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1. Bevezetés

Az exokrin pankreasz f0 szerepet jatszik a taplalék megemésztésében a duodénumban fiziologias
korilmenyek kozott. A kilénbdzo patofizioldgias ingerek (mint példaul talzott alkohol fogyasztas
vagy az epe reflux) akut pankreatitiszt valtanak ki, ami egy gyakori, stlyos formajaban magas
halalozassal jard betegség. A mirigy nagy része (~ 80%) acinus sejtekbdl, koriilbeliil 4% -a duktalis
sejtekbol, 4% vérerekbol, 8% az endokrin sejtekbdl és az extracellularis matrix sejtjeibol all. Az
exokrin hasnyalmirigyre jellemz6 a “faagszeri” elrendez6dés, melyben az acinus sejtek a fadg
Végén helyezkednek el lobolusokba rendezddve. A taplalékfelvételre valaszolva a pankreasz
acinus sejtek termelik és szekretaljak az emészté enzimeket. A hasnyalmirigy masik sejttipusa a
duktalis epitél sejtek melyek HCOs™ -ban gazdag lugos folyadékot valasztanak ki. A ligos
pankreasz szekrétum kimossa az emésztdenzimeket a duktalis “fabol” és semlegesiti a savas
kdzeget a duodénumba érve. Fizioldgias korilmenyek kozott az acinus sejtek védve vannak a korai
és intracelluléris zimogének aktivacidjatol. Amikor ez a védé mechanizmus nem miuikodik
megfeleléen, kilalakul a hasnyalmirigy 6nemésztédése es AP-t indukalhat. Szamos tanulméany arra
utal, hogy az extra - és az intracellularis Ca?* fontos szerepet jatszik a hasnyalmirigy proteéaz

aktivaciojanak meginditasaban.
1.1.  Pankreasz acinus sejtek intracellularis Ca* szignalizacitja

Az exokrin pankreasz intracellularis Ca?* szignalizacidja fo szerepet jatszik emésztd enzim
szekrécidja valamint az ideg- és hormonstimulacidja soran. A termelt emészté enzimek zimogén
granulomokba csomagolédnak az acinus sejtek apikalis pdlusan, amelyek a szekretagog

stimulusok altal indukalt intracellularis Ca®* emelkedés hatasara szabadulnak fel.
1.2.  Akut pankreatitisz

Az akut pankreatitisz az egyik leggyakoribb a kérhazi ellatast igénylé nem-malignus
emésztdszervrendszeri megbetegedések kozott, ami jelentds klinikai és gazdasagi terhet jelent. Az
AP legfobb etioldgiai faktorai a tulzott alkoholfogyasztds és az epekdvesség okozta biliris
pankreatitisz. A lokalis szovodmények kozott szerepel a hasnyalmirigy szovet és a koriilvevo
zsigeri zsir nekrozisa, mig a szisztémas szovédményekben az akut tiidékarosodas és a

vesemiikodési zavarok dominalnak, amelyek tobbszervi elégtelenséghez vezetnek. Az &tlagos



halalozési arany ~ 3%, de sulyos esetekben elérheti a 28-30% -ot. Az AP patogenezisének
hatterében tobbféle folyamat allhat, azonban a betegség kialakulasanak egyik 6
alapmechanizmusaként a tartos intracellularis Ca®* tilterhelés okozta sejttoxicitast tartjak szamon.
Az intracellularis Ca®* tdlterhelés a tripszinogén korai aktivalasahoz, mitokondrialis
karosodasokhoz és sejtnekrozishoz vezethet az acinus sejtekben az epesav altal kivaltott akut
pankreatitisben. A biliaris pankreatitisz az egyik leggyakoribb forméja az akut pankreatitisznek,
bar a betegseg kialakuldsdnak mechanizmusa tovabbra is vitatott. Amikor az epesav eljut a
hasnyalmirigy exokrin sejtjeibe, szamos megfigyelés azt mutatja, hogy az epesavak kulénféle
intracellularis valtozast indukalnak a hasnyalmirigy acinus és ductalis sejtjeiben, hozzajarulva a
biliaris akut pankreatitisz kialakulasahoz. Az acinusokban az epesavak az intracellularis Ca®*
tartds emelkedeset idézik el6 az inositol 1,4,5-triphosphate receptor (IP3R) és a ryanodine receptor
aktivalasa kovetkeztében. Ezenkivil a taurolithocholicicid-3-szulfat mitokondriélis k&rosodast
valt ki az acinus sejtekben, csokkent intracellularis ATP-termeléssel és a mitokondrialis

membranpotencial elvesztesével (A¥Ym).
1.3.  Reaktiv oxigén szabadgyokok szerepe a Ca®* szignalizacidban

Reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS) a jelatvitelek nélkilozhetetlen elemei a sejtben, melyek
képzodése az oxidans és antioxidans molekulak altal egyensulyozddik ki. A ROS-t a
mitokondrialis 1égzés soran a mitokondrialis elektronszallito lanc 1. és 1. komplexébdl szarmazik.
Az utobbi években a ROS szamos hatésat leirtdk az intracellularis jelatvitelben. Az intracellularis
jelatvitel ezen szabalyozasanak peldajaként Booth és munkatarsai igazoltak, hogy az
endoplazmatikus retikulum (ER) - mitokondrium hatarterdletén talalhaté a H.O. nanodomainje,
amelyet citoplazmatikus Ca?* emelkedés triggerel/aktival, és a Ca?* oszcillaciok pozitiv
szabalyozbja. Az ilyen nanodomének az intraorganellaris kommunikacié fontos elemei. A ROS-
termelésnek szamos hatasa van az ion csatornakra és pumpakra, melyek az intracellularis Ca?*
szignalizacioban vesznek részt. Ugyanakkor a kiegyensulyozatlan ROS képzédést feltételezik,
mint kritikus Iépés a betegségek patogenezisében, amely a lipid membranok, a fehérjék és a DNS
megbontasa révén valosul meg. Az AP patogenezisében leirtdk a ROS termelés meghatarozd
szerepét a hasnyalmirigy acinus sejtjeinek sorsaban, erre bizonyitékként szolgal a menadion altal
indukalt ROS Kivaltotta apoptotikus sejthaldl. Tovabba Booth és munkatarsai, kimutattdk az

epesavak indukalta ROS képzddését egerek és emberek hasnyalmirigy acinus sejtjeiben. Valamint



azt is demonstréltak, hogy epesavak hatasara mitokondriumon bellil ROS képz6dés torténik, ami
a mitokondrialis Ca** novekedésétdl fiigg. Tovabba az AP patogenezisében a gyulladasos reakcio
soran a keringé neutrofilek altal felszabaditott ROS szintén hozzéjarulhat a sejtk&rosodas

kialakulasahoz, valamint az AP helyi és szisztémas szovédményeinek kialakulasdhoz.
1.4.  Transient Receptor Potential Melastatin 2 (TRPM2)

A TRPM2 tagja a TRP-csatorndk Melastatin alcsaladjanak, amely az egyik legnagyobb
kationcsatorna-csalad. A TRPM2 egy non-szelektiv Ca?* -permedbilis kationcsatorna, mint a
legtobb TRP-csatorna, amely részt vesz a redox jelatvitellel és az oxidativ stresszel kapcsoltban
1évo kulonféle fizioldgiai és patofiziologiai folyamatokban. A TRPM2 expresszidjat kulonféle
sejttipusokban és szervekben kimutattak, mint példaul a hasnyalmirigy p-sejtek, lép, idegsejtek,
csontvel6sejtek, kardiomiocitak és immunsejtekben, példaul T-limfocitakban, makrofagokban és
neutrofilekben. A csatornat a ROS aktivalja oxidativ stressz hatasara, a masik lehetséges aktivacios
Utja a szabad intracellularis ADP-rib6z (ADPR) altal, szabad intracellularis Ca?* jelenlétében. Az
ADPR-t a poli (ADP-rib6z) polimeraz (PARP) enzim termeli az oxidativ stressz altal kivaltott
DNS karosodasra adott valaszként és eclOsegiti az apoptotikus sejthalalt. Az ADPR masik
lehetséges forrdsa a mitokondriumok, ahol az oxidativ stressz indukalhatja a szabad ADPR
képzddését. A TRPM2 legfontosabb szerepe a gyulladdsos rendellenességek kialakuldsaban
igazolddott. A monocitakban kimutattak, hogy a TRPM2-n keresztiil torténd Ca?* bearamlas
noveli a kemokin termelést, ami fokozott neutrofil beszivargast eredményez a gyulladasos
bélbetegségben. Korabban leirtdk, hogy az intracellularis Ca?* tllterhelés karositja az acinus
sejteket, valamint az acinus sejt funkciojanak (nyaltermelés) elvesztéséhez vezet a
nyalmirigyekben. Valamint szamos tanulmany irja le a TRPM2 expresszidjat kulonféle
hamsejtekben, rdadasul hangsilyozza a csatorna kozponti szerepét az oxidativ-stressz okozta
betegségek patogenezisében. Valdszinii, hogy ezidaig a TRPM2 expressziojat vagy funkciojat

exokrin hasnyalmirigy-sejtekben soha nem vizsgaltak.

1.5. 3D organoidok, mint az epithél fiziologia modelljei

Az elmult évtizedekben szamos tanulmany kiemelte, hogy a 2-dimenzids sejttenyészeteknek

szamos limitacidja van (ideértve a mesterséges sejtfelszini interakciokat, a korlatozott membran



kontaktusokat, és a sejt polaritasdnak hianyat), amelyek korlatozzadk a potencialis kutatasi
felhasznalasukat. Masrészt az emberi betegségek ragcsalokban valé modellezése jelentOs
kiilonbségeket mutatnak az emberi betegség fenotipusatol és kimenetelét6l, ami gatolja a
preklinikai eredmények Kklinikai hasznositasra torténd atalakitdsat. Az utdbbi években
haromdimenzioés organoid kulturdk valtak potencialis preklinikai vizsgalatok eszkozeivé a
kiilonb6z6é betegségek modellezéséhez és a gyogyszerek sziiréséhez. Mivel a sejt-sejt kozotti
érintkezés dominal az organoid sejtkultirakban (OS) az organoidok gémb alaku felépitése miatt,
ugy tlinik, hogy sokkal alkalmasabb a sejt eredeti mikrokdrnyezetének reprezentalasara ellentétben
a 2D tenyészetekkel. A hasnyalmirigy-kutatasban jelenleg az organoid sejtkultdrakat
tanulményozzak, mint relevans emberi modell a szovet fejlédésének és karcinogenezisének. Az
OS fent leirt elényei miatt jobb modellek lehetnek az exokrin pankreasz kutatasaban, azonban az
OS funkcionalis tulajdonsagairdl (példaul Ca?* jelatvitelrdl) csak korlatozott informacié all

rendelkezésre.
2.  Célkitiizés

l. (1. szamu publikéacio)
A patologias Ca?* szignalizacid és a megndvekedett ROS mitokondrialis karosodast, az
intraacinaris emészté enzimek aktivaldodasat és sejthalalt okozhat. A TRPM2 egy nem szelektiv
kationcsatorna, amely nagy szerepet jatszik az oxidativ stressz altal kivaltott Ca?* tulterhelésben

kiilonb6zo sejttipusokban, de expresszioja és funkcidja az exokrin hasnydlmirigyben még nem

ismert. Ezért célul thztiik ki a kovetkezdket:

- A TRPM2 expresszidjanak karakterizalasa az exokrin pankreaszban;
- felmérni a TRPM2 szerepét az epesav altal kivaltott sejtkarosodasban;
- megvizsgalni a TRPM2 szerepét az acinus sejtek sejthalalanak tipusdnak meghatarozasaban;

- a cerulein és az epesav altal kivaltott AP 6sszehasonlitasa vad tipust (VT) és TRPM2 knock
out (KO) egérben;

1. (2. szamu publikéacio)

Az organoid kultirak megfelelé modellnek tiinnek az in vitro vizsgalatokhoz; habéar ezidaig

nincs informacionk arrél, hogyan alakul ki a Ca?* szignalizacié az organoid epitél sejtekben.



Ezért célul tiiztiik ki a kovetkez6t:

- Ca?* szignalizacié 6sszehasonlitasa elsédleges epitél sejtekben és organoidokban;
3. Anyagok és modszerek
3.1 Kisérleti allatok és etikai engedély

TRPM2 KO egereket nagylelktien Yasuo Mori, a Kiotoi Egyetemrél (Department of Synthetic
Chemistry and Biological Chemistry, Graduate School of Engineering) biztositotta. A TRPM2 +/+
(VT) ésa TRPM2 -/- (KO) egereket TRPM2 +/- allatok keresztezeésével hoztuk létre és 8-12 hetes
életkorban hasznaltuk fel kisérletekben. A genotipizalast polimerdz lancreakcioval (PCR)
végeztik, és szokasos agarozgel-elektroforézissel vizualizaltuk. Az egereket az NIH iranyelv és a
2010/63 / EU iranyelv tiszteletben tartdsa mellett hasznaltuk a tudomanyos célokra. A tanulmanyt
az Allatkisérletek Orszagos Tudomanyos Etikai Testiilet XXI1./2523/2018 engedélyszammal
fogadta el.

3.2. Pankreasz acinus sejtek izolalasa

A VT és a TRPM2 KO egerek felaldozasdhoz 250 mg/testtdmegkg natrium-pentobarbital
terminalis érzéstelenitést hasznaltunk. Az acinus sejteket enzimatikus emésztéssel izolaltuk a

hasnyalmirigybdol.

3.2.1. Az egér hasnyalmirigy duktusz, duktalis fragmentek és a hasnyalmirigy organoid

tenyészetének létrehozasa

A pankreasz duktuszok izolalasat mikrodisszekcioval végeztik. Az egér organoid kultirak

létrehozasara a Boj és munkatarsai altal publikalt protokollt alkalmaztuk.
3.3. Gén expresszios analizis

A TRPM2 gén expresszidjanak vizsgalatahoz a reverz transzkripcios (RT-PCR) és a hagyomanyos
PCR kombinaciojat alkalmaztuk. A cDNS-specifikus primerek (forward:
ACGGGCAATATGGTGTGGAG; reverse: CACCTCCCCTTTCCTTCGTT). A primerek

validalasara egér agy lizatumot hasznaltunk.



3.4. Immunofluoreszcens festés

A VT ésa TRPM2 KO egerek acinar sejtjeit izolalast kovetéen poli-I-lizinnel bevont targylemezre
erdsitettiik. A fixalas és a blokkolas utan egy éjszakéan &t 1:50 higitdsban ATTO-594 konjugalt
nyul poliklonalis elsédleges antitesttel inkubaltuk (Anti-TRPM2 - ATTO-594; Alamone Labs; kat.
Szam: ACC-043-AR) a mintakat 4 ° C-on. A sejtmagokat Hoechst33342-vel festettiik. A képeket
ZEISS LSM 880 konfokalis mikroszkop 40x viz alapu objektiv segitségével készitettlk.

3.5 Elektrofizioldgia

Az elektrofiziologiai mérésekhez, eger hasnydlmirigy acinus sejteket hasznaltunk az izolalas
korabban leirtak szerint tortént minimalis modositasokkal. A teljes sejtaram mérése
szobahOmérsékleten, egy Axopatch 200B erdsitd és egy Digidata 1322A digitiser (Axon
Instruments) segitségével tortént, 50 kHz-es mintavételi frekvencian, és online sziirtiik 5 kHz-en
egy alacsony ateresztd Bessel-szlir6t hasznalva. Az adatgytijtést a p Clamp 9 szoftvercsomaggal
(Axon Instruments) végeztiik. A kation aramok régzitése 100 ms hosszu tesztimpulzusok soran
torént —60 és +120 mV kozotti Iépespotenciallal, mind kontrollalt korulmények kdzott a kezelés

alatt.

3.6 Az intracellularis Ca?* koncentracio mérése aciaris sejtekben, ductalis fragmensekben és

organoidokban

Az intracellularis Ca?* koncentracio ([Ca®*]i) mérése 5 uM Fura-2-acetoxi-metil-észterrel (FURA-
2-AM) tortént ami egy Ca?* érzékeny, fluoreszkalé festék. Az acinus sejteket 15 percig mig a
duktalis fragmentumokat és az organoigokat 30 percig toltottik FURA-2-AM festékkel 0,05 %
Pluronic F-127 jelenlétében. Egy a perfuzios kamra alapjaként szolgald poli-L-lizinnel bevont
fed6laphoz (24 mm atmérdjii) rogzitettiik az acinus, duktalis és organoid sejteket, majd a perfuzios
kamrat egy Olympus IX71 forditott mikroszkophoz rogzitettiink, és kiilonboz6 oldatokkal
perfazaltuk 37 ° C-on. A mérni kivant terlletet (ROI) az Xcellence szoftver (Olympus)
segitségével jeloltik ki, és a [Ca?*]i valtozasait (gy hataroztuk meg, hogy a sejteket egy MT20
fényforréassal gerjesztettiik, amely 340/11 és 380/11 nm gerjeszt6 sziir6kkel van felszerelve. Az
gerjesztési és az emisszios hullamhosszokat 400 nm-es fénysugarral valasztottuk el, és a

kibocsatott fényt egy 510/80 nm-es emisszios sziirdn 4t vezetédott. Az [Ca®*]i valtozast F340 /



F380 fluoreszcencia arany alapjan szamoltuk.
3.7. Mitokondriélis membran potenciél mérés

A mitokondrialis membranpotencial (A¥m) valtozasat tetrametil-rodamiin-metil-észter (TMRM)
alkalmazasaval kovettik nyomon, amely a mitokondriumokban halmozodik fel a A¥m
fuggvényében. A hasnyalmirigy acinus sejteket 100 nM TMRM-mel (ThermoFisher Scientific
Cat.: T668) inkubaltuk HEPES oldatban 20 percig 37°C-on egy poli-I-lizinnel bevont
fedélemezen, majd kiilonb6z6 oldatokkal perfazaltuk 37 ° C-on. A perflzids oldatokhoz 100 nM
TMRM festékkel egeszitettik ki, hogy elkeriljik a festék szivargasat. A TMRM fluoreszcencia
véltozdsat ZEISS LSM880 konfokalis mikroszkdppal mértik, 40x vizimmerzids objektivet
hasznalva. A sejteket 543 nm hullamhosszon gerjesztettik, és a kibocsatott féenyt 560 nm és 650
nm kozott vettik fel. Az ROI-kat az acinus sejtjek mitokondriumain jeldltik ki. A fluoreszcens
jeleket a kezdeti fluoreszcencia intenzitasra (F1 / FO) normalizaltuk, és relativ fluoreszcenciaként
fejeztik ki.

3.8. Acinus sejt sorsanak vizsgalata

Az acinus sejtek halalanak meghatarozasahoz apoptdzis/nekrozis kitet hasznaltunk (Abcam Kat.
Szam: ab176750) a gyart6 utasitasainak megfeleléen. A VT és a TRPM2 KO egerekb6l szarmazo
hasnyalmirigy acinus sejteket olyan modositassal izolaltuk, hogy javitsuk a teljes sejtek tulélését
(révidebb szoveti emésztést és enyhe centrifugalast alkalmaztunk), és 1 mM H.O»-vel vagy 250
UM kenodezoxikol-savval (CDC) inkubaltuk 30 percig. A sejteket ezutan centrifugaltuk és kétszer
mostuk PBS-sel. A sejteket ezutan tjraszuszpendaltuk 200 ul Assay Pufferben, és
szobahdmérsékleten 30—60 percig szobahdmérsékleten CytoCalcein 450, Nuclear Green és
Apopxin Deep Red festékekkel toltottik fel a sejteket. A sejteket Cellview sejttenyésztd lemezre
(Greiner Bio-One, kat. Sz.: 543979) helyeztlk a képalkotas céljabol. A képeket Zeiss LSM880
konfokalis mikroszkdppal, kiilonboz6 csatornakkal és hullamhosszokkal, a kiilonb6z6 festékeknek
megfelelden készitettiik: CytoCalcein 450 (Ex/Em = 405/450 nm), Nuclear Green (Ex/Em =
490/520 nm) és Apopxin Deep Red (EXEm = 630/660 nm). Mindegyik esetében 6t képet
készitettlink, és két fuggetlen vizsgald szamolta meg a sejtek teljes szdmat. A nukleéaris

zoldfestéssel rendelkezd sejteket nekrotikusnak, az Apopxin Deep Red festékkel apoptotikusnak,



mig a kettds festésii sejteket nekrotikusnak tekintettUk.
3.9. In vivo akut pankreatitisz modellek

A Cerulein altal kivaltott akut pankreatitisz modell esetében 10 6ras 50 pg/testtomeg kg cerulein
injekcioval valtottuk ki intraperitoniasan beadva (a kontroll csoportok fiziologids séoldatot
kaptak). Két draval az utolso injekci6é utan 85 mg/kg pentobarbitallal aldoztuk fel. A biliaris akut
pankreatitisz modell esetében a kdzds epevezetékbe beadott 4% Na-taurocholate (TC) beadasaval
valtottuk ki Perides és munkatarsai &ltal leirtak szerint. Az egereket 24 6ra elteltével aldoztuk fel
pentobarbital alkalmazédsaval (85mg/kg ip.). Mindkét esetben vérmintdkat vettiink végso
érzéstelenités utan az alsé vena cava-n keresztul, és a hasnyalmirigyet azonnal eltavolitottuk. A
vérmintakat jégre helyezzik, majd 2500 RCF-en 15 percig 4°C-on centrifugaljuk. Szérummintakat
szérum-amilaz aktivitas merésére hasznaltuk fel. A mintak abszorbanciajat 405 nm-en detektaltuk
egy FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech) microplate leolvasoval. A formaldehiddel fixalt
hasnyalmirigy mintakat paraffinba agyaztuk, és 4 um vastag metszeteket vagtunk és hematoxilin
— eozinnal festettik meg. A szdvettani paramétereket, mint példaul az 6déma, a gyulladasos sejtek
infiltracidja eés a nekrdzis harom fuggetlen vizsgald ‘vakon’ vegezte el. A teljes szbvettani

pontszamot az egyes pontszamok dsszeadasaval szamitottuk Ki.
3.10. Statisztika

A statisztikai elemzést a GraphPad Prism szoftverrel végeztik. Az ¢sszes adat atlagban + SD.
Mind a parametrikus (varianciaanalizis egyiranyl elemzése), mind a nem paramatrikus (Mann
Whitney teszt, Kruskal Wallis teszt - az acinus sejtek tulélési vizsgalatanak elemzesere) teszteket
hasznaltunk az adat eloszlas normalitdsa alapjan. A 0,05-nél Kisebb p értéket statisztikailag

szignifikdnsnak tekintettik.
4. Eredmények
4.1. TRPM2 csatorna expresszidja az exokrin pankreaszban

Az izolalt acinusokon végzett végpont-PCR analizis megerdsitette, hogy a TRPM2 gén

expresszalodik az exokrin hasnyalmirigy sejtjeiben. Az izolalt acinus klasztereken végzett TRPM2
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immunfluoreszcens jeld1és konfokalis képei azt mutattak, hogy a TRPM2 csatornak hasnyalmirigy

acinus sejtek bazolaterdlis membranjan expresszalodnak.
4.2. A funkcionélis TRPM2 csatorna jelenléte pankreasz acinus sejtekben

Amikor az izolalt VT hasnyalmirigy acinus sejteket 1 mM H20.-vel kezeltiik ROS novekedés
kivaltasa érdekében, a [Ca?*], gyors és tartds novekedése volt megfigyelhets, amely szignifikansan
csokkent a TRPM2 KO acinus sejtekben (0,41 + 0,09) vs. 0,17 + 0,029). Az extracellularis Ca?*-
mentes tapkdzegben kezelt sejtekben a Ca?*-szint emelkedése szignifikans mértékben csokkent, a
VT és a TRPM2 KO sejtek kozott nem tapasztaltunk kilonbséget. Ez arra utal, hogy a [Ca®']
tartds emelkedése H.O»-re adott valaszként nagyrészt a TRPM2-csatorna altal kozvetitett
extracellularis Ca®* bearamlasnak tudhatd be. Ezenkivill a H2O, egy reverzibilis kationos
membranaramot aktivalt, egy relativ linearis | — V kapcsolattal, ahogyan azt mar korabban is leirtak
a TRPM2 esetében.

4.3. A TRPM2 hozzajarul az epesav altal kivaltott extracellularis Ca®* bearamlashoz a

hasnyalmirigy acinus sejtjeiben

Az epesavak fontos szerepet jatszanak a biliaris pankreatitisz kialakulasaban, Ca?* felszabadulast
idéznek el az intracellularis raktarakbol, valamint Kkivaltjak az extracellularis Ca?* bearamlast.
Ezért tanulmanyoztuk a TRPM2 szerepét ebben a folyamatban, megvizsgaltuk az epesavkezelés
hatasara az intracellularis Ca?* emelkedést a VT és a TRPM2 KO egerek hasnyalmirigy acinus
sejtjeiben. A 250 uM CDC adagolasa soran megallapitottuk, hogy az [Ca?*], gyors és tartos
ndvekedeseét valtja ki, amely a TRPM2 KO acinus sejtekben jelentdsen csékkent (0,834 + 0,02 vs
0,655 + 0,04). Ezek az eredmények ramutatnak, hogy a TRPM2 fontos szerepet jatszik az epesav

altal kivaltott extracellularis Ca?* bearamlasban a hasnyalmirigy acinus sejtekben.
4.4. TRPM2 hianya csokkenti az acinus sejtek nekrozisat az epesav expozicié soran

A hasnyalmirigy acinus sejtjek sejtsorsa meghatarozza az AP sulyossagat. Emiatt fontosnak
tartottuk a TRPM2 szerepének jellemzését az acinus sejthalalban. A kezeletlen kontroll mintakban
az acinus sejtek ~ 85% -a volt életképes mind a VT, mind a TRPM2 KO mintdkban, ami

Osszehasonlithatd a korabban kdzzétett eredményekkel. A VT és a TRPM2 KO acinus sejtek
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inkubalasa 1 mM H20.-vel tortént 30 percen keresztiil, ezen kezelés hatéséra jelentésen csokkent
az életképes sejtek szama és a nekrotikus sejthalal jelent6sen megnétt. Megfigyelhet6 volt, hogy a
TRPM2 hidnya megvédi az acinus sejteket az oxidativ stressz altal kivaltott sejtnekrézistdl a H.0>
kezelés alatt (az életképes sejtek % -ban: 19,4 + 0,4 a VT acinus sejtekben, szemben a TRPM2
KO sejtekkel 49,1 + 1,2). Az apopt0zis ardnya hasonld volt a TRPM2 KO és a VT acinus sejtek
esetében (az apoptotikus sejtek % -ban: 9,1 + 4,3 VT, 10,8 + 2,5 TRPM2 KO), mig a nekrozis
szignifikdnsan csdkkent a TRPM2 KO acinus sejtek esetében (a nekrotikus sejtek %-ban: 71,5 +
4,2 VT vs. 40,1 £ 3,2 TRPM2 KO). Az acinus sejtek 30 percen keresztili 250 uM CDC-vel torténd
inkub&lasa soran is megfigyelhetd volt az €16 sejtek csokkent szama a VT mintaban, de a sejtek
thlélését jelentsen javitotta a TRPM2 delécio (az életképes sejtek % -ban: 48,3 £ 0,9 VT, 74,1 +
1,3 a TRPM2 KO). A TRPM2 delécio szignifikansan csokkentette mind az apoptotikus mind a
nekrotikus sejthalalat a CDC-vel kezelt csoportban (VT: 15,4 £ 2,5% vs KO: 8,5 + 1,3% es VT:
36,3 £2,2% vs KO: 17,4 + 1,3%). Megallapithatjuk, hogy a TRPM2 csatornak hianya ~ 30% -kal
csokkentette az acinus sejtek halalat, ami arra utal, hogy a TRPM2 fontos szerepet jatszik az acinus

sejtek nekrdzisdban a biliaris AP soran.

4.5. Epesav expozicio soran a TRPM2 hianya nem akadalyozza meg a mitokondrialis

karosodast

A tovabbiakban azokat az intracellularis mechanizmusokat kivantuk jellemezni, melyek a TRPM2
csatorna altal kozvetitett sejtnekrdzisban jatszanak szerepet. Mivel korabbi tanulmanyok azt
mutattak, hogy a TRPM2 mitokondrialis karosodast idéz el6, ezért Gsszehasonlitottuk a
mitokondrialis membranpotencialt (Aym) a VT és a TRPM2 KO hasnyalmirigy acinus sejtekben.
1 mM H20: adagolasa hatésara a VT sejtekben jelentés Aym eses figyelheté meg. A Aym
csokkenése szignifikansan alacsonyabb volt a TRPM2 KO sejtekben, mig az extracellularis Ca?*
eltavolitasa karositotta a Aym veszteséget a VT sejtekben a TRPM2 KO sejtek szintjéhez. Ez arra
utal, hogy az extracellularis Ca?* bearamlas a TRPM2 révén dontd szerepet jatszik a hasnyalmirigy
acinus sejtekben tapasztalt oxidativ stressz altal kivaltott mitokondrialis kéarosodasokban.
Kovetkezdekben Gsszehasonlitottuk a Aym csokkenését 250 uM CDC-re adott valaszként is. A
VT és a TRPM2 KO sejtek kozott azonban nem volt kiilonbség. Ennek oka az epesavak Ca?*
fuggetlen kozvetlen mitokondrialis toxicitasa lehet. Korabbi tanulmanyok leirtak, hogy a TRPM2

csatornak a kulcs mediatorai a diabetikus stressz altal kivaltott mitokondrialis fragmentécidnak az
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epitélidlis sejtekben. Azonban a hasnyalmirigy acinus sejtekben a mitokondriumok
fragmentalodasa nem volt megfigyelheté sem a H>O», sem az epesav kezelés hatdsara.

4.6. TRPM2 hianya csokkenti a kisérleti epesavas pankreatitisz

Az akut pankreatitisz patogenezisében a TRPM2 szerepének meghatarozasara egy jol bevalt AP
kisérleti modellben hasonlitottuk dssze a betegseg sulyossagat VT és a TRPM2 KO allatokban. A
cerulein altal kivaltott pankreatitisz kisérleti modellben nem volt szignifikans kiilonbség a VT és
a TRPM2 KO egerek kozott. Mindkét csoport kontroll &llataiban normdlisak voltak a
hasnyalmirigy szdvettani paraméterei, mig a cerulein hiperstimulacio kiterjedt hasnyalmirigy-
karosodast okozott. Ennek ellenére nem volt megfigyelhet6 szignifikans kilonbség a VT és a
TRPM2 KO allatok szovettani paraméterei kozott. Az intersticialis 6déma kiterjedése (VT: 3,14 £
0,25; KO:3,03 + 0,34), leukocita infiltracio (VT: 2,74 + 0,53; KO: 3,04 + 0,23, p = 0,08) és a
nekrozis (VT: 18,64 + 3,16; KO: 21,32 + 3,58) esetében nem mutatott szignifikans kiillénbséget a
ceruleinnal kezelt allatok csoportja. Szintén megvizsgaltuk a TRPM2 csatorna szerepét a biliaris
AP patogeneziseben. Ebben a modellben a hasnyalmirigy gyulladast 4%-0s Na-taurocholate
intraduktalis infuzidval indukaltak (a kontrollallatok fiziologias sooldatot kaptak), a korabban
leirtak szerint. A 4%-0s Na-taurocholate infuzid nekrotizalo pankreatitiszt indukalt mind a VT,
mind a TRPM2 KO egerekben, hisztoldgiai és laboratoriumi paraméterekkel egyitt. Az
intersticialis 6déma (VT: 2,8 £ 0,16; KO: 2,7 £ 0,2), és a leukocita infiltracié (VT: 3,3 £ 0,38; KO:
2,7 £0,29, p = 0,08) nem kiillénbdzott szignifikdnsan a Na-taurocholate-tal kezelt csoportokban.
A nekrozis mértéke észrevehetben szignifikansan magasabb volt a VT csoportban, 6sszehasonlitva
a TRPM2 KO Aéllatokkal (VT 41,3% £ 7,13% vs. KO 26,4% £ 5,5%). Ezen eredményekkel
0sszhangban vannak a szérum amildz aktivitdsok szintjével is a Na-taurokolattal kezelt VT
allatokban a szignifikdnsan magasabbak voltak a TRPM2 KO csoporthoz képest. Ezen
eredmények alatamasztjak az in vitro kisérletekben kapott eredményeket, megerdsitve a TRPM2

csatorna dont6 szerepét a bilidris AP patogenezisében.
4.7. Intracellularis Ca?* szignalizacié pankreasz organoidokban

Az epitél élettan és patoldgia Uj 3D modelljeiként tartjak szdmon az organoid kultdrakat,

amelyeknek szamos elénye van (lasd a bevezetésben). Ezért az OS lehet, hogy jobb modell az
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exokrin hasnyalmirigy kutatasaban; azonban az OS-k funkcionalis tulajdonsagair6l (példaul a Ca2*
szignalizaciordl) csak korlatozott informacié &ll rendelkezésre. Ennek vizsgélatahoz
osszehasonlitottuk a Ca®* sziganalizaciot az elsédleges hasnyalmirigy duktuszokban és organoid
sejtekben. A Ca?* felszabaditasahoz az endoplazmatikus retikulum Ca?* raktaraibol két Ca?*
mobilizal6 agonistat (ATP és karbachol) hasznaltunk. Megfigyeltiik, hogy mindkét agonista a Ca2*
platé szintjének eléréset indukalta a vizsgalt koncentraciokban. Ezek a jelek nem mutattak
szignifikans kiilonbségeket a maximalis valaszban. Osszehasonlitottuk a raktar vezérelt (store
operated) Ca?* belépést is, amelyet az ER raktarainak Kiiriilése okozott. Ezen vizsgalatok
eredményeként azt tapasztaltuk, hogy a 25 puM ciklopiazonsav (CPA) altal kivaltott ER Ca?*
felszabadulas szignifikansan magasabb volt az izolalt duktuszokban, mig a Ca?* bearamlas
szignifikdnsan nagyobb az OS-kben. Azonban ezen jelenségek biologiai relevanciajanak

meghatarozasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
5. Megbeszélés

5.1. A TRPM2-medialt extracellularis Ca?* belépés eldsegiti az acinus sejtek nekrozisat biliaris

akut pankreatitiszében

Szamos publikacio szerint az epesavak meghosszabbitjak az intracellularis Ca?* emelkedést,
fokozzak a ROS termelést és karosithatjak a hasnyalmirigy acinus sejtek mitokondriumait. Ezek a
patologias valtozasok idézik elé az AP kialakulasat, ezt a sulyos gasztrointesztinalis betegséget,
amelynek nincs specifikus kezelése. A TRPM2 szerepét mar kordbban leirtak Ca®*-fiiggd
sejtkarosodas kialakulasaban, mint ROS-érzékeny nem specifikus kationcsatorna, azonban a
TRPM2 lehetséges szerepét az AP patogenezisében még nem vizsgaltdk. A TRPM2 expresszidjat
korabban mar leirtak kilonféle sejttipusokban, koztik gyulladasos sejtekben, myocytakban és
epitelialis sejtekben bizonyitottdk. Ez az els6 tanulmany, amely a TRPM2 expresszidjat
demonstralja az exokrin hasnyalmirigyben. A konvencionalis PCR és immunfestési technikak
alkalmazésaval igazoltuk a TRPM2 expresszidjat az acinus sejtek bazolateralis membranjaban. A
megnovekedett intracellularis ROS kivaltja a TRPM2 medialt extracellularis Ca?* bearamlast. Az
intracellularis Ca?* jelatvitel az exokrin hasnyalmirigy egyik f& jelatviteli Gitvonala, amely

crer

folyadékszekréciot a ductalis sejtekben. Ezért lehetséges, hogy a TRPM2 altal kozvetitett Ca?*
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bearamlas hozzajarulhat a fizioldgiai jelatvitelhez, bar ennek megerdsitéséhez tovabbi vizsgalatok
sziikségesek. Szamos tanulmany bizonyitja, hogy az intracellularis Ca** homeosztazis zavara
kdzponti szerepet jatszik az epesav Altal kivaltott exokrin pankreasz sejtkarosodasban.
Hasnyalmirigy acinus sejtekben az epesavak dézisfiiggd intracellularis Ca?* szint emelkedést
véltanak ki az 1Pz és a ryanodin receptorok aktivalasaval. Kisérleteink soran a CDC hasznélatat
kovetden az [Ca2*]i mennyiség megnovekedett az acinus sejtekben, mindemellett a TRPM2
genetikai delécidja acinus sejtekben csokkentette a Ca?" emelkedését. A tanulmanyunk
eredményei azt mutatjak, hogy a TRPM2 csatorna ~22% -ban jarul hozza az epesav altal generalt

Ca?* szignalhoz az acinus sejtekben.

Az intracellularis Ca?" tulterhelés a tripszinogén korai aktivaldasahoz, mitokondrialis
karosodasokhoz és sejtek nekrdzisdhoz vezethet az acinus sejtekben. Vizsgalataink soran
megallapitottuk, hogy a TRPM2 kiesése a hasnyalmirigy acinus sejtjeinek jelentds vedelmét
eredményezte a H.O: és az epesav altal kivaltott sejt nekrozis ellen. Fontos megemliteni, hogy ezt
a védelmet a epesav indukalt AP-ban is megfigyeltik, mivel a nekrozis mértéke a TRPM2

knockout egerekben szignifikansan alacsonyabb volt, mint a VT tarsaiknal.

Mivel az epesavak gatoljak a sejtek ATP-termelést és csokkentik a AWm, ezért 6sszehasonlitottuk
az AWYm valtozasait epesav kezelés hatasara a TRPM2 KO és VT acinus sejtekben. A TRPM2
genetikai kiesése és az extracellularis Ca?* eltavolitasa jelentdsen csokkentette Aym csokkenését,
arra utalva, hogy a TRPM2-n keresztiil torténd extracellularis Ca®* bearamlas, dontd szerepet
jatszik az oxidativ-stressz altal kivaltott mitokondrialis karosodasokban. Ennek ellenére az
epesavval kezelt sejtekben nem észleltiik ezt a véddhatast, melyet az epesavak Ca®* fliggetlen
direkt mitokondrialis toxicitasa magyarazhat. Korabban kutatdcsoportunk és mas kutatdk is arrol
szamoltak be, hogy az epesavak toxikus hatasait nem lehet teljesen megsziintetni az intracellularis
Ca?" emelkedés megsziintetésével. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az epesavak szamos
kilonféle mdédon indukalhatjak a mitokondrialis karosodast, fuggetlenil az intracellularis Ca?*
talterheléstél. Masrészt, a mitokondrialis kdrosodéstol fiiggetleniil, az epesavak mas Ca®*-fliggd

toxikus hatasai is vannak, amelyek szintén hozzajarulhatnak az acinus sejt nekrézishoz.

Kisérleteinkben generalis TRPM2 knockout egereket alkalmaztunk, ezért mas tényezok
hozzajarulhatnak a TRPM2 delécié megfigyelt védohatasahoz akut biliaris pankreatitisz esetén.

Kdztudott, hogy a gyulladasos sejtek hozzajarulnak az akut pankreatitisz sulyossagahoz.
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Osszegezve, elmondhatjuk, hogy a legjobb tudasunk szerint ez az elsé tanulmany a TRPM2
csatorna expressziojarol és koros funkciojarol az exokrin hasnyalmirigyben. Kimutattuk, hogy a
hasnydlmirigy acinus sejtjei funkciondlisan aktiv. TRPM2-t expresszalnak, amelyet a
megnovekedett oxidativ stressz aktivalhat. A kisérleteinkkel igazultuk, hogy a TRPM2 aktivitas
hozzajarul az epesav altal kivaltott extracellularis Ca?* bearamlashoz az acinus sejtekben, amely
elsegiti az acinus sejt nekrdzist a mitokondrialis k&rosodasoktol fliggetlendl és noveli az epesav
altal kivaltott kisérletes pankreatitisz sulyossagat. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a

TRPM2 gatlasa potencialis lehetéség lehet a bilidris pankreatitisz kezelésében.
5.2. Intracellularis Ca?* szignalizacié pankreasz organoidokban

A hasnyalmirigy exokrin szekrécios folyamatainak tanulmanyozasa kihivas a primer epitélialis
sejteken végzett kutatasok soran. A hasnyalmirigy kutatasban jelenleg az organoid sejtkultirakat
tanulmanyozzak, mint a szovet fejlodés és karcinogenezis relevans emberi modelljét. Az OS
nemrégiben a szoveti fiziologia és a patofiziologia ex vivo igéretes modelljeivé valtak. Az
organoid sejtkultirék 3D 6nszervezédést, szervekhez hasonlo, in vitro létrehozott sejttenyészetek,
amelyekben fennmarad a sejt-sejt kozotti kapcsolat. Korabbi tanulmanyok szerint az OS sejtjei
rosszindulati betegségek jellemz6it is mutatja. Habar az organoidokat egyre tobb vizsgalatban
hasznaljak, fiziologias relevancidjukrél csak korlatozott mennyiségli kisérleti adat all
rendelkezésre, kulénésen a hasnyalmirigy organoid sejtkultirdk esetén. Ezen kérdések
megvalaszolasahoz kisérleteink soran dsszehasonlitottuk az epitelialis sejtek Ca?* jelatvitelét az
egér elsédleges hasnyalmirigy duktuszokban és az organoidokban. Az endoplazmatikus
retikulumbol valo Ca®* felszabaditasahoz két Ca?* mobilizalot hasznaltunk, ATP és karbacholt,
ahol mindkét agonista hatasara a Ca?* platd cslcs elérését indukalt. Nem talaltunk szignifikans
kilonbség a maximalis valaszban, de a Ca?" felszabadulasa valamivel alacsonyabb volt az
organoidban, mint az izolalt duktuszokban. A CPA éltal felszabaditott ER Ca?* magasabb volt az
izolalt duktuszoban, mig a Ca?* bearamlas szignifikansan nagyobb az organoidokban. Ezen

megfigyelések tovabbi vizsgalatot igényelnek, hogy meghatarozhassuk a bioldgiai relevanciajat.
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6. Az Uj eredmények 6sszefoglalasa

« Ez az els6 tanulmany, amely a TRPM2 expresszidjat demonstralja az exokrin
hasnyalmirigyben.

e Leirtuk, hogy a TRPM2 expresszalodik a hasnyalmirigy acinus sejtek
plazmamembranjaban.

« A HO: aktivdlja a TRPM2-t a hasnyalmirigy acinus sejtjekben, ezt igazolja az
intracellularis Ca?* emelkedés és a kationos Kkarakterisztikus aramok, amik a TRPM?2
knockout acinus sejtekeben nem volt megfigyelheté.

Az epesavak aktivaljak a TRPM?2 altal kdzvetitett extracellularis Ca?* bearamlast.

* A H20: és az epesav altal kivaltott nekrotikus sejthalal jelentésen csokkent a TRPM2
knockout egerek acinus sejtjeiben, ami arra utal, hogy a TRPMZ2 figyelemre mélto szerepet
jatszik az acinus sejtek sejt sorsaban.

« Az epesav altal kivaltott (de nem a cerulean altal kivaltott) Kkisérleti AP sulyossaga
alacsonyabb volt a TRPM2 knockout egerek estében, ami arra utal, hogy a TRPM2 (j
gybgyszertamadasi célpontot jelenthet a biliaris pankreatitisz kezelésében.

« Az agonistdk altal indukalt intracellularis Ca?* jelatvitel hasonld volt az izolalt
hasnyalmirigy duktuszokban és a hasnyalmirigy organoidokban, bar a CPA altal kivaltott
ER Ca?* felszabadulas nagyobb volt az izolalt duktuszokban, mint az organoidokban, mig

a Ca?* bearamlas szignifikansan magasabb volt az organoidokban.
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