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BEVEZETES

A tulzott alkoholfogyasztas évente tobb mint 3 millid haldlesetet okoz viladgszerte,
amely az Osszes éves haldleset 5,3%-nak felel meg. A m4j és a hasnydlmirigy a betegségei
kiemelkednek az alkohollal kapcsolatos rendellenességek koziil terapids kihivéasaik és
tarsadalmi-gazdasagi terheik miatt. Az AP egyik leggyakoribb formaja az alkohol okozta akut
pankreatitisz (AP), amely sulyos esetekben rendkiviil magas mortalitassal jar. Csoportunk mar
kordbban bizonyitotta, hogy az etanol ¢és a zsirsavak altal kozvetitett cisztas fibrozis
transzmembran konduktancia regulator (CFTR) expresszidjanak és aktivitdsanak csdokkenése a
hasnyalmirigy duktalis sejtjeiben csokkent HCO;  szekrécidt és az alkohol indukalt AP
sulyossaganak novekedését okozza. Tovabba azt is kimutattuk, hogy az etanol €s a zsirsavak
karositjak a CFTR foldingjat és csokkentik a fehérje plazmamembran-stabilitasat. Az alkoholos
hepatitisz (AH) az alkoholos madjbetegség potencidlisan haldlos szovédménye, amelyet
korabban a ma4jsejtek karosodasanak tulajdonitottak. Vizsgélatok kimutattdk, hogy a
kolesztatikus méjkarosodas részt vehet az AH patogenezisében, tovabba. hogy a kolangiocitdk
karosodott szekrécidja a kolesztdzis sulyosbodasdhoz vezet. Takeuchi és munkatarsai
kiemelték, hogy AH-ban az integrin béta-1 (ITGB1) altal kozvetitett neutrofilek
kolangiocitdkhoz valé kotddése kolesztazis kialakulasdhoz vezet. Jol ismert, hogy a
kolangiocytak szekrécioja nagymértékben fiigg az apikalisan expresszaloddo CFTR megfeleld
mukodeésétol. Ezért, figyelembe véve, hogy az alkohol altal kozvetitett, a CFTR expresszidjara
kozvetlen gyakorolt hatdsdt mas szervekben, példaul a verejtékmirigyekben is megfigyelték,
feltételezhetd, hogy a kéarosodott CFTR-expresszid hozzédjarulhat az AH-val Osszefiiggd
kolesztazishoz.

Altalanossdgban elmondhatd, hogy az ionvezetés hidnya és a karosodott
folyadékszekrécio, amely végiil a szerv morfoldgiai valtozésaihoz és sorvaddsdhoz vezet,
kodzponti szerepet jatszanak a CFTR-ral kapcsolatos rendellenességek. A kozelmultban azonban
a CFTR 0Osszetettebb, integrativ szerepét mutattdk ki, az intracelluldris jelatviteli események
szabalyozasaban, amelyek potencialisan részt vesznek a CFTR-ral 6sszefliggésben kialakulo
sejt- és szovetkarosodas kialakuldsaban. Philippe és munkatarsai primér 1éguti epitélsejtekeben
irtdk le cisztas fibrozissal (CF) Osszefiiggésben, hogy fokozédik az IP3R-fiiggé Ca?'-
felszabadulas, emelkedik a szarko/endoplazmatikus retikulum Ca?*-ATPaz (SERCA) pumpa
aktivitasa, tovabba csokken a plazmamembran Ca?" pumpa (PMCA) funkcidja. amellyel
parhuzamosan fokozdodik a mitokondrialis Ca?*felvétel. Kiilonosen az intracellularis Ca®*

jelatvitel megvaltozasa - mint példaul a tartos intracellularis Ca?" tulterhelés, amelyet a
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karosodott SERCA- és PMCA-aktivitas kozvetit - a hasnyalmirigy acindlis és duktélis epitél
sejtjeiben az AP jol ismert jellemzdje. Nemrégiben Bozoky és munkatarsai kimutattdk, hogy a
kalmodulin a CFTR-ral alternativ kotési konformacidoban lép kolcsonhatasba. A szerzdk
felvetették, hogy a CFTR kalmodulinhoz valo kotodése lehetové teheti a CFTR szamara a
kalmodulin rekrutdlasat, és ezt kovetden mas kalmodulin éltal szabalyozott fehérjék, példaul az
intracellularis Ca?" homeosztazis szabalyozasiban részt vevd fehérjék aktivitdsanak
meghatarozasat. Az azonban, hogy ezek a szubcellularis valtozasok, hogyan befolyésoljak a
gasztrointesztinalis traktus epitélsejtjeinek mitkodését alkoholos pankreatitiszben ¢és
hepatitiszben, jelenleg nem ismert.

Ezért célul tliztiik ki, hogy megvizsgaljuk az etanol hatasat a CFTR aktivitasara és
expressziojara kolangiocitakban, és elemezziik az etanol altal kozvetitett CFTR-karosodas
hatdsat az intracellularis Ca?* homeosztazisra a hasnyalmirigy duktalis epitél sejtjeiben és a

kolangiocitakban fliggetlen modellek felhasznalasaval.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Etika

Az allatok felhasznalasa az NIH iranymutatasainak és a 2010/63/EU iranyelvnek megfeleléen
tortént (XX1./2523/2018). A human mintdk, koztiik a kadaver donor hasnyalmirigy- és
majmintak gytjtését és felhasznalasat az EU szabvanyok betartasaval végeztiik37/2017-SZTE.
Sejtvonalak és allatok

A HelLa sejteket a gyart6 protokollja szerint tenyésztettiik. A CFPAC-1 sejtek Michael Gray
ajandékai voltak. A Cftr KO egereket Ratcliff és munkatarsai bocsajtottak rendelkezéstinkre.
A hasnyalmirigy duktalis fragmentek és acinus sejtek izolalasa

A hasnyalmirigy duktalis fragmentumokat sztereomikroszkop alatt izolaltuk. A hasnyalmirigy
acinus sejtek izolalasdhoz a szovetet 4-es tipusu kollagendzzal injektaltuk, centrifugdltuk, majd
a pelletet reszuszpendaltuk Media 199-ben.

Egér és human organoid kulturak

Az egér hasnyalmirigy duktalis és maj organoidokat Clevers és Tuveson protokollja szerint
hoztuk Iétre. A human hasnyalmirigy-szovetmintakat transzplantaciés donoroktol gyijtottiik.
Human CF-specifikus indukalt pluripotens ossejtek eloallitasa

CF-beteg vagy egészséges donorok hajhagymaibol izolalt keratinocitak atprogramozasaval CF-
specifikus és kontroll indukalt pluripotens dssejteket hoztunk létre. A CF-beteg a p.F508del és
a p.L1258Ffs*7 Gsszetett heterozigdta mutaciokat hordozta.

Konstrukeiok és transzfekcio



HeLa sejteket Lipofectamine2000 segitségével EGFP-hPMCA4b, mCherry-CFTR-3xHA és
mCherry-CFTR-3xHA(S768A) kodolé plazmidokkal transzfektaltunk. A Site-directed
mutagenezist a Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit segitségével a gyarté protokollja szerint
végeztiik. A Cftr csendesitéséhez a csatorndkat 50 nM siCFTR vagy siGLO-Green
transzfekcios indikatorral transzfektaltuk Opti-MEM-ben.

Fluoreszcens mikroszkopia

Az intracellularis [Ca?*); , pH és a Cl- szintek mérése Fura-2-AM, BCECF-AM, illetve MQAE
festékek segitségével tortént. A mitokondridlis membranpotencidl (A¥m) valtozésait
tetrametilrodamin-metilészterrel (TMRM)  kovettik. A méréseket egy MT-20
megvilagitérendszerrel felszerelt Olympus IX71 fluoreszcens végeztiik.

Génexpresszios elemzés

RNS-t teljes hasnyalmirigyszovetbodl, izolalt duktalis fragmentumokbol, valamint
hasnyalmirigy- vagy maj organoidokbdl izolaltunk. A relativ génexpresszids elemzést AACq
technikaval végeztiik. Az RNS-szekvenalast [llumina NextSeq 500 miiszerrel végeztiink egér
¢s human hasnyalmirigy duktalis organoidokon. A génexpressziés mintazatot a TPM
(transzkript/millid) értékek alapjan hataroztuk meg.

Immunfluoreszcens- és immunhisztokémiai jelolés és Duolink® Proximity Ligation Assay
Az izolalt hasnyalmirigy-duktuszokat vagy organoidokat fagyasztds utdn metszettiik és
festettiik immunfluoreszcens mikroszkdpiahoz. A sejtvonalakat feddiivegre novesztettiik. A
CFTR immunhisztokémiai jelolését egy Leica Bond-MAX automatizalt IHC festd rendszerrel
végeztilk. A Duolink® vizsgalatot az antigén-feltarast kovetden nedves kamran végeztiik a
gyartod protokollja szerint. A képeket 40X olajimmerzios objektivvel (Zeiss, NA: 1,4) Zeiss
LSM880 konfokalis mikroszkoppal készitettiik.

Kozvetlen sztochasztikus optikai rekonstrukcios mikroszkopia (dASTORM)

A feddiivegre novesztett HeLa sejteket megfeleld plazmidokkal transzfektaltuk. A dSTORM
képeket Nanoimager S (Oxford Nanoimaging ONI Ltd.) késziilékkel készitettiik.
Transzmisszios elektronmikroszkopia

A hasnyalmirigy-szovetet fixalas utdn Embed812-be agyaztuk, majd Leica ultramikrotommal
ultravékony metszeteket vagtunk. A képeket egy Jeol 1400 plus elektronmikroszkoppal
készitettiik 12000X nagyitassal.

FAEE altal kivaltott akut hasnyalmirigy-gyulladas egerekben

A FAEE altal kivaltott AP-t vad tipusa (WT) FVB/N egerekben idéztiik eld. Az allatok két
alkalommal kaptak intraperitonealis etanol (1,35 g/testsulykg) és palmitoleinsav (POA;150
mg/testsulykg) vagy ezzel egyenértékii térfogati vivéanyagot tartalmazo (25% DMSO, 75%
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steril viz) injekciot. A kezelt csoportok 90 perccel az etanol/POA vagy a hordozé elsd injekcidja
elétt egy adag aurintrikarbonsavat (ATA) (5 mg/teststilykg) kaptak intraperitonedlisan
vivoéanyagban (25% DMSO, 75% steril viz). A hasnyalmirigy-gyulladas sulyossagat a
szovettani metszetek elemzésével €s a szérum amildz-aktivitds mérésével értékeltiik.
Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzést Graphpad Prism szoftverrel végeztiik.

EREDMENYEK

A CFTR hidnya Kkarositja a plazmamembran Ca?' pumpa miikodését a hasnyalmirigy
duktalis epitél sejtekben

Hipotézisiink szerint a kronikus alkohol fogyasztas altal okozott csokkent CFTR-
expresszid Onmagaban elegendé ahhoz, hogy megzavarja a gasztrointesztinalis epitél sejtek
Ca?" homeosztazisat. Korabban mar megallapitottuk, hogy az etanol akut expozicidja az ER-
b6l Ca?"t szabadit fel és aktivalja az extracellularis Ca?* bearamlast a hasnyalmirigy duktalis
epitél sejtekben. Annak vizsgélatara, hogy a csokkent Cftr-expresszid megzavarja-e az
intracellularis Ca>* homeosztazist, vad tipusa (WT) és Cftr KO egerekbdl izolalt hasnyalmirigy-
duktuszokat karbakollal kezeltiink. Mig a maximalis Ca?" felszabadulds vélasza nem
kiilonbozott a két csoport kozott, a Ca?* jel platofazisanak meredeksége - amely a citoszolbol
torténé Ca’" extrizidt reprezentalja - szignifikinsan magasabb volt a Cftr KO duktalis
fragmentumokban a WT-hoz képest. A kovetkezd kisérlethez WT és Cftr KO egerekbdl
generalt egér hasnyalmirigy organoidokat (MPO) hasznéltunk. A WT organoidokat 100 mM
etanollal (EtOH) és 200 uM palmitinsavval (PA) kezeltiik 12 6ran keresztiil, a kontroll és Cftr
KO MPO-k nem kaptak kezelést. Az ER Ca®" raktarak iiritését kovetden az extracellularis Ca®*
ujboli hozzaadasaval (25 uM ciklopiazonsav (CPA) Ca’" -mentes kozegben) aktivaltuk a
raktarfiiggd Ca?" bearamlast. A bazalis intracellularis Ca?"koncentraciok szignifikansan
magasabbak voltak az EtOH-val kezelt és a Cftr KO organoidokban. A varakozasoknak
megfeleléen az ER Ca?* felszabadulasa a CPA-ra adott valaszként alacsonyabb volt az EtOH-
val kezelt organoidokban, és nem valtozott a Cftr KO organoidokban, mig mind az EtOH-val
kezelt, mind a Cftr KO organoidok jelentésen csokkent Ca?" extruziét mutattak az
extracellularis Ca®* eltavolitisa utan. Ugyanez a jelenség megfigyelhetd volt Cftr KO duktalis
fragmentumokban is. Ezutdn human hasnyalmirigy organoidokat (HPO) kezeltiink 100 mM
EtOH-val és 200 uM PA-val egy ¢éjszakan at. Fontos, hogy a kezeletlen HPO-khoz képest a

Ca?" extrazio jelentdsen csokkent az eléinkubalas utan. Annak meger6sitésére, hogy a Ca?" -
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extruzidban megfigyelt kiilonbség specifikus a CFTR-expresszalo sejtekre, elemeztiik a Ca>*
jelatvitelt a hasnyalmirigy acinus sejtjeiben, amelyekbdl altalanosan hidnyzik a CFTR, és nem
észleltiink kiilonbséget a karbakolra adott valaszban (maximalis intracellularis Ca”*
felszabadulas vagy extrazid) a WT és Cftr KO egerek acinusai kozott. A CFTR funkcionalis
gatlasa 10 uM CFTR(inh)-172-vel - amely jelentdsen csokkentette a CFTR aktivitasat - nem
volt hatassal a karbakol altal kivaltott Ca’* extrizidéra a WT duktalis epitél sejtekben. CFPAC-
1 sejtekben - amelyek egy CF-beteg hasnyalmirigy duktalis adenokarcindméjanak
majmetasztazisabol szarmaznak - a CFTR expressziojanak korrekcioja, helyreallitotta a Ca®*
extriziot. Ezzel szemben a CFTR expressziojanak kititése a WT duktalis fragmentumokban
siCFTR-rel csokkentette a Ca®* extruziot a kontrollhoz képest. Tekintettel arra, hogy mind a
PMCA, mind a Na'/Ca?" cserélék (NCX) képesek tovabbitani a Ca’" extruziét a nem-
¢lénkithetd sejtekben, a SEA0400 és CB-DMB pan-NCX gatlokat hasznaltuk az NCX
szerepének felmérésére. Kisérleteinkben, egyik inhibitor sem volt hatdssal a csokkenés
meredekségére. A kozelmultban kimutattak, hogy a STIMI1 partner (POST) - egy adaptor
fehérje, amely az STIMIl-et mas fehérjékhez kapcsolja - fokozza a PMCA4 miikodését.
Esetiinkben azonban a siSTIM1 gatlasa nem volt hatdssal a Ca®" kiaramlasra, ami arra utal,
hogy a Stim1-POST interakci6 nem vesz részt a PMCA szabdlyozéasaban epitél sejtekben.
Osszességében ezek az eredmények azt jelzik, hogy a CFTR expresszidjanak csokkenése etanol
kezelés hatasara (és nem az aktivitas hidnya) elegendé a PMCA aktivitas redukciojan keresztiil

a Ca’" homeosztazis megvaltoztatasihoz.

Az etanol nincs hatassal a PMCA4 expressziojara a hasnyalmirigy duktalis epitél
sejtekben

Jelenleg négy emlés PMCA gént ismert, amelyek hozzajarulnak a citoszolikus Ca?*
extruzidhoz. A Pmcal és Pmca4 expresszidjat MPO, és a PMCA1 ¢és PMCA4 expressziojat
HPO mintdkban teljes transzkriptom analizis segitségével mutattuk ki, egérben a Pmecal,
emberben pedig a PMCA4 mutatta a legmagasabb expressziot. Megjegyzendd, hogy a Pmca2
€s Pmca3 expresszids szintje minden mintaban a kimutatasi hatar alatt volt. Az RT-PCR ¢és az
azt kovetd végpontelemzés megerdsitette a Pmcal és a Pmca4 expressziojat a teljes
hasnyalmirigyszdvetben, valamint az izolalt egér hasnyalmirigy-duktuszokban. A PMCA1 és
PMCA4 immunfluoreszcens festése az MPO-k keresztmetszeteiben a PMCA4 apikalis
lokalizaciojat mutatta ki, mig a PMCA1 egyenletesen oszlott el az apikalis €s a bazolateralis
membranokon. Emellett a PMCA4 és a CFTR er6s ko-lokalizacidjat figyeltiikk meg az apikalis

membranon (Mander korrelacios egyiitthat6:0,906), ezért a downstream elemzésben a PMCA4-
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re fokuszaltunk. A gasztrointesztinalis dssejtekben a CFTR expresszidjanak elvesztése lugos
pHi-t eredményez, amely, kiilonb6z6 gének Wnt/B-katenin-medialt expresszidjat idézi eld. Ez
befolyasolhatja a PMCA4 expresszidjat a hasnyalmirigy duktalis sejtekben. Ennek tesztelésére
gRT-PCR segitségével Osszehasonlitottuk a Pmca4 relativ expressziojat kontroll, EtOH/PA
kezelt és Cftr KO MPO sejtekben. Mig a Pmca4 expresszidja a kontroll és az EtOH/PA-val
kezelt WT MPO-kban nem mutatott szignifikdns valtozast, a Cftr KO duktalis organoidokban
mérsékelten megndvekedett a WT kontrollhoz képest, ami arra utal, hogy a Ca?" -efflux
kiilonbség nem a csokkent génexpresszionak koszonhetd. Ezutan arra voltunk kivancsiak, hogy
a CFTR EtOH-kezelés miatti elvesztése megvaltoztatja-e a PMCA4 apikalis membran-
specifikus lokalizaciojat. Mig az immunfluoreszcens mikroszkopia az EtOH/PA kezelt és Cftr
KO MPO-kban csokkent CFTR-szintet mutatott az apikalis membranon a kezeletlen WT-hez
képest, a PMCA4 minden mintaban megtartotta apikalis lokalizaciojat. Ezt kovetden a CFTR
és a PMCAA4 jelenlétét a HPO-k apikalis plazmamembranjan immunofluoreszcens jeldléssel
igazoltuk. A HPO-k EtOH/PA-val torténd ¢éjszakai inkubaldsa a CFTR csokkent, foltos apikalis
mintazatat eredményezte, a PMCA4 megtartotta apikalis membranlokalizaciojat. Az alkoholos
kezelés a PMCA4 citoszolikus eltolodasat eredményezte. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a CFTR hidnya csokkenti a PMCA4 aktivitasat a hasnyalmirigy duktalis epitél sejtjeinek

apikalis membranjan, de nem befolyasolja a PMCA4 expresszidjat, sem annak lokalizacigjat.

A cisztas fibrozisos betegekbdl szairmazé iPSC-eredetii organoidok rekonstrualjak a
PMCA funkci6é megvaltozasat.

Eredményeink arra utalnak, hogy CF-ben a genetikai mutaciok altal okozott csokkent
megvizsgaltuk eredményeink relevancidjat a CF-betegekbdl generalt human iPSC-eredeta
hasnyalmirigy-organoidokban. A klasszikus CF-ben érintett donorokbdl szarmazé CF-iPSC-
vonalak létrehozasahoz a betegek keratinocitdin lentiviralis atprogramozast alkalmaztuk, majd
az i1PSC-ket in vitro hasnyalmirigy-iranyba differencialtattuk, végiil 3D-szuszpenzios
kultaraban exokrin hasnyalmirigy-organoidokat generaltunk. Immunfluoreszcens festéssel
kimutattuk, hogy mig a CF-betegekbdl szarmazo6 organoidokban a CFTR jele hianyzott (amit a
CFTR-korrektor VX-809 (10 pM) 12 6rés inkubdacioja jelentdsen helyreallitott), a PMCA4 jelen
volt mind a kontroll, mind a CF-betegekbdl szdrmazd iPSC organoidokban. Az ER Ca’*
raktarak kimeritését kovet6 Ca’" elvonds a kontrollhoz képest jelentésen csokkent a CF
organoidokban, ami megerdsitette a mas modellrendszerekben kapott korabbi eredményeinket.

Fontos, hogy 10 uM VX-809 12 6ran keresztiil torténé el6kezelés jelent6sen javitotta a Ca®* -
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extriziot, ami azt jelzi, hogy a CFTR-korrektor kezelés képes helyreéllitani a csokkent PMCA-

aktivitast és ezaltal a Ca?" -extruziét a CF organoidokban.

Az etanol csokkenti a CFTR expressziot és a PMCA aktivitast a kolangiocitakban

Béar a kolangiocitdk szekrécios funkcidja nagymértékben fiigg a CFTR-aktivitastol, a
CFTR funkci6o vagy expresszio alkoholhoz kapcsolodd valtozésait alkoholos hepatitiszben
(AH) soha nem vizsgaltdk. A formalin-fixalt, paraffinba agyazott majmintakon végzett
immunhisztokémiai vizsgalat kimutatta, hogy az AH-s betegeknél a kontrollokhoz képest az
apikalis CFTR eloszlasa a kolangiocitdkban jelentdsen karosodott. Ezt a jelenséget in vitro
rekonstrudltuk WT egérbdl szarmazd méj organoidokban (MLO), amelyek pozitivak a KRT19
epitelialis sejtvonal-markerre. A CFTR luminalis membranlokalizaciot mutatott a kezeletlen
MLO-kban, ami az EtOH-val kezelt MLO-kban jelentdsen csdkkent €s a citoszol felé tolodott
anélkiil, hogy a Cftr génexpresszids szintje biologiailag relevansan megvaltozott volna. Az
MLO-k késdbbi funkcionalis elemzése az EtOH/PA-val kezelt MLO-kban a kontrollhoz képest
jelentésen csokkent apikalis CI/HCOs™ cseréld aktivitast mutatott. Mig az extracelluléaris ClI-
eltavolitas a kontroll MLO-kban az intracellularis Cl- markereként hasznalt MQAE
fluoreszcencia CFTR-fliggd novekedését eredményezte, az alkoholkezelés a CFTR-fiiggd ClI-
extrizio jelents csokkenését eredményezte. Végiil a Ca?" mérések szignifikansan csokkent
PMCA-aktivitast mutattak ki az etanollal el6inkubalt, valamint a Cftr KO organoidokban a WT
kontrollhoz képest, ami arra utal, hogy a CFTR csokkent apikalis eloszlasa rontja a PMCA
miikodését a kolangiocitdkban. A Pmca4 génexpresszid valtozasa nem érte el a biologiailag
relevans szintet az MLO-kban. Fontos, hogy ezek az eredmények kiemelik, hogy az EtOH-
expozicié megvaltoztatja a CFTR lokalizacigjat €s aktivitasat kolangiocitdkban, ami csokkent

ionszekrécidhoz és az intracellularis Ca?t homeosztdzishoz zavardhoz vezet.

A PMCA4 interakcioja a CFTR-ral a hasnyalmirigy duktalis epitélsejtek apikalis
membranjaban

Megfigyeléseink arra utalnak, hogy a PMCA4 aktivitasa megkdveteli a CFTR-ral valo
szoros kapcsolatot. Ennek vizsgélatara Duolink proximity ligation assay-t (PLA) végeztiink az
endogén PMCA ¢és a CFTR kozott. Megjegyzendd, hogy a nem specifikus antitestkotés
elkeriilése érdekében tengerimalacbdl izolalt hasnyalmirigy duktalis fragmentumokat
hasznaltunk, amelyek reprodukaltdk a PMCA4 és a CFTR apikalis ko-lokalizaci6jat. A Duolink
PLA azt sugallta, hogy a PMCA4 és a CFTR <40 nm-es kozelségben van egymashoz. A
kolcsonhatast ezutan a dASTORM segitségével még nagyobb felbontasban vizualizaltuk. A
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CFTR-t és a PMCA4-et kddolo6 plazmidokkal kotranszfektalt HeLa sejtekben tokéletes atfedést

(<20 nm) figyeltiink meg a két fehérje kozott a plazmamembranban, ami fizikai kozelségre utal.

A CFTR altal kotott kalmodulin szabialyozza a PMCA4 aktivitasat a hasnyalmirigy
duktalis epitél sejtjeiben és kolangiocitakban.

A CFTR nemrégiben leirt alternativ kalmodulin-kotddése feltehetéen mas fehérjék
szabalyozasat is lehetdvé teszi. Ezért feltételeztiik, hogy az ilyen tipusu kalmodulin-CFTR
kolcsonhatas a késobbiekben befolyasolhatja a kalmodulin altal szabalyozott PMCA4
aktivitasat. El6szor, a kalmodulin erds ko-lokalizacidjat igazoltuk a CFTR-ral és a PMCA4-
gyel a duktalis epithelsejtek apikalis membranjan dSTORM-mal az MPO-k keresztmetszetein.
Mig a kalmodulin er8sen asszocialt az apikalis membranhoz a WT MPO-kban és MLO-kban,
addig az EtOH-val kezelt és a Cftr KO MPO-kban és MLO-kban disszocialt az apikalis
membranrol és a citoszolba diffundalt. Hasonlo lokalizacios mintazatot figyeltiink meg a Cftr
KO duktalis fragmentumokban. Ezutan azt kivantuk elemezni, hogy a karosodott kalmodulin-
CFTR kolcsonhatas milyen hatdssal van a PMCA4 aktivitasara epitélsejtekben. Mivel a
kalmodulin generalis kilitése vagy gatlasa szertedgazé downstream hatdssal jarhat, HEK-293
sejteket kotranszfektaltunk PMCA4-gyel és CFTR-ral vagy a kalmodulin k6téhelyén mutaciot
hordoz6 CFTR-ral (CFTR(S768A)). Megjegyzendd, hogy mind a CFTR, mind a CFTR(S768A)
a plazmamembranhoz lokalizalodott és ko-lokalizalt a PMCA4-gyel. Mig a PMCA4 és a CFTR
egylittes transzfekcidja jelent6sen novelte a Ca?* -extruzié meredekségét, a PMCA4
onmagaban mérsékelt aktivitdst mutatott. Ami azonban még fontosabb, hogy a CFTR(S768A)
transzfektalt sejtek jelentdsen csokkent PMCA4-aktivitast mutattak a WT CFTR-transzfektalt
sejtekhez képest. A dSTORM klaszterelemzés 34%-os csokkenést mutatott a PMCA4-
CFTR(S768A) ko-lokalizacios aranyaban a PMCA4-CFTR-hoz képest, ami arra utal, hogy a
kalmodulin/CFTR koélcsonhatas hidnya elegendd a PMCA4 aktivitasanak, valamint a fehérje

nanodomain stabilitdsanak csokkenéséhez az apikalis plazmamembranon.

A PMCAA4 gatlasa karositja a mitokondrialis funkciot, noveli az apoptozist, és sulyosabb
etanol-indukalt akut pankreatitiszt eredményez.

A kovetkezd 1épésben a kdrosodott CFTR-expresszio szerepét kivantuk felmérni ebben
a jelenségben. A transzmisszios elektronmikroszkopia nem mutatott kiilonbséget a
mitokondriumok térfogat/sejt aranyaban a Cttr KO és a WT hasnyalmirigy duktalis epitél sejtek
kozott. Ezutan 100 uM karbakol adasa a mitokondridlis membranpotencial (Aym) jelentds

csokkenését eredményezte EtOH/PA eldkezelt és Cftr KO - de nem WT- MPO sejtekben, ami
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arra utal, hogy a tartds intracellularis Ca?* emelkedés karositja a mitokondrialis mitkodést. A
megfeleld mikodéshez a PMCA4 ATPaz az oxidativ foszforilacio és a glikolizis altal termelt
ATP-re tamaszkodik. Mivel az EtOH csOkkenti a mitokondrialis ATP-termelést, az F1FO-
ATPazt oligomycinnel gatoltuk, ami nem volt hatassal a PMCA miikddésére a duktalis
sejtekben. A mitokondriumokbdl felszabaduld citokrom c intracelluldris eloszldsa - az
apoptézis jellemzdje - azonban jelentésen megndtt a Cftr KO-ban a WT hasnyalmirigy duktalis
epitél sejtekhez képest, ami arra utal, hogy a tartds Ca’>" emelkedés és a mitokondriumok
mukodésének zavara apoptdzishoz vezet. Tovabba, a Cftr KO hasnyalmirigy duktalis epitél
sejtekben a WT sejtekhez képest magasabb volt a kaszpaz 9 citoplazmatikus szintje, ami tovabb
erdsiti az apoptdzis esélyét. Végiil a PMCA4 gatlo aurintrikarbonsav (ATA) alkalmazasaval
alkohol altal kivaltott akut pankreatitisz egérmodellben elemeztiik, hogy a karosodott PMCA4
funkci6 fiiggetleniil fokozhatja-e a hasnyadlmirigy- ¢és majbetegségek sulyossagat. A
hasnyalmirigy duktalis organoidok inkubalasa 10 uM ATA-val 30 percig az in vitro Ca?"
mérések elétt a PMCA4 aktivitdsanak szignifikdns csokkenését eredményezte a kontrollhoz
képest, ami meger0sitette az ATA PMCA4 funkcidt gatld hatdsat. Ezutan egyszeri ATA-
injekcidt (intraperitonedlisan, 5 mg/kg) adtunk WT FVB/N egereknek 90 perccel az elso
EtOH/POA-injekcid elétt. Az ATA-val eldzetesen kezelt allatoknal a vehikulum kontrollhoz
képest szignifikdnsan emelkedett a hasnydlmirigy-6déma és -nekrdézis pontszama, ami
parhuzamosan szignifikdnsan emelkedett szérum amilaz-aktivitassal jart. Ezek az eredmények
egylittesen azt jelzik, hogy a karosodott PMCA4-aktivitas csokkenti a mitokondrialis funkciot,
fokozza az apoptdzist, és potencidlisan noveli a CFTR-rel kapcsolatos hasnyalmirigy- ¢és

feltehetden majbetegségek sulyossagat.

DISZKUSSZIO

Konvencionalisan a CFTR-t egy cAMP-aktivalt Cl-csatorndnak tekintik, habar az elmult
években bebizonyosodott a [Ca?'li, vagy a Ca?* homeosztazisban részt vevd mas
komponensekkel valo szabalyozhatdsaga is. Ezeknek a kolcsonhatasoknak a szubcellularis
jelatviteli eseményekre vagy a CFTR aktivitasara gyakorolt downstream hatadsai még nem jol
ismertek. Tanulmanyunkban el8szo6r azt mutattuk ki, hogy a Ca?" -extr(izi6 jelent6sen
kéarosodott az etanollal kezelt és a Cftr KO hasnyalmirigy duktalis sejtekben a csokkent PMCA-
aktivitds miatt. Tobb fliggetlen in vitro modellrendszer, koztiik HPO-k és CF betegekbdl
generalt iPSC-eredetli organoidok segitségével kimutattuk, hogy az apikalis CFTR hianya -és
nem a funkcidja- befolydsolja a PMCA aktivitasat. Fontos, hogy a CFTR expresszido VX-809-
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el torténd korrekcidja, gy tlnik, helyreallitja az intracellularis Ca®* jelatviteli valtozasokat. Az
elhtiz6do intracellularis Ca?*"talterhelés az AP egyik jellemzdje. A leggyakoribb patogén
faktorok - koztiik az epesavak vagy a nem oxidativ EtOH-metabolitok - az ER Ca?" raktarak
kitirtilését valtjak ki, és aktivaljak az extracellularis Ca?"-bearamlast, ami karosodott folyadék-
és HCO; szekréciohoz vezet. Az ezt kovetd tartds intracellularis Ca2*-thlterhelés
mitokondrialis kdrosodast valt ki, ami ATP-cs6kkenéssel és sejtkarosodassal jar, tovabb rontva
az ATP-fiiggdé Ca**-kivonast.

Az AH az alkoholos majbetegség potencialisan haldlos szovodménye, amelyet korabban
hepatocelluléris karosodasnak tulajdonitottak. A kdzelmultban kimutattak, hogy a neutrofilek
kotddése a kolangiocitdk sejtfelszinén expresszaloddo ITGBI1-hez hozzajarul az epitélsejtek
karosodasahoz és az AH-ban kialakul6 kolesztazishoz. Mas tanulmanyok ravilagitottak, hogy
a kolesztatikus majkarosodas szerepet jatszhat az AH patogenezisében, tovabba a kolangiocitak
kéarosodott szekrécidja, illetve a kolesztazis sulyosabb kimenetelhez vezet. A kolangiocitdk
karosodéasanak ez a kordbban nem ismert mitkddése az AH-ban megvaltoztatta a betegség
patogenezisének megértését, és uj terapids stratégidkat vet fel. Ebben a tanulményban
jelentdsen csokkent apikalis plazmamembran CFTR-expresszidt mutattunk ki a post mortem
AH-betegek majmintaiban, amelyhez jelentdsen karosodott CFTR-aktivitds tarsult, valamint
kimutattuk az apikalis CI/HCOjcseréld csokkent aktivitasat alkohol-expozicid hatasara egér
maj organoidokban. Ezenkiviil mind az EtOH-val eldinkubalt WT, mind a Cftr KO mjj
organoidok, csokkent PMCA-aktivitas miatt redukalt Ca?* -extr(ziot mutattak. A CFTR-
medialt szekrécid hianya, valamint a megvaltozott intracellularis Ca?" homeosztazis
kérosithatja a kolangiocita szekrécidt, hozzdjarulva az AH-val Osszefliggd kolesztazis és
potencialisan a CF-hez kapcsolodd majbetegség (CFLD) kialakulasahoz, sulyosan rontva a
betegség klinikai kimenetelét.

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a PMCA4 tobb modellben is ko-lokalizalodik a
CFTR-ral a duktélis epitél sejtek apikalis membranjan, tovabba, szuperfelbontasi dSTORM
segitségével kiemeltiik, hogy a CFTR és a PMCA4 20 nm-en beliili kozelségben van, ami a két
fehérje fizikai kolcsonhatasara utal. Korabban Philippe €s munkatarsai ko-immunoprecipitacios
kisérletei azt sugalltdk, hogy a CFTR kolcsonhatasba 1ép a SERCA-val és a PMCA-val a léguti
epitélsejtekben, bar ennek a kdlcsonhatasnak a természetét nem tartak fel. Nemrégiben Bozoky
¢s munkatarsai kimutattdk a CFTR megndvekedett nyitdsi valdszinliségét a kalmodulin R-
doménjéhez valo kozvetlen kotddésének koszonhetéen, ami ) mechanizmust jelentett az
intracellularis Ca2* altal kozvetitett CFTR-aktivitas szabalyozasara. Erdekes modon a szerzék

bebizonyitottak, hogy a kalmodulin alternativ kotddési konformacidban kotddik a CFTR-hoz.
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Ez a kotési konformécio lehetdvé teheti a CFTR szamara, hogy kalmodulint rekrutaljon, és ezt
kovetden meghatdrozza mas kalmodulin altal szabdlyozott fehérjék, példaul a PMCA
aktivitasat egy makromolekuléris komplexben az apikalis plazmamembranon. Kezeletlen WT
hasnyalmirigy- €¢s maj organoidokban a kalmodulin az apikalis membranhoz tarsult, és erésen
ko-lokalizalodott a CFTR-ral és a PMCA4-gyel. A Cftr KO- és etanollal kezelt organoidokban
ez az apikalis lokalizacio elveszett, ami arra utal, hogy a CFTR jelenléte az apikalis membranon
szlikséges a kalmodulin toborzasahoz. Annak igazolasara, hogy a kalmodulin és a CFTR
kolcsonhatasa sziikséges a PMCA aktivalasdhoz, a CFTR (CFTR(S768A)) és a PMCA4
kalmodulin-k6téhely mutansat overexpresszaltuk HEK-293 sejtekben, és jelentdsen csokkent
Ca?" -extraziot mutattunk ki, mikézben a CFTR és a PMCA4 k6zotti kolesonhatas is jelentGsen
csokkent.

Az alkohol okozta AP patogenezise soran jol ismert, hogy az acinaris és duktalis epitél
sejtek etanol vagy etanol-metabolitok akut expozicidja a [Ca?'li tartos emelkedését idézi eld.
Kisérleteinkben akut alkalmazés helyett egy ¢jszakan 4t inkubaltuk a duktalis epitél sejteket,
ami jobban modellezheti az etanol fogyasztds hatasait. Bar mitokondridlis morfoldgiai
karosodasra nem talaltunk bizonyitékot, de a A¥Ym figyelemre méltd csokkenését észleltiik,
amikor az etanollal kezelt és a Cftr KO MPO-kat karbachollal kezeltiikk. Ezen tilmenden a
citokrom c ¢és a kaszpaz 9 megnovekedett citoszolikus festddése a Cftr KO duktalis sejtekben
fokozott apoptdzisra utalt. Végiill a PMCA4 gatlasa az alkoholos AP in vivo modelljében
jelentdsen novelte a betegség sulyossagat, ami arra utal, hogy a kdrosodott PMCA4 funkcio a
CFTR karosodott expresszidja miatt dnmagaban is hozzéajarulhat az alkoholos pankreatitisz és
hepatitisz sejtkarosodasdhoz. Fontos, hogy eredményeink ravildgitanak arra, hogy a PMCA-
aktivitas helyreallitasa vagy a Ca>" -extruzié fokozasa nemcsak alkoholos pankreatitiszben és
hepatitiszben, hanem a cisztas fibrozissal 0sszefiiggd majbetegségben ¢€s pankreatitiszben is
potencidlis terapias elénnyel jarhat. Kimutattuk, hogy a CFTR expresszidjdnak korrekcidja
hatékonysagat a kozelmultban mutattak ki, és a hasnyalmirigy-funkcié tartés javulasarol
szamoltak be ivacaftort kapé CF-betegeknél. Osszességében ebben a tanulmanyban egy 1j
szabalyozasi kolcsonhatast azonositottunk, amely a kalmodulin CFTR altali apikalis

crer

extruziot polarizalt epitél sejtekben.

AZ UJ MEGFIGYELESEK OSSZEFOGLALASA:
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- Bizonyitottuk, hogy az etanol-expozicid vagy genetikai mutaciok altal kivaltott karosodott
CFTR-expresszio, majd a kalmodulin csokkent CFTR-medidlt toborzasa az apikalis
membranhoz gyengiti a PMCA4 aktivitasat és a Ca?" extruziot a hasnyalmirigy duktalis epitél
sejtjeiben €s a kolangiocitakban.

- Az ebbdl kovetkez6 zavart Ca’-homeosztazis sériilt mitokondridlis funkciohoz és fokozott
apoptézishoz vezet, és végiil a betegség stlyossdganak novekedését eredményezi.
Eredményeink tehat az intracellularis Ca*" jelatvitel egy 0j szabalyozasi mechanizmusara
vilagitanak ra, amely hozz4ajarulhat az alkoholos pankreatitisz- és hepatitisz sulyossagahoz, és

potencialisan a CF-hez kapcsolodod maj- és hasnyalmirigy-karosodas kialakulaséhoz.
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