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4. BEVEZETES

4.1. A hasnyalmirigy ion és folyadékszekrécioja

A hasnyalmirigy az emésztérendszer egyik fels6 abdominalis szerve, amely két kiilonbozo, de
létfontossagu részbdl, az endokrin és az exokrin hasnydlmirigybdl all. Endokrin mirigyként a
szomatosztatin, a gliikagon, a hasnyalmirigy-polipeptid és az inzulin termelésével szabalyozza
a vércukorszintet. Az emésztérendszer részeként, az exokrin hasnyalmirigy egyfeldl az elagazo
csOrendszert alkotd duktélis epitél sejtekbdl, valamint az ezek végpontjainal csoportosuld
acinus sejtekbdl all. A duktalis epitélsejtek naponta mintegy 2 liter bikarbonatban (HCOs3")
gazdag, lugos pH tartomanyu folyadékot valasztanak ki, hogy azzal a duodénumba mossak az
acinusok 4ltal termelt emésztéenzimeket. A duktilis sejtek vektoridlis ion- ¢és
hatdrozza meg, amelyek szigortan szervezett apikalis-bazalis polaritdst mutatnak. A jelenleg
rendelkezésre 4ll6 modellrendszerek limitdcidi miatt azonban a human hasnyalmirigy HCO3
szekrécids mechanizmusanak részletei, beleértve az ENaC, illetve mas Cl- csatorndk (pl.:

ANOL1) szerepét, még mindig ellentmondésosak és nem teljesen tisztazottak.

erer

4.2. A hasnyalmirigy ion- és folyadékszekréciojanak vizsgalatat megcélzo in vitro/ex
vivo modellrendszerek

A hasnyalmirigy szekrécids folyamatainak vizsgélataban a sziik keresztmetszetet az jelenti,
hogy jelenleg nincsenek olyan human vonatkozdsu modellek, amelyek hozzaférést
biztositananak a primér duktalis sejtek apikalis membranjadhoz. A gyakori fajspecifikus
kiilonbségek miatt, a modellekbdl szarmazd eredmények extrapolalasa vagy az alapkutatasi
eredmények rutinszerli klinikai atiiltetése tovabbra sem megoldott.

Az egyik elsd in vitro modell a szekrécids mechanizmusok feltarasara egy adherens humén
PDAC sejtvonal, a CAPAN-1 volt, amely a duktélis sejtek alapvetd tulajdonsagait reprodukalja.
A PDAC sejtvonalakkal elért kezdeti eredmények igéretesek voltak, de ésszeri aggalyok
mertiltek fel azzal kapcsolatban, hogy a kiilonb6zé mutaciokat (KRAS, TP53 stb.) hordozo,
valddi sejtpolarizaciot kialakitani nem képes tumoros sejtvonalakbol levont kovetkeztetések,
milyen mértékben feleltethetdek meg a primer, egészséges sejtek fiziologias mikodésével.
Ezek a sejtvonalak szinte teljesen hattérbe szorultak a ragcesdld hasnyalmirigy duktuszok
standardizalt izolalasi eljarasa miatt, amely lehetévé teszi a primer epitélsejtekhez valo
hozzaférést. A hasnydlmirigy duktalis fragmentumok izolalasa a szovet kollagenazzal torténd
enzimatikus emésztésén ¢és a fragmentumok kézi mikrodisszekcidjan alapul melyet

sztereomikroszkop segitségével végeznek. Ezt a technikdt még mindig széles korben
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tanulmanyozasara.

Korabbi publikaciok mar beszamoltak rola, hogy ex vivo, 3 dimenzids epitelialis organoid
Ehhez a gyomor-bél traktus szoveteiben megtaldlhaté LGRS pozitiv felndtt Ossejteket
hasznalnak. A nagyfoku replikacids képességet mutatd organoid kultirak 0j tavlatokat nyitottak
a sejtpolaritast mutatd modellrendszerek szamara, bar alkalmazasi lehetdségeik még jelenleg is
korai stddiumban vannak. A nemrégiben kifejlesztett, a paciensek mintdibol szdrmazd primer
organoid kultarak fiziologiailag relevans modellt nytjthatnak, amely megoldhatja a korabbi
modszerekbdl szarmazd nehézségeket.

Az organoidok tenyésztése sordn a zart lumenébe torténd vektorialis ion- és folyadéktranszport
miatt megndvekedd intralumindlis nyomdas Onmagéban elegendd lehet a Piezol
mechanoszenzitiv receptoron és Ca** csatornan keresztiil, az epitelidlis szekrécio és barrier
funkciok negativ szabalyozasahoz. Ennek lekiizdésére az egyik lehetséges stratégia az
organoidokon beliili sejtpolaritas manipuldldsa, amelyet kordbban sikeresen alkalmaztak mar
bél- és 1éghti organoidokban az ECM eltavolitasaval, hogy ezzel gazda-patogén kdlcsonhatasok

¢s fert6z0 betegségek molekularis hatterét vizsgaljak.

4.3. A hasnyalmirigy duktalis organoid kulturak fenntartasanak alapelvei

A hasnyalmirigy organoidok az izolalt duktélis fragmentumok, ugynevezett extracellularis
membran matrixba (Matrigel) 4gyazdsaval, valamint egy specidlis tenyésztokozeg
alkalmazasaval hozhatok létre. Az organoidok tenyésztési médiumanak alapvetd Gsszetevoi
kozott egy sor ndvekedési faktor, valamint az R-spondin és a BMP-szignalizacié antagonistéja,
a Noggin is szerepel. Ennek okén az OC tapkdzeg alapjat jelenleg foként L-WRN sejtkultarak
allitjak eld, amelyek eredetileg az L-WNT3A sejtvonal, R-spondin 3 és Noggin ko-expresszald
vektorokkal kiegészitett klonjai. Az ismertetett izolaldsi technikat és tapkozeget sikeresen
alkalmaztak betegekbdl szarmazo hasnyalmirigy organoidok létrehozasara és fenntartasara. Az
eddigi eredmények nagyon igéretesek, azonban a duktalis fragmentumok kézi izolalasa
megneheziti a standardizalast és a jovObeni automatizalast is. Az organoidok gdombszerii
szerkezete miatt az apikélis oldalhoz és igy a szekrécids folyamatokban kulcsfontossagi
szerepet jatszo apikalis csatornakhoz és transzporterekhez vald hozzaférés tovéabbra is kihivast

jelent.



5, CELKITUZESEK

Célkitlizéseink kozott szerepelt egy a human hasnyalmirigy organoid kultirdk generalasara
optimalizalt, enzimatikus emésztésen alapuld sejtizolacios protokoll 1étrehozédsa, amely a
kovetkezo 1épés lehet az eljaras szabvanyositasa és jovobeli automatizélasa felé.

Célunk volt tovabba az ECM eltdvolitdsdn alapuld, apikalis-bazalis polaritasvaltast
eredményezd tenyésztési eljaras adaptalasa, a hasnyalmirigy primer duktalis epitél sejtjeinek
ion- és folyadékszekrécio preciz vizsgalatara.

Tovabbi célként jeloltik meg a polaritdsvaltas hatasanak vizsgélatat a human hasnyalmirigy
organoidok Ca?* homeosztazisara, valamint az ismert funkcionalis modszerek tesztelését a

polaritasvaltott organoidokon.

6. ANYAGOK ES MODSZEREK

6.1. L-WRN kondicionalt médium eléallitasa

Az L-WRN sejtvonalat 10% FBS-t és 0,5-0,5 mg/ml G418 és Hygromycin B-t tartalmaz6
szelekcids tapfolyadékban, ATCC formuldlt DMEM kozegben tenyésztettiik. A kondicionalt
taptalajt 10% FBS ¢és 1-1% kanamicin-szulfdt €és antibiotikum-antimikotikum oldattal

egészitettiik ki.

6.2. A human hasnyalmirigy organoid kulturak generalasa/fenntartasa és
polaritasvaltasuk indukcidja.

A human hasnyalmirigy szovetmintak kadaver donoroktdl szarmaztak (etikai jovahagyasi
szam: 37/2017-SZTE). A szoveti mintdkat felapritottuk, és 37°C-on enzimatikusan
emésztettiik. Az igy kapott sejtszuszpenziot Osszegytijtottik, 3 alkalommal mostuk, majd
Matrigel felhasznalasaval szuszpenzidba vittiik. Egy 24 féréhelyes sejttenyésztd lemez
féréhelyeibe, egyenként 10 ul térfogata Matrigel domot helyeztiink, majd ezekre 500 pl
tapfolyadékot juttattunk. A 3D kultara szubkultiraldsdhoz/passzalasdhoz a Matrigel
eltavolitasat és a sejtek szétvalasztasat szimultan végeztiik 25V/V% TrypLE™ Express enzim
alkalmazéasaval DPBS-ben. A teljesen kifejlett organoidok polaritasvaltasat az extracellularis

matrix eltdvolitasaval idéztiik eld, egy 7 percig tartd, enzimatikus emésztéssel.

6.3. A primer epitélsejtek krioprezervacioja
A krioprezervald médium a tapfolyadékon alapul, melyet 40% FBS-sel és 5% DMSO-val
egészitettlink ki.



6.4. Az polaritas valtott organoidok siRNS transzfekcioja
A polaritas valtott humén hasnydlmirigy organoidokat 50 nM siRNS-sel vagy siGLOGreen
transzfekcios indikatorral, Lipofectamine 2000 segitségével, a tdpoldatban transzfektaltuk 48

oran keresztul.

6.5. Az siRNS csendesitések hatékonysaganak validalasa qRT-PCR modszerrel
A polaritas valtott organoidokbol RNS-t izolaltunk NucleoZOL reagenssel. Osszesen 1 pg
tisztitott mRNS-t hasznaltunk cDNS mintdk szintézishez. A relativ génexpresszids elemzést

AACq technikéaval végeztiik.

6.6. Human hasnyalmirigy organoidok transzkriptomikai analizise RNS-
szekvenalassal

A konvencionalis €s polaritas valtott organoidokbol izolalt RNS minték szekvenalasat Illumina
NextSeq 500 miszerrel végeztiik. A szekvenalashoz és adatelemzéshez a DeltaBi02000 Ltd.

szolgaltatasait vettiik igénybe.

6.7. Immunfluoreszcens jelolés és konfokalis mikroszkopia

Az organoidok fagyasztott metszetein az immunfluoreszcens jel6lést 4%-os PFA-PBS oldattal
torténd fixalas utdn végeztiik. Az antigén feltarast 94 °C-on natrium-citratos Tween20 oldattal
végeztiik, amelyet blokkolasi 1épés kovetett. Az elsddleges antitesteket egy éjszakan at 4 °C-on
alkalmaztuk, mig a masodlagos antitestekkel 2 oOrdn 4t inkubdltuk a mintakat
szobahdmérsékleten. A képeket Zeiss LSM880 konfokalis mikroszkoppal készitettiik 40X

olajimmerzids objektivvel (Zeiss, NA: 1,4).

6.8. Pasztazo elektronmikroszkopia

Az organoidokat 2,5% (v/v) glutaraldehid és 0,05 M kakodilat puffer (pH 7,2) PBS oldataban,
4°C-on fixaltuk. 8 pL térfogatu mintat 0,01% (w/v) poli-L-lizin bevonatl sziliciumkorongra
futtattunk. A korongokat kétszer mostuk PBS oldattal, majd felszallo alkohol sorral
dehidrataltuk (30%, 50%, 70%, 80%, 80%, 100% etanol (v/v), egyenként 2 6ran at 4°C-on majd
100% EtOH egy éjszakan at tart6 alkalmazasaval). A dehidratalast kovetden a mintakat 5 percre
tiszta hexametil-diszilazanba meritettiik, majd levegén széritottuk. Minden mintat kétoldalas
szénszalaggal aluminium tonkokre rogzitettiink, majd porlaszté bevond berendezésben 15 nm-
es aranyréteggel boritottuk be. A mintakat Zeiss Sigma 300 pasztazo elektronmikroszkdp alatt

figyeltiik meg.



6.9. Fluoreszcens mikroszkopia és reverz swelling assay

A konvenciondlis és polaritasvaltott organoidokat poli-L-lizinnel bevont feddlemezekre
erdsitettiik, ¢s HEPES-oldatban inkubaltuk. BCECF-AM, Fura2-AM (5-5 pmol/L), MQAE (2
umol/L) és SBFI-AM (10pmol/L) fluoreszcens indikatorokat alkalmaztunk a pH, Ca?*, CI- és

Na" mérésekhez.

7. EREDMENYEK

7.1. Az enzimatikus izolalasi technikaval 1étrehozott human hasnyalmirigy organoidok
megtartjak az epitélsejtek sajatossagait

Kadaver donoroktol (N=11) gytjtottiink hasnyalmirigy szoveti mintdkat. A donorokndl nem
volt dokumentalt exokrin vagy endokrin hasnydlmirigy-betegség. A mechanikai apritast és
enzimatikus szoveti emésztést kovetden, human hasnyalmirigy organoid kulturdkat (hPOC)
hoztunk 1étre ECM-ben (Matrigel), melyeket organoid tapkozegben tenyésztettilk. Mind a 11
mintabol sikeresen hoztunk létre konvencionalis (apical-in) polaritasti organoidokat. Az elsd
szubkulturalasi 1épést kdvetden a nagy mennyiségben tenyészett primer sejteket, a tovabbi
felhasznalasig krioprezervaltuk. Késdbbi munkank soran az organoidok egyik alkalmazasi
madja a polaritasvaltott (apical-out) organoidok létrehozasa volt. Bizonyitottuk, hogy az apical-
in organoidok létrehozdsdhoz nem sziikséges a humén hasnyalmirigy duktélis fragmentumok
kézzel torténd izoldlasa, valamint az altalunk ismertetett jelenlegi mddszerrel a kiindulési
organoidok szdma sem fiigg a duktdlis fragmentumok szamatol, ami jelentOs
hatékonysagnovelést jelent. Az RNS-szekvenalds kimutatta a felndtt dssejt marker (LGRY) ¢€s
szamos duktalis marker, mint CFTR, KRT19, OCLN, SOX9, EPCAM, CDHI, HESI aktiv
expressziojat, mig az acindris (AMY1A-C), endokrin (PPY, INS, CHGA-B) és hematopoetikus
(CDH5) markerek hidnya megerdsitette, hogy az organoid kultaraink tisztdn duktalis
epitélsejteket tartalmaznak. Ezt kdvetden fehérjeszinten is megerdsitettiik a kulcsfontossagu

duktalis markerek expresszios és lokalizaciés mintazatat.

7.2. Az extracellularis matrix eltavolitasa indukalja az organoidok polaritasvaltasat
és csokkenti a sejtekre nehezed6 mechanikai fesziiltséget.

A human hasnyalmirigy-organoidok polaritdsvaltasanak indukciojahoz eldszor hagyomanyos,
ugynevezett apical-in polaritdsi organoidokat hoztunk 1étre ECM segitségével. A felndtt
organoidokrol enzimatikus moddszerrel eltavolitottuk a Matrigel matrixot, majd ezeket
szuszpenzios kulturaba vittiik. Megfigyeltiik, hogy 48 ora elteltével az organoidok morfoldgiaja

megvaltozott, és a jellegzetes cisztikus format felvaltotta egy oszlopos sejtréteg altal alkotott



strlibb szerkezet. Az apikalis CFTR, ACTIN és OCLN immunfluoreszcens jelolése kimutatta,
hogy a morfologiai valtozasokkal, az apikalis membran az organoidok kiils6 oldaldra
helyez6dott at. Eredményeink azt mutattdk, hogy a polaritasvaltaskor nem volt szignifikans
kiilonbség az F-aktin szervezOdésében, a membran citoszkeleton keresztkdtésében vagy az
intermikrovillaris adhézioban részt vevd gének expresszidjaban. A miozin 7B expresszidja
azonban szignifikdnsan magasabb volt a polaritasvaltott organoidokban. Ezek a
transzkriptomikai adatok arra utalnak, hogy a polaritasvaltas fokozhatja a mikrovillusok és a
kefeszegély szervezOdését. Az apikalis membranra jellemzd kefeszegély vizualizacidjara
pasztazd elektronmikroszkopids képalkotast (SEM) alkalmaztunk, amely sordn képeket
rogzitettiink a polaritasvaltott organoidok mikrovillusokkal stirtin fedett felszinérol.

Az organoidok atmérdje a polaritasvaltassal jelentésen csokkent, mig a sejtsiiriségiik nott.

A sejtek €s a sejtmagok atmérdjét az apical-in €s apical-out organoidokban dsszehasonlitottuk,
ahol azt talaltuk, hogy a hosszanti atmérdjiik a sejtpolaritds megvaltozasaval jelentdsen
csokkent és ez egy kolumnaris epitél sejtréteg kialakuldsdhoz vezetett.

Az epitélsejtekben a PIEZO1 csatorna fehérje mechanoszenzorként miikddik, amely fokozott
intraluminalis fesziiltség esetén extracellularis Ca*" bearamlast kozvetit. Eredményeink azt is
kimutattdk, hogy a hPOC sejtjei PIEZO1-et expresszalnak, amely az intralumindlis nyomas
megvaltozasaval feltételezhetéen részt vehet az ion- és folyadékszekrécio szabalyozasaban.
Végiil kimutattuk, hogy a polaritasvaltds csokkenti a ciklinek génexpresszidjat, ami a

sejtproliferacids rata csokkenésére utal.

7.3. A Dbazilis intracellularis Ca?* Koncentracié6 egységesebb az apical-out
organoidokban.

Osszehasonlitottuk a Ca®" jelatvitelt a hagyomanyos és polaritasvaltott organoidokban. A
nyugalmi intracellularis Ca" szint vizsgélatakor, szignifikinsan magasabb bazalis Ca*" szintet
mértiink az apical-out organoidokban, a hagyomanyos apical-in organoidokhoz képest. Erdekes
moédon, ha minden egyes organoidot kiilon-kiilon abrazoltunk a 0sszes mintavételi teriilet
atlagértékével, egyértelmiien lathatd, hogy az apical-in organoidok 2,8-szor nagyobb bazalis
Ca?" szint eltérést mutatnak, mint apical-out tarsaik. Sem a Ca?" kiaramlast, sem pedig a Ca**
bearamlast vizsgalva nem talaltunk szignifikans kiilonbséget. Az apical-in organoidokban
megfigyelt, a bazalis intracellularis Ca®" szintet érintd eltérések, az apical-in organoidok
egyfajta stimulalt allapotara utalhatnak (példaul a PIEZO1 nyomasfiiggd, mechanikai stressz

altali aktivalasara), amely mértéke a kiilonboz6 organoidok kozott nagymértékben eltérhet.



Annak kizarasara, hogy az intracellularis Ca?>" homeosztazisban megfigyelt valtozasokat a Ca?*
jelatvitelben részt vevo fehérjék megvaltozott expresszidja okozza, tobb gén kifejezddését
transzkriptomikai modszerrel elemeztiik ¢és hasonlitottuk Ossze. Bioldgiailag relevans

valtozasokat azonban nem figyeltiink meg az apical-in és apical-out organoidok kozott.

7.4. Mikodoképes Anoctamin 1 és ENaC fehérjék jelen vannak a human
hasnyalmirigy duktalis sejteinek apikalis membranjaban.

Az RNS-szekvenalassal kimutattuk, hogy a kalcium aktivalt Cl- csatornak (CaCC) koziil, a
génexpresszios értékeket tekintve, elsd helyen all az Anol, amely 45,73-szor nagyobb
kifejez6dést mutat, mint a Cfir. Erdekes modon a transzkriptomikai elemzések az ANOI és az
SCNNIA viszonylag magas expressziojat mutattdk ki az apical-in human hasnyalmirigy-
organoidokban is. Az ANOI és az ENaC fehérjéket human hasnyalmirigy-szoveti metszeteken
végzett immunhisztokémiaval és az apical-out organoidokon végzett immunfluoreszcens
jeloléssel mutattuk ki. Az ANOI és az ENaC jelen van a duktélis epitélsejtek apikalis
membranjaban.

Az ANOI altal kozvetitett Cl- kidramlas kovetésére egy intracellularis Cl- koncentraciora
érzékeny fluoreszcens indikatort, az MQAE-t hasznéltuk. A 10 uM T16inhAO1 ANOI1
gatloszer jelentdsen csokkentette a Cl- kidramléast. Az ANOI1 gatloszert 10 uM CFTR(inh)-172
CFTR inhibitorral kombinalva, a kiaramlas maximalis valasza tovabb csokkent. A siRNS
kozvetlen alkalmazdsdt a Matrigel haszndlata akadalyozza, mivel korlatozza a siRNS
molekulak sejtekbe vald bejutasat. Ezt azonban kikiiszoboltiik a polaritas valtott organoidok
szuszpenzidban torténd tenyésztésével, ami lehetévé tette a CFTR ¢és az ANOI
géncsendesitését. Ezek a kisérletek azt mutattak, hogy mind az siCFTR, mind az siANOI1
jelentdsen csokkentette az Cl- kiaramlast, amit a két siRNS kombinécioja tovabb redukalt.

Az ENaC 4 alegysége koziil az SCNNIA magas és az SCNNID mérsékelt expresszidjat
mutattuk ki a humén hasnyalmirigy organoidokban. Az a alegység (SCNNIA) apikalis
membran vald lokalizacidjanak kimutatdsara immunfluoreszcens jelolést alkalmaztunk az
apical-out organoidokon. Az ENaC csatorna aktivitisanak méréséhez sejtpermabilis Na*
indikatort, az SBFI-t hasznaltuk. Az SCNNI1A és SCNN1D kozvetlen hozzajarulasat az ENaC
miikddéséhez siRNS kezelésekkel vizsgaltuk, ahol mindkét alegység csendesitése jelentdsen

redukalt Na” bearamlast eredményezett.
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7.5. A polaritasvaltas javitja az organoidok kapacitasat a rendelkezésre allo

funkcionalis vizsgalatokban.

A polaritas valtott organoidokon forditott forskolin-indukalt hizsos (reverz swelling assay)
kisérletet végeztink a vad tipusi CFTR aktivitdsdnak kimutatisara. 10 pM forskolin
csokkentette az apical-out organoidok relativ térfogatat, amit a 10 uM CFTR(inh)-172
adagoldsa megsziintetett.

Az apical-in organoidokban a Cl” kidramlast a 10 pM CFTR(inh)-172 jelentdsen csokkentette,
ami arra utal, hogy a Cl kiaramlas feltehetéen nagyrészt CFTR-fliggé folyamat. Amikor
azonban ugyanezt a protokollt apical-out organoidokon alkalmaztuk, a Cl- elvondsra adott
valasz jelent6sen nagyobb volt, mint a hagyomanyos organoidokban. Az apical-out modell
fokozott felbontdsa miatt még 20 uM CFTR(inh)-172 inhibitor adagoldsa sem tudta teljesen
megsziintetni a Cl” kidramlast.

Megvizsgaltuk egy ismert CFTR-potenciator, a VX-770 hatasat a hasnyalmirigy duktalis sejtek
CFTR-aktivitasara. A 10 uM VX-770 az apical-out organoidokhoz valé adagolésa jelentdsen
fokozta a Cl” kiaramlast és emelte a [Cl']; platd fazisanak relativ magassagat, ami bizonyitja az
apical-out humédn hasnydlmirigy organoidok alkalmazhatésdgat az in  vitro
gyogyszerkisérletekben.

A CI" és HCOs cserélé (CBE) aktivitasait BCECF pH-érzékeny festékkel mértik CFTR
gatlassal parhuzamosan, HCO3/CO; pufferelt oldatban. A CI- megvonast kovetden, a CI°
tartalmt HCO;™ oldat kozvetlen apikalis perfuzioja, 10 pM CFTR(inh)-172 egyideji
adagolasaval csokkentette a BCECF (F495/F440) intenzitasvaltozasdnak meredekségét a
kontrollcsoporthoz képest. Ez a kozvetett kimutatdsi modszer a human hasnyalmirigy

organoidokban jelenlévé a miikodoképes CBE fehérjékre utal.

8. DISZKUSSZIO

Munkdénk sordn a tovabbfejlesztett tenyésztési eljarassal nagy szamban hoztunk létre humén
hasnyalmirigy  organoidokat, melyeken polaritasvaltast indukaltunk. A  polarités
kultirdkban oszlopszeriivé alakult at, amihez konzisztensebb nyugalmi intracellularis Ca?*
szint tarsult. Az apikalis plazmamembran jobb hozzaférhetéségét kihasznalva azonositottuk az
ANOI1 ¢és az ENaC kifejezddését, lokalizaciojat és demonstraltuk mikodoképességiiket a

human duktalis epitélsejtekben. Végiil kimutattuk, hogy a funkciondlis vizsgéalatok (mint
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példaul a forskolin-indukalt hizas vagy a CFTR-aktivitds mérése) jobb dinamikai tartomanyt
mutatnak, ha apical-out organoidok felhasznalasaval végezziik Oket.

Az elmult években az Lgr5+ felndtt dssejtekbdl szarmazo organoid kultardk az egyedfejlédés
¢s a kiilonféle betegségek uj modelljeiként jelentek meg. A Wnt/B-Catenin jelatviteli kaszkad
aktivitdsanak fenntartasdval, az organoid kultirdk hosszii tdvon fenntarthatéak 3D
extracellularis matrixokban in vitro, mikdzben a kultarakban 1évé epitélsejtek megorzik a
szarmazasi szervre jellemzd eredeti diverzitdsat és szervezddését. Csoportunk korabban
morfologiai és funkciondlis Osszehasonlitdst végzett az egerekbdl izolalt duktalis
fragmentumokban és hasnyalmirigy organoid kultirdkban 1évd primer epitélsejteken.
Kimutattuk, hogy az epitélsejtek apikalis-bazalis polaritdsa, gén és fehérje expressziodja,
valamint iontranszport-aktivitasa az egér hasnyalmirigy organoidokban jelentds atfedést
mutatott a frissen izolalt primer duktalis fragmentumokban korabban megfigyeltekkel.

A hasnyalmirigy organoidok létrehozasanak széles kdrben ismert protokollja a hasnyalmirigy-
szovet feltardsa utdn a duktalis fragmentumok kézi levalasztasan alapult. A mddszer sordn a
duktalis fragmentumok izoldldsa manualis munkat és tapasztalatot igényel. A disszertacio egyik
jelentds ujitasa, hogy a teljes hasnyalmirigyszovet enzimatikus emésztésével izolalunk sejteket
az organoidok létrehozasahoz, amely jelentds javuldst eredményezett az organoidok
mennyiségében és maximalizalta a kultarak 1étrehozasanak sikerességi aranyat. Az organoidok
epitélsejtjei olyan jol ismert duktalis markereket fejeztek ki, mint a CFTR, KRT19, SOX9,
HNF1B vagy FOXA2, mig a hasnydlmirigy egy¢b sejttipusaira jellemz6 markerek, mint az
amilaz vagy az inzulin teljesen hidnyoztak a kultirakbol. Ez arra utal, hogy izolalasi technikank
nagy hatékonysaggal alkalmas, mas sejttipusok jelenléte nélkiili, tiszta hasnyalmirigy duktalis
sejtkultarak létrehozasara. A hasnyéalmirigy betegségek tanulmanyozasanak masik potencialis
modellje a human indukalt pluripotens dssejteken alapuld organoidok, amelyek egyediilallo
platformot biztositanak az organogenezis €s a regenerativ orvoslas tanulmanyokhoz. Bar a
pluripotens Ossejtek endokrin hasnyalmirigy progenitor iranyba torténd differencialédasat mar
publikaltak, a tisztdn duktalis vagy exokrin sejtek generalasat még nem sikeriilt megfeleld
hatékonysaggal megvalositani. Egy nemrégiben bemutatott tanulmanyban Hohwieler ¢és
munkatarsai 0j differenciacios protokollt dolgoztak ki, amivel sikeresen hoztak létre human
hasnyalmirigy acinaris/duktalis organoidokat egészséges és cisztas fibrozisos betegekbdl. A
sejtek ebben a kultirdban olyan acindris sejtmarkereket is kifejeztek, mint példaul amilaz, ami
arra utal, hogy acinaris és duktalis sejtek vegyesen talalhatdak meg a modellben. Az altalunk
kozzétett protokoll elénye, hogy alkalmazasaval viszonylag rovid id6n beliil tiszta duktalis

organoid kultarakat tudunk eléallitani.
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Az organoidok széleskort alkalmazhatdsaganak masik jol ismert limitacidja, az extracellularis
membran matrix (Matrigel) felhasznalasa. A matrix az egyes molekuldk mérete és toltési
sajatossagai miatt korlatozhatja az egyes vizsgalt vegyliletek és farmakonok diffuziojat,
valamint bizonyitottan gatolja az siRNS-ek és plazmidok bejutdsat a sejtekbe. Ezenkiviil
tovabbi problémat jelent, hogy a hagyoményos apical-in organoidokban az epitélsejtek apikalis
membranja kozvetleniil nem hozzaférhetd a gyogyszerek vagy a fizioldgias vizsgalati
modszerek szamdra. Rdadasul apical-in organoidokban az ionok és a folyadék vektorialis
transzportja miatt az intraluminalis nyomas minden elézetes stimuldci6 nélkiil megemelkedik,
ami befolyasolhatja az epitélium szekrécids folyamatait. E korlatok lekiizdése érdekében az
organoidok apikalis-bazalis polaritasanak felcserélését ugy idéztiik eld, hogy az apical-out
organoidokat extracellularis membrdn matrix mentes, szuszpenzidés kultaraba vittiik.
Nemrégiben Co ¢és munkatarsai fejlesztették ki ezt technikat az organoidok polaritdsanak
megvaltoztatasara, amellyel a gazdatest-patogén kolcsonhatasok tanulmanyozasat vizsgaltak.
Munkank sordn a CFTR, az aktin és az okkludin immunfluoreszcens jelolése, valamint a
kefeszegély vizualizaldsa igazolta az organoidok polaritasvaltasat, a szuszpenzids kulturdba
megvaltozasat is eredményezte, megnyult sejtek oszlopszeriivé alakultak, ami arra utal, hogy
az intralumindlis nyomas megsziintetése a sejt homeosztazisat is befolydsolhatja. Kimutattuk,
hogy a nyugalmi intracellularis Ca?" szint a nem stimulalt apical-out organoidokban
konzisztensebb, mint az apical-in organoidokban. Ez a megallapitas jelentds hatassal lehet a
hasnyalmirigy organoidok kiilonb6z0 vizsgalatokban valé alkalmazisara, mivel az
intracellularis Ca?* jelatvitel hatirozza meg a duktalis sejtek fiziologias szekrécidjat és
patologias funkcidit. Az apical-out organoidok ezen tulajdonsdga kikiiszobdlheti az
intracellularis Ca®* jelatvitelre haté farmakonok hatdsanak torzitisat, igy ezen kultarak
alkalmazésa elény0s valasztasnak bizonyulhat.

Kimutattuk tovabba a megnyuldst és intraluminalis nyomast érzékelni képes, PIEZOI
mechanoszenzitiv receptor és Ca?" csatorna jelenlétét a human hasnyalmirigy duktalis
epitélsejteken. A PIEZO1 a mechanikai megnyulast érzékelve felelds a gyors epitél sejtosztodas
indukcigjaért, igy szabalyozza az epitélsejtek turnover mechanizmusat, amelyet amplitidojat
polaritasvaltds enyhiteni latszik. Ezt az apical-out organoidokban megfigyelt, a sejtciklussal
kapcsolatos gének csokkent expresszidja is megerdsitette.

Figyelemre méltdo megfigyelés, hogy a polaritasvaltas a MYO7 expresszidjanak novekedését
idézte eld. Mivel a MYOQO7 alapvetéen a mikrovillusok kozotti kdlcsonhatasért felelds,

megnovekedett expresszidja feltehetéen a lumen redukalodasaval és az ezzel parhuzamos
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nyomascsokkenéssel fiigghet Ossze. Kordbban is megfigyeltik mar egér hasnyalmirigy
organoidok metszetein, hogy az apikalis membranjukban elhelyezkedd mikrovillusok stirtisége
¢és mérete is kisebb az izolalt duktalis fragmentumokban megfigyeltekhez képest. A cisztikus
organoidokban az intralumindlis nyomds tehat tobb okbodl is olyan tényezd lehet, amely
eliminalasa a fiziologiés és a gyulladasos allapotok preciz dsszehasonlitdsakor kulcsfontossagu
tényez0.

Az 1 sejtizolalési eljarast és az apikalis membran hozzaférhetdségét kihasznalva a polaris
human duktalis epitélsejtek iontranszport mechanizmusait vizsgaltuk. A duktalis sejtek nagy
mennyiségli HCO;™ kivélasztdsa az SLC26A6 CI/HCO;3™ cseréld és a CFTR CI csatorna
kolesonhatéasatol fiigg. Boviilt eszkoztarunk segitségével két olyan ioncsatornat azonositottunk,
amelyek a duktalis sejtek plazmamembranjan helyezkednek el, és amelyek szerepét korabban
kimutattdk, hogy a primer duktalis epitélsejtek funkciondlisan aktiv ANO1 fehérjét
expresszalnak, amely egy Ca?" aktivalt Cl- csatorna. Az ANOI apikalis elhelyezkedésérol
kordbban csak a hasnyalmirigy acindris sejtjei kapcsdn szamoltak be, ahol az ANOIl-en
keresztiil torténd HCOj3™ szekrécid mérsékelte a pH eltolodast az akut hasnyalmirigy gyulladés
soran. Ezen kiviil az ENaC kifejezodését és funkcionalis aktivitasat is kimutattuk a duktalis
sejtek apikalis membranjan. Ez meglehetdsen meglepd eredmény, mivel a teriileten dolgozo
kutatok kordbban egyetértettek abban, hogy az ENaC nem vesz részt a hasnyalmirigy duktalis
funkcidiban, holott szamos epitélsejt tipusban széles korben expresszalodik és elsdsorban a
luminalis Na® reabszorpcidjaban és a luminalis folyadék térfogatanak és Osszetételének
szabalyozasaban jatszik szerepet. Ezen csatornak részvétele a fiziologias szekrécios
folyamatokban egyrészt tovabbi elemzést igényel, masrészt a két 0j ioncsatorna bevezetése a
szekrécios folyamat részletes feliilvizsgalatat teszi sziikségessé. Megfigyeléseink jelentsen
részletesebb megértéséhez vezet. Ennek jelentdsége tovabba, hogy mind az ENaC, mind az
ANOI1 potencialis terapids célpont a cisztas fibrdzisban.

Végezetil példakon keresztiil mutattuk be az a polaritds valtott organoidok felhasznélési
lehetdségeit a jelenleg rendelkezésre allo funkcionalis vizsgalatok javitdsara. A human rektalis
organoidokon végzett forskolin indukalt hizds teszteket a cisztas fibrozisos betegek
gyogyszerre adott valaszanak eldrejelzésére hasznaljak. Az altalunk bemutatott apical-out
organoidok eldnye kettds: egyrészt a Matrigel kikiiszobolése alkalmassa teheti a vizsgalatot az
automatizalasra és nagyszabasu szlirésre, masrészt a jobb dinamikai tartomany az eredmények

jobb felbontasahoz és a klinikai elérejelzések nagyobb pontossagahoz vezethet. Osszességében
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a polaritas valtott apical-out humdn hasnyalmirigy-organoidok 10j lehetdségeket kindlnak a
cukorbetegség, az akut vagy kronikus hasnyalmirigy-gyulladas vagy a hasnyalmirigy cisztas

fibrozisanak regenerativ terapiainak vizsgalata és specifikus gydgyszerjeloltek tesztelésére.

9. ABSZTRAKT

Bevezetés: Az epitelidlis ion- és folyadékszekrécid szamos szerv, kozottiik a tiido, a maj vagy
a hasnyalmirigy ¢élettani funkcioit hatarozza meg. Mivel a funkcionalis human primér duktalis
mechanizmusait vizsgalni a mai napig nagy kihivas jelent. A betegekbdl szarmazé organoidok
képesek athidalni ezt a korlatot, azonban az apikalis membranhoz val6 kozvetlen hozzaféréshez
tovabbra sincs megfeleld elérhetd modszer. Tovabbi probléma, hogy a kordbban alkalmazott,
izolalt hasnyalmirigy duktalis fragmentumokat igényl6 organoid eléallitasi technika, korlatozta
az organoid eldallitdsi mennyis€égét, ami limitalja a nagy ateresztOképességli alkalmazasokban
rejlo lehetdségeket. Tovabba aggodalomra ad okot, hogy az organoidokban az intraluminalis
nyomas az ionok ¢&s a folyadék vektoridlis transzportja miatt megemelkedik, ami akadalyozhatja

az ¢lettani folyamatok vizsgalatat.

Célkitiizés: Ezért célul tliztiik ki egy optimalizalt, enzimatikus emésztésen alapul6 sejtizolacios
protokoll beallitdsat az organoidok létrehozasara, valamint egy olyan tenyésztési modszer
adaptalasat, amely az ECM eltdvolitasa altal kivaltott apikalis-bazalis polaritasvaltason alapul,
hogy az igy létrehozott apical-out organoidokat az ion- és folyadékszekrécid vizsgalata

hasznaljuk fel.

Modszerek: A hasnyalmirigy szovetmintdkat 11, nem cukorbeteg kadaver donortol
gyljtottiink, és azokat hasnyalmirigy organoid kulturak eldallitdsara hasznaltuk fel. A cisztikus
organoidok polaritadsvaltasat az extracellularis membran matrix (Matrigel) eltavolitasaval
idéztiik el6. Az apical-in és apical-out organoidokat RNS-szekvenalassal, immunfluoreszcens
jeldléssel, fluoreszcens Cl-, Ca?*, Na* és folyadékszekrécios mérésekkel vizsgaltuk siRNS
csendesités  vagy  gatloszeres kezelések mellett. Az  organoidokrdl — pésztazod

elektronmikroszkopiadval készitettiink felvételeket.

Eredmények: Optimalizaltuk a szoveti mintdkbol, enzimatikus emésztésen alapuld
sejtizolacios protokollunkat. A hagyomanyos apical-in organoidok ECM eltavolitassal torténd
polaritasvaltasat a CFTR, OCLN, ANO ¢s ENaC immunfluoreszcens jelolésével
demonstraltuk. A mikrovillusok jelenlétét SEM technikaval mutattuk ki az apical-out

organoidok kiilsé feliiletén.

15



Az apical-out organoidokban 1év6 sejtek kolumnarissa valtak, a nyugalmi intracellularis Ca®*
koncentraciojuk kiegyensulyozottabb volt az apical-in organoidokhoz viszonyitva. Az apical-
out organoidok alkalmasnak bizonyultak olyan genetikai perturbacids technikak hasznaltara,
mint a siRNS géncsendesités. Két 0j ioncsatorna, a Ca?* aktivalt Cl- csatorna, az ANOI és az
epitelidlis Na® csatorna, az ENaC expresszidjat és mikodését mutattuk ki a duktalis
epitélsejteken. Végiil demonstraltuk, hogy a rendelkezésre allo funkcionalis vizsgéalatok, mint
példaul a forskolin-indukalt hizas vagy az intracellularis CI mérés, jobb dinamikai tartomanyt

biztositanak, ha azokat apical-out organoidok felhasznélésaval végezziik.

Konkluziok: Adataink 0Osszességében arra utalnak, hogy a polaritasvaltott human
hasnyalmirigy duktalis organoidok megfelel6 modellnek bizonyulnak az alap- és transzlacios

kutatas eszkoztaranak bovitésére.
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gylimolcs6z6 évek nem valosulhattak volna meg.

Halas vagyok Prof. Dr. Lengyel Csabanak, a Belgyogyaszati Klinika jelenlegi vezetdjének,
aki lehetSséget adott ra, hogy az intézetében dolgozhassak. Oszinte héalaval tartozom Dr.
Pallagi Petranak az egylittmikodésért, értékes meglatasaiért és baratsagaért.

Szeretném kifejezni legmélyebb elismerésemet és halamat azoknak, akikkel egyiitt kisértiik
végig egymast ezen az uton: Madacsy Tamara, Szabo Viktoria, Jéjart Boldizsar, Kiss
Aletta, SusanszKki Petra, Papp Noémi. Halas vagyok minden segitségiikért, batoritasukért, és
az egylitt toltott szEép pillanatokért. Az 6 inspirdcidjuk nélkiil ez a munka nem johetett volna
létre.

Haléaval tartozom tovabba minden kollégdmnak, akik az évek soran tanitottak, segitettek €s
tamogattak: Molnar Tiinde, Tim Crul, Tél Balint, Ingrid Hegnes Sendstad, Gorog
Marietta, Dudas Krisztina, Molnar Melinda, Sariné Konczos Zsuzsanna, Magyarné Palfi
Edit, Pritz Tiinde, Fritz Rea, Mikésné Arva Zsuzsa.

Nem vallalkozhattam volna erre az Utra a szeretett, batoritd és tiirelmes barataim nélkiil, akik
végig mellettem alltak, Koesy Klaudia, Szabé Dorottya, Gaal Péter, Sarkozi Kata, Kiss

Nikolett, Ney Eszmeralda, Kelle Istvan, koszonom a timogatasukat.
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Végiil, de nem utolsésorban, a leghalasabb azok aldozatos munkajért vagyok akik soha nem
szlintek meg tdmogatni engem a tudomanyos palya és eredmények felé vezetd tuton.
Legnagyobb kdszonettel tartozom csodalatos édesanyamnak, Répasi Editnek, ¢desapamnak,
Varga Laszlonak ¢s testvéremnek, Varga Tamasnak. Ti voltatok az én véddpajzsom, ami
soha nem hagyott cserben, megvédett, mikdzben én a tudoméanynak szenteltem magam. Soha

nem tudok ezért nekik elég halés lenni.
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