem szelektiv kation csatornakra kifejtett gatlé hatasat is leirtak. A
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DPC két szarmazékanak, a 3’-5-dikloro-DPC és az 5-nitro-2-(3-fenilpropil-amino)-
benzoesav (NPPB) kifejlesztésével sikerllt a nem szelektiv kation csatornakra kifejtett
gatlo hatas er6sségét novelni, viszont a Cl csatornakat ezek a molekulak is gatoltak
(103). Ezt kovetben folyamatos torekvés volt olyan TRPM4 gatldé molekulak
kifejlesztésére, amelyek megfelel6 hataser6sséggel és szelektivitassal rendelkeznek.
Az elsb szelektivnek gondolt molekula a 9-Phenanthrol volt, mely szelektivitasat csak
heterolog overexpresszald rendszerben vizsgaltak, TRPM5 és CFTR (cisztas fibrézis
transzmembran konduktancia regulator) csatornak vonatkozasaban (104). Késébb
azonban nem specifikus gatlé hatasaira is fény derllt, példaul primer kamrai
szivizomsejteken végzett kisérletekben (105). A tovabbi kutatasok elvezettek egy
ujabb molekulahoz, a 4-kloro-2-[[2-(2-klorofenoxi)acetillamino]benzoesavhoz (CBA),
amely hataser6ssége a 9-Phenanthrolhoz képest 10-szeres és a szelektivitdsa is
nagyobb foku (106). Kisérleteinkben az emlitett pozitiv tulajdonsagai miatt a CBA-t
hasznaltuk, és szelektivitasat magunk is teszteltik a kisérleteinkben a nem kivant CI-

csatorna gatlé hatas tekintetében.
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Ill. Problémafelvetés és célkitiizés

[ll/1. A kénnyszekréciés modell ujragondolasa

A konnyszekrécio alapvetd fontossagu a szaruhartya és a koétdéhartya
megfeleléd mikodéséhez. Ha a termelt kbnny mennyisége vagy a minésége csékken
és a szemfelszin nedvesitése romlik, az szaraz szem szindrdbmahoz
(keratoconjuctivitis sicca) vezethet. A konnyszekrétum jelentés hanyadat a
kénnymirigy acinus sejtjei termelik, igy ezen sejtek szekréciés mechanizmusanak
ismerete a korfolyamat megértése szempontjabdl nagyon fontos (107).

Az elsédleges folyadékszekrécio az egyiranyu so- és viztranszporttal valosul
meg az egyrétegl szekretoros epitélsejteken keresztul. A szekrécios modell alapja az
ion transzporterek (K*- és Cl-csatornak) polarizalt elhelyezkedése. A Na*-K*-2ClI-
kotranszporter, a Na*-H* és a CI-HCOs kicserélék mikoédéséhez szikséges
elektrokémiai hajtéerét a Na*-K* pumpa biztositja. Eddigi tudasunk szerint az emlitett
transzporterek a bazolateralis membranban foglalnak helyet. Amikor stimulacié
hatasara az [Ca?*]i megemelkedik, az apikalis membranban elhelyezkedé CaCC-k
megnyilnak és CI- szekretalddik a lumenbe, amely transepitelialis hajtoerét Iétrehozva
paracellularis Na*-transzportot general (3. abra). A Cl-kiaramlas a nyugalmi
membranpotencialt (~-45 mV) eltolna pozitiv iranyba, a Cl- egyensulyi potencialjahoz
kozeli értékre (-30 mV), a lecsokkené elektrokémiai gradiens mellet pedig nem
valésulna mar meg hatékony Cl-efflux (14, 77, 108). A hosszan tarté Cl-szekrécid
fenntartasaban a luminalisan elhelyezkedé Ca?*-figgé K* csatornaknak van nagy
szerepe, mivel a rajtuk keresztul a lumenbe kiaramlé K* segit a nyugalmi érték korul
stabilizalni a membranpotencialt és fenntartani a luminalis iranya Cl-hajtéerét (88,
127) (3. abra). Azonban a szekrétum K* és ClI- koncentracioja kdzott -a feltételezett K*
szekrécio ellenére- jelentds eltérés van (17 mM vs 152 mM), mikdzben a citoszolikus
koncentracidk 112 és 61 mM. Ez a kulonbség egy K* reabszorpcids folyamatot
feltételez az acinus sejt luminalis membranjaban. Azonban az ellentmondas alternativ
feloldasa az is lehet, hogy a korabbi megfigyelések ellenére a luminalis membranban
mégsem helyezkednek el Ca?*-fliggé K*-csatornak, igy az alacsony lumindlis K*
koncentracié oka a transzcellularis K* szekrécio hianya, vagy alacsony volta lenne.

Kutatécsoportunk egyik célja az volt, hogy teljes sejtes konfiguracioju patch-
clamp, Ca?*-imaging és Ca?*-uncaging modszerek kombinaciojaval ellenérizze a Ca?*-

fuggé ioncsatornak membran lokalizaci6jat konnymirigy acinus sejtekben és a
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luminalis membranban azonositson egy esetleges K* visszavételi mechanizmust.
Célunk, hogy az U] eredmények felhasznalasaval kiegészitsik az eddigi
nyalszekréciés modellt és egy olyan Uj modellt alkossunk, ami az eddiginél

pontosabban irja le a folyamatot.

3. abra A kénnyszekrécio (acinus sejt folyadékszekrécid) modellje
Az abran egy acinus sejt sematikus rajza lathato, melyhez oldalrél tovabbi
két sejt csatlakozik tight-junction-nel. Megfigyelheté a sejt polarizalt
felépitése, a kiilébnb6z8 csatornak és transzporterek elhelyezkedése, illetve
a Ca?*-jel kialakitasaban szerepet jatszé alap mechanizmusok. Az abra a
kénnymirigy szekrécios modellje alapjan késziilt, mas sejttipusokban eltéré
lehet a BK csatorna és a NKE elhelyezkedése.

Az abra Wood RL. és Mircheff AK. 1986-0s cikke alapjan késziilt (109).
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111/2. A TRPM4, a membran potencial és a Ca>* bearamlas ko6zotti

kapcsolo

Kutatasunk masik célkitlzése az volt, hogy olyan potencialis
mechanizmusokat talaljunk, amelyek a Ca?*-tultdltédés ellen védhetik a hasnyalmirigy
acinus sejtet. 2002-ben mar Pierre Launay és mtsai. TRPM4 overexpresszalt HEK293
sejteken végzett Ca’*-méréseik alapjan azt javasoltdk, hogy a TRPM4 szerepet
jatszhat a Ca?* hajtdéeré csokkentésében a SOCE aktivalodasakor, és feltételezték,
hogy egymashoz kozel helyezkedik el a TRPM4 és a SOCE csatorna (93). A
hasnyalmirigy-gyulladas korfolyamataban az acinus sejtek Ca?*-raktara olyan
mértékben Grul, amely erételies SOCE aktivaciot okoz, igy az érdeklédésink
kdzéppontjaba keriilt a TRPM4 csatorna, mint potencialis Ca?*-tultoltédés elleni védd
mechanizmus (4. abra). Mivel az egér hasnyalmirigy acinus sejteken végzett QPCR
alapjan magas expresszios szintl, az IP3 receptorhoz hasonlé mennyiségl TRPM4-et
kédold6 mRNS volt detektalhatd, elkezdtik hipotézisiink kidolgozasat. Elméletliink
szerint a megemelkedett [Ca?*]i aktivalja a TRPM4 csatornat, Na* aramlik a sejtbe,
depolarizalva azt. Bar a csatorna Na* és K* atereszt6 képessége kdzel azonos, mégis
a hajtéer6 viszonyok a Na*-bearamlasnak kedveznek, mivel a nyugalmi
membranpotencialnal az elektrokémiai hajtéeré Na*-ra nagyobb, mint a K*-ra. Ha a
membran potencial pozitivabb (de még mindig negativ) értékre tolédik a Na’-
bearamlas miatt, Ugy az id6kozben Uril6 raktarak hatasara aktivalodott Ca?*
bearamlas hajtéereje alacsonyabb lesz, igy lassitva a Ca?*-bearamlast és csokkentve
a bejuté Ca?* mennyiségét. Elméletiinket az [Ca?*]i mikrofluorimetrias kovetésével

ellendriztuk.
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4. abra SOCE az acinus sejtben - Ca?*-tultéltédés

Az abran egy acinus sejt sematikus rajza lathato, melyekhez tovabbi két-
két sejt csatlakozik tight-junction-nel. A zimogének exocitézisaért felelbs
[Ca?*]i emelkedést kivaltd folyamatokat szemlélteti az abra.
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V. Metodikak

IV/1. Acinus sejt izolalas

Minden szerv/szdvet izolalas megfelelt a 2010/63/EU és a 40/2013. (II. 14.) Korm.
rendeletnek, illetve mind a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag altal

jova lett hagyva.

Acinus sejtek izolalasa egér kbnnymirigybél

A konnymirigy acinus sejtek enzimatikus emésztéssel kerlltek szétvalasztasra. Az
enzimeket SMEM (ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA) tapoldatban oldottuk
fel. A 3-4 hénapos egereket CO2 gazzal és ezt kovet6 cervikalis diszlokacidval torténé
ledlése utan a konnymirigyet azonnal kivettik, sebészi olloval finomra apritottuk, majd
37 °C-os vizfurdében, razatas alkalmazasa mellett 8 percig emésztettik 28 ug/ml
tripszin tartalmu oldatban. Ezt kévetéen mostuk a szévetet SMEM oldattal, melyhez
tripszin inhibitort adtunk, és ezutan tovabbi kettd, egyenként 20 perces emésztési
ciklus kovetkezett 10-10 ml emésztboldattal, melyek 0.18 Wunsch unit/ml
koncentraciéban Liberase TL (kollagenaz enzimek keveréke; Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany) enzimet tartalmaztak. A hasznalt tapoldatokat
folyamatosan karbogén gazzal (95% O2, 5% CO2z) buborékoltattuk, igy biztositva az
élettanilag megfelel6, stabil pH-t. Annak érdekében, hogy a szovet szétessen,
tobbszor keresztll pipettaztuk 10 ml-es szeroldgiai pipettara erésitett, vagott 200 ul-
es pipettahegyen. Az igy kapott sejteket 100 ym atmérdji nylon szlrén szlrtik,

mostuk, centrifugaltuk (200xg, 3 perc) és a végén felszuszpendaltuk BME tapoldatban.

Acinus sejtek izolalasa egér hasnyalmirigybdl

A hasnyalmirigy acinus sejtek enzimatikus emésztéssel kerultek szétvalasztasra. A
Collagenase P (kollagenaz enzimek keveréke; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany) enzimet 100 U/ml koncentracioban DMEM:HAM’'S F12 (ThermoFisher
Scientific Inc., Waltham, MA) tapoldatok 1:1 aranyu keverékében oldottuk fel. A 3-4
honapos egerek CO: altatast kdvetd cervikalis diszlokacioja utan a hasnyalmirigyet
azonnal kivettik, 2x1 ml emésztboldattal injektaltuk a szdvetet, majd 37 °C-os
vizfUrdében, razatas alkalmazasa mellett kettd fazisban, 10 és 15 percig emésztettik
100U/ml Collagenase P, 0,1 mg/ml tripszin inhibitor és 2,5 mg/ml BSA (bovine serum

albumine) tartalmu oldatban. A hasznalt tapoldatokat folyamtosan karbogén gazzal
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(95% 02, 5% CO2) buborékoltattuk, igy biztositva az élettanilag megfeleld, stabil pH-
t. A szOvet az emésztést kdvetben 4-6 alkalommal szeroldgiai pipettaval szétfujtuk,
ezutan fémhalds szirén (60 mesh vagy 250 ym atmeéréja) szdrtuk. Ezt kovetéen nagy
koncentraciéju (400 mg/ml) BSA oldatra rétegeztik a sejteket, és Ovatos kézi
centrifugalassal atmostuk azon. A kapott pelletet 2 ml DMEM-ben mostuk, ujra
Ovatosan lecentrifugaltuk és ismét felvettik ezt kovetéen 2 ml DMEM-ben a
sejtcsoportokat, melyeket szobahén tartottunk, amig a ,Ca?*-imaging” mérésekhez fel
nem hasznaltuk 6ket (maximum 2-3 éra).

Annak érdekében, hogy egyedi sejteket nyerhessink az acinus sejtcsoportokbdl és
elektrofiziologiai méréseket végezhessunk rajtuk, még egy tovabbi emésztési ciklust
alkalmaztunk, mely soran 10 percig 100 U/ml Collagenase P tartalmu Ca?* és Mg?*-
mentes PBS-ben emésztettik tovabb a sejtcsoportokat és a végén 5 ml-es szeroldgiai

pipettaval szétoszlattuk 6ket.

IV/2. A kbnnymirigy acinus sejteken végzett villanéfény-fotolizis,

elektrofiziolégiai és mikrofluorimetrias [Ca*'] -mérések.

A konnymirigy acinus sejtek esetében egy kombinalt metodikat
alkalmaztunk, melyben az acinus sejtek [Ca?*]i-janak emelkedését villano UV-fénnyel
indukaltuk (NP-EGTA jelenlétében), melyet fluorimetrias mikroszkopos (Ca?*-imaging)
maodszerrel kdvettlink és ezzel parhuzamosan a Ca?*-aktivalt K*- vagy Cl-aramokat
meértuk.

A teljes sejt aramot Digidata 1322A analog-digital atalakitohoz kapcsolt
(Axon Instruments Inc., Foster City, CA, USA) Axopatch 200B er@sitével mértuk
feszlltség-zar (voltage-clamp) korilmények kozott. Az aram felvétele 50 kHz
frekvenciaju mintavételezéssel és 5 kHz frekvenciaju szlréssel (alul atereszté Bessel
szUrd) tortént, az adatok rogzitéseét pedig pClamp 9 szoftverrel (Axon Instruments)
végeztik. A boroszilikat Gvegkapillarisokbdl (Warner Instruments, Hamden, CT)
horizontalis huzéval 5-7 MQ ellenallasu pipettakat készitettink. Az acinus sejtek
aramanak folyamatos kovetését feszlltség-zar (voltage-clamp) modszerrel végeztik,
amennyiben K*-aramot mértunk, +40 mV-on, mig ha Cl-aramot mértink, -20 mV-on
rogzitettlk a feszultséget. A pipetta oldat (intracellularis oldat) a kdvetkez6 dsszetétell
volt: 135 mM K*-glutamate, 10 mM HEPES, 10 mM NP-EGTA, 2 mM CacClz, és 250
MM Fluo-4-K, pH=7,2. A Fluo-4 kalium séja nem tud atjutni a membranon vizoldékony

tulajdonsaga miatt, ezért adtuk a pipetta oldathoz. A klls6 oldatok dsszetételét ugy
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terveztiik meg, hogy egymastdl elkiilonitve vizsgalhassuk a Ca?*-fliggdé aramokat. A
K*-aram mérését alacsony Cl-tartalmu oldatban végeztiik, mely az alabbi 6sszetételi
volt: 135 mM Na*-glutamat, 5 mM K*-glutamat, 2 mM CaClz, 2 mM MgClz, és
10 mM HEPES, pH=7,2. A Cl-aram mérésekor a K*-aramot tetraetil-ammaoniumnal
(TEA) gatoltuk, igy az oldatdsszetétel a kdvetkezé volt: 140 mM TEACI és 10 mM
HEPES, pH=7,2.

A Fluo-4 Ca?*-érzékeny festék monitorozasat egy monokromator-alapu
leképezé rendszerrel (Polychrome 1V) és egy nagy sebességi CCD kameraval
(mindkét eszkdéz TILL Photonics gyartmanyu) végeztiuk. A festéket 488 nm
hullamhosszon gerjesztettik, majd a fluoroszcenciat 525 nm-es savszirén keresztul
gyjtottuk. A 20 ms expozicios idével készult kepek tomoritést kdvetdéen (2 x 2 binning
— egymassal kdzos oldallal rendelkezé 4 pixel atlagolasa egy képkockava) 20 Hz-es
frekvenciaval rogzitettiik azokat. Az adatokat a AF/Fo=(F-Fo)/Fo képlettel szamoltuk,
ahol az F a rogzitet fluoreszcencia és az Fo a képsorozat els6 10 képének
fluoreszcenciajanak az atlaga (alapvonal). A képek 4096 arnyalatu (16 bit) szlrke
szintezettséget kaptak, amelyeket utdlag szivarvanyskala szinezéssel lattunk el, ahol
a hideg szinek alacsony, mig az egyre melegebb szinek magasabb [Ca?*] -nak felelnek
meg. A villanéfény-fotolizishez 375 nm hulldmhosszu (UV) lézer diédat (18 mwW
maximalis kimenet, Toptica) hasznaltunk, amely egy invert mikroszképhoz (Nikon
TE200) volt csatlakoztatva optikai kabellel, UV-fény kondenzatoron (TILL Photonics)
keresztul. Az UV-fényt egy 40x (NA=1,3) nagyitasu olaj-immerzids objektivvel (Nikon)
fokuszaltuk a targylemezre. A l1ézerpont kiterjedése a félmaximum értéknél 0,7 pym volt
X és y iranyban, illetve 2,0 um z irdanyban. A teljes sejt arammérést, a fluoreszcens
képalkotast és a lézer fény villantasanak idejét Polychrome [V illesztbegyseég
szinkronizalta és a Vision program vezérelte (TILL Photonics). A villanéfény-
fotolizishez alkalmazott Ca?*-puffer a nitrofeni-EGTA (NP-EGTA) volt, amely
fotolabilisen koti a Ca?*-ot, emiatt UV-villanofény segitségével az altala kotott Ca?* egy
része felszabadithato. Az altalunk végzett méréseknél 50 ms id6tartamu UV fény
expoziciét alkalmaztunk. A lézert a megfelel6 plazmamembran szakasz kozelébe
iranyitva az adott térrészre korlatozott Ca?*-jel alakithato ki. Fontos a megfelel6 puffer
- Ca?* arany, hogy ne alakuljon ki az egész sejtre tovaterjedé Ca?*-jel, amelyet a mi
mérési elrendezésiinkben 10 mM NP-EGTA és 2 mM Ca?* alkalmazasaval tudtunk

elérni.
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IV/3. A hasnyalmirigy acinus sejteken végzett elektrofiziologiai- és

Ca?*-imaging mérések

Arammérések

A teljes sejt patch-clamp méréseket szobahémérsékleten, egy Axopatch 200B erdsit6
és egy Digidata 1320A analdg-digital konverter (Molecular Devices, Sunnyvale, CA)
segitségével végeztik feszultség-zar (voltage-clamp) korilmények kozott, az
adataokat 50 kHz frekvenciaju mintavételezéssel és 5 kHz frekvenciaju sziréssel (alul
atereszt6 Bessel sz(rd) nyertuk. A boroszilikat Gvegkapillarisokbdl (Warner
Instruments, Hamden, CT) horizontalis huzéval 5-7 MQ ellenallasu pipettakat
készitettlink. Az intra- és extracellularis oldatok 6sszetételétél flggben TRPM4 vagy
TMEM16a csatornan folyé aramot mértiink. A TRPM4 aram méréséhez -100 és +120
mV kozaotti feszultség rampa protokollt hasznaltunk, mig a Cl-aram méréséhez -60 és
+120 mV kozotti 1 masodperc idétartamu depolarizald |épcsé protokollt alkalmaztunk.
Minden egyes mérésnél legaldbb 70%-0s soros ellendllas kompenzaciot
alkalmaztunk.

A TRPM4 csatorna arammérésekkor a pipettakba toltott intracellularis oldat a
kovetkezd volt: 144 mM Cs-glutamat, 1 mM MgCl2, 100 uM EGTA, 48,6 uM CaClz
(100 nM ionozalt Ca?*), 10 mM HEPES, 3 mM ATP, pH: 7,3. Az extracellularis oldat
Osszetétele az alabbi volt: 140 mM Na-glutamat, 4 mM CsCl, 2 mM MgClz,
10 mM HEPES, pH=7,4.

A Ca?*-fligg6 Cl-aram mérésekor a pipettaoldat 6sszetétele a kdvetkezd volt: 100 mM
NMDG-CI, 1 mM MgClz, 1,72 mM CaClz, 2 mM EGTA (1 uM ionozalt Ca?*), 10 mM
HEPES, pH= 7,2. Az extracellularis oldat 6sszetétele pedig a kdvetkezd volt: 140 mM
NMDG-CI, 1 mM MgClz, 5 mM gluk6éz, 10 mM HEPES, pH=7,3.

Membranpotencial mérések

A patch-clamp mérérendszer aram-zar (current-clamp) mérési modjat alkalmazva
meértluk az acinus sejtek membran potencialjat. Annak eérdekében, hogy minél
érintetlenebb maradjon az intracellularis kornyezet, és ezaltal minél értékelhetébb
feszlltség értékeket kapjunk, a perforalt patch-clamp modszert valasztottuk a
kisérleteink kivitelezéséhez. A mddszer lényege, hogy a pipetta oldathoz olyan polién
makrolid antimikrobialis szert adunk (amfotericin B vagy nisztatin), amely a pipetta

alatti membranteruletbe (patch) épulve pérusokat alakit ki azon, melyeken keresztul
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az egyeértékl ionok (példaul Na*, K*, CI) a hajtéerébnek megfeleléen szabadon
aramolhatnak, viszont a kétérték(i ionok (Példaul Ca?*) és a gliikdz nagysagu vagy
annal nagyobb toltés nélkuli molekuldk nem tudnak atjutni azokon (111, 112). A
Kisérleteink soran a pipetta oldathoz 300 ug/ml amphotericin B-t adtunk, majd ezzel a
pipettat ugy toltottuk, hogy a pipetta hegyébe amphotericin B mentes, mig mogotte
amphotericin B-t tartalmazoé oldat kerult, igy van idé a nagy ellenallasu kapcsolat
(Gigaseal) kialakulasara, miel6tt az amphotericin B a pipettahegybe diffundalna. A sejt
€s a pipetta kdzott a Gigaseal kialakulasa utan 5-10 perc alatt beépll az amphotericin
B a sejtmembranba, ilyenkor a perforaciot a lassan csokkend soros ellenallas és az
emelkedé sejtkapacitas mutatja. Az aram-clamp méréseknél hasznalt pipetta oldat a
kovetkezd 6sszetétell volt: 85 mM K-glutamat, 45 mM KCI, 15 mM NaCl, 2 mM MgClz,
100 uM EGTA, 48,6 uM CaClz, 10 mM HEPES, 300 pg/ml Amphotericin B, pH: 7,3.
Extracellularis oldatként Tyrode oldatot hasznaltunk, melynek osszetétele: 144 mM
NacCl, 5,5 mM KClI, 2,5 mM CaClz,1,2 mM MgClz, 8,3 mM gltikéz, 5 mM Tris-HCI puffer,
pH: 7,4.

Ca?*-imaging

A Ca?*-imaging mérésekhez Fura-8-AM (AAT Bioquest) raciometrikus Ca?*-érzékeny
festéket hasznaltunk, amelynek 2 yM koncentracioju oldataban 30 percig s6tétben
inkubaltuk szobahémérsékleten az acinus sejtcsoportokat. Ez id6 alatt a festék
zsiroldékony acetoximetil-észter (AM) formaja bejut a sejtbe és az intracellularis térben
talalhatd észterazok lebontjak azt, igy csapdazva a festéket a sejtben. A toltés utan a
hasnyalmirigy acinus sejteket Gvegalju Petri csészére (Ibidi) pipettaztuk, ahol 10 percig
hagytuk, hogy letapadjanak. A sejtek Tyrode oldattal perfundaltuk, hogy kimossuk az
extracellularis térbél a festéket. Amennyiben a mérési protokollban Ca?*-mentes
Tyrode oldatot alkalmaztunk, az oldat 0,5 mM EGTA-t tartalmazott, hozzaadott Ca?*
nélkdl. Amennyiben megfeleléen toltédik a sejt festékkel, a sejt egészséges, élettani
tulajdonsagait megtartotta. A raciometrikus festékek elényds tulajdonsaga, hogy két,
klldénboz6 excitacios hullamhosszon nyert emisszios intenzitasérték aranyat feleltetjuk
meg a Ca?*-koncentracionak, ezért nem kell szamolni az eltéré festéktoltédésbdl és a
festék fakulasabdl ered6 hibaval. A Fura-8-AM excitaciojat 1 Hz-es frekvenciaval,
FuraLed 365 és 405 nm-es fényforrassal (Cairn Research Ltd, Faversham, UK)
végeztik, az emittalt fényt pedig egy 520 nm folotti hulldamhossz tartomanyban

atereszté sz(rén keresztul gyUjtottik. A leképezéshez Zeiss Axiovert 135
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mikroszkopot, Zeiss 21 HE sz(ir6készletet, 40x Fluor (1.3 NA) objektivet és Qlmaging
Retiga R3 CCD kamerat hasznaltunk. A mikrofluorimetrias rendszert egy
illesztbegységen keresztul iranyitottuk Micromanager szoftver segitségével. A
fluoreszcens adatokat Image J szoftverrel és Fiji kiegészit6kkel ertékeltuk. A 360/405
nm-es emissziok fluoreszcencia intenzitas aranyait a hattér fluoreszcencia levonasat
kdvetéen szamoltuk, majd a 360/405 nm-es fluoreszcencia aranyokat az elsé 5 pont
atlagara normalizaltuk (F/Fo). A sejtcsoportok egyes sejtjeibél nyert F/Fo adatokat
atlagoltuk, majd az igy kapott, az egyes sejtcsoportokra vonatkoz6 F/Fo értékeket
tovabb atlagoltuk, melyeket atlag £+ SEM (standard error of the mean) formaban
mutatunk. Az abran az esetszamok a Ca?*-imaging adatok esetén n=kisérletek
szama/kiértékelt sejtek szama, mig a patch-clamp adatoknal n=kiértékelt sejtek szama

formaban vannak feltiintetve.

IV/4. Inmuncitokémia

A konnymirigy acinus sejteket izolalast kovetéen 15 percig jéghideg
metanolban fixaltuk. Na*-K* ATP-az ellenes nyul monoklonalis antitestet (Abcam,
Cambridge, UK, ref. szam ab76020) alkalmaztuk, emellett okkludin antitest (Novus,
NBP1-87402) jelOlést is hasznaltunk, mely szintén egy nyulban termelt monoklonalis
antitest, melyeket rendre 1:250 és 1:100 aranyu higitasban adtunk a sejtekhez. Az ezt
kovetd lépésben DyLight 488 Id6ban termelt nyul elleni masodlagos antitesttel
(ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA) kezeltik a mintat. Végul az acinus
sejteket targylemezre tettik és felvételeket készitettlink roluk egy Zeiss 510 Meta (Carl
Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany) konfokalis mikroszképpal, mely a megfelel

diéda- és gaz lézerekkel volt felszerelve.
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IV/5. Statisztikai kiertékelés

Az adatok kiértékelését Origin 7.0 (Microcal Software, Northampton, MA, USA) vagy
Microsoft Excel programokkal végeztiuk. Az adatok, amelyeket bemutatunk, lealabb
harom allatbol szarmazd és legalabb harom fuggetlen mérésbdl szarmazé adatok
atlaga. Az abran feltiintett értékek atlag + SEM (standard error of the mean) formaban
vannak kifejezve. A statisztikai értékelést Student-féle T-proba vagy ANOVA
tesztekkel végeztiuk. Az érintett mintakat dsszetartozd mintas variancianalizissel
értékeltik és Bonferroni-teszttel vizsgaltuk a paronkénti atlagok kilénbségét. Annak
megallapitasara, hogy statisztikailag jelentds kulonbség van-e a vizsgalt €s a kontroll
ertékek kozott, 5%-os szignifikancia szintet alkalmazva hasonlitottuk Ossze az
adatokat (p<0.05).

IV/6. RNS izolalas, reverz transzkripcio és kvantitativ real-time PCR

A QPCR elemzéseket Roche LightCycler 480 készUlléken, (Roche) az 5’ nukleaz assay
alkalmazasaval végeztik. A teljes RNS-t TRIzol (Life Technologies Hungary Ltd)
segitségevel izolaltuk, a DNaz kezelést a gyartd protokollja szerint kiviteleztik, majd a
nyert RNS 1 pg-jat reverz transzkriptaltuk komplement DNS-sé High-Capacity cDNA
Kit-et (Life Technologies Hungary Ltd) hasznalva. A PCR sokszorositast TagMan
Gene Expression Assay (assay IDs: MmM01175211 m1 - RYR1, Mm00465877_m1 -
RYR2, MmM01328421 ml - RYR3, Mm00439907_m1 - inositol 1,4,5-trisphosphate
receptor (ITPR) type 1, MmM00444937_m1 ITPR type 2, MM01306070_m1 ITPR type
3, Mm00613173 m1l - TRPM4, Mm01129032_m1 - TRPM5, and Mm00444690 m1 -
TRPC3) és TagMan universal PCR master mix protokoll (Applied Biosystems)
alkalmazasaval végeztik. Belsé kontrollként a haztartasi gén (GAPDH; assay ID:
Mm99999915 gl1) transzkriptumat hasznaltuk. A transzkriptumok mennyiségét a

haztartasi génére normalizaltuk a ACT méddszerrel.
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V. Eredmények

V/1. Kénnymirigy acinus sejten végzett kisérletek eredmeényei

V/1.1 Térben limitalt villanéfény-fotolizis, Ca**-imaging és
elektrofiziolégiai mérések

Annak érdekében, hogy a Ca?*-aktivalt Kt*-csatornak plazma
membranban valé elhelyezkedését meghatarozhassuk, villanéfény-fotolizissel olyan
rovid életidejli Ca®*-jeleket alakitottunk ki, melyek a sejt bazalis vagy az apikalis
régidjara korlatozodott, és ezzel parhuzamosan a teljes sejt aramat mértuk. Az acinus
sejteket a patch pipettan keresztil toltottik NP-EGTA &ltal csapdazot Ca?*-mal és
Fluo-4 festékkel, és a sejtekre ugy iranyitottuk az 50 ms id6étartamu villanéfényt, hogy
az UV lézerpont (~0.7 yM atmérgja) a sejt bazalis vagy apikalis plazmamembranhoz
kozeli intracellularis sejtrészre essen. Az intracellularis Fluo-4 fluoreszcencia
intenzitasa alapjan lathatd, hogy a csapdazott Ca?* villanéfény-fotolizise térben jol
elkllonils, helyi Ca?*-jelet adott, melyet az 5. dbra szemléltet.

Az 5. dbran a villanofény-fotolizist kdvetéen elkészitett képek lathatoak,
amikor 10 mM NP-EGTA és 2 mM Ca?*-tartalmu intracellularis oldatot alkalmaztunk.
A képeket utdlag szivarvanyskala szinezéssel lattuk el, ahol a hideg szinek alacsony,
mig az egyre melegebb szinek magasabb [Ca?'] -nak felelnek meg. A villanofényt
célzottan az apikalis vagy a bazalis régidra iranyitottuk, amelyet az intenziv
fluoreszcencia jelek mutatnak. A képek tisztan mutatjak, hogy a fotolizis teriletén
nagymértéki, rovid életidejli és lokalis kiterjedésli Ca?*-jel hozhato létre ilyen
korulmények kozott, anélkul, hogy a sejtben a fluorescencia-emelkedés jelentésen
kiterjedne, vagy tovaterjedne. Az 5. abra A panelén a lézerpontot az apikalis
membranrégio kdzelébe helyeztik. Az apikalis régiot a granulumok elhelyezkedésébdl
azonositottuk. Az 5. abra Alii panelén lathato, hogy az atlagos fluoreszcencia
emelkedés 5,26 + 0,76-szor nagyobb volt az alapvonalhoz képest. Minden egyes
fluoreszcencia jel térbeli kiterjedésének elemzése az apikalis membrantdl a sejt
bazalis membranjaig futd sarga vonalon tortént, amely vonal mentén mérheté nyers
és normalizalt fluoreszcencia intenzitas értékeket az 5. abra Alii és Aliii panelén
tintettem fel. Ezek a vizsgalatok azt mutatjak, hogy a fluoreszcencia csucs
ndvekedése az apikalis membrantél atlagosan 0,65 + 0,11 um tavolsagra alakult ki, és

a fotolizis helyétdl atlagosan 3 £ 0,04 um térkonstanssal exponencialisan csdkkent le,
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mig a sejtek atlagos atméréje 22,8 + 0,6 ym volt. Ugyanilyen kiértékelést végeztink a
bazalis terlletre fokuszalt villanéfény-fotolizisnek kitett sejtek esetén is, melyek
hasonlé eredményt mutatnak: a normalizalt fluoreszcencia intenzitas csucs 7,32 +
1,44-nek adddott az alapvonalhoz viszonyitva, a bazalis membranhoz viszonyitott
tavolsaga 0,86 £ 0,3 um volt és az intenzitas térbeli csokkenésének térkonstansa 3,73

1+ 0,12 ym volt. Ezeknek a sejteknek az atlagos atmeéréje 23,1 + 2,1 ym volt.

Ali Alii Aliii
101 atlag AF/F= 1,0 atlag sejt atmérd=
81 5,26+0,76 w 0,84 22,75+0,58 um
LL
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S 4 065+011um = 041 A& 3£0,04um
© 0,21 )
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o— o2l — ——
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5. abra A kénnymirigy acinus sejteken kivaltott lokalis Ca**-jel

A szivarvanyskalan szinezett fluoreszcens képek készitésekor a
lézerpontot a sejt apikalis (A/i) vagy a bazalis membranszakaszanak (B/i)
kbzelébe helyeztiik. A sejtekre fektetett sarga vonal mentén kiolvasott
flureszcencia intenzitas értékeket abrazoltuk a lézer besugarzasi pontjatol
(0 um) meért tavolsag fiiggvényében (A/ii és B/ii). A fekete négyszbg a
fluoreszcencia intenzitas csucsok (0 um) atlag + SEM értékét mutatja.
Hasonl6 grafikon lathaté az Alii. és Bii. abrakon, itt viszont a
fluoreszcencia intenzitas csucsokra normalizalt fiiggetlen mérési adatok
keriiltek abrazolasra (lires karikak), melyek atlag + SEM értékeit fekete
szimboélumok mutatjak. A piros vonal az adatsorra illesztett exponencialis
fuggvényt szemlélteti. A térkonstans 3 + 0,04 um, és az atlagos sejt atmeré
22,75 + 0,58 um az apikalisan célzott (Aiii), mig rendre 3,73 £ 0,12 um, és
23,11 £ 2,14 um a bazalisan célzott mérések (Bliii) esetén.

Témavezetb segitségével késziilt eredmények
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Az 5. abran bemutatott adatok azt bizonyitjak, hogy ilyen pufferviszonyok
mellett (10 mM NP-EGTA és 2 mM Ca?*) a valasztott intenzitasu lézerfény hatasara
az adott sejtrégioban nagymértékben lokalizalt Ca?*-szint emelkedés alakult ki, és a
[Ca?*]i novekedés nem terjed at a sejt ellenkezd oldalara. Ezen adatok alapjan
megallapithatd, hogy a modszer alkalmas az acinus sejtek [Ca?*]i-nak polus-szelektiv
emelésére.

Miutan bedllitotttuk és validaltuk a metodikat, az els6é kisérletek célja
annak megvizsgalasa volt, hogy az apikalis membranban vannak-e funkcionalis K*-
csatornak. Ennek vizsgalatara a villanofény-fotolizist a Ca?*-fliggé K*- és Cl-aramok
telies sejtes mérésével kombinaltuk. Az apikalis membrant a granularis régio
segitségével ismertiik fel, és a Ca?*-fliggé Cl-aram jelenlétével azonositottuk, mivel a
Cl-csatornak kizardlag az apikalis membranban talalhatéak meg (14, 75). Az adatokat
kis sejtcsoportokbdl gydjtottik (2-3 sejt). A 6. abra A panelén egy ilyen kis, 3 sejtbél
allé sejtcsoport lathatd egy vilagos latoterli mikroszkopos felvételen. A sejtcsoport
kozépsd sejtiébe olyan patch pipettaval tortink be, amely Fluo-4 Ca?*-érzékeny
festéket és csapdazott Ca?*-ot tartalmazott. A K*-aram és a Fluo-4 fluoreszcencia
parhuzamos rogzitése az anyagok és modszerek részben leirtak szerint tortént. Az UV
lézerfényt az apikalis membran kdzelébe pozicionaltunk, amelyet az abran feltintetett
kék pont jeldl. Az aram felvételének inditasat kdvetéen 1,05 masodperccel tortént az
50 ms id6tartamu lézer megvilagitas, melyet a 6/B. abran z4ld nyillal jeloltink. A 6/B/i
abran lathatéak az apikalis (kék vonal) és a bazalis membran régidban (piros vonal)
mért fluoreszcencia értékek, melyek egyértelmien mutatjak, hogy a villanéfényt
kdvetben az apikalis oldalon egy nagyjabol 250 ms ideig tarté [Ca?*]i emelkedés volt
tapasztalhatd, mig a bazalis oldalon a fluoreszcencia intenzitas valtozatlan maradt. A
6/Blii. dbran az ezzel parhuzamosan rogzitett teljes sejt aramot mutatom be, amely
jelentés K*-aram novekedést mutat a helyileg kialakulé Ca?*-jel eredményeképpen. A
feltiintetett mérésnél az alapvonal 0,5 nA kiindulasi K*-aramot jelez, amely a +40 mV-
on rogzitett membranpotencialbdl kovetkezik, ugyanis ilyen fesziltség hatasara a
Ca?*-fliggé K*-csatornak (BK csatorna) fesziiltség-fliggé modon nyilnak. A BK
csatorna gatlészer paxillin jelenlétében viszont amellett, hogy a hattéraram (az
alapvonal) csokkent, elmaradt a fotolizis okozta K*-aram ndvekedés is (6/Bl/iii. abra).
A K*-aram meérést kovetéen a Na*- és K*-glutamat alapu extracellularis oldatot 140
mM TEA-CI tartalmu oldatra cseréltik, amely gatolta a K*-aramot, de elegendé Cl-ot

biztositott az intracellularis térbe iranyulé (outward) Cl-aram méréshez. Ebben az
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oldatban, azonos pontba fokuszalt villanofény-fotolizis hatasara jelentés Cl-aramot
mértunk (6/B/iv. abra), ami arra utal, hogy a lézerrel valdban az apikalis oldalt céloztuk.
Az emlitett megdfigyelések egybehangzdak voltak mind a 15 vizsgalt sejt esetén. A K*-
és a Cl-aramok amplitudojanak kvantitativ kiértékelése a fotolizis el6tt és utan, illetve

paxillin jelenlétében az 6/C. abran lathato.
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6. abra Az apikalis régioé K*- és Cl-aramai

Az A panelen az NP-EGTA-val és Fluo-4-gyel toltott sejtek
szivarvanyskalan szinezett fluoreszcens képeinek sorozata lathato, az UV
lézer villanofény (kék pont) elétt és utan. A lézert 1,06 masodperccel az
aramfelvétel elinditasa utan villantottuk 50 ms idétartamig (zéld nyil). A
fluoreszcencia-valtozas idébeli valtozasat a B/i grafikon abrazolja, kékkel az
apikalis, mig pirossal a bazalis intenzitas értékeket jeloltik. A [Ca?)i
nbévekedés okozta K*-aram valtozas a B abran figyelhet6 meg kontroll
kérilmenyek kozott (Blii) és 1 uM paxillin jelenlétében (Bliii). Az apikalis
membran mellé iranyzott lézerpont hatasara, 140 mM TEA-CI oldatban
meérheté Cl-aram a B/iv panelen lathaté. A nyugalmi- és cstcsaram-parok
adatait a C panel vonalabréja mutatja, villanofény elétt és utan (zéld nyil).
Témavezetb segitségével keésziilt eredmények

Ezt kovetben ugyanezzel a kisérleti elrendezéssel, de mas sejteken
teszteltik a bazalis membranrégié K*- és a Cl-aramait (7. abra). Morfologiailag a
retikularis szerkezet, mig funkcionalisan a Ca?*-figgé Cl-aram hianya segitett a
membranszakasz azonositasaban. Bar ezeknél a méréseknél némiképp nagyobb
[Ca?*]i emelkedés volt mérhetd (5/B. és 7/B/i. abra), mégsem aktivalodott sem a K*-
aram, sem az apikalis arammarkerként szolgalé Cl-aram (7/Blii. és 7/Bliiii. abra). A

7/C. abra hat kilonb6z6 sejtbdl szarmazd aram amplitudé értékeit abrazolja.

39



A Bazalis Ca”"-uncaging

B/i
10 5
L \
L 5
< t
0 : " . —
BJii
— 15
< 10] c IK" Icl”
+v O,S.WMW 1,2 0,24
E 0,0 ——o | SE—
—~ 0,8 0,16
Blji < .
0,3 ~
~~ ’ [R— ./’__.
ié, 0.2 0,4 0,08
i 0,14 ' ) ——9©
Ppieprsmeichbalydpppaomtdduopppppessidoiippipeey
O oobv —————— 00/ n=6 0,000 n=5
0,0 05 10 15 20 25

id6 (sec)

7. abra A bazalis régié K*- és a Cl-aramai

Az A panelen az NP-EGTA-val és Fluo-4-gyel toltott sejtek
szivarvanyskalan szinezett fluoreszcens képeinek sorozata lathato, az UV
lézer villanofény (piros pont) elétti és utani pillanatokban. A bazalis (piros
vonal) és az apikalis régio (kék vonal) Fluo-4 fluoreszcenciajanak kinetikajat
a B/i panel abrazolja, a fotolizis idépontjat a zéld nyil jelzi. A Ca?*-
felszabaditas eredményeként mérheté teljes sejt K*- és a Cl-aramokat a
Bl/ii és Bliii panelek mutatjak. Az egyes teljes-sejt aram parok adatait a C
panel vonalabraja mutatja, villanofény elbtt és utan (zéld nyil).

Témavezet6 segitségével késziilt eredmények
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Ezek az adatok azt igazoljak, hogy az egér kdnnymirigy acinus
sejtekben a Ca?*-fliggé Cl-csatornaval azonos membranszakaszban, a plazma
membran apikalis régiojaban fejez6dnek ki a BK csatornak. Ez az eredmény nagy
segitséget jelent a konnymirigy szekréciés mechanizmusanak pontosabb

megeértéseben.

V/1.2 Immuncitokémia

A K*-csatornak apikalis elhelyezkedése jelentés K*-szekréciot feltételez
az acinus sejtek stimulalasa soran, amely felveti a kérdést, hogy ennek ellenére miért
lehet a primer kdnny viszonylag alacsony K* tartalmu. A mi feltételezésunk, hogy ez
az ellentmondas az acinus lumenbdl torténd K*-visszavétellel magyarazhatd. A
hipotézisunkben szerepld, reabszorpcidért felelés K*-transzporter mikodése nem
depolarizald, hogy az agonista stimulacié alatt a membranpotencial hiperpolarizalt
maradhasson. Emiatt a legjobban a Na*-K* pumpa illeszkedik be a modellinkbe, mint
K*-visszavételi mechanizmus. Ennek tesztelésére az anyagok és moddszerek
fejezetben leirtak szerint végeztuk el a frissen izolalt acinus sejt csoportokon a Na*-K*
pumpak immunfestését. A 8/A. abra egy ilyen acinus sejtcsoportrol készult
fluoreszcens képet mutat, amelyen a kétédott Na*-K*-pumpa elleni antitest helyzetét
DyLight488 masodlagos antitesttel tettuk lathatéva. Figyelemre méltd, hogy a Na*-K*
pumpa egyenletesen helyezkedik el a teljes membranfelszinben, beleértve az apikalis
membranszakaszt is. Az immunfestés eredménye megerdsiti a hipotézistiinket (de
ellent mond egyes korabbi adatoknak), mely szerint az acinus lumenébdl, az apikalis
membranon keresztll a Na*-K* pumpa végzheti a K*-visszavételt.

Az apikalisan elhelyezkedd Na*-K* pumpa funkcionalis jelentéségét
nagyban meghatarozza az apikalis membranszakasz aranya a teljes
membranfelllethez viszonyitva. Az apikalis membran kiterjedésének megbecslése
céljabol az apikalis membranmarkerként ismert tight-junction fehérjét, az okkludint
immunfestéssel tettik lathatova (115). Az okkludint az ellene termeltetett antitesttel
jeloltik, majd DyLight488 masodlagos antitesttel jeldltik a kotédott elsdédleges
antitestet. A 8/B. abran bemutatott immunfestés eredménye szerint a sejtkerilet
jelentés hanyada ~30%-a fluorescens festédést mutat, ami arra utal, hogy az apikalis
membran ennek megfelel6 aranyld membranfeliletet képvisel. Ez alapjan azt
feltételezzUk, hogy az apikalis membrannak, és az abban elhelyezked6 Na*-K*

pumpainak a nagy membran-kiterjedés és a bazdlis membrannal megegyez6
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pumpasriiség miatt igen meghataroz6 szerepe van az elsédleges kdnnyszekrétum

osszetételének kialakitasaban.

10 um

Na*-K* ATP-az

10 uym
okkludin

8. abra A Na*-K*-ATP-az elhelyezkedése a kbnnymirigy acinus sejtben
(immunfluoreszcens festeés)

A kbnnymirigy acinus sejtek mind a bazolateralis, mind az apikalis
membranban kifejeznek Na*-K* pumpat (A). A B panelen az apikalis
membrant jelzé okkludin fehérje eloszlasa lathato.

Sajat eredmények
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V/2. Hasnyalmirigy acinus sejten végzett kisérletek eredmeényei

V/2.1 QPCR kisérletek

El6szor real time kvantitativ polimeraz lancreakciét (RT-gPCR) végeztunk,
melyhez egér hasnyalmirigy lizatumot hasznaltunk, és a két Ca?*-fliggé kation
csatorna tipus (TRPM4 és TRPMS) DNS primerjét. Ezzel parhuzamosan az IPsR
harom izoformajara, a RyR harom izoformajara és a TRPC3 csatornara tervezett
primereket is alkalmaztunk, melyek belsé kontrollként szolgaltak. Referencia-génként
a GAPDH haztartasi gént valasztottuk (9. abra). Az IP3R izoformak magas, viszonylag
egyforma szintl, mig a RyR izoformak alacsony, kozlluk is a RyR1 (,vazizom tipusu”)
a legmagasabb szintl kifejez6dést mutattak. Ezek az eredmények megegyeznek a
korabbi tapasztalatokkal, miszerint az IPsR jelent6és, mig a RyR csak kiegészitd
szerepet jatszik a hasnyalmirigy acinus sejt Ca?*-szignalizaciéjaban. A TRPM4
kifejez6dési szintje 0sszevethetb az IP3 receptorokéval, és mintegy tizszer magasabb,
mint TRPC3 csatornaé, mely az acinus sejtek SOCE mechanizmusért felelés egyik
Ca?*-csatorna. A TRPMS5 kifejez6désének szintje viszont a kimutathaté hatarérték alatt
volt. Mivel ismert a TRPMS5 magas kifejez6dése az endokrin hasnyalmirigyben, a
nalunk tapasztalt negativ eredmény azt tamasztja ala, hogy a hasnyalmirigy mintank
Langerhans-sziget tartalma nem befolydsolla az adatainkat. Masrészt
megallapithatjuk, hogy a TRPM4 kifejezddési szintje magas a hasnyalmirigy acinus

sejtekben.

43



o
-
|

o

o

e
1

Relativ mRNS expresszio (GAPDH %)

IP,R1
IP,R2
IP,R3
RyR1
RyR2
RYR3 -

- | '
1E-4 -
< (4p)
= O
o o
e 0
= =

9. abra Egér hasnyalmirigy lizatumon végzett RT-QPCR elemzés
eredménye

Az abran a kilbnb6z6 ioncsatornak mRNS-ének GAPDH-ra normalizalt,
relativ kifejez8dési szintje lathatd (n=3).

A mérés Lisztes Erika és Toth Istvan Balazs segitsegével készlilt

TRPMS A
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V/2.2 Elektrofiziolégiai mérések
Arammérések (TRPM4, CaCC)

A kovetkezd Kkisérlet-sorozat a TRPM4 funkcionalis jelenlétének
igazolasat célozta meg, melyhez a feszlltség-zar médban alkalmaztuk a patch-clamp
technika teljes sejtes konfiguracidjat. Az intra- és extracellularis oldatok 6sszetételét
ugy terveztik meg, hogy specifikusan nemszelektiv kationcsatorna mérésre legyen
alkalmas. Ennek megfelel6en az oldatokban a Cl- nagy részét lecseréltik glutamatra,
ezaltal elkertlhetd volt a Cl-aram megjelenése, mig a pipetta oldatban a K*-ot Cs*-
mal helyettesitettlk, igy gatolva a K*-aramot. A 10. abra a -60 mV-tél +120 mV-ig futé
rampa feszultség protokoll futtatasakor mért aramjeleket mutatja. Kontroll kériilmények
kozott egy inward kation aram figyelheté meg, ami enyhe feszultség-fuggést mutat a
pozitiv feszlltség tartomanyban. Amikor ugyanezt a sejtet a SERCA pumpa specifikus
gatloszerével, a CPA-val kezeltik, az aram szignifikansan megnétt. A CPA
alkalmazasa egy gyakran hasznalt modszer az [Ca?*]i nbvelésére, mivel gatolja a
SERCA pumpa altal végzett Ca?*-visszavételt az ER-be, amely nyugalomban az ER-
bél torténé Ca?*-csorgast kompenzalja, ezért az [Ca?*]i emelkedését okozza. A CPA
hasznalata azért elényos erre a célra a szekretagdg szemben, mert a [Ca?*]i ndvelése
mellett meg6rzi a plazma PIP: tartalmat is, ezzel a TRPM4 mikodéséhez szukséges
PIP2 a mérés végéig megmarad, megelézve a TRPM4 &aram nem-specifikus
csokkenését. Emellett a CPA - mas gatloszerekkel ellentétben - vizoldékonysaga miatt
kimoshaté a sejtbél, ezzel megteremtve az Onkontrollos kisérleti elrendezés
lehetéségét. Miutan a CPA hatasara a TRPM4 aram allandé értéket vett fel,
megkezdtik a széles korben hasznalt TRPM4 gatlészer, a 9-Phenanthrol 100 yM
koncentraciéju oldatanak perfuziojat, amely jelentésen gatolta az aramot (10/A. abra).
Sajnos a 9-Phenanthrol alacsony specificitdsi, a TRPM4 csatorna mellett a Ca?*-
fliggdé Cl-csatornat is gatolja. Mivel mind a két emlitett csatorna arama depolarizald
hatasu, a hasnyalmirigy acinus sejteken tervezett kisérleteink kivitelezéséhez
(fiziolégias, 157 mM CI tartalmu séoldatban) a 9-Phenanthrolt a jelentés ClI- aram
gatlas depolarizald hatasa miatt nem tudtuk volna TRPM4 gatlészerként alkalmazni. A
mérési melléktermékek elkerllése érdekében egy masik, sokkal specifikusabb TRPM4
gatlészerre volt szukségunk, ezért egy nemrégiben szelektalt molekula, a CBA (4-

Chloro-2-[[2-(2-chlorophenoxy)acetyllamino] benzoic acid) hatasat is teszteltlk (106).
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Azt tapasztaltuk, hogy a CBA 10 uM koncentracioban 100 uM 9-Phenanthrolhoz
hasonlé hatasossaggal gatolta a TRPM4 aramot (10/B. abra).

A * # B
i x #
1,0 7 Kontroll (VT) 0,8 ~ Kontroll (VT)
05 ] CPA o
| CPA*O-Ph 0,6 { CPA+CBA
2 04-
0,24
80 -40
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+
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10. dbra A Ca?'-fliggé kation aram biofizikai és farmakolégiai
tulajdonsagai hasnyalmirigy acinus sejtben

Patch-clamp kérilmények kbzott rampa fesziiltség protokolt alkalmaztunk,
és az igy kapott teljes sejt aramfelvételek atlagat abrazoltuk. A méréseket
egyedi sejteken vagy 2-3 sejtes csoportokon végeztiik. Az acinus sejteket
vad tipusu (A, B), vagy TRPM4 KO (C) egerekbdl izolaltuk.

* - szignifikans kilbnbség a kontrollhoz képest; # - szignifikans kiilbnbség a
CPA kezeléshez képest; (A, n=7; B, n=5; C, n=6).

Sajat eredmények

A 11. abran bemutatott kiegészitd kisérletiink a CBA szelektivitasanak
ellen6rzésére iranyult. Arra voltunk kivancsiak, hogy a hasnyalmirigy acinus sejtek CI-

-aramat gatolja-e a CBA az el6z6 kisérletben alkalmazott, 10 uM-os koncentracidban.

A patch-clamp méréseknél feszlltség-lépcséd protokolt alkalmaztunk, -60 - +120 mV
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tartomanyban. Az arammeéréseken jol megfigyelheté a Ca?*-fliggé Cl-aram jellegzetes
karaktere: a feszultség-fliggetlen, konstans konduktanciaju komponens, amely
linearisan novekszik a feszlltség fuggvényében, illetve a feszlltség-fuggd
aramkomponens, amely csak megfeleléen nagy (~+40 mV) feszlltségen jelenik meg
és kialalkulasa id6fliiggd (11. A dbra). A 11. B abran a kulonb6z6 feszliltség értékekhez
tartozé aramok atlaga lathatd, mely alapjan egyértelmien latszik, hogy 10 uM CBA
nem gatolja az acinus sejt Ca?*-fliggé Cl-aramat. Az elényds szelektivitasi
tulajdonsagai miatt a tovabbi kisérleteinkben is a CBA-t alkalmaztuk a hasnyalmirigy

acinus sejt TRPM4 aramanak gatlasara.
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11. abra CBA hatasa a hasnyalmirigy acinus sejt Cl-aramara

Az A panelen a teljes sejt aramok reprezentativ mérései lathatéak kontroll
kériilmények kozott és 10 uM CBA jelenlétében. A fesziiltség-lépcsé
protokol -60 mV és + 120 mV k6zétt, 20 mV-os lépcsbkben depolarizélta a
sejtmembréant, mikézben a pipettaban a [Ca?*] 1 uM volt. A mérések atlagait
a B panel mutatja. (n=5).

Sajat eredmények

47



A tovabbiakban olyan hasnyalmirigy acinus sejteken is végeztink
ugyanilyen kisérleti elrendezésben kationaram méréseket, amelyeket TRPM4
csatorna fehérjét kdédolé gént nem expresszald (TRPM4 génkiutott - TRPM4 KO)
egerekbdl izolaltunk. Bar ezekben a sejtekben a hattéraram magasabb volt a
kontrollhoz képest, amely CPA hatasara nem névekedett és CBA-ra sem volt érzékeny
(10/C. abra). Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a TRPM4
funkcionalisan is kifejez6dik a hasnyalmirigy acinus sejtekben, mégpedig jelentds

mennyiségben.

Membranpotencial mérések

A TRPM4 aram membran potencialra gyakorolt hatasat a perforalt patch
clamp modszerrel vizsgaltuk, az aram zar (current-clamp) konfiguraciét alkalmazva. A
kontroll kérilmények kozott meérhetd -44,38 + 2,88 mV-0s (n=5) nyugalmi membran
potencial 30 yM CPA kezelés hatasara lassan emelkedni kezdett, mig elérte a -27,70
+ 2,99 mV-os (n=5) egyensulyi feszlltségértéket. Ezt kdvetéen 10 uM CBA-t
tartalmazé oldattal perfundaltuk a sejteket, melynek eredményeképpen a
membranpotencial visszaallt a nyugalomhoz koézeli -42,86 + 1,65 mV-0os (n=5)
feszlltség értékre (12. abra).

Ezen Kkisérleti eredményeink alapjan arra kovetkeztetink, hogy a
hasnyalmirigy acinus sejt membranpotencialja TRPM4 csatornan keresztiil, Ca?*-
fuggé mddon depolarizalddik. Mindemellett feltételezzik, hogy a membran potencial
depolarizacidja eléggé lecsokkenti a Ca?* elektrokémiai hajtdéerejét ahhoz, hogy

jelentésen csokkenjen a Ca?*-bearamlas az extracellularis térbdl.
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12. abra A TRPM4 csatorna szerepe a membran depolarizacioban

Az A panelen egy reprezentativ membranpotencial (MP) felvétel lathaté kontroll
extracellularis oldatban, majd 30 uM CPA, és azt kévetéen 10 uM CBA hozzaadasa
utan. A kilénbbzé kisérleti kérilmények kbzott mert atlagos membranpotencial
értékeket a B panelen abrazoltuk, megjelenitve az egyedi mérések értékeit is (n=5).

* - szignifikans kllénbség a kontrollhoz képest (P<0,05); # - szignifikans kilénbség a
CPA kezeléshez képest (P<0,05)

Sajat eredmények
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V/2.3 Ca?*-imaging mérések

Annak ellendrzéseére, hogy a TRPM4 aram okozta depolarizacio valoban
csokkenti a Ca?*-bearamlas hajtderejét, hasnyalmirigy acinus sejtcsoportokon [Ca?*]i
méréseket végeztunk raciometrikus, fluorescens mikroszkopos eljarassal. Hosszu
ideig tartd, alacsony koncentracioju (10 pM) cerulein kezeléssel stimulaltuk a sejteket.
A cerulein a CCK-val egyenérték(i hatasu peptid. Kisérleteinket 2,5 mM Ca?*-ot
tartalmazo és Ca?* mentes extracellularis oldatban is elvégeziik vad tipusu és TRPM4
KO sejteken egyarant. A folyamatos 10 pM cerulein kezelés a [Ca?']i szabalyszer(
oszcillaciojat eredményezte minden csoportban (13. abra A és B panelek), amely arra
utal, hogy a sejtek az izolalas utan is megtartottak a fizioldgias valaszkészséguket. A
gorbék értékelésekor a cerulein kezelés 500-600 masodperce kozott kialakulo Ca?*-
tuskét vizsgaltuk. Azért valasztottuk ezt az idéablakot, mert ennyi id6 utan varhatdéan
mar az extracellularis térbél bearamld Ca?* is részt vesz a Ca?*-jel kialakitasaban (9).
A Ca?*-tartalmi és a Ca?*-mentes oldatban mért tliskék atlagos amplitudéja a vad
tipusu sejtek esetében nem kuldnbozott (AR so0-600s: 0,111 £ 0,008 és 0,091 + 0,007),
mig a TRPM4 KO sejtek esetén a Ca?*-tartalmu oldatban jelentésen magasabb volt
(AR s00-600 s: 0,087 £ 0,004 és 0,140 £ 0,011). Az adatok azt mutatjak, hogy 500
masodperces cerulein kezelést kovetéen a TRPM4 KO sejtekben jelentés mértéki
Ca?*-bearamlas van jelen, amely a TRPM4 csatornat tartalmazé vad tipusu sejtekben
nem tapasztalhaté (13. abra C panel). Emellett fontos megjegyezni, hogy a kontroll és
a TRPM4 KO sejtek Ca?*-mentes oldatban mérhetd tliskéinek atlagos amplituddja
lényegében azonos nagysagu volt, amely arra utal, hogy a kezelés végére az ER Ca?*-
tartalma hasonlé volt a két sejttipusban. A gorbe alatti tertilet (AUC — area under curve;
ez esetben az 500-600 masodperc kozott kialakult Ca?*-tliske alatti terilet, amely
aranyos az intracellularis tér 6ssz Ca?*-szintjével az adott idében) az amplitudéhoz
hasonlé szabalyszerliséget kovetett, de a kuldnbség statisztikailag nem volt
szignifikans. A Ca?*-tiskék hasonlé frekvenciaval ismétlédtek a vad tipusi és a
TRPM4 KO acinus sejtekben. Osszefoglalva, a Ca?*-tartalmi extracellularis oldatban
a vad tipusu és a TRPM4 KO acinus sejtek Ca?*-jelében mérhetd kiilénbség arra utal,
hogy a TRPM4 csatorna fizioldgiasnak tekinthet6 szekretagog stimulus mellett jelentés

szerepet jatszik a Ca?*- bearamlas negativ visszacsatolasu szabalyozasaban.
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13. abra A TRPM4 aram hatasa a Ca’*-oszcilldaciéra

A vad tipust vagy TRPM4 KO egérbdl izolalt hasnyalmirigy acinus sejteket
Fura-8 AM festekkel téltottiik, majd ezt kbvetden raciometrikus fluoreszcens
Ca?*-imaging mérést végeztiink. Az A és B paneleken a fluoreszcencia
intenzitds aranyokat (AR) mutatiuk be. Az izolalt acinus sejtcsoport
fluoreszcencia adatainak kiértékelése sejtenként tértént. A 10 pM cerulein
kezelésre adoft oszcillalo [Ca?*)i-t 0 és 2,5 mM Ca?*-ot tartalmazo
extracellularis oldatban is megmértiik (A és B panelek). Az 500 és 600 s
kozott kialakuld Ca?*-tiiskék jel-intenzitasat értékeltiik ki (AR 500-600 s). Az
egyedi sejtek (lires kér) és a sejtcsoport atlag + SE (négyzet) értékei a C
panelen lathatéak (n= mérésszamisejtszam; nCTRL 0 Ca?'= 3/23; nCTRL
2,5 Ca?*= 4/33; nKO 0 Ca?'= 6/44; nKO 2,5 Ca?*= 3/23). * - szignifikans
kilbnbség a kontrollhoz képest (P<0,05, fiiggetlen mintas ANOVA,
Bonferroni korrekcid)

Sajat eredmények
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Az elméletink igazolasara tovabbi kisérleteket terveztlink, melyekben az
ER jelentés mértéki Uritésével értik el a SOCE kialakulasat. A hasnyalmirigy acinus
sejt ER Uritését 10 percig végeztik 20 pM ceruleint tartalmazé Ca?*-mentes
extracelularis oldatban. Ez a magasabb koncentraciéju ceruleinnel torténé kezelés
minGségileg mas, tonusosabb jellegli Ca?* jeleket eredményezett, ami alkalmas az ER
gyors kilritésére. A kezelés altal kivaltott Ca?* valasz amplituddja fokozatosan
csokkent, amely az ER drulése miatt Iép fel, kdszonhetbéen annak, hogy a
plazmamembran Ca?*-pumpa (PMCA) a Ca?* egy részét az extracelliularis térbe
juttatja, ami extracellularis Ca?* hianyaban Ca?* bearamlassal nem pétlédik. Ezutan
az extracellularis oldatot 2,5 mM Ca?*-koncentracidju oldatra cseréltiik, ami a Ca?*-
bearamlas miatt tonusos [Ca?*]i ndvekedést eredményezett (14. dbra A panel). A
gorbék kiértékelésekor meghataroztuk a 2,5 mM Ca?*-ban mért fluoreszcens
intenzitasok értékét és azt tapasztaltuk, hogy a vad tipusu acinus sejtekhez képest
(AR soce: 0,091 £ 0,005) a TRPM4 KO sejteken mérheté amplitudoé (AR soce: 0,126 +
0,004) szignifikdnsan magasabb volt (14. abra B panel).
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14. abra A TRPM4 aram hatasa a szekretagdg stimulussal kivaltott
SOCE-re

A vad tipust és TRPM4 KO acinus sejtek Ca?*-jelei lathatoak az A panelen
(fekete, illetve zdéld vonalak). A 20 pM cerulein kezelés Ca?*-mentes
extracellularis oldatban indult, majd 2,5 mM Ca?*-tartalmu oldtaban
folytatodott. A B panel a 2,5 mM Ca?*-tartalmu oldatban mért fluoreszcencia
amplitudok statisztikajat mutatjia (AR soce; Nn= merésszam/sejtszam;
NCTRL= 6/37; nTRPM4 KO= 7/50)

* - szignifikans kilbnbség a kontrollhoz képest (P<0,05, fliggetlen mintas
Student-féle T-proba).

Sajat eredmények
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A SOCE még specifikusabb vizsgalatara tovabbi kisérleteket végeztink,
melyekben az ER Uritéséhez cerulein helyett CPA-t hasznaltunk. Ez a kisérleti
elrendezés lehet6séget ad arra, hogy elkeruljuk a szekretagdg stimulaciokor fellépd, a
Ca?*-jelre hatast gyakorld egyéb tényezéket (példaul PIP2 bomlas). Az ER Ca?
szivargasat 30 yM CPA-t tartalmazo Ca?*-mentes extracellularis oldattal valtottuk ki. A
kezdeti fazisban a kezelés hatasara a [Ca?*]i megnovekedett, majd azt kdvetben
lassan lecsokkent, amely azt mutatja, hogy a Ca?* szivargas utanpétlasa az ER
kiGrGlése miatt megsziint és a Ca?*-ot az intracellularis térb6él a PMCA kipumpalta az
extracellularis térbe. Az ER kilritése alatt mért Ca?*-jelek nem kiilonboztek a kontroll,
a CBA-kezelt és a TRPM4 KO sejtekben (0,18 + 0,02, 0,22 £ 0,01 and 0,21 * 0,03),
amely arra utal, hogy a két sejttipus ER-je kezdetben hasonlé mennyiségli Ca?*-ot
tartalmazott. Miutan a fluoreszcencia intenzitas Ujra elérte az alap értéket, a Ca?*-
mentes extracellularis oldatot 2,5 mM Ca?*-tartalmu oldatra cseréltiik, amely jelentds
[Ca?*]i novekedést okozott, ami a Ca?* extracellularis térbdl torténé bearamlasanak
volt kdszénhetd (15. abra A panel). Hasonlo kisérleteket CBA jelenlétében és TRPM4
KO acinus sejteken is végeztiink. A TRPM4 csatorna gatlészer CBA adagolasat csak
az ER teljes uritését kovetben inditottuk, hogy elkeruljik a CBA esetleges, az ER
Urllésére és Ca?*-tartalmara gyakorolt nemkivant mellékhatasat. A Ca2*-bearamlasrol
informaciot nyujtd fluoreszcencia intenzitas aranyok értékelése azt mutatja, hogy a
TRPM4 KO acinus sejtek esetén a fluoreszcencia valtozas meredeksége és
amplituddja is nagyobb volt a kontrollhoz viszonyitva. Emelett a CBA kezelés hatasara
szignifikansan nétt a fluoreszencia jel meredeksége, mig az amplitudéban nem
tapasztaltunk valtozast (meredekség, CTRL: 0,76 £ 0,04; CBA: 1,06 + 0,03; TRPM4
KO: 1,88 + 0,1 A.U. (6nkényes egység); ARsoce: CTRL: 0,065 + 0,004; CBA: 0,071 +
0,002; TRPM4 KO: 0,103 £ 0,005). Ezek a mérési eredmények egybehangzoak a 14.
abran lathatoakkal, és tovabb erGsitik az elméletinket, miszerint a TRPM4 negativ

visszacsatolassal szabéalyozza a Ca?*-bearamlast egér hasnyalmirigy acinus sejteken.
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15.abra A TRPM4 aram hatasa a CPA-val kivaltott SOCE-ra

Az A panelen a kontroll, a CBA-kezelt és a TRPM4 KO acinus sejtekben
folyamatos 30 uM CPA perfluzio hatasara mérheté Ca?*-jelek lathatoak,
Ca?*-mentes, majd oldatcserét kévetéen 2,5 mM Ca?**-ot tartalmazé
extracellularis oldatban. A B és C panelek a 2,56 mM Ca?* jelenlétében mért
fluoreszcens jel meredekségét és amplituddjat (AR) abrazoljak (n=
mérésszam/sejtszam; nCTRL= 5/35 ; NCBA: 4/29; nKO: 5/41)

* - szignifikans kilénbség a kontrollhoz képest (P<0,05, fliggetlen mintas
Student-féle T-proba

A.U. — Onkényes egység (arbitrary wunit), normalizalt értékekbdl
meghatarozott meredekséeg

Sajat eredmények
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VI. Megbeszéles

Az uj kénnyszekréciés modell

Az eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a K*-
csatornak a Cl-csatornakkal egyltt az apikalis membranban helyezkednek el, ahol
Na*-K* pumpasidriség a bazalis membranéval azonos. Ezek alapjan egy Uj
konnymirigy szekrécidos modellt hoztunk létre. A jobb 6sszehasonlithatésag eérdekében
a régi és az uj modellt egy abran szemléltetem (16. abra). Bar az uj modell alap
elgondolasa nagyon hasonlé a régi, Wood és Mircheff altal 1986-ban megalkotott
modelljéhez (109), mégis sokkal nagyobb részletességgel és pontosabban irja le a
membranon keresztll folyé ionmozgasokat az Uj eredményeket figyelembe véve. A BK
csatorna szekretoros epitélsejtekben fontos szerepet jatszik a Na® és Cl gazdag
folyadék szekrécidjaban. A szekretagdg stimulaciéra megemelkedé [Ca?*)i aktivalja a
CaCC csatornakat, viszont az extracellularis térbe kilépé ClI° kompenzalo
mechanizmus nélkil a membranpotencialt a sajat egyensulyi potencialja felé
mozditana, lecsokkentve a Cl-szekrécid hajtoerejét. A BK csatorna a Cl-szekrécio
finom szabalyozasaban jatszik szerepet oly médon, hogy a Ca?*-jelre a CaCC-val
parhuzamosan a BK csatorna is aktivalédik, és a kilép6 Cl-ot koveti a K* kiaramlasa
is, ezzel kiegyensulyozva a membranpotencialt és biztositva a folyamatos CI-
hajtéer6t. Az emlitett folyamat feltétele, hogy a BK csatorna az apikalis membranban
helyezkedjen el, mely hipotézis konny- és hasnyalmirigy acinus sejtek esetén is
igazolast nyert a Ca?*-uncaging és immunfluoreszcens technikak segitségével (14,
110). A régi modell szerint a citoplazmaba torténd Na*-transzport a Na*™-K*-2Cl- és a
Na*-H* kotranszportereken keresztul valosul meg, és a Na*-K* ATPaz segitségével a
Na* korforgast végez a bazalis membranon. A K* és a CI szintén a bazolateralis
membranon keresztil, a Na*-K*-2CI- és CI"-HCOs™ kotranszporterek segitségével jut a
sejtbe. Ezek az ionok az apikalis membranon at jutnak ki a lumenbe a Ca?*-fliggé K*
és Cl-csatornakon keresztul (115). Az el6bb leirt mechanizmus szerint els6dlegesen
a K*-szekrécié felel6s az ozmotikus gradiens kialakitasaban, ezzel csdkkentve az
epitéliumon keresztuli Na*-hajtoerdt, és kovetkezésképp a Nat*-szekrécidt. Ezt az
elméletet viszont a konnyfolyadékban az ionok koncentracié-aranya nem tamasztja

ala, ezért feltételeztink egy apikalis K* visszavételi mechanizmust.
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Tehat, megerdsitettik Trautmann és Marty eredményeit, mely szerint a
Ca?*-fligg6 K* és Cl-csatornak mind a kdnnymirigy acinus sejt apikalis membranjaban
helyezkednek el, és feltételeztink egy apikalis K*-visszavételi mechanizmust, mely
alacsony K*-koncentraciét alakit ki az acinus Ilumenben. Az elméletinket
alatamasztjak az immunfluoreszcens felvételeink, amely a Na*-K* pumpa egyenl6
slrlségu eloszlasat mutatja az apikalis és a bazolateralis membranszakaszban. Az
eredmeényeink alatamasztjak a K*-reabszorpcié a kdnnyszekrécioban betoltott jelentds
szerepét, amely 6sszhangban van tobb korabbi tanulmannyal is (109, 116). Bar ahhoz,
hogy a Na*-K* pumpa valés funkcionalis jelentéségét megitélhessik, szlkséges a
transzporter apikalisan talalhatd mennyiségét aranyitani a bazolateralisan
elé6fordulohoz. Immunfluorescens eredményeinkre alapozott becsléseink alapjan az
apikalis membranszakasz aranya a bazolateralis mebranrégiéhoz képest 3:7, amely
alapjan ugy gondoljuk, hogy az apikalis membran elég nagy ahhoz, hogy jelentés K*-
reabszorpcio valdsuljon meg a lumenbdl rajta keresztul.

A kutatocsoportunk kozremikodésével nemrég megjelent kozleményben
hasonlé6 eredményeket kozdltek nyalmirigy acinus sejtek vonatkozasaban. A
szekréciés mechanizmusra kollaboraciés partnereink egy matematikai modellt
dolgoztak ki. Ebben a modellben a folyadékszekrécio akkor mutatkozott optimalisnak,
amikor a modell az apikalis membranba illesztette a teljes K*-konduktancia 40%-at és
a Na*-K* pumpa aktivitas 30%-at. llyen feltételek mellett a szekretalt Na* 27%-a
szarmazna a transzcellularis Na*-szekréciébdl, mig apikalis Na*-K* pumpa hianyaban
kizardlag a paracellularis Na*-szekrécié érvényesulne (89, 117). A hasonlo
eredmények miatt a kdonnyszekréciés modellink esetén is hasonlé mechanizmust
feltételezink.

Modellinkbél az is kovetkezik, hogy a K*-visszavétel fugg a szekrécid
sebességétdl. Stimulacio soran (reflexes vagy érzelmi kdnnyezés), amikor a magas
folyadék szekrécios sebesség rovidebb id6t enged a Na*-K* cserének az acinus sejt
luminalis membranjan keresztul, az els6dleges konny K* tartalma magasabb marad,
mig a Na*-koncentracioja kisebb az alacsony szekrécios sebesség lassabb aramlasi

sebességeihez képest.
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Klasszikus modell

16. abra A klasszikus és a javasolt kénnyszekréciés modell vaziata

Az abraval kapcsolatos leiras a megbeszélésben talalhato.
NKCC - Na*-K*-2ClI- kotranszporter, NKE - Na*-K*-pumpa, BK - Ca?*-fliggé
K*-pumpa, CaCC - Ca?*-fliggé Cl-csatorna, PMCA - plazmamembran Ca**-

ATPaz
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A TRPM4 szerepe a hasnyalmirigy acinus sejtek SOCE-jének szabalyozasaban

és az esetleges patoldgiai vonatkozasok

Els6ként igazoltuk a TRPM4 funkcionalis jelenlétét egér hasnyalmirigy
acinus sejteken és kimutattuk, hogy negativ visszacsatolasos mechanizmussal gatolja
a Ca?*-bearamlast, igy mérsékli az [Ca?*]i megemelkedését.

A hasnydalmirigy acinus sejtek [Ca?*]i-janak kéros mértékil, tartos
megemelkedése (Ca?*-tultoltése) olyan kritikus, korai kéros esemény, amely id6 el6tti
intracellularis zimogén aktivacidéhoz, dnemésztéshez és végul akut hasnyalmirigy-
gyulladashoz vezet (65, 118, 119). Mivel a SOCE elengedhetetlen a Ca?*-tultéltéshez
és az ORAI1 gatlészerek alkalmazasakor az akut hasnyalmirigy-gyulladas
sulyossaganak enyhuléserdl szamoltak be, adataink felvetik annak lehet6ségét, hogy
a TRPM4 csatorna miikddésének a patologias Ca?*-szignalizacio kivédésében lehet
szerepe (120). Ezen hipotézis a betegség allatmodelljeinek vizsgalataval tovabbi
ellenérzésre szorul. Az allatkisérletek eredményeinek tukrében késébb a TRPM4
csatorna transzlacios és terapias lehetoségeit is értékelni kell.

A TRPM4 munkacsoportunk altal leirt szerepéhez hasonld élettani
szerepet korabban mar T-limfocitdkban és a hizdsejtekben is megfigyeltek. Ezek
szerint a TRPM4 gén csendesitése miatt a Jurkat T-sejtekben a Ca?*-oszcillacidk
helyett tartdés [Ca?*]i emelkedések alakultak ki és megndvekedett az IL-2 termelés, ami
O0sszhangban van azzal az elképzeléssel, hogy a TRPM4 csokkenti a Ca?*
bearamlasat a sejtbe azaltal, hogy depolarizélja a plazma membrant és csokkenti a
Ca?* elektrokémiai hajtderejét (99). Ezzel egybehangzoéan acinus sejteken kapott
eredményeink arra utalnak, hogy a TRPM4 aram csokkenti a Ca?*-bearamlast azaltal,
hogy alacsonyabb Ca?*-hajtéerét alakit ki a membranpotencial depolarizalasaval.
Azonban Park és munkatarsainak eredményei egy masik lehetéséget is felvetnek.
HEK293T sejtekben kimutattak, hogy a TRPM4 kdlcsdnhatasba Iép a TRPC3-mal (az
egyik Ca?*-felszabadulas aktivalta Ca?*-csatornaval), amely a TRPC3 csatorna
aktivitasanak csokkenését eredményezi (112). Mivel a TRPC3 nagymértékben
kifejez6dik a hasnyalmirigy acinus sejtekben (9. abra), ez is egy lehetséges
magyarazatot kinal az eredményeinkre. Ezenkivil a TRPC3 TRPM4 altali alloszterikus
gatlasaval is magyarazhat6 az az eredményunk, hogy a varakozasokkal ellentétben a
CBA nem tudta jelentésen ndvelni a SOCE amplituddjat. Ezzel kapcsolatban azt
feltételezzik, hogy a TRPM4 és a TRPC3 gatlé kdlcsbonhatasat a CBA nem
befolyasolja, igy CBA jelenlétében a TRPC3 tovabbra is TRPM4 altali gatolt allapotban

59



maradt ami megmagyarazna, hogy a CBA kezelés utan a SOCE amplituddja
valtozatlan maradt.

A hasnyalmirigy acinus sejtek Ca?*-fligg6 kation arama fontos szerepet
jatszik a transzepithelialis Cl-szekrécié szabalyozasaban is. Ezt az Osszefliggést
Kasai és Augustine beépitették a primer kdnnyszekrécid ,push-pull” modelljébe. A
modell figyelembe veszi, hogy a Ca?*-hullam apiko-bazdlis terjedése a szekretagog
stimulacié soran el6szor az apikalisan lokalizalt Cl-csatornakat aktivalja. Az aktivalas
Cl-kiaramlast eredményez, mivel a membranpotencial negativabb, mint a CI
egyensulyi potencialja (,push” fazis). Késébb a bazdlis plazmamembrant eléré Ca?*-
hullam aktivalja az ezen a terlleten elhelyezked6 Ca?*-fligg6 kationcsatornakat (azaz
a TRPM4-et), amelyek a membrant depolarizaljak a Cl- egyensulyi potencialja folé, és
igy hajtéerét hoznak létre a Cl-csatornakon keresztlli Cl- bearamlasahoz (,pull”
szakasz). A vezetbképességeknek ez a valtott aktivalasa egyiranyu Cl- és
folyadékaramlast eredményezne a hamban (77). Egy masik hipotézis szerint a CI-
felvétel a bazalis membranban elhelyezkedé Na*-K*-2Cl- kotranszporterek
segitségével valosul meg (121). Ezt a modellt er6sen alatdmasztotta egy meggy6z6
tanulmany, miszerint a Ca?*-aktivalt Cl-csatornak kizardlag az apikalis
plazmamembranban fejez6dnek ki (17, 121). Ez az uj elmélet elveti a ,push-pull”
modellt, és a Ca?*-fliggé kationaramnak a folyadékszekrécio szempontjabdl nem
tulajdonit szerepet.

Az is nyilvanvalod, hogy a Cl-aram (a kézelmultban azonositott TMEM16a csatornan
keresztul) szintén jelentés depolarizalé aramként mikodik a hasnyalmirigy acinus
sejtekben (78, 122-126), amely felveti a kérdést, hogy miért fejeznek ki az acinus sejtek
azonos szerepet betOltd ioncsatornakat, melyek azonos liganddal aktivalhaté
ionaramokért felelnek. A Ca?*-fligg6 kationaramrol korabban azt feltételezték, hogy
szerepuk lehet a Na* felvétele a bazolateralis membranon keresztll, amely egy
lehetséges transzcellularis Na*-transzport utvonalat biztositana a Na*-nak. A CI-
egyensulyi potencialjan rogzitett arammérések azonban nem mutattak megndvekedett
kationaramot, ameddig a [Ca?*]i szintje kizardlag a sejt apikalis régiojaban emelkedett
meg, kizarélag csak azutan, hogy a [Ca?']i értéke megndétt a teljes intracellularis
térben. (77). Bar immunfluoreszcencia vizsgalatainkhoz megfeleld6 TRPM4 antitestek
hianyaban nekunk sajnos immunfestéssel nem sikerult bizonyitanunk a TRPM4
kifejez6dését hasnyalmirigy acinus sejtekben, az emlitett korabbi tanulmany

hatarozottan arra utal, hogy a Ca?*-aktivalt kationcsatornak csak a plazmamembran
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bazalis régidjaban fejezé6dnek ki. Kasai és Augustine munkaja arra is utal, hogy az
apikalis membran nem kozvetit jelentdés kationaramokat, kovetkezésképpen a
hasnyalmirigy acinusban a Na*-szekrécio egyetlen utja a paracellularis lehet, és a
TRPM4 valészinldleg nem vesz részt a transzcellularis Na*-transzport és igy a
transzepitelialis folyadékszekrécionak a kdzvetitésében. Ezért arra a kdvetkeztetésre
jutottunk, hogy a TRPM4 kiegészité depolarizalé aramként funkcional, amely
helyspecifikusan helyezkedik el annak érdekében, hogy negativan szabalyozza a
CRAC csatornakon keresztili Ca?*-belépést, és igy, kozvetett médon a folyadék- és
enzimszekreciot.

Osszefoglalva, eredményeink alapjan igazolast nyert az, hogy a TRPM4
csatorna megnyilasaval negativ visszacsatolé mechanizmusként gatola a SOCE
folyamatat, mintegy védelmet biztosit a Ca?*-tultoltédés ellen. A folyamat megértését
a 17. abra seqiti. A szekretagdg stimulacio hatasara a hasnyalmirigy acinus sejtben az
IPs-Utvonal aktivalddik, ezzel Ca?*-felszabadulast okozva mind az IPs csatornan, mind
a RyR csatornan keresztiil (Ca?*-indukalt Ca?*-felszabadulas). A belsd raktarbdl (ER)
felszabadult Ca?* az ER Urilését eredményezi, amelynek kdvetkezménye a raktar
vezérelt Ca?*-bearamlas (SOCE). Az ER-bdl és az extracellularis térbél érkezé Ca?*
adja a telies [Ca?'li nOvekedést, amely kulcsszerepet jatszik a zimogének
exocitézisaban, és patologias esetben a korai, intraacinaris aktivaciéjukban. A SOCE
kialakulasaval parhuzamosan a megemelkedd [Ca?*]i aktivalia a TRPM4 csatornat,
Na* aramlik a sejtbe, és depolarizalja azt. A depolarizacié miatt a Ca?*-bearamlas
hajtéereje csokken, viszont a PMCA altal végzet Ca?* kidramlas megtartott, ezzel a
Ca?*-mozgas a kilépés iranyaba tolodik, amely csokkenti az [Ca?*]i-t és védelmet

biztosithat a Ca2*-tultdltédéssel szemben.
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(17. abra) A TRPM4 aram negativ visszacsatol6 szerepe a SOCE-ra
Az abraval kapcsolatos leiras a megbeszélésben talalhato.
ZG — zimgén
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Vil/a. Osszefoglalds

A konnymirigy acinus sejteken veégzett kisérleteink soran egy Uuj, a
korabbit kiegészitd konnyszekrécios modell kidolgozasa volt a célunk. Az els6
kisérletsorozat célja a konnymirigy acinus sejtek apikalis membranjaban talalhaté
Ca?*-fligg6 K*-csatornak miikodésének vizsgalata volt. A célzott Ca?*-uncaging és a
telies sejt arammérés kombinalasaval helyileg aktivalédo Ca?*-fliggé K*- és CI-
aramokat mértlink. Az apikalis régioban a [Ca?']i lokalis ndvekedése a K*-aram
jelentés megemelkedését eredményezte, és ha BK csatorna-gatlé paxillin kezelést
alkalmaztunk, akkor az aram aktivaciéja elmaradt. Ezutan ugyanazon technikai
megkozelités alkalmazasaval a bazalis membran K*- és Cl-aramait is vizsgaltuk. Bar
ezekben a kisérletekben a lokalis [Ca?']i valtozas kissé nagyobb volt, mégsem
tapasztaltunk aktivalodé K*- és Cl-aramokat. Ezek az adatok hatarozottan arra
utalnak, hogy az egér kdnnymirigy acinus sejtjeiben az elsédleges K*-csatorna a BK-
csatorna, amely egytt lokalizalodik az apikalis plazmamembranban a Ca?*-aktivalt
Cl™-csatornaval. Ezenkivul az immunfestés azt mutatta, hogy az apikalis membran
terllete viszonylag nagy (a latszélagos membrankerilet ~30%-a) és Na*-K*-pumpat is
tartalmaz. Ez az eredmény azt is sugallja, hogy az apikalis Na*-K*-pumpa aktivitasa
funkcionalisan jelentés lehet az elsédleges koénnyfolyadék iondsszetételének
meghatarozasakor. Osszefoglalva, Uj modellink azt javasolja, hogy K*-szekrécio
torténik az apikalis membranon, ezt kdvetéen azonban a K*-ot azonnal visszaveszi az
apikalis Na*-K* ATP-az, ami Na*-szekrécioval jar. Ez a folyamat tehat a Na* szekréciét
a paracellularisrol részben a transzcellularis utvonalra iranyitja at. Ezenkivul a Na*-K*-
pumpa elektronegativ transzportja segit megtartani a stimulacié soran hiperpolarizalt
membranpotencialt, ezzel fenntartja a Cl™-szekrécio elektrokémiai hajtéerejét.

A hasnyalmirigy-acinus sejtek ioncsatornainak vizsgalatat célzo
kisérletsorozat eredményeit &sszefoglalva megallapithatjuk, hogy a TRPMA4
ioncsatorna MRNS-e magas szinten expresszalodik egér hasnyalmirigy acinus
sejtekben. A TRPM4 funkcionalis jelenlétét arammeérésekkel is igazoltuk. Azt talaltuk,
hogy a Ca?*-fligg6é kationaramot 10 yM CBA és 100 uM 9-Phenanthrol hasonléan
gatolja, viszont a CBA a Cl~-aramot nem befolyasolja. Mivel a CBA egy specifikus
TRPM4 csatorna blokkold, ezek az eredmények hatarozottan arra utalnak, hogy a
TRPM4 vad tipusu hasnyalmirigy acinus sejtben funkciondlisan is jelentds

mennyiségben  expresszalodik. Megmutattuk a TRPM4  aramanak a
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membranpotencialra gyakorolt hatasat is. Megallapitottuk, hogy a hasnyalmirigy
acinus sejt plazma membranja Ca?*-fliggé mddon depolarizalédik, melyben jelentés
szerepet jatszik a TRPM4 csatorna aktivitasa. Ezenkivil a [Ca?*] mérési adataink is
azt mutattak, hogy 10 pM cerulein kezelés 8 perc elteltével jelenetés Ca?*-belépést
okozott a TRPM4 KO acinus sejtekben, mig a kontroll sejtekben nem, amely azt jelzi,
hogy a TRPM4 részt vesz a Ca?"-belépésének negativ visszacsatolasu
szabalyozasaban. S6t, amikor Ca?*-belépést 20 pM CCK kezeléssel valtottunk Ki
(SOCE), a Ca?* jel nagysaga szignifikansan magasabb volt a TRPM4 KO sejtekben a
kontrollhoz képest. Ezen eredmények igazolasara a SOCE-t még specifikusabban
megvizsgaltuk Ugy, hogy az ER Ca?*-tartalmat az esetleges kisérleti melléktermékek
kialakulasanak elkerulése érdekében receptor-figgetlen médon, CPA-val uritettuk. A
Ca?*-jel elemzése azt mutatta, hogy a jel kialakulasanak meredeksége és amplituddja
nagyobb a TRPM4 KO hasnyalmirigy acinus sejtekben a kontrollhoz képest. Ezenkivdl
TRPM4 gatlészerrel is végeztink kisérleteket, melyek azt mutatjak, hogy a CBA
kezelés jelentésen megnovelte a fluoreszcencia jel emelkedésének sebességét.
Osszefoglalva, azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy a TRPM4 aram Ca2*-fligg6
modon depolarizalja a hasnyalmirigy acinus sejteket és negativ visszacsatolassal
szabdlyozza a Ca?* bejutasat a sejtbe. A TRPM4 egy kiegészitd funkcidju depolarizald
aramként funkcional, amely specifikusan lokalizalédik annak érdekében, hogy

negativan szabdlyozza a Ca?*-belépést a CRAC csatornak kdzelében.
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Vil/b. Summary

In the case of our experiments on lacrimal gland secretion, our goal was
to develop a new model of tear secretion. The aim of the first series of experiments
was to investigate the function of Ca?*-dependent K*-channels in the apical membrane
of lacrimal acinar cells. Local Ca?* uncaging (flash photolysis of NP-EGTA) was
combined with Ca?* imaging and whole-cell current recording of Ca?*-activated K*- and
Cl™-currents. In the apical region, a local increase in [Ca?*]i resulted in a significant
increase in K* current, but when the cells were treated with the BK channel inhibitor
paxillin, no current activation was observed. Next, the basal membrane was probed for
K*- and CI™-currents by using the same approach. Although, in these experiments, the
change in local [Ca?']i was slightly higher, it failed to activate either K*- or the CI-
currents. These data strongly suggest that the primary K*-channel in the mouse
lacrimal acinar cell is the BK channel, which co-localizes with the Ca?*-activated ClI -
channels in the apical plasma membrane. Moreover, immunostaining shows that the
area of the apical membrane is relatively large (~30% of the apparent membrane
section circumference) and also contains Na*-K* pumps. This result suggests that
apical Na*-K* pump activity may be functionally significant in determining the ionic
composition of the primary tear fluid. In summary, our new model suggests that K*-
secretion occurs on the apical membrane, but thereafter, K* is immediately taken up
by apical Na*-K* ATPase, which is associated with Na* secretion. Thus, this process
redirects Na* secretion from the paracellular pathway in part to the transcellular
pathway. In addition, the electronegative transport of the Na*-K* pump helps maintain
the hyperpolarized membrane potential during stimulation, thus maintaining the
electrochemical driving force of Cl™-secretion.

My PhD project also involved studying the ion channels in pancreatic
acinar cells (PAC), which can be summarized as follows. We found that the TRPM4
ion channel mMRNA is highly expressed in mouse pancreatic acinar cells. The functional
presence of TRPM4 was confirmed by current measurements using the whole cell
configuration of the patch-clamp technique. We found that both 10 uM CBA and 100
1M 9-Phenanthrol inhibited the Ca?*-dependent cation current similarly, but CBA did
not affect the Cl-current. As CBA is a specific TRPM4 channel blocker, these results
strongly suggest that TRPM4 is functionally expressed in PACs in significant amounts.
We also showed the effect of TRPM4 current on membrane potential. We found that
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the plasma membrane of the pancreatic acinar cell is depolarized in a Ca?*-dependent
manner, which was reverted by treating the cells with CBA. Furthermore, our [Ca?*]i
measurements showed that 10 pM cerulein treatment induced significant Ca?*-entry
after 8 min in TRPM4 KO acinar cells, but not in control cells, indicating that TRPM4 is
involved in the negative feedback regulation of the Ca?*-entry. Moreover, when Ca?*-
entry was induced by higher CCK concentration (20 pM), the magnitude of the Ca?*-
signal was significantly higher in TRPM4 KO cells compared to the control. To confirm
these results, SOCE was examined even more specifically by depleting the Ca?*-
content of the ER in a receptor-independent manner using a SERCA pump inhibitor
CPA to avoid the formation of possible experimental artefacts. Analysis of the Ca?*-
signal in Ca?* containing saline showed that the slope and amplitude of the Ca?* signal
were higher in TRPM4 KO PACs compared to wild types. Experiments performed with
CBA showed that the treatment significantly increased the slope of the fluorescence
signal.

Summarizing our results, it can be concluded that the TRPM4 current depolarizes
PACs in a Ca?*-dependent manner and regulates Ca?*-entry with a negative feedback
mechanism. Therefore, we conclude that TRPM4 functions as a complementary
depolarizing current that is specifically localized in order to negatively regulate Ca?*-

entry near CRAC channels.
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VIll. Uj eredmények

1. Megallapitottuk, hogy a Ca?*-fliggé Cl-csatornak a Ca?*-fliggé K*-csatornakkal
azonos, apikalis membranrégidban helyezkednek el a kdnnymirigy acinus sejtekben.
2. A konnyszekrécio sejtszinti modelljének tokéletesitése, melynek legfontosabb
eleme a Na"K* pumpa jelenlétének igazolasa az acinus-sejtek apikalis
membranjaban. A Na*K* pumpa a bazalis membranhoz hasonl6 slriségben van jelen
az apikalis membranban, és ez a membranfelllet elég nagy ahhoz, hogy jelentés K*-
reabszorpcio valdsuljon meg azon keresztll. Ez magyarazatot ad a kdnny mérhetéen
nagyobb Na* és kisebb K* tartalmara a régi modellbdl kdvetkezd koncentraciokhoz
képest. A mérési eredményeink alapjan egy uj konnyszekrécios modellt alkottunk meg,
mely nagyobb részletességgel es pontosabban irja le a membranon keresztul folyd
ionmozgasokat.

3. Elséként igazoltuk, hogy a TRPM4 csatorna az exokrin pancreas acinus-sejtjein
mind morfolégiai, mind funkcionalis szempontbdl jelentés mértékben van jelen. A
TRPM4 csatorna hozzajarul a Ca®*-belépés szabalyozasaban negativ visszacsatolas

biztositasaval.
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