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|. Bevezetés

A kutatdsom soran enzimatikus emésztéssel izolalt konny- és
hasnyalmirigy acinus sejteken vizsgaltam kulonb6zd ioncsatornak szerepét, plazma
membranban valé elhelyezkedését és mikodésbeli 6sszefluggéseiket az intracellularis
Ca?*-koncentracioval [Ca?*]i.

Az elsédleges 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 szukséges hajtéerét pedig a Na*™-K*-pumpa
biztositja.

Az els6dleges hasnyalmirigy-szekrétum kivalasztasaban jelentds szerepe van a
hasnyalmirigy acinus sejt [Ca?*]i-janak, ezért célunk az acinus sejtek Ca?*-fliggb
ioncsatornainak feltérképezése, szereplk tisztazasa volt. A QPCR tesztink alapjan
nagy expressziot mutatott a TRPM4 csatorna a mirigyben, ezért kisérleteink soran az
egeér 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 megemelkedd [Ca?*]i aktivalja azt,
és a rajta keresztil a sejtbe aramlé kationok depolarizaljak a sejtet, a Ca?* hajtoereje

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




patch-clamp modszerrel igazoltuk, hogy egér hasnyalmirigy acinus sejten talalhaté
Ca?*-aktivalt Na*-aram, amely a TRPM4 gatloszereivel (CBA, 9-Phenanthrol)
gatolhato volt. Tovabba aram-clamp koriilmények kozott igazoltuk, hogy a Ca?*-fliggd
gatolhato volt CBA-val. Annak érdekében, hogy tesztelhessik a depolrizacié hatasat
a Ca?*-bearamlasra, [Ca?*]i méréseket végeztiink, amelyek alapjan megallapithato,
hogy a Ca?* bearamlas meredeksége TRPM4 génkilitott és CBA-val kezelt acinus
sejteken magasabb a kontrollhoz képest, mig a TRPM4 génkiiitott sejteken a Ca?*
bearamlasabdl szarmazé intracellularis Ca?*-jel amplituddja is emelkedett. Az
eredményeink alapjan igazolast nyert a hipotézislink, miszerint a TRPM4 aktivacioja

csOkkenti a Ca?*-bearamlas hajtderejét a plazmamembranon keresztil.




Ill. EIbzmények és célkitiizés

[I/1. A kbnnyszekréciés 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 szindrdmahoz
(keratoconjuctivitis sicca) vezethet. A konnyszekrétum jelentés hanyadat a
konnymirigy acinus sejtjei termelik, igy ezen sejtek szekréciés mechanizmusanak
ismerete a korfolyamat megértése szempontjabdl nagyon fontos.

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 hajtéer6t 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 ClI- szekretalddik a lumenbe, amely transepitelialis hajtoerét Iétrehozva
paracellularis Na*-transzportot general. A Cl-kidaramlas 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. A hosszan tartdé Cl-szekrécid fenntartasaban a luminalisan
elhelyezked® Ca?*-fligg6é K* csatornaknak van nagy szerepe, mivel a rajtuk keresztul
a lumenbe kiaramlo K* segit a nyugalmi érték korul stabilizalni a membranpotencialt
és fenntartani a lumindlis iranyu Cl-hajtéerét. Azonban a szekrétum K* és CI
koncentracidja kozott -a feltételezett K* szekrécio ellenére- jelentés eltérés van (17
mM vs 152 mM), mikdzben a citoszolikus koncentraciok 112 és 61 mM. Ez a kilénbség
egy K* reabszorpcios 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?*-fiiggd
K*-csatornak, igy az alacsony luminalis 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 kombindacidjaval ellendrizze

a Ca?*-fligg6 ioncsatornak membran lokalizaciojat 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.

11/2. A TRPM4, a membran potencial és a Ca®>* bearamlas k6zotti

kapcsoloé

Kutatasunk masik célkitizése az volt, hogy olyan potencialis
mechanizmusokat talaljunk, amelyek a Ca?*-tultéltédés ellen védhetik a hasnyalmirigy
acinus sejtet. 2002-ben mar Pierre Launay és mtsai. TRPM4 overexpresszalt HEK293
sejteken végzett Ca’*-méréseik alapjan azt javasoltak, 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. A hasnyalmirigy-
gyulladas kérfolyamataban az acinus sejtek Ca?*-raktara olyan mértékben aril, amely
erbteljes SOCE aktivaciot okoz, igy az érdeklédésiink kézéppontjaba kertilt a TRPM4
csatorna, mint potencialis Ca?*-tultoltédés elleni védé mechanizmus. Mivel az egér
hasnyalmirigy acinus sejteken végzett QPCR alapjan magas expresszios szintl, az
IPs receptorhoz hasonlé mennyiségli TRPM4-et kddold mRNS volt detektalhato,
elkezdtik hipotézisiink kidolgozasat. EIméletiink szerint a megemelkedett [Ca?*]i
aktivalja a TRPM4 csatornat, Na* aramlik a sejtbe, depolarizalva azt. Bar a csatorna
Na* és K" ateresztd képessége kozel azonos, mégis a hajtéerd viszonyok a Na*-
bearamlasnak kedveznek, mivel a nyugalmi membranpotencialnal az elektrokémiai
hajtéer6 Na*-ra nagyobb, mint a K*-ra. Ha a membran potencial pozitivabb (de még
mindig negativ) értékre tolddik a Na*-bearamlas miatt, ugy az idékdzben Grulé raktarak
hatasara aktivalédott Ca®* bearamlas hajtoereje alacsonyabb lesz, igy lassitva a Ca?*-
bearamlast és csokkentve a bejutd Ca?* mennyiségét. Elméletiinket az [Ca?']i

mikrofluorimetrias kovetésével ellenériztik.




l1l. Metodikak

lll/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 Allatjéléti Bizottsag, mind

az Animal Welfare Committee of the University of Rochester 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 honapos egerek cervikalis diszlokacidjat kovetéen a kdonnymirigyet azonnal
kivettik, finomra apritottuk sebészi olléval, majd 37 °C-os vizfUrd6ében, razatas
alkalmazasa mellett 8 percig emésztettik 28 pg/ml tripszin tartalmu oldatban. Ezt
kovetden mostuk a szévetet SMEM oldattal, melyhez tripszin inhibitort adtunk, és
ezutan tovabbi kettd, egyenként 20 perces emésztési ciklus kdvetkezett 10-10 ml
emeésztboldattal, melyek 0.18 Winsch unit/ml koncentraciéban Liberase TL
(kollagenaz enzimek keveréke; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)
enzimet tartalmaztak. A hasznalt tapoldatokat folyamatosan karbogén gazzal (95% Oz,
5% COz2) buboreékoltattuk, igy biztositva az élettanilag megfeleld, stabil pH-t. Annak
eérdekében, hogy a szovet szétessen, tobbszor keresztul pipettaztuk 10 ml-es
szerologiai pipettara erdsitett, vagott 200 pl-es pipettahegyen. Az igy kapott sejteket
100 pym atmérja nylon sz(rén szlrtlik, mostuk, centrifugaltuk (200xg, 3 perc) és a

végeén 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 koncentracidban DMEM:HAM’'S F12 (ThermoFisher
Scientific Inc., Waltham, MA) tapoldatok 1:1 aranyu keverékében oldottuk fel. A 3-4
honapos egerek CO2 altatast kdvetd cervikalis diszlokacidja 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




(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 atméréja) szirtuk. 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 szobahdn tartottunk, amig 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, melyben 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.

l1l/2. A kbnnymirigy acinus sejteken végzett villanéfény-fotolizis,
elektrofiziolégiai és Ca?*-imaging mérések

A konnymirigy acinus sejtek esetében egy kombinalt metodikat
alkalmaztunk, melyben az acinus sejtek [Ca?*]i-janak emelkedését villano UV-fénnyel
indukaltuk (NP-EGTA segitségével), melyet Ca?*-imaging modszerrel kovettiink és
ezzel parhuzamosan a Ca?*-aktivalta K*- vagy Cl-aramokat mértik.

A teljes sejt aramot Digidata 1322A analog-digital atalakitdé (Axon
Instruments Inc., Foster City, CA, USA) altal vezérelt Axopatch 200A erésitével mértik
feszlltség-zar (voltage-clamp) korilmények kozott. Az aram felvétele 50 kHz
frekvenciaju mintavételezéssel és 5 kHz frekvenciaju sziréssel (alul ateresztd Bessel
szlrd) tortént, az adatok rogzitését pedig pClamp 9 szoftverrel (Axon Instruments)
végeztuk. A boroszilikat Uvegkapillarisokbol (Warner Instruments, Hamden, CT)
horizontélis huzéval 5-7 MQ ellendllasu pipettakat készitettink. Az acinus sejtek
aramanak folyamatos kodvetését feszlltség-zar (voltage-clamp) mddszerrel végeztik,
amennyiben K*-aramot mértink, +40 mV-on, mig ha Cl-aramot mértiink, -20 mV-on
rogzitettlk a feszultséget. A pipetta oldat (intracellularis oldat) a kdvetkez6 6sszetétell
volt: 135 mM K*-glutamate, 10 mM HEPES, 10 mM NP-EGTA, 2 mM CaClz, és 250
MM Fluo-4-K, pH=7,2. A Fluo-4 kalium sdja nem tud atjutni a membranon vizoldékony
tulajdonsaga miatt, ezért adtuk a pipetta oldathoz. A kuilsé oldatok Osszetételét ugy

terveztiik meg, hogy egymastol elkiilonitve vizsgalhassuk a Ca?*-fliggé aramokat. A




K*-aram mérését alacsony Cl-tartalmu oldatban végeztik, mely az alabbi 6sszetételii
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 meérésekor a K*-aramot tetraetil-ammoniumnal
(TEA) gatoltuk, igy az oldatosszetétel a kovetkez6 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) végeztik. A sejtek 488 nm
hullamhosszon voltak megyvilagitva, majd a fluoroszcencia 525 nm-es savsz(irén
keresztll volt gydijtve. A 20 ms expozicios id6vel készlilt képek tomaritést kdvetben (2
X 2 binning — egymassal k6zos oldallal rendelkezd 4 pixel atlagolasa egy képkockava)
20 Hz-es frekvenciaval rogzitettik azokat. Az adatokat a AF/Fo=(F-Fo)/Fo formulaval
abrazoltuk, ahol az F a felvett fluoreszcencia és az Fo a képsorozat elsé 10 képének
fluoreszcenciajanak atlaga (alapvonal). A képek 4096 arnyalatu (16 bit) szlrke
szintezettséget kaptak, amelyeket utdlag szivarvanyskala szinezéssel lattuk el, ahol a
hideg szinek alacsony, mig az egyre melegebb szinek magasabb [Ca?*]-nak felelnek
meg. A villanéfény-fotolizishez 375 nm hullamhosszu (UV) lézer diddat (maximalis
kimenet 18 mW, Toptica) hasznaltunk, amely egy invert mikroszképhoz (nikon TE200)
volt csatlakoztatva optikai kabellel, UV-fény kondenzatoron (TILL Photonics) keresztil.
Az UV-fényt egy 40x (NA=1,3) nagyitasu olaj-immerziés objektivvel (NIKON)
fékuszaltuk a targyasztalra. A lézerpont kiterjedése a félmaximum értéknél 0,7 pm volt
X és y iranyban, illetve 2,0 ym z iranyban. A teljes sejt arammeérést, a fluoreszcens
képalkotast és a lézer fény villantasanak idejét Polychrome [V illesztéegység
szinkronizalta és a Vision program vezérelte (TILL Photonics). A villanofény-
fotolizishez alkalmazott Ca?*-puffer a nitrofenil-EGTA (NP-EGTA) volt, amely
fotolabilisen koti a Ca?*-ot, emiatt UV-villanéfény segitségével az altala kotott Ca?* egy
része felszabadithatdé. A lézert a megfelel6 plazmamembran szakasz kozelébe
iranyitva az adott térrészre korlatozott Ca?*-jel alakithatd ki. Fontos a megfelel6 puffer
- Ca?* arany, hogy ne alakuljon ki az egész sejtre tovaterjed6 Ca?*-jel, amelyet a mi
mérési elrendezésiinkben 10 mM NP-EGTA és 2 mM Ca?* alkalmazasaval tudtunk

elérni.




l1I/3. A hasnyalmirigy acinus sejteken végzett elektrofiziologiai és

Ca?*-imaging mérések

Arammérések

A teljes sejt patch-clamp méréseket szobahémérsékleten, egy Axopatch 200B erdsitd
és egy Digidata 1320A analdg-digital konverter (Molecular Devices, Sunnyvale, CA)
segitségével végeztik feszlltség-zar (voltage-clamp) kortlmények kozott, az
adataokat 50 kHz frekvenciaju mintavételezéssel és 5 kHz frekvenciaju sziréssel (alul
atereszt6 Bessel sz(ir6) kaptuk meg. A boroszilikat Uvegkapillarisokbdl (Warner
Instruments, Hamden, CT) horizontalis huzéval 5-7 MQ ellenallasu pipettakat
készitettlink. Az intra- és extracellularis oldatok 6sszetételétdl fliggben TRPM4 vagy
TMEM16a csatornan atfolyé aramot mértink. A TRPM4 aram méréséhez -100 és
+120 mM kozotti fesziltség rampa protokollt hasznaltunk, mig a Cl-aram méréséhez
-60 és +120 mV kozotti 1 masodperc idétartamu depolarizald lépcsd protokollt
alkalmaztunk. Minden egyes mérésnél legalabb 70%-os soros ellenallas
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
odatOsszetétele az alabbi volt: 140 mM Na-glutamat, 4 mM CsCIl, 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 odatosszetétele pedig a kovetkezd Osszetételli
volt: 140 mM NMDG-CI, 1 mM MgClz, 5 mM glucose, 10 mM HEPES, pH=7,3.

Membranpotencial mérések

A patch-clamp mérérendszer aram-zar (current-clamp) mérési modjat alkalmazva
meértuk az acinus sejtek membranpotencialjat. Annak érdekében, hogy minél
érintetlenebb maradjon az intracellularis kornyezet, és ezaltal minél értékelhetébb
feszlltség értekeket kapjunk, a perforalt patch-clamp modszert valasztottuk a
kisérleteink kivitelezéséhez. A metddus lIényege, hogy a pipetta oldathoz olyan polién
makrolid antimikrobialis szert adunk (amfotericin B vagy nisztatin), amely a pipetta

alatti membranteruletbe (patch) épulve porusokat alakit ki azon, melyeken keresztul




az egyeértékd ionok (példaul Na*, K*, ClI) a hajtéerének megfeleléen szabadon
aramolhatnak, viszont a kétérték(i ionok (Példaul Ca?*) és a gliikdz nagysagu vagy
annal nagyobb toltés nélkili molekulak nem tudnak atjutni azokon. A kisérleteink soran
a pipetta oldathoz 300 pg/ml amphotericin B-t adtunk, majd ezzel a pipettat ugy
toltottuk, hogy a pipetta hegyébe amphotericin B mentes, mig mogotte amphotericin
B-t tartalmazé oldat kerllt, igy van id6é a nagy ellenallasu kapcsolat (Gigaseal)
kialakulasara, mielétt az amphotericin B a pipettahegybe diffundalna. A sejt és a
pipetta kozott a Gigaseal kialakulasa utan 5-10 perc alatt beépll az amphotericin B a
sejtmembranba, ilyenkor a perforaciét a lassan csdkkend 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 normal Tyrode oldatot hasznaltunk, melynek dsszetétele: 144
mM NacCl, 5,5 mM KCI, 2,5 mM CaClz,1,2 mM MgClz, 8,3 mM Glikdéz, 5 mM Tris-HCI
puffer, pH: 7,4.

Ca?*-imaging

A hasnyalmirigy acinus sejteket Uveg edénybe (lbidi) pipettaztuk, ahol 10 percig
hagytuk, hogy letapadjanak. A sejtek normal Tyrode oldattal voltak perfundalva,
melynek Osszetétele: 144 mM NaCl, 5,5 mM KCI, 2,5 mM CaClz, 1,2 mM MgClz,
8,3 mM Gliukdz és 5 mM Tris-HCI puffer, pH: 7,4. Amennyiben a mérési protokollban
Ca?*-mentes normal Tyrode oldatot alkalmaztunk, abban az esetben 0,5 mM EGTA-t
tartalmazott az oldat. A Ca?*-imaging mérésekhez Fura-8-AM (AAT Bioquest)
raciometrikus Ca?*-érzékeny festéket hasznaltunk, amelynek 2 uM koncentracioju
oldataban 30 percig inkubaltuk szobahémérseékleten 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. Amennyiben megfeleléen toltédik a sejt festékkel, abban az esetben a sejt
egeészséges, élettani tulajdonsagait megtartotta. A raciometrikus festékek elényos
tuladonsaga, hogy két, kulonb6zd excitaciés hullamhosszon nyert emisszios
intenzitasérték aranyat feleltetjik meg a Ca?*-koncentraciénak, ezért nem kell
szamolni az eltérd festéktoltddeésbdl eredd hibaval. A Fura-8-AM excitaciojat 1 Hz-es
frekvenciaval, FuraLed 365 és 405 nm-es fényforrassal (Cairn Research Ltd,

Faversham, UK) végeztuk, a fluoreszcensen kibocsatott fényt pedig egy 520 nm folotti




hulldamhossztartomanyban atereszté szlrén keresztul gyUjtottik. A leképezéshez
Zeiss Axiovert 135 mikroszkopot, Zeiss 21 HE szlir6készletet, 40x Fluor (1.3 NA)
objektivet és Qlmaging Retiga R3 CCD kamerat hasznaltunk. A leképez6 rendszert
egy illesztbegységen keresztll iranyitottuk Micromanager szoftver segitségével. A
fluoreszcens adatokat Image J szoftverrel és Fiji kiegészitbkkel értékeltik ki. A
360/405 nm-es emissziok fluoreszcencia intenzitas aranyait a hattér fluoreszcencia
levonasat kovetéen szamoltuk, majd a 360/405 nm-es fluoreszcencia aranyokat az
els6é 5 pont atlagara normalizaltuk (F/Fo). A sejtcsoportok egyes sejtjeibél nyert F/Fo
adatokat atlagoltuk, majd az igy kapott, az egyes sejtcsoportokra vonatkozé F/Fo
értékeket tovabb atlagoltuk, melyeket atlag + SEM (standard error of mean) formaban
mutatunk. Az abran az esetszamok a Ca?*-imaging adatok esetén n = kisérleti allatok
Szama / kisérletek szama / kiértékelt sejtek szama, mig a patch-clamp adatoknal n =

kiértékelt sejtek szama formaban vannak feltlintetve.

1I/4. Immuncitokémia

A koénnymirigyek acinus sejteket izolalast kdvetéen 15 percig jéghideg
metanolban fixaltuk. Ugyanazt a Na*-K* ATP-az ellenes nyul monoklonalis antitestet
(Abcam, Cambridge, UK, ref. szam ab76020) alkalmaztuk, emellett occludin antitest
(Novus, NBP1-87402) jeldlést 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 teszteltlk az els6dleges antitestek kotddésenek
mértékét a DyLight 488 I6ban termelt nyul elleni masodlagos antitesttel (ThermoFisher
Scientific Inc., Waltham, MA). Végul az acinus sejteket targylemezre tettlk és
felvételeket készitettlink réluk egy Zeiss 510 Meta (Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena, Germany) konfokalis mikroszképpal, mely a megfeleld didda és gaz Iézerrel volt

szerelve.
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I11/5. Statisztikai kiértékelés

Az adatok kiertékelését Origin 7.0 (Microcal Software, Northampton, MA, USA) vagy
Microsoft Excel programokkal végeztuk. 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 kiértékelést Student-féle T-proba és ANOVA tesztekkel
végeztuk. Az érintett mintakat 6sszetartozémintas variancianalizissel értékeltik és
Bonferroni-teszttel korrigalva vizsgaltuk a paronkénti atlagok kilénbségét. Annak
megallapitasa érdekében, hogy jelentés kulonbség van-e a vizsgalt és a kontroll
ertékek kozott, 5%-os szignifikancia szintet alkalmazva hasonlitottuk O0ssze az
adatokat (p < 0.05).

1ll/6. RNS izolalas, reverz transzkripcié 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

IV/1. Kbnnymirigy acinus sejten végzett kisérletek eredményei

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

Annak érdekében, hogy a Ca?*-aktivalt K*-csatornak
plazmamembranban valé elhelyezkedését meghatarozhassuk, villanéfény-fotolizissel
olyan rovid életideji Ca?*-jeleket alakitottunk ki, amely sejtnek vagy a bazalis vagy az
apikalis régidjara korlatozodott, és ezzel parhuzamosan a teljes sejt aramat meértuk.
Az acinus sejteket a patch pipettan keresztil toltottik NP-EGTA éltal csapdazot Ca?*
ionnal és Fluo-4 festékkel, és a sejtekre ugy iranyitottuk az 50 ms id6tartamu
villanofényt, hogy az UV lézerpont (~0.7 uM atmérgji) a sejt bazalis vagy apikalis
plazmamembranhoz kozeli intracellularis sejtrészre essen. Az intracellularis Fluo-4
fluoreszcencia intenzitdsa alapjan lathatd, hogy a csapdazott Ca?* villanofény-
fotolizise térben jol elkiilonlld, helyi Ca?*-jelet adott.

A villanofény-fotolizis kivitelezéséhez 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
régiora iranyitottuk, amelyet az intenziv fluoreszcencia jelek mutatnak. A képek tisztan
mutatjak, hogy a fotolizis tertiletén nagymeérték, rovid életideji és lokalis kiterjedési
Ca?*-jel hozhato létre ilyen korllmények kozott, anélkil, hogy a sejtben jelentésen
tovaterjedne. Amikor a Iézerpontot az apikalis membranrégio kozelébe fokuszaltuk (a
régiot a granulumok elhelyezkedésébdl azonositottuk), az atlagos fluoreszcencia
emelkedés 5,26 + 0,76-szor nagyobb volt az alapvonalhoz képest. Minden egyes
meéres térbeli kiterjedésének elemzése az apikalis membrantdl a sejt bazalis
membranjaig futé vonalon tortént. Ezek a vizsgalatok azt mutatjak, hogy a
fluoreszcencia csucs ndvekedése az apikalis membrantdl atlagosan 0,65 + 0,11 pm
tavolsagra alakult ki, és a fotolizis helyétél atlagosan 3 + 0,04 um térkonstanssal
exponencialisan csOkkent le, mig a sejtek atlagos atméréje 22,8 + 0,6 ym volt.
Ugyanilyen kiértékelést végeztink a bazalis terlletre fokuszalt villanofény-fotolizisnek
kitett sejtek esetén is, melyek hasonlé eredményt mutatnak: a normalizalt

fluoreszcencia intenzitas csucs 7,32 + 1,44-nek adddott az alapvonalhoz viszonyitva,
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a bazalis membranhoz viszonyitott tavolsaga 0,86 £ 0,3 um volt és az intenzitas térbeli
csokkenésének térkonstansa 3,73 + 0,12 ym volt. Ezeknek a sejteknek az atlagos
atmérdje 23,1 + 2,1 ym volt. Ezen adatok alapjan megallapithatd, hogy a mddszer
alkalmas az acinus sejtek [Ca?*]i-nak polus-szelektiv emelésére.

Miutan beallitotttuk és validaltuk a metodikat, az elsd kisérletek célja
annak vizsgalata volt, hogy az apikalis membranban vannak-e funkcionalis K*-
csatornak. Ennek vizsgalatara a villanofény-fotolizist és a Ca?*-fliggé K*- és CI-
csatornak aramanak teljes sejt konfiguraciéju arammérésével kombinaltuk. Az apikalis
membrant a granularis régié segitségével ismertiik fel, és a Ca?*-fliggé Cl-aram
jelenlétével azonositottuk, mivel a Cl-csatornak kizardlag az apikalis membranban
talalhatoak meg. Az adatokat kis sejtcsoportokbol gyujtottuk (2-3 sejt). A kivalasztott
sejtcsoport kdzépsd sejtjébe olyan patch pipettaval tortlink be, amely Fluo-4 Ca?*-
érzékeny festéket és csapdazott Ca?*-ot tartalmazott. A K*-aram és a Fluo-4
fluoreszcencia parhuzamos roégzitése az anyagok és modszerek részben leirtak
szerint tortént. Az UV lézerfényt az apikalis membran kozelébe pozicionaltunk, majd
az aram felvételének inditasat 1,05 masodperccel kovetben tortént az 50 ms
idétartamu lézer megvilagitas. Eredményeink egyértelmien mutatjak, hogy a
villanéfényt kovetéen az apikalis oldalon egy nagyjabol 250 ms ideig tarté [Ca?*]i
emelkedés tapasztalhatd, mig a bazalis oldalon a fluoreszcencia intenzitas nem
valtozott. A teljes sejt aramméréseink jelentés K*-aram ndvekedést mutatnak a helyi
Ca?*-jel eredményeképpen. A mérések alapvonala 0,5 nA kiindulasi K*-aramot jelez,
amely a +40 mV-on rdgzitett membranpotencialbdl kovetkezik, ugyanis ilyen
feszlltség hatasara a Ca?*-fliggé K*-csatornak (BK csatorna) feszliiltség-fliggé modon
nyilnak. A BK csatorna gatlészer paxillin jelenlétében viszont amellett, hogy a
hattéraram (az alapvonal) csdkkent, elmaradt a fotolizis okozta K*-aram ndvekedés is.
A K*-aram méreést kovetéen a Na*- és K*-glutamat alapu extracellularis oldatot 140
mM TEA-CI tartalmu oldatra cseréltiik, amely gatolta a K*-aramot, de elegendé Cl-ot
biztositott az intracellularis térbe iranyulé (outward) Cl-aram méréshez. Ebben az
oldatban, azonos pontba fokuszalt villanéfény-fotolizis hatasara jelentés Cl-aramot
mertunk, ami arra utal, hogy a Iézerrel valéban az apikalis oldalt céloztuk. Az emlitett
megfigyelések egybehangzdak voltak mind a 15 vizsgalt sejt esetén.

Ezt kdvetéen ugyanezzel a kisérleti elrendezéssel teszteltuk a bazalis
membranrégié K*- és a Cl-aramait. Morfologiailag a retikularis szerkezet, mig

funkciondlisan a Ca?*-figgéd Cl-aram hianya segitett a membranszakasz

13



azonositasaban. Bar ezeknél a méréseknél némiképp nagyobb [Ca?*]i emelkedés volt
mérhetd, mégsem aktivaldédott sem a K*-aram, sem a Cl-aram.

Ezek az adatok azt igazoljak, hogy az egér kdnnymirigy acinus sejtekben
a Ca?*-fliggd Cl-csatornaval azonos membranszakaszban, a sejt apikalis régidjaban
fejez6dik ki a BK csatorna. Ez az eredmény nagy segitséget jelent a kdnnymirigy

szekrécios mechanizmusanak pontosabb megértésében.

V/1.2 Immuncitokémia

A K*-csatornak apikalis elhelyezkedése jelentés K*-szekréciot feltételez
az acinus sejtek szekréciés aktivalasa soran, amely felveti a kérdést, hogy ennek
ellenére miért lehet a kdnny viszonylag alacsony K* tartalmd. A mi feltételezésunk,
hogy ez az ellentmondas az acinus lumenbdl torténé K*-visszavétellel magyarazhato.
A hipotézislinkben szerepld, reabszorpcioért felelés K*-transzporter miikodése nem
depolarizald, hogy az agonista stimulacio alatt a membranpotencial hiperpolarizalt
maradhasson. Emiatt a legjobban a Na*-K* pumpa illeszkedik be a modelliinkbe, mint
K*-visszavételi mechanizmus. Ennek tesztelésére az anyagok és modszerek fejeztben
leirtak szerint végeztik a frissen izolalt acinus sejt csoportokon a Na*-K* pumpak
immunfestését. Figyelemre méltd, hogy a Na*-K* pumpa egyenletesen helyezkedik el
a teljes membranfelszinben, beleértve az apikalis membranszakaszt. Az immunfestés
eredménye megerésiti a hipotézisinket, 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 fedettségének becslése céljabdl
az apiko-bazdlis hatarvonalat jelenté tight-junction fehérjét, az occludint
immunfestéssel tettik lathatova. Az occludint az ellene termeltetett antitesttel jeldltik,
majd DyLight488 masodlagos antitesttel teszteltuk a kotdédott elsédleges antitestet. Az
immunfestés eredménye szerint az apikalis membran jelentés nagysagu, a teljes
membranszakasz ~30%-anak megfelel fellletli. Ez alapjan azt feltételezzik, hogy az
apikalis membrannak, és az abban elhelyezked6 Na*-K* pumpainak a nagy membran-
kiterjedés és a bazalis membrannal megegyez6 pumpaslriség miatt igen
meghatarozé szerepe van az elsddleges konnyszekrétum 0Osszetételének

kialakitasaban.
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I\V/2. Hasnyalmirigy acinus sejten végzett kisérletek eredményei

IV/2.1 QPCR kisérletek

El6szor reverz transzkriptaz kvantitativ polimeraz lancreakciét (RT-qPCR)
végeztiink, melyhez egér hasnyalmirigy lizatumot hasznaltunk, és a két Ca?*-fligg6
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. Az IPsR izoformak magas, viszonylag egyforma
szintl, mig a RyR izoformak alacsony, kozuluk is a RyR1 (,vazizom tipusu”) a
legmagasabb szintl kifejez6dést mutattak. Ezek az eredmények megegyeznek a
korabbi tapasztalatokkal, miszerint az IPsR jelentés, mig a RyR csak kiegészit6
szerepet jatszik a hasnyalmirigy acinus sejt Ca?*-szignalizaciéjaban. A TRPM4
kifejez6dési szintje 0sszevethet6 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 befolyasolja az adatainkat. Masrészt
megallapithatjuk, hogy a TRPM4 kifejezddési szintje magas a hasnyalmirigy acinus

sejtekben.
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IV/2.2 Elektrofiziolégiai mérések

Arammérések (TRPM4, CaCC)

A kovetez6 kisérlet-sorozat a TRPM4 funkcionalis jelenlétének igazolasat célozta meg,
melyhez a feszlltség-zar modban alkalmaztuk a patch-clamp technika teljes sejtes
konfiguracidjat. Az intra- és extracellularis oldatok dsszetételét ugy terveztik meg,
hogy specifikusan nemszelektiv kationcsatorna mérésre legyen alkalmas. Ennek
megfelel6en az oldatokban a Cl- nagy részét lecseréltik glutamatra, ezaltal elkertlhet6
volt a Cl-aram megjelenése, mig a pipetta oldatban a K*-ot Cs*-mal helyettesitettik,
igy gatolva a K*-aramot. A -60 mV-tél +120 mV-ig futé rampa feszlltség protokoll
futtatasakor kontroll kérilmények kozétt egy inward kation aram figyelheté meg, enyhe
feszultség-fuggést mutatva a pozitiv feszultség tartomanyban. Amikor ugyanazt a
sejtet a SERCA pumpa specifikus gatloszerével, a CPA-val kezeltuk, az aram
szignifikdnsan megnétt. A CPA alkalmazasa egy gyakran hasznalt modszer az [Ca?*]i
novelésére, mivel gatolja a SERCA pumpa &ltal végzett Ca?*-visszavételt az ER-be,
amely nyugalomban az ER-bél torténd Ca?*-csorgast kompenzdlja, ezért az [Ca?]i
emelkedését okozza. Tovabba azért is elényds erre a célra a CPA hasznalata a
szekretagog aktivalo anyagokkal szemben, mert a [Ca?*]i ndvelése mellett meg6rzi a
plazma PIP:2 tartalmat is, ezzel a TRPM4 mikodéseéhez sziukséges PIP2 a mérés
végéig megmarad, megelézve a TRPM4 aram nem-specifikus csokkenését. Emellett
a CPA - mas gatloszerekkel ellentétben - vizoldékonysaga miatt kimoshato6 a sejtbdl,
ezzel megteremtve az onkontrollos kisérleti elrendezés lehetéségét. Miutan a CPA
hatasara a TRPM4 aram allando értéket vett fel, megkezdtik a széles kdrben hasznalt
TRPM4 gatlészer, a 9-Phenanthrol 100 yM koncentracioju oldatanak perfuziojat,
amely teljesen legatolta az aramot. Sajnos a 9-Phenanthrol alacsony specificitasu, a
TRPM4 csatorna mellett a Ca?*-fliggé Cl-csatornat is gatolja, és mivel mind a két
emlitett csatorna arama depolarizal6 hatasu, a hasnyalmirigy acinus sejteken tervezett
kisérleteink kivitelezéséhez (fiziolégias sooldatban) a 9-Phenanthrolt nem tudjuk
TRPM4 gatlészerként alkalmazni. Annak érdekében, hogy ne fedhesse el mas
csatorna arama a TRPM4 aram okozta depolarizaciot, egy masik, sokkal specifikusabb
TRPM4 gatlészer szikséges. Reményeink szerint egy nemrégiben szelektalt
molekula, a CBA alkalmas lesz a tovabbi kisérleteinkhez. A CBA 10 uM
koncentraciéban 100 uM 9-Phenanthrolhoz hasonlé hatasossaggal gatolta a TRPM4

aramot.
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A tovabbiakban olyan hasnyalmirigy acinus sejteken is végeztunk
ugyanilyen Kkisérleti elrendezésben kationaram méréseket, amelyeket TRPM4
csatorna fehérjét kodold gént nem tartalmazo (TRPM4 génkiutott - TRPM4 KO)
egerekbdl izolaltunk. Bar ezekben a sejtekben a hattéraram magasabb volt a
kontrollhoz képest, de CPA hatasara nem ndvekedett és CBA-ra sem volt érzékeny.
Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a TRPM4 funkcionalisan is

kifejez6dik a hasnyalmirigy acinus sejtekben, mégpedig jelentés mennyiségben.

Membranpotencial mérések

A TRPM4 aram membranpotencialra gyakorolt hatasat a perforalt patch
clamp maodszerrel vizsgaltuk, az aram zar (current clamp) konfiguraciét alkalmazva. A
kontroll koralmények kozott meérhetd -44,38 + 2,88 mV-os (n=5) nyugalmi
membranpotencial 30 uM CPA kezelés hatasara lassan emelkedni kezdett, mig elérte
a-27,70 £ 2,99 mV-os (n=5) egyensulyi feszlltségértéket. Ezt kbvetéen 10 uM CBA-t
tartalmazé oldattal perfundaltuk a sejteket, melynek eredményeképpen a
membranpotencial visszaallt a nyugalomhoz kozeli -42,86 + 1,65 mV-os (n=5)
feszlltségértékre.

Ezen kisérleti eredményeink alapjan feltételezzik, hogy a hasnyalmirigy
acinus sejt membranpotencidlia TRPM4 csatornan keresztiil, Ca?*-fliggé maodon
depolarizalodik. Mindemellett feltételezzik, hogy a membranpotencial depolarizacidja
eléggé lecsokkenti a Ca?* elektrokémiai hajtéerejét ahhoz, hogy jelentésen csdkkenjen

a Ca?*-bearamlas az extracellularis térbél.

IV/2.3 Ca?*-imaging mérések

Annak igazolasara, hogy a TRPM4 aram okozta depolarizacié valdban
csokkenti a Ca?*-bearamlas hajtderejét, hasnyalmirigy acinus sejtcsoportokon [Ca?*]i
méréseket végeztink raciometrikus, fluorescens mikroszkopos eljarassal. Hosszu
ideig tarto, alacsony koncentraciéju (10 pM) cerulein kezeléssel stimulaltuk a sejteket.
A cerulein élettanilag fontos szekretatog, a CCK-val egyenértékii hatasu peptid.
Kisérleteinket 2,5 mM Ca?*-ot tartalmazo és Ca?* mentes extracellularis oldatban is
elvégezuk kontroll és TRPM4 KO sejteken egyarant. A folyamatos 10 pM cerulein
kezelés a [Ca?*]i szabalyszer( oszcillaciojat eredményezte minden csoportban, amely
arra utal, hogy a sejtek az izolalas utan is megtartottak a fizioldgias valaszkészséguket.

A gorbék kiértékelésekor a cerulein kezelés 500-600 masodperce kozott kialakuld
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Ca?*-tliskét vizsgaltuk. Azért valasztottuk ezt az idGéablakot, mert ennyi idé utan
varhatéan az extracellularis térbdl bearamlé Ca?* is részt vesz a Ca?*-jel
kialakitasaban. A Ca?*-tartalmi és a Ca?*-mentes oldatban mért tliskék atlagos
amplituddja a kontroll sejtek esetében nem kulonb6zott (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 soo0-600s: 0,087 £ 0,004 és 0,140 £ 0,011). Az adatok alapjan 500
masodperces cerulein kezelést kovetéen a TRPM4 KO sejtekben szignifikans Ca?*-
bearamlas van jelen, amely a TRPM4 csatornat tartalmazo kontroll sejtekben nem
tapasztalhato. Emellett fontos, hogy a kontroll és a TRPM4 KO sejtek Ca?*-mentes
oldatban mérhetd tliskéinek atlagos amplitudoja Iényegében azonos nagysagu volt,
amely arra utal, hogy a kezelés végére az ER Ca?*-tartalma hasonldé volt a két
sejttipusban. A gorbe alatti tertilet (AUC — area under curve; ez esetben az 500-600
masodperc kozott kialakult Ca?*-tliske alatti terlilet, amely aranyos az intracellularis tér
0ssz Ca?*-szintjével az adott id6ben) az amplituddhoz hasonlé szabalyszeriiséget
kovetett, de a kiilonbség statisztikailag nem volt szignifikans. A Ca?*-tliskék hasonlo
frekvenciaval ismétlédtek a kontroll és a TRPM4 KO acinus sejtekben. Osszefoglalva,
a Ca?*-tartalmu extracellularis oldatban a kontroll és a TRPM4 KO acinus sejtek Ca?*-
jelében mérhet6 kuldnbség arra utal, hogy a TRPM4 csatorna jelent6s szerepet jatszik
a Ca?*- bearamlas negativ visszacsatolasu szabalyozasaban.

Az elméletlink igazolasara tovabbi kisérleteket terveztunk, melyekben az
ER jelentés mértékl Uritésével értik el a SOCE kialakulasat. A hasnyalmirigy acinus
sejt ER {Uritését 10 percig végeztik 20 pM ceruleint tartalmazé Ca?*-mentes
extracelularis oldatban. A kezelés &ltal kivaltott oszcillalé Ca?*-tliskék amplituddja
fokozatosan csokkent, amely az ER Uriilése és a Ca?*-visszavétel csokkenése miatt
lép fel, kdszonhetden annak, hogy a plazmamembran Ca?*-pumpa (PMCA) a Ca?* egy
részét az extracelliularis térbe juttatja. Ezutan az extracellularis oldatot 2,5 mM Ca?*-
koncentraciéju oldatra cseréltik, amely a Ca?*-bedramlas miatt tonusos [Ca?']i
novekedést eredményezett. A gorbék kiértékelésekor meghataroztuk a 2,5 mM Ca?*-
ban mért fluoreszcens intenzitasok értékét és azt tapasztaltuk, hogy a kontroll acinus
sejtekhez képest (AR soce: 0,091 £ 0,005) a TRPM4 KO sejteken mérheté amplitudo
(AR soce: 0,126 £ 0,004) szignifikdnsan magasabb volt.

A SOCE még specifikusabb vizsgalatara tovabbi kisérleteket végeztunk,
melyekben az ER Uritéséhez cerulein helyett CPA-t hasznaltunk. Ez a kisérleti

elrendezés lehetéséget ad arra, hogy elkertljik a szekretagdg stimulaciékor fellépé, a
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Ca?*-jelre hatast gyakorld egyéb tényezéket (példaul PIP2 bomlas). Az ER Ca?*
szivargasat 30 uM CPA-t tartalmazo Ca?*-mentes extracellularis oldattal valtottuk ki. A
kezdeti fazisban a kezelés hatasara a [Ca?']i megndvekedett, majd azt kdvetden
lassan lecsokkent, amely azt mutatja, hogy a Ca?* szivargas utanpétlasa az ER
kiliriilése miatt megsz(int és a Ca?*-ot az intracellularis térb6l 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 jelentés
[Ca?*]i novekedést okozott. Hasonld kisérleteket CBA jelenlétében és TRPM4 KO
acinus sejteken is végeztunk. A TRPM4 csatorna gatloszer CBA adagolasat csak az
ER teljes uritését kovetéen inditottuk, hogy elkeruljuk 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 az
el6zbekkel, és tovabb erbsitik az elméletinket, miszerint a TRPM4 negativ

visszacsatolassal szabéalyozza a Ca?*-bearamlast egér hasnyalmirigy acinus sejteken.
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V. Megbeszélés

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 szekréciés modellt hoztunk létre. Bar az Uj modell alap elgondolasa
nagyon hasonlo a régi, Wood és Mircheff altal 1986-ban megalkotott modelljéhez,
mégis sokkal nagyobb részletességgel és pontosabban irja le a membranon keresztl
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 megemelked6é [Ca?']i aktivalja a CaCC csatornakat,
viszont az extracellularis térbe kilépé Cl° kompenzald mechanizmus nélkal a
membranpotencialt a sajat egyensulyi potencialja felé mozditana, lecsokkentve a Cl--
szekrécio hajtéerejét. A BK csatorna a Cl-szekrécio finom szabalyozasaban jatszik
szerepet oly modon, hogy a Ca?*-jelre a CaCC-val parhuzamosan a BK csatorna is
aktivalodik, és a kilépé Cl-ot koveti a K* kiaramlasa is, ezzel kiegyensulyozva a
membranpotencialt és biztositva a folyamatos Cl-hajtéerét. 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. A régi modell szerint a citoplazmaba
torténé 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 keresztul jut be a sejtbe, a Na*-K*-
2CI és CI™-HCOs kotranszporterek segitségével. Ezek az ionok a sejtbél az apikalis
membranon at jutnak ki a lumenbe a Ca?*-fliggd K* és Cl-csatornakon keresztiil. Az
elébb leirt mechanizmus szerint elsédlegesen a K*-szekrécié felelés az ozmotikus
gradiens kialakitasaban, ezzel csokkentve az epitéliumon keresztili Na*-hajtoerét, és
kovetkezésképp a Na*-szekréciét. Ezt az elméletet viszont a kdnnyfolyadékban az
ionok koncentracio-aranya nem tamasztja ala, ezért feltételeztiink egy apikalis K*
visszaveteli mechanizmust.

Tehat, megerdsitettik Trautmann és Marty eredményeit, mely szerint a

Ca?*-fligg6 K* és Cl-csatornak mind a kdnnymirigy acinus sejt apikalis membranjaban
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helyezkednek el, és feltételeztink egy apikalis K*-visszavételi mechanizmust, mely
alacsony K*-koncentraciot alakit ki az acinus Ilumenben. Az elméletiinket
alatamasztjak az immunfluoreszcens felvételeink, amely a Na*™-K* pumpa egyenl6
slr(ségl eloszlasat mutatja az apikalis és a bazolateralis membranszakaszban. Az
eredményeink alatamasztjak a K*-reabszorpcié a konnyszekrécidban betdltott jelentbs
szerepét, amely 6sszhangban van tobb korabbi tanulmannyal is. Bar ahhoz, hogy a
Na*-K* pumpa valos funkcionalis jelentéségét megitélhessuk, szukséges a
transzporter apikalisan taladlhatdé mennyiségét aranyitani a bazolateralisan
eléforduldhoz. Immunfluorescens eredményeinkre alapozott becsléseink alapjan az
apikalis membranszakasz aranya a bazolateralis mebranrégidhoz képest 3:7, amely
alapjan ugy gondoljuk, hogy az apikalis membran elég nagy ahhoz, hogy jelentés K*-
reabszorpcio valosuljon meg a lumenbdl rajta keresztil.

A kutatécsoportunk kozremikodésével nemrég megjelent kozleményben
a nyalmirigy acinus sejtek szekrécios mechanizmusara dolgoztak ki munkatarsaink
egy matematikai modellt. 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*-szekrécidbaol, mig apikalis Na*-
K* pumpa hianyaban kizarolag a paracellularis Na*-szekrécio érvényesulne. A hasonlo
eredmények miatt a kdnnyszekrécios modellink esetén is hasonlé mechanizmust

feltételezink.
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A TRPM4 szerepe a hasnyalmirigy acinus sejtek SOCE-jében és ennek
patolégiai vonatkozasai

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. Mivel a SOCE elengedhetetlen a Ca?*-tultoltéshez és az ORAI1
gatlészerek alkalmazasakor az akut hasnyalmirigy-gyulladas sulyossaganak
enyhulésérél szamoltak be, adataink felvetik annak lehetéségét, hogy a TRPM4
csatorna mikodésének a patoldgias Ca?*-szignalizacid kivédésében lehet szerepe.
Ezen hipotézis a betegség allatmodelljeinek vizsgalataval tovabbi ellenbérzésre szorul.
Az allatkisérletek eredményeinek tukrében késébb a TRPM4 csatorna transzlacios és
terapias lehetdségeit is értékelni kell.

A TRPM4 munkacsoportunk altal leirt szerepéhez hasonld élettani
szerepét korabban megfigyelték a T-limfocitakban és a hizésejtekben. Ezek szerint a
TRPM4 gén csendesitése miatt a Jurkat T-sejtekben a Ca?*-oszcillacidk helyett tartds
[Ca?*]i emelkedések alakultak ki, és megnovekedett 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. Ezzel egybehangzodan acinus sejteken kapott
eredményeink arra utalnak, hogy a TRPM4 aram csokkenti a Ca2*-bearamlast azaltal,
hogy alacsonyabb Ca?*-hajtéerét alakit ki a membranpotencial depolarizalasaval.
Azonban Park és munkatarsainak eredményei egy masik lehetéséget is felvetnek.
Ezek szerint HEK293T sejtekben kimutattak, hogy a TRPM4 kdlcsdnhatasba lép a
TRPC3-mal (egy Ca?'-felszabadulas aktivalta Ca?*-csatornaval), amely a TRPC3
csatorna aktivitasanak csokkenését eredményezi. Mivel a TRPC3 nagymértékben
kifejez6dik a hasnyalmirigy acinus sejtekben, ez is egy lehetséges magyarazatot kinal
az eredményeinkre. Ezenkivil a TRPC3 TRPM4 altali alloszterikus gatlasaval is
magyarazhaté az az eredményunk, hogy a varakozasokkal ellentétben a CBA nem
tudta jelentésen novelni a SOCE amplitudojat. Ezzel kapcsolatban azt feltételezzik,
hogy a TRPM4 és a TRPC3 gatld kdlcsonhatasat a CBA nem befolyasolja, igy CBA
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jelenlétében a TRPC3 tovabbra is TRPM4 altali gatolt allapotban maradt ami
megmagyarazna, hogy a CBA kezelés utan a SOCE amplitudoja 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 kénnyszekrécid ,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. Egy masik hipotézis szerint a Cl-felvétel
a bazalis membranban elhelyezked6 Na*-K*-2Cl- kotranszporterek segitségével
valosul meg. Ezt a modellt er6sen alatamasztotta egy meggy6z6 tanulmany, miszerint
a Ca?*-aktivalt Cl-csatornak kizarélag az apikalis plazmamembranban fejezédnek ki.
Ez az Uj elmélet elveti a ,push-pull” modellt, és a Ca?*-fligg6 kationaramnak a
folyadékszekrécio szempontjabol nem tulajdonit szerepet.

Az nyilvanvald, hogy a Cl-aram (a kézelmultban azonositott TMEM16a
csatornan keresztul) szintén jelentds depolarizalé aramként mikodik a hasnyalmirigy
acinus sejtekben, amely felveti a kérdést, miért fejeznek ki az acinus sejtek azonos
szerepet betoltd ioncsatornakat, melyek azonos liganddal aktivalhaté ionaramokeért
felelnek. A Ca?*-fliggd kationaramroél korabban azt feltételezték, hogy szerepiik lehet
a Na* felvétele a bazolaterdlis membranon keresztll, amely egy lehetséges
transzcellularis Na*-transzport uUtvonalat biztositana a Na*-nak. A Cl-egyensulyi
potencialjan rogzitett arammérések azonban nem mutattak megnovekedett
kationaramot, ameddig a [Ca?*]i szintje kizardlag a sejt apikalis régiojaban emelkedett
meg, kizarélag csak azutan, hogy a [Ca?']i értéke megn6étt a teljes intracellularis
térben. Bar immunfluoreszcencia vizsgalatainkhoz megfelel6 TRPM4 antitestek
hianyaban nem sikerult bizonyitanunk immunfestéssel a TRPM4 kifejez6dését
hasnyalmirigy acinus sejtekben, az emlitett korabbi tanulmany hatarozottan arra utal,
hogy a Ca’*-aktivalt kationcsatornak csak a plazmamembran bazdlis régiéjaban

fejez6dnek ki. Kasai és Augustine arra is utal, hogy az apikalis membran nem kdzvetit
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jelentés kationaramokat, kdvetkezésképpen a hasnyalmirigy acinusban a Na*-
szekrécio egyetlen Utja a paracellularis lehet, és a TRPM4 valésziniileg nem vesz részt
a transzcellularis Na*-transzport és igy a transzepitelialis folyadékszekrécionak a
kozvetitésében. Ezért arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a TRPM4 kiegészitd
depolarizal6 aramként funkcional, amely helyspecifikusan helyezkedik el annak
érdekében, hogy negativan szabalyozza a CRAC csatornakon keresztiili Ca?*-
belépést.

Eredményeink alapjan igazolast nyert az, hogy a TRPM4 csatorna
megnyilasaval negativ visszacsatol6 mechanizmusként gatolja a SOCE folyamatat,
mintegy védelmet biztositva a Ca?*-tultéltédés ellen. A szekretagdg stimulacid
hatasara a hasnyalmirigy acinus sejtben az IPs-Utvonal aktivalodik, ezzel Ca?*-
felszabadulast okozva mind az IPz csatornan, mind a RyR csatornan keresztiil (Ca?*-
indukalt Ca?*-felszabadulas). A belsé raktarbol (SR) felszabadult Ca?* az SR Urlilését
eredményezi, amelynek kovetkezménye a raktar vezérelt Ca2*-bearamlas (SOCE). A
SOCE aktivalasat kozvetlenlil a STIM1 fehérje konformaciovaltozasa valtja ki. Az SR-
bél és az extracellularis térbél érkezé Ca?* adja a teljes [Ca?']i ndvekedést, amely
kulcsszerepet jatszik a zimogének exocitozisaban, és patologias esetben a korai
aktivaciojukban. A SOCE kialakulasaval parhuzamosan a megemelked6 [Ca?']i
aktivalja a TRPM4 csatornat, Na* aramlik a sejtbe, és depolarizalja azt. A depolarizacio
miatt a Ca?*-bedramlas hajtdéereje csokken, viszont a PMCA altal végzet Ca?*
kiaramlas megtartott, ezzel a Ca?*-mozgas a kilépés iranyaba tolddik, amely védelmet

biztosit a tulzott Ca2*-toltédéssel szemben.
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VI. 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 mértiink. 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 els6dleges 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 06sszefoglalva megallapithatjuk, hogy a TRPM4
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 médon depolarizalédik, melyben jelentds
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*-fliggd
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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