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1. BEVEZETES

A hasnyalmirigy a mdj és a patkobél kezdeti szakaszaval van Osszekottetésben, elvalasztasat
tekintve feloszthat6 exokrin €s endokrin részekre. Az exokrin hasnyalmirigyet két f6 sejttipus
alkotja: acinus és duktalis sejtekre. A két sejttipus egy fadgszerli formara emlékeztetd szerkezet,
melynek végén az acinusok helyezkednek el lobolusokba rendezddve. Az acinus sejtek felelnek
a hasnyalmirigy emésztéenzimek elvalasztasaért. A hasnyalmirigy duktalis rendszere harom
részre oszthato: f0, interlobuléris és intralobularis duktuszokra. A hasnyalmirigy duktalis epitél
sejtek szekretin stimulus hatasara bikarbonatban gazdag nedvet szekretalnak, a mechanizmus
szerepe kettds; az acinusok 4altal termelt enzimekben gazdag emészténedvek duktalis
rendszerbdl valo kimosasa és a duodénumba érkezd savas gyomornedv semlegesitése. Az
alkalikus HCOs™ szekrécidja emberek esetében kiemelkedéen magas; a duktalis rendszer

crer

is lehet. Egér és patkany esetében ez az érték mindossze ~50-70mM.

1.1. A duktalis HCOj3 szekreécio

A bikarbonationok sejten beliili kétféle modon akkumuldlodhatnak: Na'™-HCOs
szénsav-anhidraz szénsavva alakitja, majd hidrolizis révén HCOs és H'-ra bomlik a
citoszolban. A proton a bazolateralis oldalon elhelyezkedd, Na'/H" kicserélén (NHE) keresztiil
tavozik a sejtbdl, a HCO3™ pedig a lumenbe szekretalodik. NBCel-B és az NHE is natrium-
dependens miikddésiiek, melyek az intracelluldris pH egyensulyat tartjdk fent bikarbonat
felvétel és proton leadas révén. Az apikalis oldalon elhelyezkedd transzporterek és csatornak
kozel 140mM HCOs szekretalnak a lumenbe, mely a CI/HCO3™ kicseréldn (SLC26 transzporter
csalad tagja) és a cisztas fibrézis konduktancia regulator (CFTR) csatornan keresztiil jut ki.
Korabban a CFTR csatornat kizarolag Cl™ szekretal6 csatornanak tekintették, mely a lumen CI°
koncentraciojat biztositotta a CI/HCO;™ kicseréld szamara, napjainkban viszont altalanosan

elfogadott a bikarbonat szekrécioban betdltott szerepe.

e rer

Korabban munkacsoportunk mar vizsgalta a bikarbonat szekrécioban bekovetkezett
valtozasokat kiilonbozd patologias heveny hasnyalmirigy gyulladasos modellekben, mint az

epesav eredetli vagy az alkohol indukalta hasnyalmirigy gyulladas. Venglovecz és munkatarsai



kimutattak, hogy a nem-konjugalt epesav, a kenodezoxikolsav, dozisfliggé modon hat az epitél
koncentracié esetében (1mM) gatolt volt az apikalis kivéalasztds. A mechanizmus tartds
intracelluldris Ca®" tulterhelést és mitokondridlis karosodast eredményezett, ami az
intracellularis ATP kimertiléséhez vezetett. A talzott alkoholfogyasztas az esetek kozel 30-
40%-ban felelds a heveny hasnyalmirigy gyulladéds kialakulasaért. Az alkohol nem oxidativ
metabolitjai, mint a zsirsavak €s zsirsav etil észterek, hasonld intracellularis valtozasokat
indukalnak a duktélis epitél sejtekben, mint az epesav. A folyamat soran tartés Ca’* tilterhelés
alakul ki sejten beliil, ami csakugyan ATP kimeriiléshez, nekrdzishoz és gatolt apikalis HCOs3
szekréciohoz vezet. Mindemellett az etanol lecsokkenti a CFTR csatorna mRNS expressziojat,
ami szintén a bikarbonat szekrécid csokkenésével jar. A hasnyalmirigy gyulladas
kialakulasanak folyamata és a HCO;s  szekrécioban bekovetkezett valtozdsok megértése

kulcsfontossaguak a jovobeni terapias lehetdségek szempontjabol.

1.3. Az in vitro és in vivo modellek hatarai

A hasnyalmirigy modellezéséhez 2D sejtkulturakat hoztak 1étre hasnyalmirigy adenokarcinoma
sejtekbdl, mint a CFPAC-1, Capan-1 és Capan-2. A human cisztas fibrozis sejtvonal lehetové
teszi a CFTR csatorna hibaibol fakado HCOs™ szekrécidban bekodvetkezett koros valtozasok
tanulmanyozasat. Habar ezek a sejtvonalak hasznosak a duktalis epitél sejtek élettani és
korfolyamatainak tanulméanyozéasara, egészen eltéré morfologiai jelleget mutatnak a primer
sejtekkel szemben. A hasnyalmirigy sejtvonalak egyik legnagyobb hatranya, hogy a sejtek
elvesztik a polaritdsukat és nem alakul ki kozottiik szoros sejtkapcsolat, tovabba mas jelleget
mutat a funkcionalis fehérjék expresszidja. A hasnyalmirigy duktalis sejtek kozismert izolalasi
technikdja kivalo lehetdséget nyajt a primer duktalis sejtek vizsgalatara, mind élettani, mind
koros kortilmények kozott. Az izolalt sejteken in vitro lehet tanulméanyozni a forskolin indukalta
hizast, a fluoreszcens pH valtozason keresztiil a HCO;3™ szekréciojat és gatloszerek segitségével
egyes fehérjék mukodését. Bar az allatmodellek fiziologidson kozelebb allnak a human
sejtekhez, a fajspecifikus génszabalyozasok kozotti kiilonbségek oriasi hatranyt jelentenek az
emberi betegségek tanulméanyozéasahoz. Mindemellett a megfeleld allatmodellek eldallitasa
rendiviil iddigényes, altaldban 6-12 honapot vesz igénybe, ezért rendkiviil korlatozott az
alkalmazhatosdguk. Ebbdl kifolydlag a jelenlegi hasnyalmirigy kutatdsok korlatjainak
lekiizdéséhez szlikség van egy megfeleld modellre, mely az élettani, korélettani, és hatéanyag

tesztelés szempontbol is relevansabb a 2D sejtkultarakkal és az allat modellekkel szemben. A



gasztrointesztinalis kutatasok 1) modelljei, az organoidok, megfelelnek ezeknek a
kovetelményeknek, €s ez a modell egy fontos hid az in vitro és az in vivo allat- vagy emberi

modell kozott.

1.4. Organoid sejtkultura

Organoid sejtkultirdk 1étrehozhatok embrionalis dssejtekbdl, indukalt pluripotens dssejtekbdl,
vagy szovetspecifikus leucinban gazdag, ismétl6do tartalmu G-protein-kapcsolt receptor 5+
(LGRS5+) felnétt dssejtekbdl. A szdvetspecifikus Lgr5+ felnott dssejtekbdl szarmazd organoid
kultardk a kozelmultban jelentek meg a szoveti struktira és a betegségek uj modelljeként. A
Wnt/B-Catenin szignaltranszdukcios kaszkad aktivalasaval az organoid kulturat in vitro hossza
tavon lehet noveszteni 3D extracellularis matrix alapl hidrogélekben; mivel a tenyészet epitél
sejtjei fenntartjdk az eredeti sejtfolyamatokat és Onszervezdddek. Az organoid sejtkulturak
egyértelmiien eldnydsek a hagyomanyos 2D-sejttenyészetekkel szemben, mivel relevansabb a
sejtek kozotti kapcsolat, mivel a 2D-s tenyészetekben a sejtek a milanyag feliilethez
kapcsolddnak, kapcsolatuk pedig az ¢€lekre korlatozdédnak. A hasnyalmirigy kutatasban az
organoidokat jelenleg a szoveti fejlédés és a karcinogenezis relevans human modelljeként
alkalmazzdk. A kordbban emlitett primer szdveteken torténd tanulmanyok korlatait a
hasnyalmirigy organoid sejtkultirak alkalmazasaval 4t lehet 1épni, mind fizioldgiai, mind
patologiai vizsgalatok esetében, habar a hasnyalmirigy organoid sejtkultardk fiziologiai

tulajdonsagai jelenleg nem ismertek.

2. CELKITUZES

A tanulményunk céljai:

- egér hasnyalmirigy duktalis sejtjeibol duktalis epitél organoid sejtkultira létrehozasa

crer

Osszehasonlitasa izolalt hasnyalmirigy duktalis primer szovetekkel szemben

- azepesav hasnyalmirigy duktalis organoidokra gyakorolt hatisanak jellemzése és a Ca>*
felszabadulas vizsgalata TRPM2 knock-out (KO) duktalis fragmentekben a vad
tipushoz (VT) képest



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok és etikai engedély

10-12 hetes FVB/N egereket hasznaltunk a hasnyalmirigy duktalis organoid sejtkultira
létrehozéasahoz és a primer szdvettel torténd morfologiai €s funkcionalis 6sszehasonlitashoz.
TRPM2 knock-out (KO) egereket nagylelkiien Yasuo Mori, a Kiotdi Egyetemrdl (Department
of Synthetic Chemistry and Biological Chemistry, Graduate School of Engineering)
biztositotta. Az egereket az NIH iranyelv és a 2010/63 / EU irdnyelv tiszteletben tartasa mellett
hasznaltuk tudomanyos célokra. A tanulmanyt az Allatkisérletek Orszagos Tudomanyos Etikai
Testiilet az FVB/N egerekhez XX1./2522/2018 engedélyszdmmal, a TRPM2 KO egerekhez
XX1./2523/2018 engedélyszammal fogadta el.

3.2. A hasnyadlmirigy duktalis fragmentek és acinus sejtek izoldlasa

Duktalis fragmentek. Az FVB/N, a VT és a TRPM2 KO egerek felaldozasdhoz termindlis
érzéstelenitést hasznaltunk és a hasnyalmirigy szovetet 100 U/ml kollagenazzal, 0,1 mg/ml
tripszin inhibitorral és 1 mg/ml borju szérum albuminnal emésztettik DMEM-ben, 37°C-on 30
percig. A kis intra-/interlobularis duktuszokat sztereomikroszkép alatt mikrodisszekcioval
izolaltuk, és ugyanazon a napon hasznaltuk a mérésekhez.

Acinus sejtek. Az egerek felaldozasahoz termindlis érzéstelenitést alkalmaztunk, majd a
hasnyalmirigy szovetet apro darabokra vagtuk jéghideg HBSS oldatban. Az acinus izolalashoz
a hasnyalmirigy darabokat 10 ml jéghideg HBSS ¢és 10mM Hepest tartalmazé oldatban
emésztettiik 200 U/ml kollagenazzal 25-30 percig 37°C-on.

3.3. A hasnyalmirigy duktalis organoid sejtkultura létrehozdsa

A hasnyalmirigy organoid sejtkultardk létrehozasahoz 8-12 hetes FVB/N egereket (20-25 g
testtomeg) hasznaltunk. A duktalis fragmenteket a fent leirtak szerint izolaltuk, és Matrigelben
ndvesztettiik 2 ml komplex organoid tapoldattal, 35 mm-es petri csészében. Az organoidokat 7

naponta passzaltuk.

3.4. Kondicionalt organoid médium eléallitasa 2D sejtkulturdkkal

A WNT kondiciénalt médiumot L-Wnt-3A expresszalo sejtekkel allitottuk eld, melyet az
ATCC-tdl vésaroltunk meg (CRL-2647), az R-Spondin kondicionalt médium eldallitasahoz a



Cultrex HA-R-Spondinl-Fc 293T sejtvonalat alkalmaztuk a Trevigentdl €s a Noggin termeld
sejtvonal Hans Clevers-t6l (Hubrecht Institute, Utrecht, The Netherlands) kaptuk ajandékba.

3.5. Génexpresszio

Az organoid és a primer szoveti mRNS expresszid vizsgalata reverz-transzkripcios
polimeraz-lancreakci6 (RT-PCR) ¢és altalanos polimeraz-lancreakci6 (PCR) technika
alkalmazaséval kiviteleztiik. Teljes mRNS izolalas 3 fiiggetlen bioldgiai szovetbdl tortént: egér

agy, egér duktalis fragment és egér duktalis organoid.

3.6. Fluoreszcens mérések

A hasnyalmirigy duktélis fragmentek vagy organoidok poly-l-lizinnel bevont fedélemezre
lettek kitapasztva és standard HEPES oldatban voltak inkubalva BCECF-AM (1.5umol/L),
Fura-2-AM (5umol/L), vagy MQAE (2umol/L) fluoreszcens festékkel 30 percig. A poly-I-
lizines fed6lemezeket perfuzios kamrakba tettiik €s a valtozasokat Olympus IX71 invert
mikroszkdppal detektaltuk. Az organoidok konfokalis pH méréseihez SNARF-, vagy SNARF-
1 dextran fluoreszcens festékeket hasznaltuk, az organoidokat poly-l-lizines fed6lemezre
helyeztiik, majd standard HEPES oldatban SNARF-1 (10umol/L) festékkel inkubaltuk 30
percig. SNARF-1 dextrant iivegpipettaval injektaltuk az organoidok lumenjébe. A mérések
Zeiss LSM880 konfokalis mikroszkdppal torténtek.

3.7. Immunfluoreszcens festés

Az izolalt hasnyalmirigy fragmenteket és organoidokat Shandon Cryomatrixba agyazva
fagyasztottuk, majd cryostat (Leica CM 1860 UV) segitségével metszettiik. A szeleteket 4%
PFA-PBS fixaltuk, majd 1x TBS (Tris puffer sooldat) oldattal mostuk. Az antigén feltarasdhoz
Tween20 puffert tartalmazd natrium-citrat oldatot hasznaltunk. Az elsddleges antitesttel a
szeleteket overnight 4°C-on inkubaltuk. A masodlagos antitesttel szobahdmérsékleten tortént
az inkubalas. A sejtmagfestéshez 1 pg/ml Hoechst33342 festéket alkalmaztunk. A képeket
Zeiss LSM880 konfokalis mikroszkoppal készitettiik.

3.8. Elektronmikroszkop



Minta elokeészitése. Az izolalt hasnyalmirigy duktélis fragmenteket €s organoidokat az elsé
passzalas utan 3%-os glutaraldehidben fixaltuk szobahdmérsékleten, és 0,3M-os kakodilat-
pufferben mostuk. A mintdkat a kontraszt eléréséhez 3% kalium-ferrocianidban és 2% ozmium-
tetroxidban inkubaltuk. A minta dehidratalasat 20%, 50%, 70%, 96% és abszolut etanollal
végeztiik. Az infiltracidhoz Epon 812 gyantat hasznaltunk a gyart6 utasitasainak megfelelden.
Metszés és képalkotas. A metszés elott indium-on-oxiddal bevont iivegeket helyeztiink a
Quorum szén bevondba (Quorum QI150R ES Plus, Quorum Tech) a negativ toltés
kialakuldsdhoz. A blokkokbdl 100 nm-es szeleteket vagtunk 0.8 mm/mp sebességgel. Az
utolagos kontrasztot 5% uranil-acetattal és Reynolds-oldattal végeztiik. A metszeteket szénnel

bevontuk, és Zeiss Sigma 300 pasztazo elektronmikroszképpal (SEM) készitettiik a képeket.

3.9. Adatelemzés

A statisztikai elemzést a GraphPad Prism szoftverrel végeztiik. Az adatok eloszlasat Shapiro-
Wilk normalitas teszttel vizsgaltuk. Mind a parametrikus varianciaanalizis egyiranyu elemzése
(ANOVA), mind a nem parametrikus (Mann Whitney teszt, Kruskal Wallis teszt) teszteket
hasznaltunk az adat eloszlas normalitasa alapjan. A 0,05-n¢l kisebb p értéket statisztikailag

szignifikansnak tekintettiik.

4. EREDMENYEK

4.1. Egér eredetii duktalis epitél organoid sejtkultura létrehozdsa

Egér eredetli hasnyalmirigy-duktalis fragmentekbdl 3D epitél organoid sejtkultarakat (OC)
hoztunk 1étre Matrigel cseppekben, majd optimalizaltuk protokollunk. Miutan az OC-k az els6
hét végére elérték maximalis méretiiket, mechanikai uton szétztztuk €s passzaltuk oket. A
passzazs eredményeként egyedi sejteket és kisméretli klasztereket kaptunk, melyeket Gjbol
Matrigelbe éagyaztunk. Az elsé passzdzzsal eltdvolitottuk az izolalt duktalis fragmentek
bazolateralis oldalat boritd kotdszovetet €és fibroblasztokat, amivel tisztan epitél sejtekbdl allo

OC-kat kaptunk.

4.2. loncsatornak és iontranszporterek mRNS expresszios mintazata OC-ban és

duktalis fragmentekben



Hogy bebizonyitsuk, az OC-k alkalmas modellek a pankreasz duktalis szekrécio
tanulmanyozasara, megvizsgaltuk az OC-ban és duktalis fragmentekben az ioncsatornak és
iontranszporterek mRNS expresszids mintazatat. Az izolalt duktuszok és az organoidok mRNS
expresszigjat 30 és 35 PCR cilkus futtatdsa utan vizsgaltuk. Mivel 35 ciklus utdn magasabb
intenzitasértékeket kaptunk, a kiértékeléshez ezeket hasznaltuk. Az Slc26a6, a CFTR, NHE1 és
NBCel mind izolalt duktalis fragmentekben, mind organoid sejtkultirakban kifejezddott.
Sikeriilt tovdbba bizonyitani a non-gasztralis H/K* ATPase, a Ca*>"-aktivalta K* csatorna (BK
csatorna), az Slc26a3 Cl/anion kicseréld és a bazolateralis Na'/K'/Cl- szimporter (NKCC)
kifejez8dését is. Mivel a K'-csatornak kifejezddése a pankreasz duktélis epitéliumban
fajspecifikus €s igen vitatott, kivalasztottunk négy, pankreasz duktélis epitéliumban még
leiratlan fesziiltségaktivalt K -csatornat (Kcnal, Kcna2, Kend3 és Kenhl), hogy tovabbi
szempontok alapjan hasonlithassuk 0ssze az izolalt elsddleges szovetet és a pankreasz duktalis
organoidokat. A kettd kozotti hasonlosagot tovabb erdsiti, hogy a K'-csatorna csalad négy
valasztott tagja mind kifejezddott izolalt duktalis fragmentben és OC-ban is. Ezek mellett
sikeriilt mindkét mintdban kimutatni az EnaC epitelialis nétrium csatornat, az Anoctaminl Ca?'-
aktivalt Cl-csatornat (ANO1, vagy TMEMI16A) és két fesziiltségfiiggd Cl-csatornat (Clenl,
Clcn3).

4.3. Az apikalis HCOj5 szekrécio hasnyalmirigy duktalis sejtekben és organoidokban

Mivel a duktalis epitél sejtek elsdédleges szerepe az ion (kiilondsen a HCO3") és fluid szekrécio,
igy funkcionalis vizsgélatainkat a hagyoményos beallitott fluoreszcens technikan alapuld
intracellularis pH (pHi) mérésekkel kezdtiik. A fluoreszcens mérésekhez BCECF-AM
fluoreszcens indikatort hasznaltunk az ion transzporterek aktivitasdnak méréshez primer
szovetekben ¢és organoid sejtkultirdkon. Els6ként az organoidokat és a duktalis fragmenteket
20mM NH4Cl standard HEPES oldattal perfundaltuk. Ennek eredményeként az pH; jelentdsen
megemelkedett, mely az ammonia sejtmembranon torténd gyors diffuzdjanak eredménye. A
sejten beliil megemelkedett ammodnia koncentracié eltolja a sav-bazis egyensulyt alkalikus
iranyba a protonok hidnya ¢€s a tiltermelt HCOs;™ altal. Miutan az extracelluléris és intracelluléris
visszaallitani az intracellularis pH-t. Ezt a fazist alkal6zisbol torténd regeneracionak nevezik.
Az alkaldzibol torténd regeneracio soran a HCO;™ az intracelluléris térbdl az extracellularisba
transzportalddik a CFTR csatorna é¢s SLC26A (3 és 6) anion kicseréld altal. Az ammonia

eltavolitdsa gyors sejten beliili acidozist okoz a sejtekbdl kilépd ammonia altal hatrahagyott



protonok hirtelen ndvekedése miatt. Az acidozisbol torténd regeneradciohoz a bazolateralis
Na'/H" antiporterek (NHE) eltavolitjdk a protonokat az intracellularis térbdl, ami megnéoveli a
pH-t. A HCOj™ szekrécid tovabbi vizsgalataihoz bazolateralisan 20mM NH4Cl in HCO3/CO»-
pufferelt oldatot alkalmaztunk. Hasonldan az el6z6 kisérletekhez, a pH; azonnal megemelkedett
a sejtmembranon at az intracellularis térbe belépd ammonia ionoknak készonhetden, melyet
szintén egy lasst alkalozisbol torténd regeneracios fazis kovetett. Az NH4Cl eltavolitasat
kovetden a pH; gyors csokkenését figyeltiik meg, majd a beallt a nyugalmi pH. Az acid6zisbol
torténd regeneracios fazis a bazolateralis NHE1 aktivitasatol fiigg, de HCOs™ tartalmu oldat
jelenlétében a pH novelésében a bazolateralis Na'/HCOs™ kotranszporter (NBCel) is részt vesz,
az extracellularis HCOs3™ intracelluléris térbe torténd felvétele révén. Az alkaldzisbol ¢€s az
acidozisbol torténd regeneraciod szamszeriisitéséhez a regeneracios szakasz elsd 30 masodperc
alatt bekovetkezett pH valtozasat vettiik (ApH/At), és az alap fluxust [J(B-)] Maléth és
munkatarsai 2015. leirasa szerint szamitottuk ki. Ezzel a megkozelitéssel nem figyeltiink meg
szignifikans kiilonbséget az organoidok és az izolalt duktalis fragmentek kozott. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az apikalis CI/HCOz3" kicseréld aktivitdsa és a bazolateralis
HCO;s felvétel kozel megegyezik a két modellben. A CFTR csatorna aktivitasat és a HCO3
Organoidokban és izolalt primer duktalis sejteken az alkal6zisbdl torténd regeneraciod soran a
CFTR csatorna miikddését specifikus 10uM CFTRnn)-172 inhibitorral blokkoltuk NH4Cl
pulzus alatt HCO37/CO> puffer oldatban torténd perfundéldsa sordn. Az apikalis Cl fiiggd

HCOj5™ szekrécio mindkét modellben lecsokkent a kontrol csoporthoz képest.

4.4. CFTR aktivitasanak kozvetett mérése hasnyalmirigy OC-ban fluoreszcens CI-
indikator alkalmazasaval

Ebben a kisérletsorozatban CI™ érzékeny fluoreszcens intracelluldris indikatort alkalmaztunk az
intracellularis CI” koncentracido méréséhez [Cl]i. Az MQAE fluoreszcens szignalt a CI™ ionok
jelenléte csokkentik, mig novekedése a Cl™ ionok tdvozésat jelenti az intracellularis térbol. Az
extracellularis CI eltavolitisa a HCO3;/CO> pufferelt oldatbol a [CI]i csokkenését
eredményezte, mely valoszinlileg a CFTR csatornan keresztiil a citoszolbol kidramlo CI°
kovetkeztében jott l1étre. Ezt a [Cl]; csokkenést forskolin adasaval szignifikansan sikertilt
novelni. Mindemellett, 10uM CFTRnn)-172 inhibitor adésa soran a CI™ szekréciot sikertilt

majdnem teljesen sikeriilt meggatolni, mig protein kindz A (PKA) inhibitor H-89 adasa kontrol
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szintre javitotta a Cl™ effluxot. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a mért Cl -aramlés a
CFTR csatornan keresztiil valosult meg. Ezek az eredmények 6sszhangban vannak a CFTR
aktivitasrol és szabdlyozasrol szolo jelenlegi ismereteinkkel, igy ez a technika hatékony
eszkozke lehet a CFTR aktivitast 3D kulturdkban tanulményoz6 kutatok szamdéra. Ezt a
technikat alkalmaztuk az NKCC aktivitasanak vizsgalatara is, szintén organoidokban és izolalt
duktalis fragmenteken is. Az NKCC1 inhibitoraként alkalmazott 100uM Bumetanide adasat
kovetden lecsokkent a [Cl]; az organoidokban és a duktélis fragmentekben is, mely az NKCC1

fliggd bazolateralis Cl felvételére utal.

4.5. A bazolateralis HCO3-felvétel 6sszehasonlitasa izolalt duktalis fragmentekben és
hasnyalmirigy organoidokban

A bazolateralis Na'-fliggd HCOs3™ felvétel aktivitasanak organoidokban és duktalis
fragmentekben torténd Osszehasonlitdsdhoz a mar korabban leirt NH4Cl pulzus technikat
alkalmaztuk, Na" mentes HCO3/COs-pufferelt oldat perfundalasaval. A kisérlet soran az
acidozisbol torténd regeneracid majdnem teljesen megsziint, mely megerdsiti az extracellularis
Na' jelenlététol fiiggd folyamatot és az NHE1 és NBCel Na' fliggd szerepét ebben a fazisban.
Az egyes transzporterek hozzajaruldsanak részletesebb jellemzésére egy masik protokollt és az
NHE1 ¢és NBCel specifikus inhibitorait alkalmaztuk. Ezen kisérletsorozat soran a standard
HEPES oldatot HCO37/COz-pufferelt oldatra valtottuk, ami gyors pH;i csokkenést valtott ki a
CO; sejtbe torténd bearamlasa és a sejtben intracellularis szénsavva torténd atalakulésa,
visszaadasaval az NHE1 ¢s az NBCel a pHi-t nyugalmi pH szintre allitja be. Mint ahogy az
egyes kisérletek atlagos gorbéi, a A(pHi)max és a szamolt alap fluxus is mutatja, mindkét
modellben hasonld sejtvalasz alakult ki az NHE1 (10uM EIPA) és NBCel (10uM S0859)
inhibitoros kezelések hatasara. Organoidok ¢és duktalis fragmentek esetében is az NHE1 gatlasa
nagyobb csokkenést eredményezett a szamolt alap fluxusban (79.01% OC-ban and 70.62%
duktuszban) az NBCel gatlashoz képest (60.82% OC-ban and 53.32% duktuszban). Az NHE1
és az NBCel egyiittes gatlasa nem csokkentette tovabb a bazolateralis Na'-fliggd HCO3’
felvételt.

4.6. Intraluminalis pH mérés hasnyalmirigy organoidokban
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A hasnyalmirigy duktalis epitél sejtek HCO3™ szekrécidja meghatarozza a hasnyalmirigy
intraluminalis pH-jat, ezért az intraluminalis pH valds idejli valtozasanak kovetése érdekében
uj fluoreszcens technikat dolgoztunk ki. Elsé 1épésben a SNARF-1 fluoreszcens festék
hasznalataval optimalizaltuk a pH mérést, amelynek kereskedelmi forgalomban kaphatd
dextran-konjugalt valtozata alkalmas extracellularis pH mérésre. Az organoidokat elsdkdrben
SNARF-1 festékkel toltottiik ¢s 20mM NH4Cl standard HEPES vagy HCO3;7/CO; pufferelt
oldattal perfundéltuk, mely a korabban alkalmazott BCECF-hez hasonldé pH; valtozast
eredményezett. Az alkal6zisbol torténd regeneracio a CFTRinn)-172 inhibitor gatolta. Ezutan az
SNARF1-dextrant mikropipetta segitségével injektaltuk az organoidokba, és az NH4Cl beadasa
soran rogzitettiik az intraluminalis pH valtozasat. Az NH4Cl HEPES adésat kovetden az
intraluminalis pH mérsékelt novekedését figyeltiik meg, mely az NH3 organoid lumenbe torténd
diffuziojanak tulajdonithatd. Ezzel szemben az NH4Cl HCO3/COz-pufferelt oldat perfundalasa
gyors ¢és markdns novekedést eredményezett az intraluminalis pH valtozasban a HCO3™ lumenbe
torténd kiaramlasanak koszonhetden. Ezt az emelkedést teljesen gatolta a 10uM CFTRinn)-172,

ami arra utal, hogy a CFTR ebben a folyamatban fontos szerepet jatszik.

4.7. A hasnyalmirigy duktalis sejtjeinek morfologiai és funkciondlis polaritdasa

mindkét modell, az izolalt duktalis fragmentek és az organoidok duktalis sejtjei is polarités
struktarat eredményezett. Tovabba az organoidokban talalhato epitél sejtek polarizalt egysoros
sejtréteget képeztek, mig az izolalt duktalis fragmentekben tobb kotdszovetréteg figyelhetd
meg, melyek kollagén rostokat és fibroblasztokat tartalmaznak. Nagyobb nagyitasi SEM
képeken megfigyelhetd a sejtek polaritdsa mindkét modellben, az apikalis membranban
kirajzolodik a kefeszegély, a mitokondriumok intracellularis eloszlasa hasonlé apikalis 6vszerti
mintdzatot mutatott. A funkcionalis polaritds meghatdrozdsdhoz immunfluoreszcens festést
alkalmaztunk a primer duktalis fragmenteken és organoidokon. A konfokalis felvételek alapjan
az NHE1 ¢és az NBCel bazolateralis membranban, mig a CFTR kizarélag az apikalis
membranban fejez0dott ki. Ezek az eredmények megerdsitették az OC-k morfoldgiai és

funkcionalis polaritasat.

4.8.Hasnyalmirigy organoidok alkalmazadsa korélettani vizsgalatokban
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Mivel az organoid sejtkulturak patoldgias folyamatainak vizsgalatdra is alkalmasak, ezért
Osszehasonlitani kivantuk a nem-konjugalt epesav - kenodezoxi kolsav (CDC) - altal kivaltott
patofiziologias Ca*" szignalizaciot, mely tartés Ca*" szintemelkedést eredményez a duktilis
sejtekben. A Ca®" felszabadulas magasabb volt az organoidokban a duktalis fragmentekhez
képest, mely a kotdszovet hidnyanak valoszintisithetd, ezaltal az epesav konnyebben és
magasabb koncentracioban hozzafér az organoidok egysoros epitél rétegéhez. Ezek az
eredmények az organoidok patofizioldgids vizsgalatok alkalmazhatosagéara vilagitanak ra.
Korabbi vizsgalataink hasnyalmirigy acinus sejteken kimutattak, hogy a TRPM2, mely egy
nem-szelektiv kation csatorna fontos szerepet jatszik az epesav indukalta patogenezisben.
Ennek duktalis epitél sejteken torténd tanulmanyozasdhoz elséként az epesav altal kivaltott
intracellularis Ca®" szint emelkedését vizsgaltuk vad tipust (VT) és knock-out (KO) duktalis
fragmenteken. Az acinus sejtekkel szemben nem tapasztaltunk szignifikéns kiilonbséget a
250uM CDC kivaltott Ca*" szignalizacioban a VT és a KO duktélis epitél sejtek kozott. Az
eredmények alapjan a TRPM2 nem jatszik szerepet az epesav altal kivaltott duktalis
sejtkdrosodasban. Ahhoz, hogy megallapitsuk a TRPM2 szerepét az epesav okozta Ca*"
emelkedést acinus és duktalis sejtekben, az intracellularis reaktiv oxigéngyokok (ROS)
felszabadulasat mértiik H2ZDCFDA hasznalataval. Az eredmények emelkedett ROS termelést
mutattak 250uM CDC kezelés hatasara a hasnyalmirigy acinus sejtekben, mig duktalis epitél
sejtekben szignifikdnsan alacsonyabb volt (13.6+2 vs 33.4+4 tetszOleges egység). Ez a
megfigyelés adhat magyarazatot arra, hogy duktalis sejtek esetében a TRPM2 csatorna hianya
nem rendelkezett protektiv hatdssal az epesav altal kivaltott tartésan emelkedett Ca** esetében.

Ezek alapjan nem vizsgéaldodtunk tovabb részleteiben organoid sejtkultarakon.

5. MEGBESZELES

A kozelmultban kifejlesztett organoid sejtkultarak (OC-¢€k) igéretes ex vivo modellek a szovetek
kutatasban hasznalnak fel organoidokat, korlatozott kisérleti adat all rendelkezésre fiziologias
alkalmassagukrol, kiilondsen a pankreasz eredetli organoidok esetében. Ebbdl kifolydlag célunk
az volt, hogy génexpresszio, morfoldgia és sejtfunkcid alapjan parhuzamosan 6sszehasonlitsuk
egymassal az izolalt pankreasz duktalis fragmentumokbol szarmazo primer epitél sejteket és a
3D organoid kultura sejtjeit. Ehhez els6 1épésként megvizsgaltuk az ioncsatorndkat transzporter
fehérjéket kodold gének expressziojat izolalt duktuszban és OC-ben. A vizsgélt gének

kifejez6dését mind egér eredetli primer duktalis fragmentumokban, mind OC-ben sikeresen
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igazoltuk. Az Atpl2a (non-gasztralis H/K* ATPazt kodold gén), a Kcnmal (BK csatornat
kodold gén), az Slc26a3 és az Nkccl expresszidjaban szintén atfedést talaltunk. Azt talaltuk
tovabba, hogy a fesziiltségaktivalt kaliumcsatorna-alcsalad vizsgalt négy tagja (Kcnal, Kcna2,
Kcnd3 és Kenhl) is expresszalodik pankreasz epitél sejtekben, amirdl pedig korabbi informécio
nem allt rendelkezésre. Emellett elséként mutattuk ki két fesziiltségaktivalt Cl-csatorna (Clenl
¢s Clen3) kifejezddését is. Eredményeink alapjan az Enac és az Anol csatorna is kifejezddik
mind izolalt primer duktalis fragmentekben, mind pankreasz OC-ben. Az apikdlis HCO3™-
szekrécio és a bazolateralis HCOs™-felvétel méréseinek eredményei rendkiviil hasonloak voltak
izolalt duktuszban és OC-ben. Igen hasonloak voltak tovabba az NHE1 és az NKCC1 medidlta
iontranszport folyamatok is. A Ca®'-szignalizacionak, a pankreasz duktalis epitél sejtek egyik
f6 szignaltranszdukcids ttvonalanak a karakterisztikdja is hasonld volt az izolalt primer
szovetben és OC-ben, ami tovabb erdsiti a kettd egymasnak valo megfeleltethetdségét. Korabbi
kisérletekben kimutattdk, hogy emésztéenzimek exocitdzisa soran parhuzamosan protonok is
felszabadulnak, ezzel intralumindlis acidozist idézve el6. A luminaris pH mérésére
kifejleszettiink egy technikat, melyben egy dextrannal konjugélt pH-érzékeny fluoreszcens
festék, a SNARF1 hasznalataval kdvettilk nyomon az organoidok lumenében bekovetkezd pH-
valtozasokat. A technika hasznalataval képesek voltunk mérni az NH4Cl okozta pH-emelkedést,
amit a CFTR gatlasa teljes egészében blokkolt. A CFTR-fiiggd ion- és fluidszekrécido mérésének
egyik korszeri modszere a forskolin-indukalta hizas (FIS) mérése. A FIS egy viszonylag
egyszeri és biztos technika, amely jol hasznalhato a kiilonboz6 cisztas fibrozis kezelésekre
adott valaszok vizsgélatara, ugyanakkor lehetnek potencidlis korlatai. Vad tipust pankreasz
organoidok FIS hatasara viszonylag gyorsan szétrepednek, ezért a Cl-aramok nyomon
kovetésére a relativ luminalis térfogat mérése helyett egy [Cl]i-szenzitiv fluorescens
indikatorfestéket hasznaltunk. E technikaval nyert eredményeink az irodalmi adatokkal
megegyeznek: a fluorescens jel emelkedését a forskolin szignifikansan novelte, a CFTR vagy a
PKA gatlasa pedig csokkentette. A modszer hasznos eszkdze lehet a pankreaszfiziologia
kutatasanak és az exokrin pankreaszfunkciok javitasara iranyuld gyodgyszervizsgalatoknak.
Osszehasonlitottuk, kiilonds hangsulyt fektetve az apikalis-bazalis polaritasra. A két mintdban
talalhato epitél sejtek mikroszerkezete semmilyen jelentds kiilonbséget nem mutatott. Az OC
sejtek felépitése — mitokondriumok apikalis stirlisodése, kefeszegély az apikalis membranon —
hasonl6 a primer duktalis epitél sejtekéhez. Az ioncsatornak és transzporter fehérjék eloszlasa

is hasonl6 mintdzatot mutatott organoidok ¢€s izolalt duktuszok keresztiranyl metszeteiben. Az
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aktualis irodalomnak megfeleléen a CFTR kizarolag az apikalis membranban, mig az NHE1 és

NBCel a bazolateralis membranban expresszalodott.

Eredményeink Osszességében teljes génexpresszios és morfologiai atfedést mutattak ki az
izolalt duktalis fragmentumok ¢és pankreasz OC-k kozott. OC-k alkalmazésa esetén biztosak
lehetiink bene, hogy eredményeink egy primer epitél monolayer-bdl szarmaznak, nem pedig
heterogén szoveti fragmensekbdl. Fentebb leirt eredményeink alapjan tehat a 3D pankreasz
duktalis organoid sejtkultira alkalmas modell a duktalis epitél sejtek morfoldgiai és fiziologiai

vizsgélatara.

A hasnyalmirigy-kutatds egy masik fontos teriilete az akut pankreatitisz (AP)
acinussejtekben az epesavak képesek tartds intracellularis Ca**-szint ndvekedést kivaltani,
intracellularis- és intramitokondrialis ROS termelést indukalni és karositani a mitokondrialis
héalozatot. Acinus sejtekben az epesavak IP3 aktivacion és a rianodin-receptorokon keresztiil
dozisfiiggd intracellularis Ca®*-szint emelkedést valtanak ki. Duktalis sejtekben a CDC
dozisfiiggd modon emeli az intracellularis Ca®’-szintet és gatolja a HCOs -szekrécidt. Annak
megallapitdsdra, hogy a pankreasz OC haszndlhato-e patofizioldgids folyamatok
tanulméanyozéasara, dsszehasonlitottuk a CDC-re adott Ca**-szignalizaciés valaszt OC-ben és
izolalt duktalis fragmentumokban, a valasz pedig mindkét esetben tartos Ca**-szint emelkedés
volt. Az OC-ben tapasztalt emelkedés nagyobb volt a duktalis fragmentumokban tapasztaltnal.
Ez valosziniileg a kiils6 kotdszovetburok hianyanak tudhaté be, ami lehetévé teszi, hogy az OC-
ben a CDC nagyobb koncentracidoban jusson el az epitél sejtekhez. Patofiziologias vizsgalataink
eredményei alapjan az organoidok alkalmasak korfolyamatok tanulméanyozéasédban torténd
felhasznalasra is. Pankreasz acinus sejteken végzett kisérleteink alapjan a TRPM2 redox-
szenzitiv, nem-szelektiv kation csatorna fontos szerepet jatszik az epesav-indukalt
sejtkarosodas patogenezisében (nem része e tézisnek). A kisérletek soran a CDC novelte az
intracelluldris Ca?*-koncentraciét mind acinus-, mind duktalis sejtekben. A TRPM2 genetikai
delécioja képes volt mérsékelni a CDC-re adott Ca**-vélaszt, de csakis acinus sejtekben. E
tanulmany kimutatta, hogy a TRPM2 csatorna ~22%-ban jarul hozza az epesav-indukalt Ca*'-
szignalizaciohoz acinus sejtekben. A folyamat duktalis epitél sejtekben torténd
tanulméanyozasédhoz sszehasonlitottuk az epesav indukalta Ca**-szint emelkedést vad tipusu
(WT) és TRPM2 knock-out (KO) duktuszokban. Ellentétben az acinus sejtekkel, a WT ¢és
TRPM2 KO duktalis fragmentumok 250 uM CDC-re adott Ca?"-valaszdban nem volt

kimutathat6 szignifikdns kiillonbség, amibdl arra kovetkeztetiink, hogy duktélis sejtekben a
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TRPM2 nem jatszik szerepet az epesav-indukalt sejtkarosoddsban. Eredményeink arra is
ravilagitottak, hogy az epesavak hatasara bekovetkezo intracellularis ROS képzddés jelentésen
kiilonbozik acinus- és duktalis sejtekben, ami magyarazatot adhat a TRPM2 Ca**-valaszban

betdltott szerepének kiilonbségeire is.

Osszefoglalasul elmondhato, hogy alapos elemzést kovetden bebizonyitottuk, a pankreasz
duktalis eredetli organoid sejtkultirak epitél sejtjei jelentds mértékben megegyeznek a primer
duktalis epitél sejtekkel. Eredményeink igazoltak, hogy az organoid sejtkultira egy korszerd,
jol reprodukalhato €s nagy ateresztoképességii ex vivo modellrendszere lehet a hasnyalmirigy-
kutatasnak, és hasznos eszkéze a fiziologids és patologias szekrécios folyamatok

tanulméanyozéasanak.

6. AZ UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

o Az organoidokat alkotd epitél sejtek polarisak és egyrétegiiek

o Az organoid sejtkultura és az izolalt duktalis primer szovet ultrastruktardjukban
hasonlésagot mutat

o Az ioncsatorndk ¢€s a fehérjék génexpresszioja és eloszlasa atfedésben van az organoid
kultarédkban és az izolalt duktalis fragmentekben

o Az iontranszport folyamatok aktivitdsa az organoid kultardkban a duktalis primer
szovethez hasonld

o Az intralumindlis pH valtozas nyomon kovetésére a SNARF-1-dextran kivaloan
alkalmazhat6 organoid sejtkultarakban

o Az epesavak tartdos Ca’" -emelkedést valtanak ki az organoid sejtkultirakban és az

izolalt duktalis fragmentkben
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tamogatasaért, amiért széles korti tudasaval és kreativitdsaval megmutatta, hogy minden

megoldhato.

Végiil a legnagyobb elismerés a csaladdomé. Szivembdl koszonettel tartozom sziileimnek,
Molnar Jézsefnek és Lak Evanak, hiigaimnak, Molnar Brigittinak és Molnar Déranak és
férjének Dr. Szalai Bencének minden tiirelmiikért, segitségiikért és szeretetiikért, valamint
azért, hogy hittek bennem és minden koriilmények kozott mellettem alltak. Soha nem sziintek

meg tamogatni, ezért ezt a tézist nekik szentelem.

Ko6szonet minden baratnak!



