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ROVIDITESJEGYZEK

BME: bazalis membran kivonat (basement membrane extract)

BSA: marha szérum albumin (bovine serum albumin)

CD142 (F3): koagulacios faktor III (coagulation factor III)

cDNS: komplementer dezoxiribonukleinsav

CRC: kolorektalis daganat (colorectal cancer)

DAPI: 4°,6- diamidino-2-fenil-indol

DNS: dezoxiribonukleinsav

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

EGF: epidermalis novekedési faktor

EMT: epithelialis-mezenchimalis tranzicio

EpCAM: epithelialis sejt adhézios molekula (epithelial cell adhesion molecule)
FACS: fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatas (fluorescence-activated cell sorting)
HEK sejt: human embriondlis vesesejt (human embryonic kidney cells)

HPRT: hipoxantin-guanin-foszforibozil-transzferaz

IF: immuncitokémiai festés

Kras: ,,Kirsten rat sarcoma” virus gén

KRT19: Keratin 19

PBS: foszfat-pufferes s6oldat (phosphate-buffered saline)

PDAC: hasnyalmirigy duktélis adenokarcindma (pancreatic ductal adenocarcinoma)
PDK1: piruvat dehidrogenaz kinaz 1

PFA: paraformaldehid

qPCR: valos idejli polimeraz lancreakcio

RNS: ribonukleinsav

SOX9: SRY(Sex-Determining Region Y)- Box 9

Wnt: wingless



OSSZEFOGLALO

A pancreas duktalis adenokarcindma (PDAC) a legveszélyesebb daganatok kozé
tartozik, 5 éves tulélési rataja évek ota valtozatlanul 8-9%. A betegség vizsgalatdhoz organoid
tenyészeteket hasznaltunk, melyek a tumorokra jellemz0 sejtes heterogenitasuk megtartasaval
a legjobb in vitro huméan tumormodellnek tekintheték. Kutatdsunk sordn egy specifikus
markerre, a CD142 (az F3 gén terméke) szoveti faktorra Osszpontositottunk, melyrdl
munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy expresszidja heterogén CRC tumor-asszocialt
fibroblasztokban. Online adatbazis elemzése alapjan a CD142 a PDAC tumorsejtekben is
heterogén modon expresszalodik, és a magasabb szintje rosszabb beteg tuléléssel korrelal.
Mindezek alapjan PDAC organoidok segitségével vizsgaltuk, hogy a CD142 jelenléte milyen
sejtes funkcidval hozhatd dsszefiiggésbe. Kimutattuk a fehérje organoidokon beliili heterogén
expressziojat, sikeresen elkiilonitettik a CD142-t magasan ¢és alacsonyan expresszalo
sejtpopulaciokat, és vizsgaltuk koztik a génexpresszios kiilonbségeket. Immuncitokémiai
festéssel vizsgaltuk a CD142 és mas fehérjék organoidokon beliili lokalizacigdjat. Eredményeink
azt mutatjak, hogy a CD142-t magas szinten kifejez0 sejtekben a SOX9 transzkripcios faktor is
magasan expresszalodik, mely egy dedifferencialt allapotra utal. A CD142 magas expresszioja
mellett a sejtek részben elveszitik epithelialis jellegliket, azonban magasan jelen van benniik a
KRT19 duktalis marker, mely egy kevert fenotipusra utal. Vizsgalataink alapjan felvetédik a
kérdés, hogy a CD142 pozitiv sejtek jelolhetnek-e egy intenzivebben proliferalodod

sejtcsoportot.



BEVEZETO ES CELKITUZESEK

A hasnyalmirigy daganat egyik leggyakoribb tipusa, a PDAC (pancreatic ductal
adenocarcinoma- hasnyalmirigy duktalis adenokarcinéma), a legnagyobb halalozasi arannyal
jaro daganatok kozé tartozik, hasonldan a tiid6 rakhoz. A halalozasi rata meghaladja a 80-90
%-ot, a diagndzis és esetleges kezelések utani 5 éves talélési arany pedig 9% (Siegel et al.,
2022). A betegség egyik 10 jellemzdje, hogy a tiinetek késon jelennek meg €s a daganat maga
agresszivan terjed, ezért korai diagnozisa €s gyogyitasa kimondottan nehéz. Jelenleg a
legelterjedtebb kezelési modszerek kozé tartozik a miitéti beavatkozas, valamint a kiilonb6zo
kemoterapids szerek kombinalt alkalmazasa (Low ef al., 2021).

Mindezek miatt a PDAC tovabbi kutatasa, megértése és kemoterapias szerek fejlesztése
nélkiilozhetetlen. Ehhez pedig megfeleld modell rendszerek alkalmazasa sziikséges. A mar
régota ismert sejttenyészetek és egér modellek mellett egy 0j rendszer jelent meg az utdbbi
években, az organoid modell. Ezek a harom-dimenzids in vitro rendszerek jol tiikrozik a
tumorok sejtes heterogenitasat és a legjobb modellrendszert nyjtjak az in vivo koriilmények
vizsgalatahoz (Boj et al.,2015; Drost & Clevers, 2018). Emellett nagy el6nyiik, hogy
kozvetleniil a betegbdl szarmaz6 sejtekbdl is ki lehet alakitani, igy lehetdség nyilik célzott,
paciens-specifikus terapidkra is (Low et al., 2021; Bose et al., 2022).

PDAC-ben azon betegek tulélése rosszabb, akik magasabb szinten expresszaljak a
CD142 (TF-szoveti faktor) nevii fehérjét és a tumorok sejtes heterogenitast mutatnak CD142
expresszio szempontjabol (The Human Protein Atlas adatbazisabol). A CD142-t egy szdveti
faktornak (koaguléacids faktor III) irtdk le és elsOdlegesen a véralvadasban van szerepe, de
kiemelten fontos a daganatképzddési folyamatokban is. Ez a sejtfelszinen talalhaté glikoprotein
megtalalhat6 tumor sejtek membranjan is és befolyasolja azok mobilitasat, invazios képességét
(Gao et al., 2020), de jelenlétét Osszefliggésbe hoztak a sejtek proliferacios képességével is (Al-
Jazrawe et al, 2023).

Kutatasunkban arra 0Osszpontositottunk, hogy betegekbdl szarmazo mintakbol
kifejlesztett PDAC organoidokon vizsgaljuk a sejtes heterogenitast a CD142 markerre
vonatkozéan. FACS (Fluorescence-activated cell sorting, dramlési citometria) segitségével
elkiilonitettiink az organoid mintdkbol CD142 markert magasan és alacsonyan expresszald
sejteket, majd ezek szdmos génre vonatkozd expresszids mintdzatait hasonlitottuk Gssze.
Célunk az volt, hogy kiilonbségeket tarjunk fel ezen sejtcsoportok kozott, ezaltal azt vizsgaljuk,

hogy a paciensekben miért rosszabb a CD142-t magasan expresszald tumoroktdl szenveddk



tulélési esélye. Az RNS szintii jellemzés soran a qPCR (valds idejii polimeraz lancreakcio)
technoldgiat alkalmaztuk és azt vizsgaltuk, hogy CD142-t magasan és alacsonyan expresszald
sejtekben kiilonbozo gének (progenitor, epithelidlis, mesenchimalis és invaziés markerek)
expresszios szintje eltérd-e. Ezenttl bizonyos, a CD142 markerrel 0sszefiiggésbe hozhat6 és a
daganatképzddésben fontos szerepet jatszo gének fehérjetermékét is vizsgaltuk, ehhez a
mintdkat immuncitoldgiai iton megfestettiik és konfokalis mikroszkopban néztiik, mutatnak-e

sejtes heterogenitast organoidokon beliil.

Célkitiizések
A PDAC azegyik legsulyosabb és legveszélyesebb daganatok kozé tartozik, felismerése

¢s gyogyitasa pedig gyakran nehézségbe litkozik, tobbek kozott azért is, mert a tiinetek késén
jelennek meg, valamint a kombindlt terapidk vagy miitéti eljarasok sajnos gyakran alacsony
hatasfokiiak. A PDAC tumor egyik fontos jellemzdje a sejtes heterogenitds, ezen beliil
kiemelendd lehet a CDI142 expresszidjaban esetlegesen megfigyelhetd heterogenitas.
Kutatasunk soran a kovetkezokre 6sszpontositottunk:

1. PDAC organoidok sejtes heterogenitasa CD142-re nézve (IF).

2. Eltéré CD142 expressziot mutatd sejtek kiilon valasztasa, szortolasa (FACS).

3. Szortolt sejtekben tovabbi gének expresszios szintjének dsszehasonlitasa (qPCR).

4. CDI142 és e fehérjével osszefiiggésbe hozhaté mas fehérjék PDAC organoidokon beliili

lokalizacidjanak vizsgalata (IF).



ANYAGOK ES MODSZEREK

HEK (human embrionalis vese) sejtek és human PDAC organoid vonalak fenntartasa,
passzalasa és mikroszkopos vizsgalata

Az organoidok tapjanak elengedhetetlen Gsszetevdje az R-spondin nevii szekretalt
fehérje, mely a proliferaciot eldsegité Wnt szignalutvonal agonistajaként miikddik. R-spondin
1 nagy mennyiségli termelésére képes genetikailag moddositott HEK sejteket (7.4.dbra)
alkalmaztam (stabilan transzfektalt 293T sejtek; teljes név: Cultrex HA-R-Spondinl-Fc 293T,
R & D Systems 3710-001-10; Kuo, C.J. U.S. Patent 9,464,275.). A nem stabilan transzfektalt
sejteket Zeocin segitségével kiszelektaltam (300ug/ml Zeocin, 10%-os DMEM, FBS
médiumban). 60-70 %-os konfluencia elérése esetén a sejteken tapot cseréltem és 10 napig
DMEM/F12-ben ndvesztettem. Ebbe a tapba (az organoid tap alapja) szekretaltdk az altaluk
termelt R-spondin fehérjét. 10 nap leteltével a sejttapot fugaltam (3000g 15 perc, 6°C) és 0,2
mikronos szlir6n atsziirtem a sejttormelék eltavolitasa céljabol, majd a kapott szirt feliiliszot
olyan organoid tappal kevertem 1:1 ardnyban, mely kétszeres mennyiségben tartalmazott

minden Gsszetevot.

L.dabra: A) Human embrionadlis vese sejtekrol és B-F) kiilonbozo organoid vonalakrol

(organoid 16, 30, 45, 54, 56) készitett sajat mikroszkopos képek. Méretarany: 50um



Kutatocsoportunk PDAC paciensekbdl szarmazd tumor mintakbol alapitott organoid
tenyészeteket (/.B-F.abra). Jelen munkdban hasznalt 6sszes PDAC organoid vonal EGF
(epidermalis novekedési faktor) nélkiili médiumban is fenntarthaté volt, ami mutatta, hogy
mindegyik a KRAS (PDAC driver mutacid) szignalitvonalban 1évé mutacidval rendelkezett.
Az organoidokat BME (bazalis membran esszencia) cseppben ndvesztettem tobblyuku

tenyésztd plate-ekben, a hasznalt tdpoldat Gsszetevoi az alabbi tablazatban lathatok (1.tdbldzat).

Alaptap tartalma Funkcidk Végkoncentracio
DMEM/F12 Alapmédium E

B27 Novekedési faktorok €s vitaminok 2%

N2 Novekedeési faktorok és vitaminok 1%
Gasztrin Peptid hormon 0.01%
HEPES Megfeleld pH kialakitisa 1%
AB/AM Antibiotikum 2%
Glutamin Nelkiilozhetetlen aminosav 1%

N-acetil-L-cisztein Glutation antioxidans prekurzora 0.10%
Teljes tap (alaptap kiegészitve) Funkcidk Végkoncentracio
R-spondin Wnt szignalizici6 aktivilasa 0,20%
A-8301 TGF-p receptor inhibitor 0,10%
Y-27632 ROCK inhibitor 0,10%

Ltablazat: Az organoidok tenyésztéséhez sziikséges osszetevok.

Az organoid tenyészetek fenntartisa érdekében a mintdkat koriilbeliil két hetente
passzaltam, mely a kovetkezd folyamatot jelentette: 1. az organoidokat tartalmaz6 BME
cseppek felkaparasa, fizikai 0sszetorése (6x fel-le szuszpendalas), 2. a plate lyukak dtmosésa
foszfat-puffer s6oldattal (PBS), 3. a minta fugalasa fuga cs6ben 7 percig 300 g-n, 4. feliiluszo
eltavolitasa, 5. minta visszahelyezése BME-be (25 pl/csepp), 6. a BME csepp gélszerii
megszilardulasat kovetden a tap hozzdadasa. Az organoidokat inverz mikroszkdp segitségével
vizsgaltam.

A Cultrex HA-R-Spondinl-Fc 293T sejtekkel valamint az organoidokkal valé6 munka
BL2 (Biosafety level 2) laboratoriumban tortént, mely sordn betartottam a kotelezd
ovintézkedéseket (eldobhatdo kesztyi hasznalata, a munka sordn keletkezett hulladékok,

inkluzive folyadékok fekete dekontaminalé (biohazard) kukdba gytijtése).

Sejtek szortolasa CD142 marker alapjan, aramlasi citometria
A tenyésztett mintdkat (20-30 cseppben novesztett organoid tenyészet) felkapartam és

lefugéltam (7 perc, 300g), majd a pelletet Tryple (tripszin, Gibco) oldatban inkubaltam (37°C,



10 perc), hogy a sejtkozotti kapcsolatok minél jobban szétessenek. Ezutan PBS-el a Tryple-t
kihigitottam és ismét lefugaltam (5 perc, 300g). A pelletet Ca>" mentes FACS pufferben (1pM
EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav), 25mM Hepes, 1% BSA; PBS-ben) vettem fel, majd ujabb
fugalast kovetden a keletkezett pelletet 55 pl FACS pufferben felszuszpendaltam. A mintabol
5 pul-t kivettem kontrolnak (festetlen sejtek), a maradék 50 pl mintahoz hozzaadtam a
fikoeritrinnel jel6lt human anti-CD142 ellenanyagot (2ul/50ul puffer; Biolegend #365203, ) és
30 percig sotétben, szobahdmérsékleten inkubaltam. Ezutdn a mintakat kiegészitettem 300pul-
re hideg FACS pufferrel, jégre helyeztem és kozvetleniil a szortolas elétt 70um porusméretii
szirén atszlirtem. Az 4ramlési citometria mérésekhez SONY LE-SH800 sejtszortold gépet

hasznaltunk.

RNS izolalas és cDNS szintézis

A miRNeasy Micro Kit (Qiagen) protokollja alapjan teljes RNS-t izolaltam az
organoidokbol, illetve a szortolt sejtekbdl. A mintakat 0.7 ml QIAzol reagensben (Qiagen)
vettem fel, majd a végén 14 pl vizzel elualtam az oszloprdol. Az RNS koncentraciét NanoDrop
eszkoz segitségével mértem meg. Tovabbi felhasznalasig az RNS mintakat -80°C-on taroltam.
A cDNS szintézishez minden mintabo6l 300ng RNS-t tettem fel és a SensiFast cDNS Szintézis
Kit Protokolt hasznéltam (Bioline; 4ul 5x TransAmp puffer, 1ul Reverz transzkriptdz, RNS;
Ossztérfogat: 20ul / H20). A szintézis soran a PCR gép bedllitdsai az alabbiak voltak: 25 °C/10
perc, 42 °C/30 perc, 85°C/S perc. A folyamat végén a cDNS mintékat -20°C-ra helyeztem.

Génexpresszio vizsgalata qPCR segitségével

A mintdk génexpresszidjanak vizsgalatdhoz qPCR technologiaval vizsgaltam 40 gén
expressziojat (2.tabldzat). Az eredményekben ezek koziil tobb kiemelt gén expresszidjat
mutatom be. A qPCR mérést Biorad géppel végeztem. A mérésekhez 384 lyuku plateket
hasznéltam, melyekbe két kiillonb6z6 keveréket toltdttem: i1.) vizben higitott cDNS (1,85 pl
RNS-mentes viz és 0,15 pl cDNS; 6sszesen 2 pl/lyuk), ii.) a primerek keveréke: 2,5ul No-
ROX (nem tartalmaz referencia fluoreszcens festéket) SYBR Green oldathoz adtunk 0,25 pl
forward és  0,25ul reverz primert; Osszesen 3ul/lyuk). A két keveréket lyukanként
Osszemértem, igy Sul reakcioelegy keriilt bele egy lyukba. Haztartdsi génként HPRT-t
hasznaltam és minden primer-keveréket 0sszemértem 2ul vizzel is negativ kontrollként. A
qPCR soran a kovetkez6 bedllitasokat alkalmaztam: 95 °C/2 perc, 95 °C/ 5 masodperc, 60 °C /
30 masodperc (utobbi kettd 41 cikluson at); 95 °C/ 5 masodperc, 65 °C / 5 masodperc, 95 °C/



50 masodperc. A kapott eredményeket Bio-Rad CFX Maestro Szoftverrel értékeltem ki és

tablazatban/grafikusan dbrazoltam a 279 ¢rskeket (illetve azok %-os 0sszehasonlitasat).
Vizsgalt gén nevének roviditése Primer szekvencia forward Primer szekvencia reverz Termék hossza (bazispar)
hACTA2 5-CTGACCCTGAAGTACCCGAT-3' 5-GTCATTTTCTCCCGGTTGGC-3' 167
hBMPR2 5-TGCAGGTTCTCGTGTCTAGG-3' 5'-CCTGGTCCCAACAGTCTTCG-3' 114
hCAV1 5"-CGCGACCCTAAACACCTCAA-3' 5-GAAGCTGGCCTTCCAAATGC-3' 108
hCD133 (Prominin 1) 5-GCCTCTGGTGGGGTATTTCT-3" 5-TACCTGGTGATTTGCCACAA-3' 181
hCD142 5-ACCGACGAGATTGTGAAGGA-3' 5-TGTCCGAGGTTTGTCTCCAG-3' 152
hCD44 5"-GGCTTTCAATAGCACCTTGC-3' 5-GTTGTTTGCTGCACAGATGG-3' 142
hCDH1 5"-CCTTATGGCCACAGTCCATT-3' 5-TCCCCAAAATTCTCAGTTGG-3' 155
hCDH11 5'-GCCCCAAGTTACATCCACGA-3' 5-TGATGTTGAGCCAGGCTGTT-3' 217
hCDH2 5'-CATCCCTCCAATCAACTTGC-3' 5"-CCGAGATGGGGTTGATAATG-3' 164
hCDH4 5'-CATCAACGTGCCCGAGAACT-3' 5-TGTACCGGATGGGGATGTCA-3' 92
hCEACAMS 5-GCGACCCAGTCATCCTGAAT-3' 5-GCTCTTGTGTGTGTTGCTGG-3' 174
hCTNND1 5-GCGATTGCTTCGAAAGGCTC-3' 5-ATTCCCACTCAATGTGGCGT-3' 203
hCXCL12 5-GTGGTCGTGCTGGTCCTC-3' 5"-ATCTGAAGGGCACAGTTTGG-3' 161
hEpCAM 5'-CTGGCCGTAAACTGCTTTGT-3' 5"-CATCATTGTTCTGGAGGGCC-3' 178
hEZR 5-GCTTGGAGTTGATGCCCTTG-3' 5-GTGCCTTCTTGTCGATGGGT-3' 143
hGATA6 5-ACCACCTTATGGCGCAGAAA-3' 5"-ATAGCAAGTGGTCTGGGCAC-3' 95
hGREM1 5"-CCGCACTGACAGTATGAGCC-3' 5-GTCTGCTCTGAGTCATTGTGC-3' 153
hHPRT 5'-TGAGGATTTGGAAAGGGTGT-3' 5'-TCCCCTGTTGACTGGTCATT-3' 252
hiD4 5-GCACGTTATCGACTACATCCT-3' 5"-CACAGAATGCTGTCGCCC-3' 195
hIL1A 5-AGTAGCAACCAACGGGAAGG-3' 5"-AAGGTGCTGACCTAGGCTTG-3' 128
hIL1R1 5-ACTGATTTCTTCTCTGGAGGC-3' 5-ATCCTGGAGGCTTGTTCTGT-3' 183
hKLF6 5-AACCAGGCACTTCCGAAAGCAC-3' 5'-CTCAGAGGTGCCTCTTCATGTG-3' 113
hKRT19 5-CTGAAGGAAGAGCTGGCCTA-3' 5-TGACCTCATATTGGCTTCGCA-3' 157
hKRT5S 5'-TGAAATCAACAAGCGTACCACTG-3' 5'-CCACCTTGTTCATGTAGGCA-3' 83
hKRTBA 5'-GAGGAGATTGCTCAGAGAAGCC-3' 5-CAATCTCCTGCTTGGTGTTGCG-3' 121
hLUM 5'-CCTGGTTGAGCTGGATCTGT-3' 5'-GTAGGATAATGGCCCCAGGA-3' 145
hMMP14 5'-TACGGCTTGCAAGTAACAGG-3' 5 -GTAGCGCTTCCTTCGAACAT-3' 123
hMMP2 5-TGGATGATGCCTTTGCTCGT-3' 5'-CAAAGGGGTATCCATCGCCA-3' 135
hMUC1 5-GTTACGGGTTCTGGTCATGC-3' 5-TTGGTAGTAGTCGGTGCTGG-3' 195
hMYC 5'-TCCTCGGATTCTCTGCTCTC-3' 5-CTCTGACCTTTTGCCAGGAG-3' 180
hNES 5" -CTGCGGGCTACTGAAAAGTT-3' 5'-TGAGCGATCTGGCTCTGTAG-3' 80
hPDX1 5-AAGTCTACCAAAGCTCACGC-3' 5'-GTTCAACATGACAGCCAGCT-3' 186
hS100A2 5-TGATGTGCAGTTCTCTGGAGCAG-3' 5-TCCACTTTCTCCCCCACAAAG-3' 154
hSOX9 5-AGTACCCGCACTTGCACAAC-3' 5-CGTTCTTCACCGACTTCCTC-3' 177
hSOX9 5-AGTACCCGCACTTGCACAAC-3' 5-CGTTCTTCACCGACTTCCTC-3' 177
hST6GALNAC1 5-AGTCACGACTACGTGTTCCG-3' 5-CCCAAGAGGCACGTTCTTGA-3' 156
hTTF1 5-TGGAGAACAAGGTGATCTGCG-3' 5-AACAGCAGCCCTTATTTGCAC-3' 162
hVCAM1 5" -GATTCTGTGCCCACAGTAAGGC-3' 5"-TGGTCACAGAGCCACCTTCTTG-3' 118
hVEGFA 5-AAGGAGGAGGGCAGAATCAT-3' 5'-CACACAGGATGGCTTGAAGA-3' 143
hVIM 5'-GGTACTCGCATTCTCCACCT-3' 5-CTCAATGTCAAGGGCCATCT-3' 238

2.tablazat:A qPCR soran vizsgalt géneket, azok primer szekvenciajat és a keletkezett termékek

hosszat osszefoglalo tablazat.

Y&

Fehérjék lokalizacidojana

k vizsgalata immunfestéssel

Az organoid mintakat passzalas utan tiveg alapu 8-as osztott Falcon-kamraba raktam ki

BME matrix cseppekben, majd egy hét tenyésztés utan paraformaldehiddel fixaltam (4%-os

PFA, PBS-ben oldva, 60 percig szobahdmérsékleten). Sterilen kezeltem, igy natrium-azid

hozzaadésa nélkiil a festésig 4°C-on taroltam parafilmel lezarva. Az immunfestéshez PBS-el

mostam (haromszor 5 percig, billegtetdre helyezve), majd permeabilizaltam (0,5 %-os Triton-

X 100 oldat PBS-ben oldva, 10 percig szobahdmérsékleten) és blokkoltam (blokkold: 5%-os
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FCS-magzati borju szérum; 0,2%-0s BSA-marha szérum albumin; 0,3%-o0s os Triton-X 100
oldat PBS-ben oldva; 1 o6rdig szobahdmérsékleten). PBS-es oblitést kovetéen (5 percig,
billegtetdn) hozzaadtam az elsddleges antitestet (kétszeresen hig blokkoldban oldva) és éjen at
billegtetén 4°C-on hagytam. Mésnap mosassal (0,3%-os Triton-X 100 oldat PBS-ben oldva,
4% natrium-klorid tartalommal; haromszor 30 percig szobahdmérsékleten és billegtetdn)
kimostam az elsddleges ellenanyag feleslegét, majd hozzdadtam a fluorokrommal jeldlt
masodlagos ellenanyagot (kétszeresen hig blokkoloban oldva) és két 6ran at inkubaltam
PBS-ben oldott DAPI oldattal megfestettem a sejtmagokat (15 perc, szobahdn) majd kétszer 10
perces PBS-es mosas és a végiil desztillalt vizes 6blités (5 perc) utdn a Falcon kamra falait
eltavolitottam ¢és lefedtem a mintdkat szobahén szilarduld feddanyaggal (Prolong Diamond
Antifade Mountant, Invitrogen). A képek elkészitéséhez Leica konfokalis lézer szkenning
mikroszkopot hasznaltunk. A felhasznalt ellenanyagokat és higitasaikat az aldbbi tablazat

tartalmazza (3.tabldzat).

Elsédleges ellenanyag Vizsgalt gén | Masodlagos ellenanyag | Gerjesztési hullamhossz Szin

direkt jelélt anti-humanCD142 (fikoeritrin) hCD142 - — piros
nyul- anti human SOX9 hSOX9 szamar- anti nyul 488 zéld

nyul- anti human Lumican hLumican szamar- anti nyul 488 zéld

nyul- anti human SOX9 hSOX9 kecske- anti nydl 568 piros

nyul- anti human PDK1 hPDK1 kecske- anti nyul 568 piros

3.tablazat:Az immuncitokémiai festések soran alkalmazott elsédleges-és masodlagos

ellenanyagok adatait 6sszefoglalo tablazat.
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EREDMENYEK

A CD142 rossz prognosztikai marker hasnyalmirigy tumorban és magas szinten
expresszaljak a PDAC organoidok is

Online adatbazis (www.proteinatlas.org) adatai alapjan azt talaltam, hogy

hasnyalmirigytumor esetében az F3/CD142 magasabb expresszidja rosszabb prognozissal
tarsul (2.4.abra). Erdekes modon az adatbazis alapjan azt taldltam, hogy mig kolorektalis tumor
esetében (CRC) a tumorsejtekben alig expresszalodik az F3/CD142 (nem mutatott adatok),
hasnyalmirigy tumor esetében ezen fehérje expresszidja magas és magas szinten jelen van a
tumorsejtek nagy szdzalékaban (>75% festett sejt per latotér) valamint az expresszidja tumoron
beliil is mutathat heterogenitast (2.B.dbra, bal oldali grafikon). Utébbi nem minden fehérjére
jellemzd, példaul a CDHI1 (E-cadherin génjének) expresszidja a tumorsejtek tobbségében

erdsen jelen van de nem mutat ekkora heterogenitast (2.B.dabra, jobb oldali grafikon).

A Tulélés analizis: F3/CD142 expresszidja hasnyalmirigy daganatban

0.9 iy
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2.abra: A) Magasabb CDI142 expresszio (rozsaszin gorbe) rosszabb tulélési ratat mutat
hasnyadlmirigy tumor esetében. B) Hasnyalmirigy tumorban a F3/CDI142 expresszidja

heterogenitast mutat a tumorsejtek kézt. (www.proteinatlas.org nyoman)
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Ebbél kiindulva adédik az a kérdés, hogy az F3/CD142 heterogén expresszidja
korrelaltathato-e valamilyen funkcidval, illetve, hogy milyen jellemzdi vannak a CD142-t
magasan expresszald hasnyalmirigy tumorsejteknek. Kutatocsoportunk korabban 8 db PDAC
organoid tenyészetet novesztett mind BME/Matrigel, mind kollagén-I cseppekben ¢s az
Osszesen 16 mintabol teljes RNS-t izoldlt. A kollagén-I ebben az esetben egy alternativ
extracellularis matrixot reprezentalt, melynek mennyisége a tumorigenezis soran feldisul. Ezen
mintakkal elvégzett qPCR eredményeim alapjan az Osszes organoid vonal magas szinten

expresszalta az F3/CD142 fehérjét és az expresszids mintazatban nem taladltam kiilonbséget
CD142 expresszio PDAC organoidokban

BME ¢s kollagén esetében (3.dbra).
(=T I < (= (=]
m <5 < w m = [Ty
@ @ @ oo @ @ @ o
e © © =] e < =]

BME/matrigel Kollagén .

100
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expresszaljak az F3/CD142 fehérjét.
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A human PDAC organoidok heterogén modon expresszaljak a CD142 fehérjét

Az organoid tenyészetek nagyon j6 modelljei a tumorkutatasoknak, mivel rendelkeznek
a tumorok azon kozponti tulajdonsagéaval, hogy sejtes heterogenitast mutatnak (Boj et al.,2015;
Drost & Clevers, 2018). Immuncitokémiai festéssel megmutattam, hogy a PDAC

organoidokban heterogén mddon expresszalodik az F3/CD142 fehérje. E membran-lokalizalt
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fehérje az organoidot felépitd tumorsejtek egy részében detektalhatd, mig mas sejtek negativnak
bizonyultak (4.dbra). Konfokalis 1ézer szkenning mikroszkoppal ugynevezett ,,z” iranyban is
végig szkenneltem az organoidokat €s hasonld heterogén festést lattam minden fokuszsikban.
Az organoidokat 40x objektivvel vizsgaltam, kisebb méretiieket valasztva, hogy beleférjenek

egy latotérbe.

CD142 kontrol

4.abra: A) CDI142 heterogén expresszioja, B) kontrol festés (csak szekunder antitest), C)
CD142 heterogén expresszioja (piros jel) és magfestés Dapi-val (kék jel), D) kontroll festés
(csak szekunder antitest) és magfestés (DAPI). Méretarany: 25 yum

Aramlasi citometria segitségével sikeresen elkiilonitettiink olyan sejtcsoportokat,
amelyek a CD142-t magasan (CD142magas) vagy alacsonyan (CD142amacsony) €xpresszaltak. A
beallitdsok soran tigyeltiink arra, hogy kizardlag csak a nagyon magas és nagyon alacsony
expressziot mutato sejteket valogassuk ki (felsd €s also kb. 20-20%-a sejteknek). A QIAZOL-
ba szortolt sejtek szama (10.000-20.000 sejt/organoid minta) elegendd volt megfeleld
mennyiségli RNS izolalisahoz. Ot PDAC organoid vonalbol szortoltam ki CD142magas €S
CD142a1acsony sejteket, melyet egy reprezentativ abran mutatok be (5.dbra A-C). A szortolt
sejtekbdl izolalt teljes RNS minta CD142 mRNS tartalmat RT-qPCR-el vizsgaltam, ami
igazolta a CD142a1acsony sejtek alacsony expresszidjat a CD142magas magas populaciohoz képest

minden mintapar esetében (5.D dbra).
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S.abra: A-C) reprezentativ szortolasi abrak, CDI142magas €s CDI142u1acsony Sejtek elkiilonitése
aCD142-PE antitest segitségével. D) Eltéré CD142 expresszio a szortolt sejtekben.

Markerfehérjék expresszios kiilonbségeinek vizsgalata a CD142magas és CD142a1acsony
sejtpopulaciokban

A QIAGEN-be szortolt sejtekbdl izolalt RNS mintdkat teljes RNS mennyiségre
normalizaltam (Nanodrop), vagyis mintanként azonos RNS mennyiségeket irtam 4t cDNS-re.
A qPCR soran a gének expressziojat a HPRT haztartasi gén expresszidjahoz viszonyitottam. A
vizsgalt és bemutatott géneket alabbiakban csoportositottam: 1, proliferativ (stemness=0ssejtes)
jelleget jelold gének ii, epithelidlis, duktalis karakterisztikat, valamint klasszikus EMT-t
(kadherin switch) jelz6 markerek iii, mezenchimalis illetve invazids fenotipusra utal6 gének (6.
dbra). Az eredményeket a négy altalam fenntartott PDAC organoid vonal esetében mutatom
be.

A CD142asacsony €s CD142ma0as sejtek Osszehasonlitdsa volt a cél, igy a qPCR
eredményeket az aldbbi modon &brdzolom: minden gén esetében kiszamoltam a
hatvanyszazalékot (=expresszios szint, ami haztartasi gén altal normalizalt expresszios érték:

2°4Ct hatvanyanak 100-szorosa; ahol a dCt= Ct(adott gén)-Ct (haztartsasi gén, esetiinkben
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HPRT)), majd az egyes mintakban (szortolt sejtpopulacioparokra vonatkoztatva) a CD142magas
sejtek expresszids szintjét CD142;1acsony-t0l vald szazalékos eltérésként abrazoltam a
grafikonokban, A 100-as értéknél huzott lila szaggatott vonal az adott mintakbdl szortolt

CD1421acsony sejtek expresszids szintjét jeldli (6. és 7.abra).

3 stemness markerek epitelidlis, klasszikus EMT, mezenchimalis,
E duktélis markerek invazios markerek
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6.dbra: Kiilonboz6 marker fehérjék expresszios szintjeinek osszehasonlitasa a szortolt
sejtcsoportokban. A CDI142 aiacsony Sejtek expresszios szintjét (hatvanyszdzalék: 2" *100)
100%-nak vettem (lila szaggatott vonalak) és kiszamoltam mintapdaronként a hozza tartozo

CD142 magas sejtek expresszios szintjének szdzalékos eltérését.

Az organoidok kozott tobb gén esetében heterogenitas mutatkozik arra vonatkozoan,
hogy a CD142mags sejtek milyen mértékben expresszaljdk az adott gént a CD142aacsony
populécidhoz képest. (példaként 6.B adbra CTNND 1, EpCAM, KRT19, valamint 6.C dbra EZR).
Mas gének expresszios mintazatdban taldltam konzekvencidt a parhuzamos biologiai mintakat
nézve , azonban a CD 142,45 sejtpopulacié minden esetben kdzel azonos expresszidt mutatott
a CD142;1acsony sejtpopulacioval osszevetve (6.4 dbra CD44, 6.C abra MMP14 és BMPR?).

Mig minden egyes organoidban a CDH1 gén magas expressziot mutatott (atlagos Ct=25
értékkel), a CDH2 expresszio joval alacsonyabb volt ennél (Ct értékek kiilon nincsennek
abrazolva), vagyis klasszikus kadherin csere nem mutatkozik ezen tumorsejteknél. Azonban a

CD142-t magas szinten expresszalo sejtek esetében érdekes médon a CDH2 expresszids szintje
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minden egyes mintdban konzekvensen a CD142ajacsony sejtpopulacidban detektalt alatt maradt,
amit jol tiikr6z a 6.abra B grafikonja. Altalanossagban elmondhato, hogy a kadherinek (CDH1,
CDH2), valamint a pl20 catenin (CTNNDI) expresszidos szintje a CDI142magas
sejtpopuléciokban kozel azonos vagy alatta marad a CD142a1csony sejtpopulacidkban mért
szintekhez képest. Mindemellett azt talaltam, hogy a SOX9 transzkripcios faktor mind a négy
organoid vonal esetében magasabb expressziot mutatott a CD142magas mintakban (6.4 dbra).

Osszességében azt lattam, hogy mindkét sejtpopuldcioban megmaradnak az epithelilis
markerek és magas szinten expresszalodnak az invazios potencialra utalo fehérjék is, mint az
ezrin (EZR) és matrix metalloprotedz 14 (MMP14). Emelett érdekes modon a Lumican (LUM)
nevll mezenchimalis marker joval alacsonyabb expressziot mutatott a CD142-t magas szinten
expresszalo sejtekben (6.8 dbra).

Legtjabb kutatdsok azt eredményezték, hogy a PDAC tumoron beliil kiilonb6zd
tumorsejttipusok lehetnek jelen, melyek klasszikus (sok glikolizalt fehérjét termeld), bazalis
(magas keratin tartalmu) és intermedier (ketté kozotti, mindkettd tipusra jellemzé markereket
expresszalo) fenotipusu kategoridkba sorolhatok (Raghavan et al, 2021). Az éltalam szortolt
sejtek esetében megvizsgaltam, hogy kiilon kategdridba sorolhatd-e a két szortolt sejtpopulacio.
Bar konzekvencia nem figyelhetd meg, szamos tumorsejttipus-marker alacsonyabb szintii
expressziot mutat a CD 142 magas s€jtpopulacioban a CD142-t alacsonyan expresszald mintakhoz

viszonyitva (7. dbra).
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7.abra: Klasszikus, bazalis és intermedier kategoriakba tartozo tumor markerek expresszios
szintjének dsszehasonlitasa  kiilonbozé organoid vonalakbol szortolt CDI142p4gas €5

CD142414cs0ny Sejtpopuldciokban. Mintanként a CD142ucsony Sejtek expressziojat 100%-nak
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vettem (lila szaggatott vonal) és ennek fiiggvényében abrazoltam az ugyanabbol mintdabol

szortolt CD142 4445 Sejtek expresszios szintjének szdazalékos eltéréset.

A SOX9, Lumican és PDK1 fehérjék heterogenitasa PDAC organoidokban

A CD142 heterogenitasa mellett kivancsi voltam, hogy a SOX9 transzkripcids faktor és
a Lumican proteoglikdn fehérje milyen mintazatban expresszalodik a PDAC organoidokban.
SOX9 esetében qPCR soran is lathattuk, hogy magasabban expresszalodik a CD142 markert
magasan expresszald sejtekben, ezenkiviil amellett hogy jelenléte progenitor statuszra utal
korabbi kutatas azt is megmutatta, hogy fontos feladata lehet a tumorok invazios képességében
(Sun et al., 2013). A Lumican mezenchimalis marker esetében viszont joval alacsonyabb
expressziot mutattak a CD142a1acsony sejtek, azonban ezen marker extracellularis jelenléte is
Osszefiiggésbe hozhato a tumorképzddéssel (Li ef al., 2014).

SOX9 esetében azt taldltam, hogy az organoidokon beliil jol elkiilonithetéek olyan
teriiletek, ahol a markert a sejtek erdsen expresszaljak, azonban az organoidon beliil a festés
heterogenitdst mutatott, olyan teriiletek is voltak ahol a sejtmagban nagyon gyengén volt
detektalhatd ez a transzkripcios faktor. Megjegyzendd, hogy sok esetben ezek a kiilonb6zd
mértékli SOX9-sejtmagszignalt mutato sejtek csoportosulast mutatnak (8.8 dbra, 9.D dabra).

Ugyanezen festés soran a Lumican markernél nem talaltam egyértelmien kimutathato
heterogenitast, a festés a minden sejt koriil kimutathaté volt (8.C dbra).

Megfestettem a PDK1 (piruvat-dehidrogenaz-kinaz 1) enzimet, aminek szintén fontos
szerepe lehet a tumorképzddésben és a KRAS tutvonal aktivitasaban (Eser ef al, 2013). A PDK1

festés is mutatott organoidon beliili heterogenitast a tumorsejtek kozott (9.8 dbra).
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8.abra PDAC organoidok immunfluoreszcens festése: A) kontroll (csak masodlagos antitest és

DAPI), B) anti-SOX9-Alexa488 és DAPI C) anti-lumican-488 és DAPI. Méretarany: 25 um

A orglé B orglé
c orghd D org4b

9.dbra PDAC organoidok immunfluorszcens festése: A) és C) kontrollok (csak masodlagos
antitest és DAPI), B) anti-PDKI1-Alexa 568 és DAPI C) anti-SOX9-Alexa568 és DAPIL
Meéretarany.: 25 um



DISZKUSSZIO

A CD142 fehérjét eredetileg egy koagulacios faktorként irtak le (Morrisey, 2004). E
fehérje jelenléte érdekes moddon nagyban befolyasolja bizonyos tumorok, elsésorban a
hasnyalmirigy daganatok fejlodését, talélését. Ez a sejtfelszini glikoprotein jelen van a
hasnyalmirigy embrionalis fejléddése soran, mely embernél az embri6 4. hetében veszi kezdetét
¢s a hasnyalmirigy kezdemény (angolul: ,,bud”) szdmos multipotens progenitor sejtet tartalmaz,
melyek tobbek kozt a SOX9 transzkripcios faktor fehérjét expresszaljak (Seymour et al., 2007).
Az embrionalis fejlédés soran a progenitor sejtek CD142 fehérjét is expresszalnak, ezen fehérje
a pancreas exokrin fejlédése szempontjabdl szolgél egy progenitor statuszt jelolo sejtfelszini
markerként (Ramond er al.,, 2017 ¢és 2018). Mig CRC tumorban nagymértékben
fibroblasztokban expresszalédik a CD142, méghozza heterogén modon kiilon fibroblaszt
alpopuléciokat jelolve, melyekhez funkci6 is kapcsolt (Sods et al., 2023), PDAC-ben online
adatbazis alapjan azt talaltam, hogy ebben a tumortipusban, szemben a CRC-vel, erdsen jelen
van a CDI142 a tumorsejtekben és expresszios szintje sejtes heterogenitdst mutat

(www.proteinatlas.org).

A PDAC organoidok megtartjdk a tumorokra jellemzd sejtes heterogenitast, emellett
kiténé modellrendszerek amiatt is, hogy in vitro kontrollalt koriilmények kozt ndveszthetdk.
Ezt kihasznalva megvizsgaltam, hogy ha a PDAC tumorra jellemzd erds kollagén feldasulast
modellezziik, vagyis kollagén I cseppbe helyezziik az organoidokat, taldlunk-e expresszios
kiilonbségeket a CD142-re nézve ahhoz képest ha BME cseppben novesztjiik. Eredményeim
alapjan elmondhat6, hogy ez a mikrokdrnyezet valtozas nem befolyasolta a CD142 expressziot
PDAC organoidokban: mind kollagén- mind BME — cseppben tenyésztve magasan
expressszaltdk a CD142 fehérjét. A PDAC organoidok heterogén modon expresszaljak a
CD142-t és anti-CD142 ellenanyaggal jol elkiilonithetdnek bizonyultak a CD142-t magasan és
alacsonyan expresszalo sejtpopulaciok.

Tobb kiilonb6zo gén expresszids szintjét is megnéztiik, annak reményében, hogy ezen
fehérjék expresszios szintje valamilyen modon Osszefliggésbe hozhato a CD142
expressziojanak mértékével és raviladgithatunk a CD142magas sejtpopulacio karakterisztikajara.

Eredményeim alapjan azt talaltam, hogy a PDAC organoidok megtartjak az epitheliélis
jellegiiket és ez jellemzd mind a CD142magas, mind a CD142ajacsony sejtekre i1s. Mindkét
sejtpopulécido megtartotta az E-kadherin (CDH1) expressziojat, azonban érdekes modon egy

olyan tendencia mutatkozott, hogy a CDI142-t magasan expresszaldo sejtek veszitenek
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epithelialis jelleglikbol: kozel azonos vagy egyes organoidokndl alacsonyabb E-kadherin
(CDHI) és p120 (CTNND1) szintet mutattak. Utobbi fehérje az E-kadherin membranban 1évo
stabilizacidjat segiti el6 (Lo et al, 2018). a

Erdekes modon azt talaltam, hogy a CD142mags sejtek a tumorsejtek altal amagy is
nagyon alacsonyan expresszalt N-kadherint (CDH2) még alacsonyabb szinten expresszaltak.
Kadherin switch (=kapcsolas, klasszikus EMT) nem volt detektalhaté a PDAC organoidokban,
de eredményeim alapjan ezt a potencialt a CD142-t magasan expresszald sejtek még inkabb
elveszitették. Emelett invazios potencidljuk megmaradt a CD142m,g.s sejteknek, amit tiikkroz a
magas ezrin és MMP 14 expressziojuk.

A SOX9 transzkripcids faktor, mely talmiikodését mar kordbban is Osszefiiggésbe
hoztdk a tumorképzddéssel (Kopantzev et al, 2022; Jo et al., 2014), magasabb expressziot
mutatott azokban a mintdinkban, melyekben a CD142 expresszids szintje is jéval magasabb
volt. Mind a SOX9, mind a CD142 hasnyalmirigy progenitor statuszt jelol6 markerként van
nyilvantartva, igy ezen fehérjék egyiittes expresszioja egy dedifferencialtabb allapotra utalhat
a PDAC tumorsejtek kozt a CD142magas sejtpopulacio esetében. Ezzel korrelal az a megfigyelés,
hogy a CD142mags sejtpopulécid tobb organoidban alacsonyabb szinten expresszalt mind
epithelidlis markereket, mind a lumican mezenchimalis markert. Immunfestés segitségével a
heterogén CD142 expresszid mellett azt talaltam, hogy mind a SOX9, mind a PDK1 jelenléte
heterogenitast mutat a PDAC organoidot felépitd tumorsejtek kozt. A PDK1 fehérjérdl egy
korabbi kutatds kimutatta, hogy kulcs szerepe lehet a KRAS utvonal aktivaldsdban szdmos
tumorban, tobbek k6zott PDAC-ban is (Eser ef al., 2013). Lumican esetében nem lattam ezt a
heterogenitast, de mivel ez egy szekretalt glikoprotein, eloszldsa a mintdban nem feltétlentil
tilkkrozi a sejtek kozti expresszids kiilonbségeket. Ez lehet a magyarazata annak a latszolagos
ellentmondasnak, hogy a qPCR eredmények CDI142magas sejtekben alacsonyabb Lumican
expressziot mutattak.

A gPCR eredményeim alapjan a CD142 antitesttel szortolt sejtpopulaciok nem
kiilonithetdek kiilon tumorsejttipus csoportba, azonban csoportbesorolastol fiiggetleniil
mindegyik marker esetében az a tendencia mutatkozott, hogy a CD142magas sejtek alacsonyabb
szinten expresszaljak ezeket a vizsgalt géneket. Ezen eredmény szintén korreldl a
dedifferencialtabb statuszra mutaté eredményekkel

Osszeségében az mondhaté el, hogy a tumorok heterogenitdsanak vizsgilatira az
organoid rendszer egy kitlind modell, els6sorban azért is, mert nagyon jol megtartja €s tiikrozi
az in vivo allapotra hasonl6 sejtes heterogenitast. Ez a heterogenitds mutatkozik CD142

expresszio esetében is. A SOX9 magasabb expresszidja CD142-t magasan expresszald
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sejtekben és az a tendencia hogy ezen sejtekben az epithelialis jelleg gyengiil, arra utal, hogy
PDAC organoidokban a CD142 pozitiv sejtek szortoldsaval egy dediferencidltabb allapotu
sejtpopuléciot sikeriilt elkiilonitenem.

Tovabbiakban a kolokalizacios vizsgalatok fognak fényt deriteni arra, hogy a SOX9 és
PDKI1 fehérjék heterogén expresszidos mintdzata atfed-e a CD142 heterogenitas-mintazattal
PDAC organoidokban. Emellett a CDH1 és EpCAM immunfestését is tervezem. A progenitor
¢s egy esetleges erdsen proliferdld jelleg tovabbi vizsgalatara KI67 festést tervezek.
Reményeim szerint a jovoben még tobb hasonld Osszefliggést tarhatunk fel és kozelebb
keriilhetiink a hasnyalmirigy daganat ¢s annak heterogenitasanak pontosabb megismeréséhez

¢s hatékonyabb gydgyitasahoz.

22



SZERZOI HOZZAJARULAS

¢ A human embriondlis vese Ossejteket (HEK, stabilan transzfektalt 293T sejtek; teljes
név: Cultrex HA-R-Spondinl-Fc 293T, R and D Systems 3710-001-10; Kuo, C.J. U.S.
Patent 9,464,275.) fenntartottam megfeleld konfluencia elérése esetén organoid
alapmédiumba helyeztem, és az altaluk termelt R-spondint hasznaltam a PDAC
organoidok fenntartasahoz

e A paciensekbdl szarmaz6 organoidokat BME cseppekben tenyésztettem (négy vonalat
¢én tartottam fenn), a mintédkkal folytatott munkat steril koriilmények kozott végeztem.

e A tenyésztett organoidokat aramlési citometridhoz megfestettem, a QIAZOL-ba szortolt
, @ mintakbol RNS-t izolaltam amit cDNS-re atirtam. A qPCR plateket megterveztem
¢s O0sszemértem a megfeleld reakcidelegyeket, majd az eredményeket kiértékeltem.

e Az organoid mintdk egy részét Falcon-kamraban tenyésztettem immuncitokémiai
eljaras céljabol, ezeket kiillonbozé marker fehérjékre specifikusan megfestettem, majd

konfokalis 1ézer szkenning mikroszkdpban megvizsgaltuk.

., Ezuton nyilatkozom, hogy TDK konferencidn korabban nem értem el helyezést. Ha a jelen
BTDK Konferencia elott masik TDK konferencian helyezést érek el, arrol a BTDK szervezoit
még a konferencia eldtt értesitem, a nyertes palyamunkat eljuttatom hozzajuk.”

Szasz Regina
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