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Bevezetés

A kronikus hasnyalmirigy-gyulladas (CP) progressziv gyulladasos éallapot, amelyet a
hasnyalmirigy funkcionalis és strukturalis kdrosodésa egyarant jellemez. A CP-ben szenveddk
felszivodasi zavarokkal, hasnyalmirigy-gyulladés utani cukorbetegséggel, sulyos fajdalommal
¢s az életmindség jelentds romlasdval szembesiilnek. Az akut hasnyalmirigy-gyulladasban (AP)
szenvedd betegek kortilbeliil 20-30%-anal fordul eld kiujulas, és kortilbeliil 10%-uknal alakul
ki CP. Ez a diagnozist kdvetd 20-25 éven beliil 50%-o0s halalozasi aranyt jelent a fert6zések,
alultaplaltsag és a visszatérd hasnyalmirigygyulladds (RAP) szovédményei miatt. A CP a
hasnyalmirigyrak leghatdsosabb kockazati tényezdje is, amely 13,3-szorosara noveli a
kockazatot, és az idiopatids és Orokletes CP-ben szenveddk esetében az élethosszig tartd
kockazat kortilbelil 50%-0s. A CP eldrehaladott stddiuméban a hasnyalmirigy
szovetkdrosoddsa visszafordithatatlan, ami lehetetlenné teszi a hasnydlmirigy funkcidinak
farmakologiai helyreallitdsat. A jelenlegi klinikai megkdozelitések sebészeti, endoszkopos
beavatkozasokra, hasnyalmirigy enzimpotlasra, fajdalomcsillapitdsra ¢és taplalkozasi
tamogatdsra tdmaszkodnak, az FDA dltal jovahagyott CP-terdpidk hidnydban. A betegség
progresszidjanak modellje szerint a RAP-ot kivalté sentinel AP események korai CP-hez
vezetnek, amely kialakult és végstadiumu CP-vé fejlodik. Mig a hasnyalmirigy elvaltozasai a
RAP és a korai CP esetén megsziinhetnek, elérehaladott stadiumban maradandéva valnak. igy
a RAP vagy a korai CP idején torténd beavatkozds potencidlisan megakadalyozhatja a
progressziot, és kielégitetlen sziikségleteket kezelhet.

A CP patogenezisében genetikai és kdrnyezeti tényezok bonyolult kdlcsonhatasa jatszik
szerepet, amelyek karositjak az acinaris és duktalis sejteket, aktivaljak a hasnyalmirigy sztellat
sejtjeit (PSC) és az immunsejteket. E sejtek kozds patogén eseményeinek azonositdsa a
potencialis gyogyszercélpontok szempontjabol kulcsfontossagu. Ilyen példaul az intracellularis
Ca?" jelatvitel, amely az eukaridta sejtek, koztiik a hasnyalmirigy sejtjeinek univerzalis
utvonala. A tartds Ca’’-emelkedés az akut és kronikus gyulladasos betegségek, példaul a
hasnyéalmirigy-gyulladas egyik jellemzdje. Ez magaban foglalja a Ca®" agonista altal stimulalt
felszabadulasat az endoplazmatikus retikulum (ER) raktaraibol, ami aktivalja az STIM1-et és
eldsegiti az extracellularis Ca?" bearamlast a plazmamembran Ca?" csatorndkon, mint az Orai
¢s a TRPC. Ezt a folyamatot, a raktar-fiiggé kalcium bearamléast (SOCE) az ER-fehérjék (pl.
SARAF) és Orail szabéalyozzak. A szelektiv Orail-gatlds igéretesnek bizonyult a Ca®'-
tulterhelés csokkentésében és a hasnyalmirigy-gyulladas stlyossagdnak mérséklésében. Az

Orail potencidlis eldnyei azonban a RAP vagy a korai CP esetében még nem vizsgaltak.



Tovabba nem vilagos, hogy az Orail altal kozvetitett extracellularis Ca?" bearamlas szelektiv
megszakitdsa megakadalyozhatja-e a funkcionalis kéarosodast és a fibrozist CP-ben. E
tanulmany célja a SOCE szerepének atfogd vizsgélata a RAP ¢és a korai CP patogenezisében,
az Orail gatlasanak a betegség progresszidjara gyakorolt hatdsanak értékelése, kiilonbozd

exokrin hasnyalmirigy-sejttipusokra dsszpontositva.

Modszerek

Emberi mintak

A human hasnyalmirigy-szovetmintdkat (kontroll ¢és CP betegekbdl) a Szegedi
Tudoményegyetem Pathologiai Intézetében gylijtott, formalinban fixalt, paraffinba agyazott
(FFPE) szovetmintakbol nyertiik. A CP diagnézisat a klinikai anamnézis és a szovettani leletek
alapjan allitottak fel. A kontroll hasnyalmirigymintakat olyan cadaver szervdonoroktol nyertiik,
akiknek nem volt dokumentalt hasnyalmirigybetegségiik.

Allatok

Kisérleteinkben 8-12 hetes, 20-25 g tomegii FVB/N egereket hasznaltunk. Az egereket alland6
22-24°C-os szobahdémérsékleten, 12 6ras fény-sotét ciklusban tartottuk, és szabad hozzaférést
biztositottunk az ételhez és italhoz. A nemek ardnya 1:1 volt. VRF1(P) standard ragcsalotapot
¢s standard almot hasznaltunk. A kezeléseket a fényciklus alatt végeztiik.

A visszatéro akut és kronikus hasnyalmirigy-gyulladas indukcioja és értékelése

A RAP-ot és CP-t ismétlddd intraperitonedlis (i.p.) cerulein-injekciokkal idézték eld. Az egerek
minden harmadik napon 3 vagy 5 sorozatban 8 oranként 8 fiziologids sooldatot (p.s.,
kontrollcsoport) vagy 50 ng/bwkg cerulein injekciot kaptak. A CM5480 szelektiv Orail-gatlot
(i.p.; 20 mg/testsulykilogramm; a CalciMedica biztositotta) vagy hordozét naponta adtuk be az
utols6 5 egymast kovetd napon (3 RAP-epizdd utan). 24 oréval az utolsé cerulein-injekciok
utan az egereket elaltattuk, és az in vivo hasnyalmirigy folyadékszekréciot a kordbban leirtak
szerint mértik. A CP sulyossdgat a hasnydlmirigy tomeg/testtomeg aranyanak
meghatdrozasaval, szovettani paraméterekkel és biokémiai vizsgalatokkal értékeltiik.

Duktusz fragmentumok, acinaris és sztellat sejtek izolalasa egér hasnyalmirigybol

Végso érzéstelenités utan a hasnyalmirigyet eltavolitottuk és kollagenadzzal feltartuk, majd
sztereomikroszkop alatt izolaltuk az intra/interlobularis csatorndkat. A hasnyalmirigy acindris
és sztellat sejtek izolalasahoz a hasnyalmirigyet enzimatikusan emésztettiik, 1-3 mm?-es
darabokra daraltuk, és razé vizfiirddbe helyeztiik 37°C-on 20 percre (acindris) vagy 45 percre

(PSC) a kordbban Fanczal és mtsai. és Meng és mtsai. éltal leirtak szerint, modositasokkal. Az



acinaris sejteket 0sszegyljtottiik, és kiegészitett Media 199-ben reszuszpendaltuk, majd 4 6ran
beliil felhasznaltuk. A PSC-k centrifugalasa és sziirése utan a pelletet tdpoldatban vettiik fel és
sejttenyésztd edényekbe tettiik. A tdpoldatot kétnaponta cseréltiik. A PSC-kultarakat egy hétig
tartottuk fenn a késébbi elemzésig.

Az intracellularis Ca?*, CI' és pH mérése fluoreszcens mikroszkopiaval

pH-jat (pH;) a korébban leirtak szerint mikrofluorometridval értékeltiik Fura-2-AM (2 pmol/l),
MQAE (2 pmol/l), illetve BCECF-AM (1 umol/l) fluoreszcens festékkel.
Immunhisztokémiai és immunfluoreszcens jelolés

A szovettani vagy THC vizsgalathoz a hasnyalmirigyeket formalinban fixaltuk, paraffinba
agyaztuk és 4 pum vastagsdgi metszeteket vagtunk. Az IHC-hez specifikus antitesteket
hasznaltunk. Az immunfluoreszcencia festéshez a teljes mintakat krioszekcionaltuk, vagy a
fed6lemezre ndvesztett PSC-ket fixaltuk és egy éjszakan at primer antitestekkel, majd 2 6ran at
masodlagos antitestekkel jeloltiik.

Génexpresszios elemzés

A human FFPE és egér hasnyalmirigy mintdkbol szarmazé mRNS-t NucleoSpin totalRNA
FFPE XS kit vagy NucleoSpin® RNA Plus kit segitségével izolaltuk. A PSC-kbdl szarmazo
mRNS-t NucleoZOL segitségével izolaltuk a gyartd utasitasai alapjan. 1 pg mRNS-t reverz
transzkripcidval irtunk at, és 50 ng cDNS-t hasznaltunk a LightCycler® 96 rendszerben végzett
qRT-PCR-hez. A transzkriptumok szintjének fold valtozasat a kiiszobértékek Psmbb-ra,
GAPDH-ra és Rpll3a-ra torténd normalizalasaval szamoltuk ki.

Western blot analizis

A hasnyalmirigy-szoveteket RIPA lizispufferben szonikaltuk, majd a fehérjekoncentraciot
BCA-probaval hataroztuk meg. Mintanként 20 pg fehérjét toltottiink a gélre, majd PVDEF-
membranra vittiik at. A fehérjéket anti-TMEMO66 (SARAF) és anti-béta-aktin, majd anti-rabbit-
HRP-vel torténd hibridizacioval mutattuk ki, és Clarity Western ECL szubsztrattal hivtuk eld,
mieldtt a ChemiDoc képalkotd rendszeren vizualizaltuk.

Oil Red O festés, in vitro proliferacios, migracios és sejthalal mérések

A PSC-ket feddlemezre novesztettiik és Oil Red O oldattal festettiik. A sejtsiiriséget Crystal
Violet festéssel hatdroztuk meg. Alternativ megoldasként a Crystal Violet festéket
visszaoldottuk, és az optikai siirliséget CLARIOstar® Plus plate reader-rel mértiik. A sejtciklus
fazisaranyanak elemzéséhez a PSC-ket bromodeoxiuridinnal (BrdU) inkubaltuk 1 o6rén
keresztiil, anti-BrdU antitesttel és DAPI-val jeldltiik, majd aramlési citometrids elemzést

végeztiink. Az ¢éld/apoptotikus/necrotikus sejtek aranyat Apoptosis/Necrosis Assay Kit



segitségével hataroztuk meg CLARIOstar® Plus plate reader-ben. A scratch assay-hez a PSC-
ket 1 hétig konfluencidig ndvesztettiik, majd a monolayer megkarcolasaval sejtmentes régiot
hoztunk létre, és figyeltiik a sejtvandorlast 0, 10 és 20 ora elteltével.

Statisztikak

A statisztikai elemzést a GraphPad Prism szoftverrel végeztiik. Minden adatot atlag + SEM-
ben fejeztiink ki. A Shapiro-Wilk-féle normalitasvizsgalatot alkalmaztuk. Az adatok
eloszlasdnak normalitdsa alapjan mind parametrikus (Unpaired t-teszt vagy egyirdnyu
varianciaanalizis Tukey tobbszoros 0sszehasonlités tesztjével), mind nem parametrikus (Mann-
Whitney-teszt és Kruskal-Wallis-teszt) teszteket alkalmaztunk. A 0,05 alatti P-értéket
statisztikailag szignifikansnak tekintettiik.

Etikai engedélyek

Az éllatok felhasznalasa soran az NIH szabalyait ¢s az EU 2010/63/EU iranyelvét kovettiik. Az
Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanics megadta a XXI./1541/2020 szamu vizsgalati
engedélyt. A human mintak, koztik a cadaver donor hasnyalmirigy-mintdk gytijtését és

felhasznalasat az EU szabvanyok betartasaval végeztiik37/2017-SZTE.

Eredmények

A SARAF expresszioja karosodott CP-ben, ami hozzajarul a hasnyalmirigy acinaris
sejtekbe torténd thlzott extracellularis Ca?* bejutashoz

A SARAF mennyisége csokkent AP-ben, mig a STIM1 és az Orail valtozatlan maradt, ami
arra utal, hogy a SARAF a SOCE mas komponenseihez képest érzékenyebb lehet a patologias
ingerekre. A CP-betegekbdl szdrmazd szovetmintdkban az IHC a SARAF mennyiségének
jelentds csokkenését mutatta ki a hasnyalmirigy acindris sejtjeiben a kontroll hasnyalmirigyhez
képest. Tovabba a SARAF mRNS-expresszidja is csokkent a CP-szovetmintakban. A tovabbi
vizsgalatokhoz RAP-ot indukaltunk egerekben ismétlédo cerulein injekcidkkal, hogy kivaltsuk
a korai ¢és a kései CP kialakulasat. Ebben a modellben az IHC kimutatta, hogy a SARAF
mennyisége a hasnyalmirigy acinus sejtjeiben szignifikdnsan alacsonyabb volt a ceruleinnel
kezelt egerekben a kontrollhoz képest, mig a Saraf’ mRNS-expresszidja nem valtozott
jelentdsen a cerulein kezelés hatasara. A SARAF szubcellularis eloszlasa a hasnyalmirigy
acinaris sejtekben retikuldris intracellularis expresszids mintazatot mutatott, feltehetéen az ER-
ben, mig az Orail féként a kontroll hasnyalmirigy acindris sejtek bazolateralis membranjaban
lokalizalodott. Az immunfluoreszcens festés megerdsitette tovabba, hogy a ceruleinnel kezelt

egerekben a hasnyalmirigy SARAF mennyisége jelentdsen csokkent, mig az Orail mennyisége



nem mutatott kimutathatd valtozasokat. Figyelemre méltd, hogy az Orail jelen volt a peri-
acinaris PSC-kben is. A kontroll és a ceruleinnel kezelt egereket a CP indukcio utolso 6t napjan
CM5480-nal kezeltiik, majd a hasnyalmirigy acinusokat izolaltuk. Annak felmérésére, hogy a
SARAF csokkent jelenléte van-e hatassal az intracellularis Ca?>" homeosztazisra, SOCE-t
vizsgaltunk kontroll és ceruleinnel kezelt egerek izolalt acinaris klasztereiben. A SOCE-t 5 mM
extracellularis Ca?" ijboli hozzdadasaval aktivaltuk, miutdn az ER Ca®' raktarait 25 pM
ciklopiazonsavval (CPA) kimeritettiik Ca®" -mentes oldatban. Ilyen koriilmények kozott a
SOCE szignifikansan magasabb volt a CP csoportban. Ezzel szemben, amikor az egereket 20
mg/bwkg CM5480-nal kezeltiik, a SOCE szignifikansan csokkent a kontroll €s a ceruleinnel
kezelt allatokban is. Ezen adatok alapjan arra kovetkeztetlink, hogy a SARAF expresszioja
jelentdsen csokken a hasnyalmirigy acinaris sejtjeiben CP soran, ami az Orail zavart
szabalyozasa révén talzott extracellularis Ca®" bearamlashoz vezethet. Tovabba, a

megndvekedett Orail-medialt Ca?* bejutas megeldzhetd Orail gatlassal.

Az Orail gatlasa csokkenti a CP sulyossagat egerekben

Az Orail funkcidjdnak a SARAF fehérje karosodott expresszidja miatti fokozddasa
hozzajarulhat a sejtkarosodashoz a korai CP-ben; ezért feltételeztiik, hogy az Orail gatldsa
csokkenti a CP sulyossagat. Harom epizéd RAP (3x8 cerulein injekcid) a korai CP egyértelmii
jeleit eredményezte, beleértve az acindaris sejtek atrofiajat, a fibrozist és az acinaris-duktalis
metaplazia jelenlétét, mig 5x8 cerulein-injekcidt kovetden a szovettan a kialakult CP-nek felelt
meg, sulyos atrofiaval és fibrozissal. Ezt a Crossmon trikromfestés is megerdsitette, amely
szintén kimutatta, hogy a 3x8 cerulein csokkentette a parenchima szdzalékos aranyat és
mérsékelten novelte a szoveti fibrozist. Ezenkiviil a hasnyalmirigy tomeg/testtomeg ardnya is
csokkent a 3x8 cerulein kezelés hatisara. Ezek a paraméterek jelentésen romlottak az 5x8
cerulein injekcioval kezelt egereknél, amit ezen allatok stlyvesztése kisért, ami a kronikus
gyulladés progressziojara utal. Fontos, hogy a CM5480 in vivo beadasa jelentdsen javitotta az
Osszes paramétert. A 3x8 cerulein injekciot (korai CP) és az 5x8 cerulein injekciot+CM5480-
at kapo egerek kozott nem mutatkozott szignifikans kiilonbség, ami arra utal, hogy az Orail

gatldsa hatékonyan megakadalyozza a korai CP kései CP-v¢é torténd progresszidjat. A fibrozis

crer

crer

CM5480 csokkentett. Ezutan azt kivantuk felmérni, hogy az Orail gatlasa helyreéllitja-e a CP-
ben megfigyelt kdrosodott SARAF fehérje expressziot. Eredményeink azt mutattdk, hogy a



CM5480-nal végzett in vivo kezelés helyreéllitotta a SARAF fehérje expresszidjat a ceruleinnel
kezelt egerek hasnyalmirigy acinus sejtjeiben, mig a Saraf mRNS expresszidjara nem volt
relevans hatdsa. Ezzel szemben az Orail génexpresszioja jelentdsen emelkedett a CP-ben, amit
a CM5480 kezelés csokkentett. Az emelkedett Orail génexpresszié nem fordult 4t emelkedett
fehérjeexpresszidba, ami arra utal, hogy ezt mas mechanizmusok kompenzalhatjak. A SARAF
megvaltozott intracellularis lokalizacidjat figyeltik meg, amely az Orail gatlasakor a
retikularis lokalizacids mintazatrdl az acinaris sejtek apikalis részébe transzlokalodott. Ez az
ER-nek az acinussejtek apikalis polusa felé torténd jraclosztasaval magyardzhatd. Ennél is
fontosabb, hogy a kimutathat6 SARAF mennyisége az Orail gatlasakor jelentésen megnétt a
ceruleinnel kezelt egerekben Ezeket a megfigyeléseket Western blot analizis is alatdmasztotta,
amely megerdsitette, hogy a SARAF hasnyalmirigy-expresszidjat a cerulein kezelés figyelemre
méltdéan karositja, mig a CM5480 adasa részben helyreallitotta. Belsd kontrollként a béta-aktint
hasznaltuk. Korabban leirtdk, hogy a gyulladasos sejtek megndvekedett szama a béta-aktin
fehérje emelkedett expresszidjat eredményezi, ami ebben az esetben is kimutathat6 volt. igy az
Orail CM5480-nal torténd gatlasa helyredllitta a SARAF karosodott expresszidjat a
hasnyalmirigy acinus sejtjeiben, €s jelentds mértékben csokkentette a CP stlyossagat a

betegség progresszidjanak mérséklésével vagy akar megsziintetésével.

Az Orail gatlasa visszaszoritja a szoveti gyulladast CP-ben

A kronikus gyulladds a CP jellemzdje, amely maradando szoveti kéarosodashoz és a
hasnyalmirigy funkcidinak elvesztéséhez vezet; ezért megvizsgaltuk az Orail gatlas hatdsat a
A varakozasoknak megfelelden a pro-inflammatorikus citokinek - tumor necrosis factor alpha
(Tnfa), interleukin-1B (//1b) - és transforming growth factor Bl (7gfbl/) mRNS-szintje
jelentésen emelkedett a ceruleinnel kezelt egerekben, és jelentésen csokkent a CM5480
adasaval a CP csoportban. Figyelemre méltd, hogy az Orail gatlasa a kontroll allatokban is
csokkentette az I/1b és a Tgfbl expresszidjat, ami az Orail immunrendszerben betoltott
szerepével magyardzhatd. Az immunsejt-infiltracié megfejtéséhez a CP soran a CD3-pozitiv
citotoxikus és helper T-sejtek; CD8-pozitiv citotoxikus T-sejtek; CD19-pozitiv B-limfocitak;
F4/80-pozitiv makrofagok és myeloperoxidaz-pozitiv (MPO) neutrofil granulocitdk szazalékos
aranyat hataroztuk meg és normalizéltuk az dsszes sejt szamdhoz egy 1atomezdben. Az mRNS-
jelentds emelkedését észleltiik, amelyet az Orail gatldsa jelentdsen csokkentett, miga CM5480-

nak nem volt jelentds hatdsa a kontroll allatokban. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az



crer

expresszidjat, ezaltal enyhitve a CP-ben zajloé gyulladasos folyamatokat.

A CM5480 jelentdsen javitja a csokkent acinaris és duktalis sejtfunkciokat a CP-ben

Ezutan azt kivantuk tisztdzni, hogy a karosodott gyulladas és szdveti fibrozis elegendd-e a
létfontossagu exokrin hasnyalmirigy-funkciok, példaul az acinéris sejtek enzimtermelésének
vagy a duktalis ion- és folyadékszekrécionak a fenntartdsdhoz. IHC és enzimaktivitas mérések
kimutattak, hogy a szdveti alfa-amilaz és elasztaz aktivitas jelentésen csokkent a ceruleinnel
kezelt egerekben, amit az Orail gatlasa jelentdsen javitott a CP allatokban, de nem befolyasolta
a kontrollokban. Ez azt jelzi, hogy a CP-ben a funkcionalis acinusok szdma erdsen csokkent,
de a CM5480 kezelés hatasara jelentdsen javult. Emellett a szekretin altal stimulalt in vivo
duktalis folyadékszekréciot jelentésen rontotta a cerulein kezelés. Ezzel szemben ez a
ceruleinnel és CM5480-nal kezelt egerekben teljesen visszaallt a kontroll szintre. A duktalis
HCOj™ szekrécid méréséhez minden egyes kisérleti csoportba tartozé egerekbdl hasnyalmirigy
duktusz fragmentumokat izolaltunk, és az intracellularis lagositast 20 mM NH4Cl beadasaval
valtottuk ki HCO3/CO; pufferelt extracellularis oldatban. Ilyen koriilmények kozott az Orail
gatlasa a kontrollcsoportban nem volt hatassal a HCOs™ extrizidra, mig a cerulein kezelés
jelentésen csokkentette a duktalis HCO;™ szekréciot, amit a CM5480 kezeléssel sikeriilt
megakadalyozni. A CFTR helytelen lokalizacidja és karosodott miikodése a hasnyalmirigy
duktusz sejtjeiben a CP ismert jellemzoi; ezért megvizsgaltuk az Orail géatlasanak hatasat
ezekre a jellemzdkre is. Az intracellularis Cl™ szintet MQAE-vel vizsgaltuk, amely a CFTR altal
kozvetitett Cl™ extriziot tiikkrozi. Az extracellularis Cl- eltavolitdsa megndvelte a fluoreszcencia
intenzitasat, amelyet a cerulein jelentdsen csokkentett. Az in vivo CM5480 kezelés jelentésen
javitotta a cerulein altal kivaltott csokkenést, ami a CFTR funkcié helyreallitasara utal. Az
immunlokalizacio kimutatta, hogy a kontroll csatorndkban a CFTR és az Occludin (amelyet
apikalis membran- és barrier-integritds-markerként hasznaltak) az apikalis felszinre
lokalizalodott; a ceruleinnel kezelt egerekben azonban a CFTR transzlokacidja volt
megfigyelhet6 a duktusz epitélsejtek citoplazmajaba. Fontos, hogy az Orail gatlasa képes volt
helyreéllitani a CFTR apikélis plazmamembran lokalizacidjat. Végil a Cfir mRNS-
expresszidjanak elemzése statisztikailag mérhetd csokkenést mutatott a cerulein és a
ceruleintCM5480 kezelt csoportokban, de ezek valoszinlileg nem bioldgiailag értelmezhetd
véltozasok. Osszefoglalva, adataink azt mutattik, hogy az Orail gitlasa megakadalyozhatja a
hasnyalmirigy acinaris ¢és duktalis sejtjeinek karosodasat, és helyreallitja a fiziologiailag

alapvetd exokrin hasnyalmirigy funkciokat.
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A CM5480 gatolja a sztellat sejtek aktivalodasat

Annak megértése érdekében, hogy az Orail gatlasa hogyan csokkenti a hasnyalmirigy
fibrozisat CP-ben, megvizsgaltuk a CM5480 hatasat a PSC-kre. Az alfa simaizomaktin (o-
SMA) ¢és a vimentin (VIM) PSC-markerekkel végzett immunfluoreszcens festés viszonylag
alacsony szintet mutatott a kontroll hasnyalmirigyben, amit a cerulein adagolasa jelentésen
megemelt, és a kétszeresen pozitiv sejtek (aktivalt PSC-k) egyértelmiien periacinaris
lokaliz4ciot mutattak. Az Orail gatldsa jelentdsen csokkentette az a-SMA és a VIM relativ
intenzitasat, ami az aktivalt PSC-k csokkenésére utal. Masrészt az Acta2 (a a-SMA-t kodolo
gén) mRNS-expresszidjat, amely a ceruleinnel kezelt csoportban emelkedett volt, a CM5480
nem csokkentette. A a-SMA fehérje expresszidjanak csokkenését az Orail gatlasdval THC is
megerdsitette. Ezenkiviil a glial fibrillar acidic protein (GFAP), egy panPSC-marker (megfesti
a nyugalmi és az aktivalt PSC-ket) immunfestése kimutatta, hogy a kontrollcsoportokban a
PSC-k viszonylag alacsony szazalékban voltak jelen, de a cerulein kezelést kdvetden
megnovekedtek, ugyanakkor a GFAP novekedését az Orail gétldsa nem akadalyozta meg.
Ezzel szemben a GFAP és a a-SMA-pozitiv PSC-k aranya azt jelezte, hogy az aktivalt PSC-k
dominansan jelen voltak a CP-ben, és a CM5480 jelentdsen csokkentette szamukat. A PSC-
krol ismert, hogy in vitro kultiraban gyorsan aktivalodnak (48 oran beliil), amit az Orail gatlas
aktivacios folyamatra gyakorolt hatdsdnak vizsgalatara hasznaltunk fel. Ezért a PSC-ket
kontroll egerekbdl izolaltuk, és egy hétig in vitro tartottuk. A PSC-ket 1 héten keresztiil minden
masodik napon 10 uM CM5480 vagy vivéanyaggal kezeltiik, és immunfestést végeztiink VIM,
GFAP, a-SMA ¢és Orail tekintetében. A VIM és a GFAP relativ intenzitasa alacsonyabb, mig
az a-SMA intenzitdsa magasabb volt a kontrollcsoportban, ami a PSC-k aktivalodasat jelzi a
kontrollmintaban. Ezzel szemben a CM5480 kezelés novelte a VIM és a GFAP expresszidjat,
de csokkentette az a-SMA expresszidjat, ami a PSC aktivacio gatlasara utal. Tovabba, az Oil
Red O festés kimutatta, hogy a kontroll tenyészetben a PSC-ken beliil a lipidcseppek viszonylag
ritkdk voltak a myofibroblaszt-szerli sejtekben, mig a CM5480 kezelés jelentdsen ndvelte a
kerek alaku lipidcseppeket tartalmazo nyugvo PSC-k aranyat. A génexpresszids elemzés nem
mutatott valtozast az Orail, Saraf és Tgfbl mRNS szintjében, mig az Acta2 és a Fibronectin-1
(Fnl) expresszidja, amelyek az aktivalt PSC-k markerei, jelentésen csdkkent az Orail
gatlasakor. Figyelemre mélto, hogy a kontrollkultiraban az aktivalt myofibroblaszt-szeri PSC-
k spontan Orail punkta képzddést mutattak (a sejtek 8,5141,373%-a), ami az Orail aktivacid
jol leirt jellemzdje, ami extracellularis Ca** bedramlassal jart egyiitt. Ilyen sejteket nem

észleltiink a CM5480-nal kezelt tenyészetekben. Ezenkiviil az Orail intenzitasa szignifikdnsan
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magasabb volt a kontrollban, mint a CM5480-kezelt sejtekben. Ezek az eredmények azt
mutattak, hogy az Orail gatlasa megakadalyozta a nyugalmi allapotd PSC-k aktivaltta

alakulasat, ami magyarazatot adhat a CP-ben a fibrozis csokkent progressziojara.

Az Orail gatlasa csokkenti az aktivalt PSC-k proliferacidjat és karositja a migraciot

A PSC-k aktivalasa nagymértékben noveli a proliferacidjukat és a migracidjukat. Az Orail
gatlds ezen paraméterekre gyakorolt hatdsanak vizsgalatara egér hasnyalmirigy-szovetet
immunfestettiink a mitotikus markerre (foszfo-Hiszton H3 (Ser10) (pHH3)). Mig a pHH3-
pozitiv sejtek a kontrollcsoportokban csak szorvanyosan voltak kimutathatok, addig a cerulein
kezelés jelentésen megndvelte a proliferald sejtek szamat az acinaris klasztereken beliil (intra-
acinaris) és az inter- vagy periacinaris térben. Kiillondsen a cerulein+CM5480 kezelt csoportban
szignifikdnsan tobb proliferalod sejtet figyeltiink meg az inter-acinaris teriileteken. Mivel a
pHH3 apoptotikus sejteket is jeldl, a ceruleint+vivd és a ceruleintCM5480 hasnyalmirigy-
szoveteket pHH3 ¢és hasitott-PARP (az apoptozis markere) antitesttel festettiik. A ceruleinnel
kezelt mintdkban nem voltak kétszeresen pozitiv sejtek, de a CM5480-kezelt csoport inter-
/periacindris teriiletén jelen voltak (35,25+0,83%) a pHH3 egyszeresen pozitiv sejtek mellett.
A tovabbi elemzéshez PSC-ket izolaltunk és in vitro tenyésztettiink. E16szor a kultiraban 1évo
PSC-k szamat Crystal Violet festéssel vizsgaltuk, amely a képelemzés és a kolorimetrias mérés
alapjan is szignifikansan alacsonyabb sejtszamot mutatott a CM5480-nal kezelt mintakban. In
vitro pHH3 festést végeztiink annak megallapitasara, hogy a csokkent sejtszam a fokozott
apoptozisnak vagy a csokkent proliferacionak koszonheté-e, de nem taldltunk szignifikéns
kiilonbséget a kontroll és a CM5480-kezelt kultarak kozott. Hasonloképpen nem figyeltiink
meg kiilonbséget a proliferacidos marker Ki-67 ¢és a nukleoszoma egyik kdzponti
Osszetevdjének, a H3 clustered histone 4 (H3c4) génexpresszidjaban sem. Ezutdn aramlasi
citometridval szamszertsitettilk a BrdU-pozitiv (az Gjonnan szintetizalt DNS-t jel6ld) sejtek
szazalékos aranyat, ami azt mutatta, hogy az S-fazisban 1évd sejtek szama szignifikdnsan
magasabb volt a CM5480-nal kezelt mintdban a kontrollhoz képest. Ezzel a novekedéssel
parhuzamosan a G1 és G2/M fazisban 1év6é sejtek atlagos szdmanak csokkenését is
megfigyeltiik a kezelt kultarakban. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy az S-G2/M atmenetet
lelassitotta vagy blokkolta az Orail gatlasa, ami a SOCE fontossdgara utal ebben a sejtciklus-
fazisban a PSC-kben. Az Orail géatolt mintaban az alacsonyabb sejtszam masik valdsziniisithetd
magyarazata a sejthaldl megndvekedett ardnya lehet. Ezt timasztja ala a PARP-pozitiv PSC-k
megnovekedett szdma in vivo, ami a fokozott apoptdzisra utal. Ennek tesztelésére

meghataroztuk a késdi apoptozis/necrosis és az €16 sejtek aranyat, ami az €16 sejtek mérsékelt
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csOkkenését és az apoptotikus sejtek novekedését mutatta a CM5480-nal kezelt csoportban;
azonban a kiilonbség nem bioldgiailag relevans. A késéi apoptotikus jelzé Casp3
génexpresszidja mérsékelten alacsonyabb volt a CM5480-nal kezelt sejtkulturdkban, mig a
PARP-festés nem mutatott kiilonbséget. Osszességében ezek az adatok arra utalnak, hogy a

CM5480-nal kezelt mintadkban az alacsonyabb sejtszamot a karosodott proliferacié és nem a

crer

crer

crer

crer

Diszkusszio

Tanulmanyunkban in vitro és in vivo kisérletek kombinacidjaval vizsgaltuk az Orail gatldsdnak
szerepét a korai kronikus pancreatitis (CP) progresszidjanak megeldzésében. A CP egy
legyengitd betegség, amelyet hasnyalmirigy-szoveti kdrosodés, gyulladéas, fibrozis és
karosodott exokrin funkciok jellemeznek. Vizsgéalatunk az intracellularis Ca?" szint
szabalyozasaért felelds Orail fehérjét érinté molekularis mechanizmusokra dsszpontositott. A
Ca?" jelatvitel diszregulacioja szerepet jatszik az AP és CP patogenezisében. El6szor a SARAF
fehérje karosodott expresszidjat azonositottuk CP-s betegek hasnyalmirigy acinus sejtjeiben. A
SARAF expressziojanak csokkenése a sejtekbe torténd tilzott extracellularis Ca®" bejutassal
jart egyiitt. Orail inhibitort alkalmaztunk, amely hatékonyan mérsékelte ezt a tlzott Ca**-
bearamlast, helyreallitotta a SARAF expressziojat, és megallitotta a korai CP progressziojat.
Az Orail gatldsdnak pozitiv hatasai kozé tartozott a csokkent szovetkarosodas, a csokkent
fibrozis, az alacsonyabb gyulladdsos sejtinfiltracid, az emésztéenzimek acinus sejtek altali
termelésének megdrzése és a duktusz szekrécios funkcidjanak fenntartasa. Kovetkezésképpen
a tanulméany azt sugallja, hogy az Orail gatldsa igéretes célzott terapia az irreverzibilis,
végstadiumu CP kialakulasanak megel6zésére.

Megvizsgaltuk az Orail gatlasanak hatdsat az exokrin hasnyalmirigy kiilonb6zd sejttipusaira
is. A gyulladasos sejtek, kiilonosen a mononukledris sejtek, mint példaul a makrofagok, kritikus
szerepet jatszanak a CP kialakuldsaban és progresszidjaban. Az Orail kdzponti szerepet jatszik
a T-limfocitak aktivalasaban, és a vizsgalat kimutatta, hogy az Orail gétlasa csokkentette a CP

patogenezisében szerepet jatszo kulcsfontossagu citokinek expresszidjat. Az Orail gatlasa
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potencialis terdpias szerepét. Az Orail gatlasanak hatasa kiterjedt a hasnyalmirigy acindris és
duktalis sejtjeire is. CP-ben e sejtek diszfunkcioja az emésztéenzimek és a bikarbonatban
lehetdvé tette a hasnyalmirigy acinaris sejtek szamadra, hogy tovabbra is enzimeket termeljenek,
megakadalyozta a duktédlis sejtek mikodésének karosodéasat, ¢és helyredllitotta a
folyadékszekrécio szabalyozasaért felelds kulcsfontossagu kloridcsatorna (CFTR) megfelel
sejtszintli lokalizaciojat.

A hasnyalmirigy PSC-k szerepét is vizsgaltuk a fibrézis kialakuldsdban. CP-ben a PSC-k
nyugalmi allapotbdl aktivalt, fibrézist eldsegitd allapotba keriilnek. Vizsgalatunk kimutatta,
hogy az Orail gatlasa megakadalyozta a PSC aktivalodasat, csokkentette a fibrozist eldsegitd
hogy eredményeink relevansak a CP patogenezisének tobb javasolt mechanizmusa
szempontjabol, tovabba, hogy az Orail gatlasa olyan tényezdkkel foglalkozik, mint a
szovetkarosodas, a gyulladas, az oxidativ stressz és a duktusz diszfunkci6, amelyek mind
hozzajarulnak a CP kialakuldsdhoz. Az igéretes eredmények ellenére vannak még nyitott
kérdések; tovabb vizsgdlandd, hogy az egérmodell mennyire alkalmas az emberi CP
modellezésére, és az is, hogy lehetséges-e a CP indukcidjat kovetd esetleges szovetregeneracio.
Tovabbd a kutatdsunk ravilagitott az Orail gatlasdnak az immunfunkcidkra gyakorolt
lehetséges hatdsara, kiilondsen hosszu tavu alkalmazas esetén.

Osszefoglalva tehat elmondhato, hogy az Orail blokkoldsa hatékonyan megakaddlyozhatja a
korai CP progresszidjat és, hogy az Orail gatldsa széleskorli hatast gyakorol a CP
patogenezisében szerepet jatszo kiilonbozo sejtfolyamatokra, ami igéretes terapids stratégiava
teszi a tovabbi folytatasra. Ugy véljiik, érdemes tovabbi kutatasokat szorgalmazni az Orail

gatlasanak eldnyeivel kapcsolatban a RAP-ban és korai CP-ben szenvedd betegeknél.

Az 0j megfigyelések osszefoglalasa

- Az Orail gatldsa mérsékli a Ca?" bearamlast és helyreallitja a SARAF expressziojat.

- Az Orail gatlasa a szdvetkdrosodas csokkenésével jar egyiitt (kevesebb 6déma és fibrozis,

megnovekedett parenchima mennyiség).

crer

gyulladasos marker gének expressziojat.
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- Az Orail gatlasa segitett megdrizni az acinusok funkcidjat, igy az acinus enzimtermelését,

amit a szoveti amilaz és az elasztdz megndvekedett aktivitasa bizonyitott.

- A CM5480 fenntartotta a duktusz szekrécids funkcidt, névelte a HCOs™ és Cl- szekréciot és

helyreallitotta a CFTR fehérje apikalis lokalizaciojat.

........

amelyek részt vesznek a talzott ECM-fehérje-szekrécioban és a fibrozisban - ez az Orail
gatlasanak lehetséges szerepére utal a CP-ben kialakul6 fibrozis kontrolljdban.

- Kimutattuk, hogy az Orail gatldsa a CP hatterében 4ll6 szamos kulcsfontossagu
mechanizmust képes megcélozni, kiemelve az Orail-gatlokban rejlé lehetdségeket, mint a

betegség atfogd kezelési lehetdségét.
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