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1.ROVIDITES JEGYZEK

AC: Adenil- ciklaz

ACL: Adenil- ciklaz 1

AC2: Adenil- ciklaz 2

AC3: Adenil- ciklaz 3

AC4: Adenil- ciklaz 4

ACS5: Adenil- ciklaz 5

ACS6: Adenil- ciklaz 6

ACT: Adenil- ciklaz 7

ACS8: Adenil- ciklaz 8

AC9: Adenil- ciklaz 9
Amyla: Amilaz-1a

Amylb: Amilaz-1b

Amylc: Amilaz-1c

ANO1: Anoktamin 1

BSA: Marha szérum albumin
Ca?*: Kalcium-ion

Calm1: Kalmodulin 1
Calm2: Kalmodulin 2
Calm3: Kalmodulin 3
Calm4: Kalmodulin 4
Calmb5: Kalmodulin 5
CAMP: 3°-5’-Ciklikus adenozin-monofoszfat
Cavl: Kaveolin 1

CFTR: Cisztas fibrozis transzmembran
konduktancia regulator
Cdh5: Kadherinb

CI': Klorid-ion

CPA: ciklopiazinsav
Cracr2a:

ER: Endoplazmatikus retikulum
FBS: Magzati marha szérum

FOXAZ2: Forkhead Box A2 transzkripcios faktor
Homerl: Homer fehérje homolog 1

HNF1-B: HNF1 Homebox B transzkripcios faktor
Ins: Inzulin

Kcnn3: Kalium-kalcium-aktivalt-csatorna N

alcsalad, 3. tag

Krtl9: Citokeratin 19

Napa: NSF kapcsolofehérje a

Ocln: OKkKludin

ORAI1: Kalcium felszabadulas-aktivalt
kalcium csatorna fehérje 1

OrmdI3: ORMDL szfingolipid bioszintézis
szabalyozo 3

PBS: foszfattal pufferolt sooldat

PM: Plazmamembran

RhbdI2: Romboidhoz kapcsolodo fehérje 2
SPCA: Szekretoros utvonal Ca®* ATP4z
SPCAZ2: Szekretoros Gtvonal Ca?* ATP4z 2
(ATP2C2)

SPCAL: Szekretoros utvonal Ca?* ATP4z 1
(ATP2C2)

Septin4: Fehérje kodolo gén

Septin7: Fehérje kodolo gén

SICE: Raktir fiiggetlen Ca?* bedramlas
SOCE: Raktar fiiggé Ca?* bedramlas

Sox9: SRY-box transzkripcios faktor 9
STIM1: Stromalis interakcios molekula 1
STIM2: Stromalis interakcios molekula 2
Tmem20: Transzmembran fehérje 20
Tmem178a: Transzmembran fehérje 178a
Tmem178b: Transzmembran fehérje 178b
Ubgln: Ubiquillin
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2. TARTALMI OSSZEFOGLALO

A cisztas fibrézis transzmembran konduktancia regulator (CFTR) ClI” és HCOz3™ csatorna, az
homeosztazisat. A csatorna barmilyen diszregulacidja vagy hibdja olyan patofiziologias
allapotokhoz vezethet, mint a cisztas fibrozis (CF), a CF-hez tarsuld6 majbetegségek,
hasnyalmirigy-gyulladas vagy a kolera bakterialis toxin altal kivaltott tulzott szekrécio. Bar a
CAMP/PKA-fiigg6 foszforilacio a csatorna aktivalasanak egyik kozponti eseménye, a cAMP és
a Ca?* jelatviteli itvonalak kozotti szinergia tobb szinten is finomhangolja a CFTR altal
kozvetitett szekréciot. Csoportunk az elmult években megfigyelte, a CFTR aktivitasanak
nagymértékii fiiggését az ORAIl csatornan keresztiili Ca?* bedramlastol, az apikalis
plazmamembranban (PM) lezajlodo jelatvitel molekularis szervezddése azonban nagyrészt

ismeretlen maradt.

Munkank soran ezért célul tiiztiik ki az ORAI1 Ca?" csatorna-fiiggé CFTR szabalyozas

hatterében meghtizodé Ca®* szignalizacié molekuldris elemeinek és miikddésének feltarasat.

Kisérleteinkhez human és egér hasnyalmirigy szovetekbdl organoid kultirdkat hoztunk létre.
Az organoidok identitdsat RNS szekvendlassal és immunfluoreszcens jelolési eljarasokkal
vizsgaltuk. Az intracelluldris Ca?* szintet éldsejtes kisérleteinkben FURA2-AM indikatorral
monitoroztuk. A fehérje interakcios vizsgéalatokat szuperrezolucids, direkt sztochasztikus
optikai rekonstrukciés mikroszkopiaval (ASTORM) és az ezt kovetd klaszter analizissel

veégeztik.

Kadaver donoroktol szarmazo6 hasnyalmirigy mintakbdl organoid biobank épitésébe kezdtiink.
Az organoidokat felépité sejtek duktalis identitasat RNS szekvanalasi eredményeink, valamint
a polaris CFTR, a citoplazmatikus KRT19, és sejtmagi SOX9, HNF1B, FOXA2 fehérjék
kimutatasaval igazoltuk. Kisérletesen bemutattuk az ORA1 csatorna konstitutiv miikodését és
a bazalis Ca?" szinthez valé hozzajaruldsat primer epitelialis sejtekben. lgazoltuk, hogy az
endoplazmatikus retikulum (ER) membranjaban elhelyezkedé SPCA2 (Secretory Pathway
Ca?*-ATPase) elengedhetetlen az ORAII csatorna miikddéséhez, mivel erésiti a ER Ca?*
deplécio nélkiili, STIM1-ORAII interakciot az ER-PM junkcidkban.

Eredményeink tehat arra utalnak, hogy az SPCA2 altal medialt, ER-deplécio fiiggetlen, ORAIL
csatornan keresztiili Ca?" bearamlas hatarozza meg a CFTR fiziolégiai aktivitisat a polarizalt

epithéliumokban. Az altalunk feltart szabalyozasi mechanizmus elengedhetetlen az epitél sejtek

crer



3. BEVEZETES
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meg a testnedvek Osszetételét €s mennyiségét, ezaltal fenntartjdk a szervezet homeosztazisat
[1]. A polaris epitél sejtekben a transzcellularis soszekréciot elsésorban a Cl” kilépése iranyitja
az apikalis membranon keresztiil [2]. A szekrécid sebesség limitald 1épéseként is nevezett CI°
kidramlast tlnyomorészt a szintén apikalisan elhelyezked6, CFTR (Cisztas Fibrozis
Transzmembran Konduktancia Reguldtor) CI" ¢s HCOg3™ csatorna aktivitasatol, kisebb részben
pedig egyéb Ca?" dependens CI- csatornak (pl.: TMEM16A6/ANO1) vagy transzporterek (pl.:
SLC26A9) miikodésétol fiigg [3]-[5].
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1. dabra A CFTR normadl és hibas miitkédésének szerepe a kiilonféle szervek fiziologias és

patofiziologias dllapotainak kialakitasaban. A sematikus abra a funkcionalis, apikalis CFTR csatorna
miikodését (A.), valamint a nukleotid polimorfizmusok (B.) és az F508del mutdcié okozta defektusokbol
eredd (C.) zavarokat mutatja be.

Az 1989-es felfedezése ota a CFTR az egyik legintenzivebben kutatott fehérjévé valt,
feltehetden a cisztas fibrozisban (CF) betoltott kdozponti szerepe miatt [6], [7]. A CF a kaukazusi
populacid leggyakoribb genetikailag 6roklodé betegsége, amely Eurdpaban megkdzelitleg
3500 ujsziilottbdl 1-et érint [8], [9]. Jellemzden a betegségben szenvedd egyének 70-90%-a
legalabb az egyik allélon hordozza az tigynevezett F508del mutaciot, amely a CFTR hibas
Osszeszerel6déséhez és igy elégtelen membrantranszporthoz vezet [10]. Az évek soran

mutaciok egész sorat (pl.: egyetlen nukleotid polimorfizmus — SNP) azonositottak, amelyek



kiilonb6z6 mértékben jarulnak hozza a CF progresszidjahoz [11]. A betegségben a szekrécios
elégtelenség tobbszervi manifesztacidja olyan korképeket eredményezhet, mint példaul a
bélelzarodasi szindromak, CF tarsitott majbetegség, diabétesz vagy hasnyalmirigy gyulladés
[12]-[15]. A halalozasi ok azonban tobbnyire a tiiddben kialakult patologias allapotnak
koszonhetd, ahol a CFTR koordinalta szekrécid hianyaban 1étrejovo strli, nyalkaszerti mucin
elzarja a légutakat, amivel parhuzamosan a virdlis és bakterialis patogének elterjedésével
végzetes gyulladas alakulhat ki [16]. Nem csupan a CFTR alulmiikodése okoz potencialisan
halalt kivaltd korképeket. A kolera enterotoxinja a CFTR aktivaciojaval okoz bérrendszeri
tiineteket, az igy kivaltott hasmenés kiszaradashoz és halalhoz vezethet [3], [17]. Ezen okok
miatt a CFTR korrekciojat és gatlasat megcélzo potencialis terapidk kutatdsa és fejlesztése

jelenleg is intenziv tudomanyos teriilet [18], [19].

3.2. A CFTR felépitése €s szignalizacids kapcsolatai

A CFTR az ABC (ATP-binding cassette) transzporterek csaladjaba tartozo csatorna, amelyek
jellemzéen ATP hidrolizissel mozgatjak szubsztratjaikat intra- vagy extracellularis iranyba.
Szerkezetiiket tekintve hagyomanyosan konzervalt felépitést mutatnak. A CFTR fehérje ehhez
hasonléan 6t doménbdl all. Egy szabalyzo (R-regulatory), két-két transzmembran (TM-
transmembrane) és citoplazmatikus nukleotid kot domén (NBD-nucletoide binding domain)
épiti fel [20], [21]. A CFTR kapuzasat (nyitasat/zarasat) két folyamat hatarozza meg. Az
aktivaciohoz a citoszolikus R-domén kinaz-fiiggé foszforilacidja sziikséges mig a nyitast az
NBD ATP koétése iranyitja [22]-[24]. A csatorna zart allapotaban nem foszforilalt, a regulalo
domén pedig az NBD1-hez kotodik, megakadalyozva az NBD1 ¢s NBD2 kozotti interakciot,
igy az ATP molekula hidrolizisét [20].

A CFTR foszforilaciojat szamos kinaz enzim végezheti. A Protein Kindz A altali foszforilacio
a csatorna aktivitasanak kulcsfontossagu szabalyozoja [22], [24]. Azonban szamos mas kinaz
is képes foszfat csoport elhelyezése tjan kivaltani a CFTR aktivalasat. Kimutattak példaul a
Protein Kinaz C (PKC) altali részleges CFTR aktivaciot (az R-domén 686. és 790. szerin
aminosav foszforilacidjaval), ami hozzajarul a késébbi PKA okozta teljes csatorna aktivitas
kivaltashoz [23], [25]-[28]. Az AMP-aktivalt kinaz (AMPK) a CFTR C-terminalisdhoz
kotddve képes a csatorna foszforilacidjara és a zart allapot stabilizalaséra, feltehetden a csatorna
finomhangolasat végezve ezzel [29]. A tirozinkinazok, koziil a p60c-Src és a prolinban gazdag
tirozinkinaz 2 (PYK2) egyarant képes aktivalni a CFTR medialta C1” aramot [30], [31]. Korabbi
kutatasok azt is megallapitottak, hogy a CaM kinaz I, és a CGMP-fiigg6 fehérje kinazok egyes

izoformai is képesek a CFTR foszforilacidjara, azonban egyeldre kizardlag az utobbi szerepérol



deriiltek ki részletek, mégpedig az enterotoxinok altal kivaltott hiperszekrécidos hasmenésben
betoltott aktivacios hatasairol [25], [32].

A CFTR tehat egy foként cAMP-PKA ttvonal altal aktivalt Cl” csatorna. Az utdbbi években
azonban szamos tanulmany kiemelte példaul a Ca®* jelatvitel fontossagat az aktivacié soran,
valamint ramutatott a Ca®* és a cAMP jelatvitel szinergizmusara, az epitél sejtek altal ellatott
szekrécios folyamatokban [33]. A két szignalizacios utvonal egyik kapcsolodasi pontjai a
CAMP molekulékat eldallitd fehérjecsalad, az Adenil ciklazok (AC) azon tagjai, melyek az
tigynevezett Ca?* és Kalmodulin aktivalt AC-k. Megkiilonboztetiink Ca?* /kalmodulin aktivalt
(ACI; AC3 és AC8) Ca®* gatolt (AC5; AC6) és Ca®" inszenzitiv (AC2; AC4; AC7; AC9) AC
tagokat [34], [35]. A hasnyalmirigy epitél sejtjeiben mar igazoltak az AC fehérjék és a Ca®*
szignalizacio kozotti kommunikaciot gyulladdsos kornyezetben, ahol a megndvekedett
intracellularis Ca®" szint represszalta a Ca?* gatolt AC6-ot, ami igy csokkent
folyadékszekréciohoz vezetett [34]. EQy masik publikacioban azt is bemutattak, hogy a CFTR
aktivalodhat egy masik, PKA fiiggetlen modon, az intracellularis Ca®* szint megemelkedése
mellett. A folyamatban Ca?* k&td kalmodulin kdzvetlen médon kapcsolédik a CFTR R

doménjéhez, majd foszforilacio fiiggd modon befolyasolja csatorna aktivitasat [36].

Csoportunk az elmult évek soran, a
0] ® CFTR aktivitasanak hatterében allo

szinergista szignalizacids kapcsolatot
AC1/3/8

[prre:

() e %0 bedramlas (Store Operated Calcium
3 p ATP cAMP
e L) () Entry — SOCE) folyamatabol ismert

L) ®
~0 Q ORAIL Ca?* csatorna szabalyozza. A

PKA

kutatta. Azt a megfigyelést tettiik, hogy
a CFTR aktivitasat a korabban

leginkabb a  raktar-fiiggé  Ca?

két csatorna kozotti fizikai
kolcsonhatasra utald tavolsagot &s
funkcionalis kdlcsOnhatast egyarant
leirtunk [37]. A jelenség hatterében

azonban bizonyosan nem a SOCE
Ca?* mikroniche cAMP mikroniche

2. abra A CFTR szabdlyozas modellje polaris epitél sejtekben (Eredeti abra forrdsa: Kiss Aletta Kata
Diplomamunkdja, cime: A raktar-fiiggetlen Ca®* bedramlds irdnyité szerepe a szekrécios epitél sejtek
CFTR aktivaciojaban) A piros kerddjel az ORAIl-et szabalyozo ismeretlen fehérjét/fehérjéket és
mechanizmust jel6li. PM-plazmamembran



biztositja a CFTR aktivitasahoz sziikséges Ca>* mikronichet, mivel az altalunk leirt jelenség az
endoplazmatikus retikulum (ER) Ca?* deplécidja nélkiil zajlik. igy a CFTR aktivitasanak
szabalyozasa mogott meghtizodd Ca®* szignalizacios elemek és az ER esetleges szerepe még

ismeretlen maradt.

3.3. A raktar fuged kalcium bedramlas (Store Operated Calcium Entry — SOCE) nem

kizarolagos szerepe a Ca" haztartas iranyitisaban.

A raktarfiiggd Ca?* belépés a nem excitabilis eukaridta sejtek Ca®* szignalizacidjanak egyik
kozponti mechanizmusa, melynek szerepe van az intracellularis Ca®* egyensuly fenntartasaban
[38], [39]. A extracellularis Ca®" bearamlas nélkiilozhetetlen példaul az exocitdzis, az
enzimszabalyozas, a génexpresszid regulacidja, a sejtek novekedése, migracidja és
proliferacidja, valamint az apoptozis szabalyozasahoz [40]. A SOCE aktivalasaban, a STIM
(Stromalis Interakcios Molekula) és az ORAI fehérjecsalad tagjai jatszanak fontos szerepet
[41]. A STIM fehérjék az ER Ca®" szenzoraként miikddnek, amelyek érzékelik az ER Ca?*
raktarak kimeriilését. Ekkor a STIM fehérjék oligomerizalédnak, az ER-PM junkciok teriiletére
transzlokalédnak és ugynevezett punctakka aggregalddnak. Az ORAI fehérjék, a SOCE PM ¢s
porusképz6 komponensei. Az ER kimertilés soran a STIM fehérjékkel kapcsolodva meginditjak
az extracellularis Ca®* bearamlasat [40].

A SOCE folyamataban részt vallald fehérjék hibdja azonban szdmos patofiziologias allapot
kialakulasdhoz hozzajarul. Az orokletes sulyos kombinalt immunhidnyos szindroma (SCID)
egyik form4jaban szenvedd betegekben hibas ORAII miikddést irtak le, amelyet sszefiiggésbe
okozhat, valamint a STIMI1 hib4jabol szarmazé Ca?* diszregulacid szerepére a
tumorgenezisben €és tumorprogresszioban is fény deriilt [43], [44].

A SOCE mechanizmusahoz képest roppant keveset tudunk a STIM/ORAIl-medialt SICE
(Store Independent Calcium Entry) ttvonalak sejtfunkciokban betoltott szerepérél és a
betegségekhez vald hozzajarulasukrol. Az azonban bizonyos, hogy az ORAI1 a SICE
folyamatdban vald fokozott miikodését emlorakbol izolalt sejteken mar megfigyelték egy
korabbi tanulmanyban, melynek hatterében az ORAII potencialis aktivatorat, a szekretoros
tvonal Ca?* - ATPaz 2 (SPCA?2) tultermelédését figyelték meg [45]. Ez a nem hagyomaényos
kapcsolat az SPCA2 ¢és az ORAIl kozott ravilagitott a SICE potencidlis szerepére olyan
folyamatokban is —igy példaul a Ca?* aktivalt csatorndk miikodtetése az epitelidlis szekrécioban

— melyekben a folytonos, de nem globalis Ca?* niche fenntartaséra lehet sziikség.



Az SPCA fehérjéknek két tagja ismert, az SPCAL(ATP2C1) és SPCA2 (ATP2C2), amelyek
jelentds hasonldsagot mutatnak szekvenciajuk tekintetében, de eloszlasuk és funkciojuk eltérd
[46], [47]. Az SPCA1 az emldsok szoveteiben szinte mindenhol expresszalodik, haztartasi
génekhez hasonl6 funkciot tolthet be [48]. Az SPCAZ2 kifejezddése ezzel szemben, elsGsorban,
a szekrécids vagy abszorpcids hamsejtekre korlatozodik, igy példaul a tiido, a bélrendszer, a
nyalmirigyek illetve a herék sejtjeiben mutattak Ki [46]. Feltételezziik, hogy az SPCA2, a
polarizalt epitél sejtekben lehetévé teheti az ORAIL csatorna aktivalasat bizonyos membran
kompartmentek teriiletén, iranyitva ezzel a Ca®" és egyéb ionok, valamint a viz transzepitelialis

transzportjat.



4. CELKITUZESEK

Elsddleges célkitiizésiink volt, a CFTR szabalyozasa mogott meghuzodd Ca?* szignalizacio
feltarasa primer polaris epitél sejtben. Ehhez epitelidlis organoid modelleket kivantunk
létrehozni, hogy az azokbdl szdrmazd transzkriptomikai adatokbdl keressiink potencialis
regulalo elemeket. Céljaink kozé tartozott, hogy megerdsitsik vagy cafoljuk azon
hipotézisiinket, hogy a SICE folyamata szerepet jatszhat a CFTR aktivitasanak
finomhangolaséaban.

Célunk volt tovabba, hogy CFTR szabalyozasanak altalunk feltart modelljét transzlacios

perspektivaba helyezziik a jovobeli esetleges tumorterapias felhasznalashoz.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Egér és human hasnyalmirigy organoid kultirak 1étrehozasa

Kisérleteinkhez FVB/N (8-12 hetes, 20-25¢-0s) egereket hasznaltunk fel az NIH iranyelveinek
megfeleléen ¢és a tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmérdl szo6ld torvény
(2010/63/EU) EU iranyelveinek betartasaval. A kisérleteket az Allatkisérleti Tudomanyos
Etikai Tanacs engedélyezte XXI./1541/2020 engedélyszammal. A human hasnyalmirigy
mintak kadaver donoroktol szdrmaztak (etikai engedély szama: 37/2017-SZTE). A szdveti
mintakat mechanikai disszociacioval, penge segitségével apro darabokra (megkozelitdleg 1
mm?) vagtuk. Ezt kévetden enzimatikus emésztéssel sejteket izolaltunk, melyhez az altalunk
frissen Osszeallitott emésztd médiumot hasznaltuk fel (Fiiggelék, 4. tabldzat). Az emésztést
Erlenmeyer lombikban, 37°C-on vertikalis raz6 inkubatorban 165 fordulatszamon (revolutions
per minute - rpm) végeztiik. Az emésztés allapotat - sejtek és sejtklaszterek kivalasat a
szovetdarabokbol - 10 percenként sztereomikroszkop alatt ellendriztik. Az emésztés
sikerességét a szoveti darabok szétesése, a kisebb, 8-10 sejtbdl allo klaszterek, illetve az
egysejtes allapotu heterogén szuszpenzid jelezte. A sejteket 0sszegytjtottiik (4 °C, 750 rpm, 10
perc), majd ezt kdvetden a sejtpelletet mosé médiummal (Fiiggelék, 5. tablazat) tisztitottuk
harom alkalommal (4 °C, 750 rpm, 10 perc). Az utolsd6 mosast kovetden a sejtszuszpenziot
Matrigel matrixba helyeztiik, majd 37°C-ra elémelegitett 24-lyuku sejttenyészeti lemezek
kozepére, 10 pl térfogatu, Ggynevezett Matrigel domokat pipettaztunk vagott végii pipettahegy
segitségével. Mivel az atalunk hasznalt matrix 4°C-ig folyékony, magasabb hémérsékleten
pedig szilardul, a sejteket tartalmazo domokat 37°C-os inkubatorba helyeztiik 5 percre. Ezt
kovetden meghatarozott Osszetételli, sztirt (18 G-s tli, 20 ml-es fecskendd és 22 um
porusatmérdjii sziird) tapoldatot (Fiiggelék, 6. tabldzat) mértiink a domokra. Az igy 1étrehozott
kultarat allando 37°C-os és 5%-0s CO- tartalmu sejt-€s szovettenyészeti inkubatorban taroltuk
¢s a domokon 2 naponta cseréltiink tapfolyadékot. A felhasznalt anyagok pontos nevét és

katalogus szamat a Fiiggelék 1-6. tabldzatai tartalmazzak.

5.2. Egér és human hasnyalmirigy organoid kultarak fenntartasa

Az egér ¢és human organoidok fenntartasahoz a sejtkultirakat 6-8 naponta passzaltuk
(szubkultaraltuk). A passzalas soran Matrigel domokat 1 ml-es végtérfogata pipetta
segitségével elvalasztottuk a 24 lyuku sejttenyészeti lemezekrdl, azokat 15 ml-es Falcon csébe
tettiik, majd centrifugalassal osszegytjtjiik a sejteket (4°C, 750 rpm, 10 perc). Ezt kovetden a
feliiluszot eltavolitottuk és a sejtpellet méretétdl fliggden 4-8 ml 25 V/V%-o0s TrypLE Express
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— DPBS (1X) oldatban szuszpendaltuk a sejteket. Az organoidok egysejtes allapotra torténd

------

.......

rpm, 10 perc). A tisztitasi 1épésekt6l elvégzett folyamat 1épései megegyeztek az el6z6
fejezetben (6.1.) ismertetett metodikaval. A tumor rezekatum mintabol szarmazé organoidok

létrehozasa a jelen leirassal teljesen megegyezett.

5.3. Human hasnyalmirigy organoidok krioprezervalasa

Az organoidok krioprezervacios el6készitéséhez egysejtes allapota sejtszuszpenzidt hoztunk
létre, amely folyamat megegyezik a 6.2. fejezetben leirtakkal. A fagyasztashoz hasznalt
médium Osszetétele a Fiiggelék 7. tablazataban talalhatd. A mintakat Mr. Frosty™ fagyaszto
taroloban -80 °C-on, 24 6ran at tartottuk, majd ezt kovetéen folyékony nitrogénbe helyeztiik

felhasznalasig.

5.4. Egér hasnvalmirigy duktalis fragmentumok izoldldsa

Az FVB/N egereket 270 mg/kg doézisu pentobarbitallal terminaltuk, ezt kovetden az egyeden
median laparotomiat végeztiink és eltavolitottuk a hasnyalmirigy szovetet. A mintat 4°C-0s
hémérsékleti DMEM/F12 oldatba helyeztiink. Az izoldldshoz a szovetbe izoldldé oldatot
(6sszetétele: 100 U/ml 1V-es tipusu kollagenaz enzim, 0.1 mg/ml szdjabab tripszin inhibitor, 1
mg/ml Bovine Serum Albumin (BSA), DMEM/F12 médiumban beoldva) injektaltunk, majd
szike segitségével 4 darabra vagtuk és izolalo oldatot tartalmazé Erlenmeyer-lombikba
helyeztiik. A mintat vertikalis razoinkubatorba helyeztiik (37 °C, 30 perc). Az eléemésztett
hasnyalmirigy szoveten centrifuga hasznalata nélkiili iilepitéssel, haromszor mosast végeztiink
DMEM/F12 médium segitségével Ezt kovetden 4°C-0S hordozomédiumban taroltuk
(0sszetétele: 0.1 mg/ml szdjabab tripszin inhibitor, 30 mg/ml BSA, DMEM/F12 médiumban
beoldva). Az intralobularis és interlobularis duktuszokat mikrodisszekcioval izolaltuk, azokat
fénymikroszkop alatt valasztottuk szét a kornyezd szovetektdl. Az intralobularis duktuszok é€s
az erek megkiilonboztetésében a vorosvértestek hianya, az epitél sejtsor jellemz6 morfoldgiaja,
valamint a duktuszok kiils6 atmérdjéhez viszonyitott nagyméretii lumene volt segitségiinkre.
Az izolalas befejezését kovetden a duktalis fragmentumokat steril tapoldatot tartalmazo Petri-
csészébe tettiik. Az izolalt duktalis fragmenteket inkubatorban taroltuk a tovabbi felhasznalasig

(5%-0s CO2 szint, 37°C). (Fiiggelék, 8. tabldzat)
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5.5. Fluoreszcens mikroszkopia

Organoidokat vagy izolalt hasnyalmirigy duktalis fragmentumokat poli-L-lizinnel fedett
fedélemezre tapasztottuk ki és inkubaltuk HEPES-oldatban 30 percig (37 °C-on, 5 %-0s COy).
A Ca? mérésekhez Fura2-AM, az intracellularis Cl* szint valtozasokhoz, pedig MQAE
fluoreszcens festéket alkalmaztunk. A kisérletek soran Olympus IX73 inverz mikroszkopot
hasznaltunk. A fluoreszcens festékkel tolt6tt mintakat Olympus CoolLED PE-4000 rendszerrel
gerjesztettiik. A fluoreszcens jelek rogzitéséhez Hamamatsu Orca-Flash 4.0 SCMOS kamerat
¢s 20 X vizbe meriil6 objektivet (Olympus; NA: 0,8) 1 s felbontdssal hasznaltunk. A kisérletek
soran, a fluoreszcens intenzitas értékeit az Olympus cellSense szoftverrel rogzitettiik. Az igy
kapott adatok normalizacigjat és drift-korrekciojat kovetéen szdmoltuk ki a maximalis
valaszreakciok mértékét, majd atlaggorbéket készitettiink Microsoft Excel programban. A
kisérletben alkalmazott anyagokat, reagenseket, farmakologiai gatloszereket a Fiiggelék 9. ¢s

10. tabldzata tartalmazza.

5.6. RNS izolalas és transzkriptom analizis

Az organoidokat 0sszegyljtottiik, egysejtes allapotl sejtszuszpenziot hoztunk létre enzimatikus
emésztéssel (6.2. fejezet), majd a sejtpelletbl RNS-t tisztitottunk. Az izolalashoz NucleoSpin
RNA Plus Kit-et hasznaltunk és a kithez mellékelt protokoll alapjan, a gyarto utasitasai szerint
végeztiik a tisztitast. Az RNS szekvenalést €s a transzkriptom analizist a DeltaBio Ltd. 2000
végezte szamunkra. A folyamat Illumina NextSeq 500 szekvenator alkalmazasaval tortént. A
génexpresszios szintjét az dsszehasonlithatosag érdekében TPM értékekben hataroztuk meg.

(TPM= transzkript/millio transzkript érték) (Fiiggelék, 11. és 12. tablazat)

5.7. Human hasnyalmirigy organoid metszetek immunfluoreszcens festése

A még kultaraban 1évé organoidokat Trypan Blue-val festettiik meg (100 ul Trypan Blue + 400
ul DPBS (1X)) a kés6bbi lathatosag érdekében (10 perc 37°C). A felesleges festéket DPBS
tisztitassal tavolitottuk el. A domokat spatula segitségével kriomatrixba dgyaztuk, majd azt 20
percig, -20°C-on fagyasztottuk. Ezutan 7 um-es metszeteket készitettiink (Leica CM1860 UV
Cryostat), melyeket targylemezre helyeztiink. Ezt kovetden 4 % paraformaldehid (PFA) oldatot
hasznéltunk a fixalashoz. A PFA-t a metszetekrdl PBS oldattal tavolitottuk el (3 x 5 perc, RT -
room temperature / szobahémérséklet). A feltarast hével é€s citratos oldattal (0,735 g natrium
citrat 250 ml desztillalt vizben oldva és 1,25 ml 10%-0s TBST (6,05 g Tris, 0,1% Tween 20,
0,349 g KCl, 8,76 g NaCl, 1 liter desztillalt vizben beoldva) végeztiik. 92°C-on 30 percig foztiik
a metszeteket. Ezt kovetden a mintdkat haromszor mostuk PBS oldattal 15 percig. Az

aspecifikus helyek lekotését, a blokkolas folyamatat 10%-0s BSA-PBS oldatban 1,5 6ran at
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37°C-os inkubatorban végeztiik. Az elsddleges antitesteket 1:200 higitasban hasznaltuk 10%-
0s BSA-PBS oldatban (4°C, 16 6ra, nedves kamraban). Az inkubacios id6 leteltével ismét a
metszetek haromszori mosasa kovetkezett, a korabban ismertetett moédon. A masodlagos
antitestek higitasat rendre 1:400 aranyban végeztiik 10 %-0s BSA-PBS oldatban (RT, fénytol
elzart kornyezetben, 2 oran keresztiil). Az inkubacios id6 leteltével és az ismételt mosas
Iépéseket kovetden (3 X 5 perc, PBS), a sejtmag festést és a mintak fedését egyidében, a
ProLong™ Gold Antifade Mountant with DAPI reagenssel végeztik. A sotétben,
szobahOmérsékleten torténd szaradast kovetden a metszeteket Zeiss LSM880 konfokalis

mikroszkoppal vizsgaltuk. (Fiiggelék, 13.tdbldzat)

5.8. Géncsendesités siRNS interferenciaval

Az izolalt egér duktalis fragmentumok génspecifikus géncsendesitéséhez, azokat 50 nM siGLO
transzfekcios indukatorral vagy 50 nM siRNS-sel Opti-MEM-mel és Lipofectamine 2000
reagenssel transzfektaltuk organoid tapfolyadékban (Fiiggelék, 6.tablazat). Méréseinket a 24

oOras csendesitést kovetden végeztiik (Fiiggelék,14.tablazat).

5.9. Sztohasztikus optikai rekonstrukcios mikroszképia (dASTORM)

A kisérlethez sziikséges Hela sejteket fedélemezen névesztettiik majd ezt kovetéen plazmid
transzfekciot végeztink STIM1-YFP, ORAIL-HA és SPCA2-MYC jelolt plazmidokkal. A
transzfekcidhoz Lipofectamine 2000 transzfekcios reagenst és Opti-MEM™ médiumot
hasznaltunk a mellékelt protokoll alapjan. A SOCE aktivalasahoz 25 uM ciklopiazinsav (CPA)
kezelést alkalmaztunk. A mintak egyidejii fixalasahoz és feltarasahoz -20°C-0s tomény
metanolt alkalmaztunk (-20°C, 5 perc). Azt ezt kovetd 1épések megegyeznek 5.7. fejezetben
leirtakkal. A jeloléshez hasznalt elsddleges ellenanyagokat, (anti-Myc-Tag, anti-GFP) valamint
az anti-HA-tag monoklonalis konjugalt antitestet (Alexa Fluor 488) 1:300 aranyban higitottuk
¢és hasznaltuk. A masodlagos antitesteket, (Donkey anti-mouse Alexa Fluor 647, Goat-anti-
rabbit Alexa Fluor 568 1:600 aranyt higitasban alkalmaztuk. A mintdkat az ugynevezett
,.blinking” puffer oldatban vizsgaltuk, amely enzimatikus reakciokkal koti le a nagyenergiaju
lézer alkalmazasanak hatasara keletkezd reaktiv oxigén gyokoket, igy megvédve a fluoroforok
korai kiégését és elOsegitve azok sotét fazisba tolodasat (Fiiggelék, 16. tabldzat). A
szuperrezolicios mikroszkopos képeket, a Nanoimager S (Oxford Nanoimaging ONI Ltd)
berendezéssel készitettiik, majd azokat az ONI CODI elnevezésii szoftverével értékeltiik ki. A
kisérlethez felhasznalt anyagok a Fiiggelék 15. és 7. tablazataban taldlhatéak. A mintak
vizsgalatahoz a membranrdl TIRF modban készitettiink képeket.[49]
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5.10. Statisztika
Az adatokat atlag £+ SEM-ben fejeztiik ki. A csoportok kozotti szignifikans kiilonbséget Mann-

Whitney-teszttel hataroztuk meg. A P<0,05 értéket szignifikansnak tekintettik. Minden

statisztikai elemzést GraphPad Prism szoftverrel végeztiink (8.3.1. verzid).
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6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

6.1. Human és egér hasnyalmirigy organoidok létrehozéasa és duktalis identitasuk vizsgalata.

A CFTR és ORAII fehérjék kozotti funkcionalis kdlcsonhatas molekularis mechanizmusanak
feltarasara elsé 1épésben human kadaver donoroktdl szarmazo, valamint FVB/N egerekbdl,

miitéti eljarassal eltavolitott hasnyalmirigy szovetmintakbol, organoid kulturdkat hoztunk 1étre.
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3. dabra A human hasnyalmirigy organoid biobank épités sematikus abraja (A.) és az

organoidok novekedését bemutato fénymikroszkopos képsorozat (B.). A képeken lathato
kinagyitott részletek és fehér nyilak egy-egy organoid novekedését reprezentdljik az elso
passzalas utani dllapotig.

A projekt keretin beliil 11 nem-diabéteszes donortdl szarmazo mintat gytjtottiink (6 férfi, 5 no;
atlag életkor: 48 év, Std. dev.: 9,798; atlag BMI:25,72 kg/m?, Std. dev.: 3,681). A szovet

enzimatikus emésztésével kapott heterogén sejtszuszpenziobol képzddd  cisztikus

hasnyalmirigy organoidokat az elsé passzazst kdvetden krioprezervaltuk, biobank épitésébe
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kezdtiink (3/A. abra). A human ¢és egér hasnyalmirigy organoid kultirak novekedését
integritasatol fiiggden végeztiik a passzalasokat, melyek soran a haromdimenzios struktirakat
enzimatikus disszociacioval, egysejtes allapotra bontottuk (3/B. abra). Az egér organoidok
duktélis sejtsorsat és jellegét csoportunk mar korabban bemutatta [50][51]. igy a tovabbiakban
a human organoidok jellemzésével foglalkoztunk, hogy megbizonyosodjunk a tovabbi
vizsgalatokra valo alkalmazhatosagukrol. A haromdimenzids struktirdkat szekcionaltuk, majd
a hasnyalmirigy duktalis epitél sejtekre jellemzé markerek jelenlétét vizsgaltuk
immunfluoreszcens jeloléssel és konfokalis képalkotassal (4. abra). A CFTR apikalis oldali
lokalizacioja a sejtsor polaritasara, mig a KRT19 citoplazmatikus elhelyezkedése a sejt epitél
jellegét igazolja, a SOX9, HNF1B és FOXA?2 transzkripcios faktorok sejtmagi kifejez6désébol
az organoidok duktalis jellegére kovetkeztettiink, ami alapjan alkalmasnak talaltuk Oket a

tovabbi transzkirptomikai vizsgalatokra.

Human

i 4

vy
Hasnyalmirigy

G
- Konfokalis

Organoidok Szekcionalas  IF jelgles  Mikroszképia

=t

HNF1B

4. abra A human hasnydlmirigy organoidok duktdlis sejtsorsanak vizsgalata
immunfluoreszcens jeldlési eljarassal. (CFTR — Cisztas Fibrozis Transzmembradn
Konduktancia Regulator, KRT19 — Citokeratin 19, SOX9 — SRY Box transzkripcios faktor 9,

FOXA2 — Forkhead Box A2 transzkripcios faktor, HNF1 — HNF1 Homebox B transzkripcios
faktor, ACTIN, A: apikalis oldal, B: bazolaterdlis oldal, skala: 10 um)

Az organoidokat felépit6 sejtek duktalis sejtsorsanak vizsgalatat transzkriptom analizissel
folytattuk. Ehhez az organoidokbol RNS-t izolaltunk, majd a cDNS konyvtar elokészitését és a
szekvenalast a Delta Bio2000 Kft. munkatarsai végezték szdmunkra. A gének kifejez6désének

mértékét TPM (transcript/million) értékekben adtuk meg. Az RNS szekvenalasi eredményeink
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alapjan, a duktalis epitéliumra jellemz6 markerek aktiv kifejezédését (CFTR, KRT19, OCLN,
SOX9) mutattuk ki. Ezzel szemben a hasnyalmirigy mas sejttipusainak példaul az acinus sejtek,
endokrin sejtek és vérsejtek markereit nem detektaltuk. A kapott mintazat human (N=2) és egér
(N=3) organoid kulturaink esetében egyarant megegyezett, amibdl az altalunk Iétrehozott

sejtkulturak tisztasdgara kovetkeztettiink.
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o. dabra Egér (N=3) és human (N=2) hasnyalmirigy organoidok transzkriptom analizise

(TPM=transzkript/millio) Az organoidok tisztan primer duktalis epitél jellegenek bizonyitasa a
transzkriptom analizis alapjan.

6.2. Az ORAIl Ca*" csatorna konstitutiv miikodését az SPCA2 szabalyozza a primer

hasnyalmirigy duktalis epitél sejtekben.

Az a korabbi megfigyelésiink, hogy CFTR miikodése az ORAII csatorndn keresztiil bedramlo
Ca" jonoktol fiigg, felveti a Ca®* csatorna szerepét a SOCE fiiggetlen folyamatokban, igy
példaul a bazilis intracellularis Ca?* szint beallitasaban. Ennek vizsgilatira FURA2-AM
intracellularis Ca?* indikator és a CalciMedica cég ltal rendelkezésiinkre bocsatott specifikus
ORAI1 inhibitort (CM4580) alkalmaztunk izolalt hasnyalmirigy duktalis fragmentumokon a
kovetkezd kisérleti elrendezésekben. A 10 uM CMS5480, Ca?* tartalmu oldatban jelentdsen
csokkentette az intracellularis Ca?* szintet, amely az extracellularis Ca?* megvonassal tovabb
csokkent. (6/A. abra). Ebbol arra kovetkeztetiink, hogy az ORAIIl csatorna feltehetden
konstitutivan aktiv, miikddése pedig hozzajarul a bazalis Ca®" szint és egyensuly beallitisdhoz
a SOCE aktivaciéja nélkiil. Azonban a folyamatban valé részvétele, az extracellularis Ca?*
elvonassal tovabb csokkenthetd és a rezidualis intenzitas miatt feltehetéen nem kizardlagos.
Hipotézisiinket tovabb erdsitette, hogy amennyiben a kisérletet az extracellularis Ca®"
elvonasaval kezdtik, ugy az ORAIl farmakoldgiai gatldsa nem eredményezett tovabbi
intracellularis Ca®" csokkenést (6/B. abra). A duktalis epitél sejtek Ca* haztartas vizsgalatanak
masik elterjedt metodikaja, a 100 pM karbakollal indukalt cstics-platé tipusu Ca?* szignal
kivaltasa. Megfigyeltiik, hogy az ORAIl farmakologiai gatlasa ebben az esetben is
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szignifikansan csokkentette a plato fazisban megfigyelt intracellularis Ca®* szintet (6/C. 4abra).
Kutat6csoportunk kordbbi eredménye, miszerint az ORAII csatornan keresztiil folyamatosan
bearamlo Ca®* biztositja a CFTR miikddését, tjabb bizonyiték lehet az eddig kizarolag tumoros
sejtekben megfigyelt jelenségre, az ORAIl csatorna raktar fiiggetlen (ER-fliggetlen)

mitkodésére. [45]
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6. abra. Az ORAIL Ca*™" csatorna folyamatosan aktiv a primer epitél sejtekben. 10 uM

CM5480 jelentésen csékkentette a bazalis Ca®* szintet, melyet az extracelluldris Ca**
megvondsa tovabb csokkentett. (A) Az extracellularis Ca**elvondsa a kisérlet elején és 10 uM
CM5480 nem eredményez tovabbi intracellularis Ca®* csékkenést. (B) A 100 uM karbakollal
indukalt Ca®* csiics-platé tipusi szigndl kivaltasaval megfigyelheté a 10 uM CM5480
szignifikans, intracelluldris Ca? szintet csokkentd hatdsa a platé fazisban. (C) Az dbran 3-6
kisérletbol szarmazo osszesitett atlaggorbék lathatoak.

A megfigyelt jelenség molekularis hatterének pontosabb vizsgalatahoz a rendelkezésiinkre 4ll6
irodalmi adatokbol és az organoidok elézetes transzkriptomikai eredményeibdl, aktiv
génexpresszioval rendelkezd potencidlisan raktar-fliggd, tovabba raktar-fiiggetlen ORAIL
regulalo elemeket kerestiink(7. abra), amelyek koziil a raktar-fiiggetlen elemekre helyeztiik a
hangsulyt. A sziirés soran 3 potencialis elemet, az ATP2C1, az ATP2C2 és a SEPTIN7 géneket
emeltiik ki [52] [53]. Az ATP2C1 génr6l az SPCA1, ATP2C2-r6l az SPCA2 fehérje irodik at.
Ezen fehérjék génjei mind egérbdl, mind pedig human hasnyalmirigybdl 1étrehozott organoidok

esetében hasonlo kifejezddést mutattak.
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STIM1/ORAI1 partnerek ORAI1 szabalyzok
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1. dabra Egér (N=3) és human (N=2) hasnydlmirigy organoidok transzkriptom analizise

(TPM=transzkript/millio). Az ORAIl és a SOCE reguldlo elemeinek feltérképezése, kiilonds
tekintettel a lehetséges raktar fiiggetlen szabalyozokra

A potencialis, raktar fiiggetlen ORAIL szabalyozo fehérjék bazilis Ca®" szinthez vald
hozzjarulasat ismét intracellularis Ca?* szint valtozasanak monitorozasaval vizsgaltuk, izolalt
hasnyalmirigy duktuszokban. Az Atp2cl, Atp2c2 és Sept7 géncsendesitését kovetden
megfigyeltiik, hogy az ORAIl farmakologiai gatloszere (10 uM CM5480) altal kivaltott
intracellularis Ca?* szint csokkenése — vagyis a csatorna konstitutiv mitkddése — kizarélag az
SiAtp2c2 csendesitett duktuszok estében tiint el (8. abra). A kisérletek végén elvégzett Ca®*
elvonas a miikodé Ca?* transzport aktivitast hivatott reprezentalni. Ezen eredményekbdl arra
kovetkeztettiink, hogy az SPCA2 és ORAI kozott direkt vagy indirekt funkcionalis kapcsolat
van, amely fiiggetlen az ER Ca?* depléci6jatol.
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8. abra A raktar-fiiggetlen szabadlyozok (Atp2c2, Atp2cl és Sept7) specifikus
géncsendesitése egeér hasnydlmirigy duktalis fragmentumokon, és a géncsendesitést koveto
Ca?" mérés CM5480 jelenlétében Ca®* mentes kozegben (siGlo Green transzfekcios indikator,
kontroll)

6.3. Az SPCA2 részleges atfedést mutat az apikdlis membranban elhelyezkedd CFTR

csatornaval primer epitél sejteken.

Az SPCA2 ¢és a CFTR kozott feltételezett indirekt kolcsonhatast a kovetkezOkben
immunfluoreszcens jelolés segitségével, fagyasztva metszett human organoid mintakon
vizsgaltuk tovabb. A SPCA2 fehérje a kordbbi irodalmi adatoknak megfeleléen
citoplazmatikus, feltehetéen endoplazmatikus retikulum lokalizaciot mutatott, mig a CFTR a
vartnak megfeleléen az organoidok apikalis oldalan helyezkedett el (9. abra). A konfokalis
képalkotaskor ugyan jol lathato, hogy a CFTR ¢és az SPCA2 az apikalis oldalon mutat
kolokalizaciot, de a metszési sik esetleges torzitd hatasanak kikiiszobolésére, a jelolést az
organoidokbol létrehozott, kitapasztott 2D kultlran is elvégeztiik. Ebben az esetben is talaltunk
atfedést a két vizsgalt fehérje elhelyezkedésében, ami tovabb erdsiti azt a hipotézisiinket,
miszerint a CFTR aktivitasat szabalyozo molekularis mechanizmus az ER Ca®* depléciojatol
ugyan fiiggetlen, azonban az ER kézremiikodésével zajlik. Ez pedig felveti a korabban csak a
SOCE folyamataban szerepet jatszo, az ORAIl csatornat aktivalé ER fehérje, a STIM1

potencialis hozzajarulasat az ORAII konstitutiv mitkddéséhez.
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9. abra Human hasnydlmirigy organoidok immunfluoreszcens jelélése a CFTR (Cisztas
Fibrézis Transzmembran Konduktancia Reguldtor) és az SPCA2(Szekretoros titvonal Ca®*
ATPaz 2) lokalizaciojanak meghatdrozdsara. Az dbrdan Konfokalis mikroszkoppal késziilt képek
és line profil analizis lathaté. (L=lumen, Skdla: 10 um)

6.4. Az SPCA2 a STIMI1-ORAIl kapcsolat erdsitésével biztositja a CFTR mukodéséhez

sziikséges ORAIl-en keresztiili konstitutiv Ca*>* bearamlast.

A STIM1 ¢és az SPCA2 SOCE fiiggetlen ORAII aktivacioban betoltott szerepének vizualis
bemutatasara és kisérletes bizonyitasara a szuperrezolucidos mikroszkopias (ASTORM — Direct
Stochastic Optical Reconstruction Microscopy) eljaras alkalmazasa mellett dontottiink. HelLa
sejtek transzfekciojat kovetéen SOCE indukcioja nélkiil vizsgaltuk a STIM1, az SPCA2 és az
ORALII elhelyezkedését. A membran sikjaban késziilt reprezentativ képen az ORAII és SPCA2
fizikai kozelségét mutattuk ki, amely a ER-PM kapcsolatot igazolja. A vizsgalt sejtek membran
feletti citoplazmatikus régioiban pedig az SPCA2 és a STIMI1 fehérjék mutattak atfedést az
altaluk kirajzolt ER részletében (10. abra). Ebbél arra kovetkeztettiink, hogy az ER deplécio
hianyaban, a bazalis Ca®* fenntartasédnak érdekében létrejohetnek ER-PM kapcsolatok, azonban
ez nem jelenti a fehérjék olyan nagymértéki toborzasat a junkciok teriiletére, mint azt a SOCE

folyamataban korabban megfigyelték.
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10.  dbra Az SPCA2-ORAII és SPCA2-STIM1 kolokalizacidja transzfektalt HeLa Sejteken
szuper rezolucios mikroszkopia segitségével. (Az abran taldalhato roviditések, megtaldlhatoak
a Rovidités jegyzékben.)

Mivel az ORAIlcsatornat hagyomanyosan az oligomerizalodott STIM1 klaszterek aktivaljak,
nem zarhattuk ki annak a lehetdségét, hogy az SPCA2 esetleg a STIM1-en keresztiil fejti ki
hatasat. Ennek eldontésére HelLa sejtekrdl késziilt STORM TIRF képeken klaszter analizist
végeztiink, ahol STIM1-ORAIl kolokalizacids klaszterek mennyiségét vizsgaltuk SPCAZ2
hidnyaban, annak jelenlétében, valamint SPCA2 Kotranszfekcio nélkiil, de 25uM CPA
(ciklopiazinsav) kezeléssel kivaltott SOCE aktivaciot kovetden (11. abra). Az SPCA2 nélkiil a
STIM1-ORAIl klaszterek szama a vartnak megfeleléen alacsony volt (2.8%), SPCA2
hidanyaban és CPA jelenlétében viszont meghaladta a 42%-ot. Indukcié nélkiili allapotban
azonban az SPCA2 jelenléte szignifikdnsan novelte a STIM1-ORAII interakcios klaszterek
szamat, ami a vartnak megfeleléen nem haladta meg a SOCE altal kivaltott szazalékos értéket.
Ez a megfigyelés pedig magyardzhatja a CFTR szabalyozas hatterében allo SOCE-fiiggetlen

Ca?* szignal forrasat.
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11. dbra Transzfektalt Hela sejtekrdl késziilt ASTORM TIRF képeken STIML és ORAII

kolokalizacios klaszterek mennyiségének vizsgalata SPCA2 jelenlétében és hianyaban 25uM
CPA (ciklopiazinsav) kezeléssel kivaltott SOCE aktivaciot kovetoen
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7. EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Kisérleteink soran egér és human hasnyalmirigybdl organoid kultirakat hoztunk 1étre melyek
duktalis identitdsat immunfluoreszcens jelolési eljarasokkal ¢és RNS szekvenalassal
bizonyitottuk. Az intracellularis Ca?* méréseink egyértelmii bizonyitékul szolgalnak az ORAIL
csatorna konstitutiv miikodésére primer polaris epitél sejtekben. Bemutattuk, ahogy az ORAIL
SOCE fiiggetlen modon részt vesz a bazalis intracellularis Ca?* szint beallitasaban. Feltartuk,
hogy ER membranjaban talalhatdé SPCA2 elengedhetetlen az ORAII csatorna, ER depléciod
nélkiili aktivitasahoz és hogy a fehérje a STIM1-ORAII interakciok erdsitésével valdsitja meg
az ORAIl csatornak aktivalasat. Az SPCA2-ORAI1, SPCA2-CFTR kolokalizacigjat
konfokalis és szuperrezolucios képalkotassal demonstraltuk.

Megfigyeléseink alapjan a korabbi modelliinket az alabbi médon egészitettiik ki. A CFTR-t
aktivalo ORAIl konstitutiv mikodéséért az SPCA2, a STIMI1-ORAIl interakcidk

crcr

abra)

Ca?* mikroniche cAMP mikroniche

12. abra STIMI1/ORAII/SPCA?2 fehérjekomplex felel a CFTR aktivitasaért.
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8. TAVLATI CELOK

Egy nemrégiben megjelent tanulmany arrdl szamolt be, hogy a Cftr KO egerekbdl 1étrehozott
intesztinalis organoidokban kimutathat6 az epitél sejtek gyorsabb osztodasa és apoptozisa, ami
a felgyorsult epitelialis "turnover” jelenségére utal [54]. Ez a folyamat a CFTR hianyaban
bekovetkezd intracellularis pH valtozas eredménye. Lehetségesnek tartjuk, hogy amennyiben a
CFTR gatlasat az ORAIl csatornadn keresztiil végezzik, Ugy egyrészt csokkenthetjiik az

kezelések hatékonysagat [44].

A kozvetett CFTR gatlas elonye, hogy szelektiv ORAIl farmakologiai inhibitorokat mar
jelenleg is alkalmaznak példaul a SCID (Severe Combined Immunodeficiency), az allergidk, a

hasnyalmirigy gyulladas vagy a IBD (Inflammatory Bowel Disease) kezelésében.

El6zetes eredményeink azt mutatjdk, hogy a human adenokarcinoma tumor rezekatumabol
létrehozott organoidok apikalis membranjadban szintén megtaldlhatéak a CFTR és ORAII
fehérjék. A CFTR és az ORAII kozott 1évo funkcionalis kapesolat vizsgalatakor az ORAI gatlas
szignifikansan csokkentette a CFTR medidlta CI” kiaramlast, amit MQAE CI szenzitiv
fluoreszcens festékkel mutattunk ki. (14.abra) Elképzelhetonek tartjuk, hogy alapkutatasi
eredményeink transzlalhatoak lesznek a személyre szabott gyogyaszatba. igy a kozeljovében

javulast érhetiink el az adenokarcindmas betegek kezelési hatékonysagaban és tulélésében.

Tévlati célunk ezért a CFTR szabalyozas eredményének részletes vizsgalata primer tumoros

mintakon.
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14. dabra Az ORAIL(GSK-79754) és CFTR farmakoldgiai gatloszere egyardant csokkenti
a CFTR medialta CI- kiaramlds mértékét adenokarcinoma rezekatumbol késziilt organoid
kulturakban. Az abran 4-6 kisérletbol szarmazo dsszesitett atlaggorbék lathatoak. Az MOAE
fluoreszcens intenzitdsa forditottan aranyos az intracellularis Cl” koncentrdcio valtozasaval.
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10. FUGGELEK

ORGANOID KULTURAK FENNTARTASAHOZ HASZNALT ESZKOZOK

Komponens megnevezése Gyarto Kataldégusszdm
15 ml-es centrifuga cs6 100 Cellstar, 188277
24-lyuku sejttenyészeti Greiner bio 662160

lemez
100 Sterican 18 G tli Braun 4667123
20 ml-es fecskendd Chirana CHO0204
22um-es sziird Filter-Bio FBS30PES022S
Petri csésze 100*20 cm Greiner-Bio One 664160
1. tablazat

ORGANOID KULTURAK FENTARTASAHOZ HASZNALT ANYAGOK

Komponens megnevezése Gyarto Kataldgusszdm
TrypLE EXxpress ThermoFisher 12605-028
Matrigel Corning 354234
2. tdblazat
SPLITTING MEDIUM OSSZETETELE
Komponens megnevezese Gyarto és katalogusszam Végkoncentracid
Advanced DMEM F12 Gibco, 12634010 500 ml
1M HEPES Gibco, 15630080 10 mM
GlutaMax Supplement Gibco, 35050061 1X
Primocin InvivoGen, ant-pm-2 1X
3. tablazat
EMESZTO MEDIUM OSSZETETELE
Komponens megnevezése Gyarto és katalogusszam Végkoncentracid
Slitting médium - 19,098 ml
Kollagenaz IV. Gibco, 17104019 1250 U/mi
Diszpaz Sigma, D4693-1G 1 mg/ml
Sz6jabab Tripszin Inhibitor Thermo, 17075029 2 mg/ml
Antibiotic-Antimycotic Gibco, 15240062 1X
Kanamicin-szulfat Gibco, 15160047 1X
Vorikonazol Tocris, 3760/10 2 pg/ml
FBS Gibco, 10500064 2,50%

4. tablazat
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MOSO MEDIUM OSSZETETELE

Komponens megnevezése Gyarto és katalogusszam Végkoncentracid
Splitting médium - 47,746 ml
FBS Gibco, 10500064 2,50%
Kanamicin-szulfat Gibco, 15160047 1X
AA Gibco, 15240062 1X
Vorikonazol Tocris, 3760/10 2,5ug/ml
5. tdblazat
TAPOLDAT OSSZETETELE
Komponens megnevezése Gyarto és katalogusszam Végkoncentracid
Splitting medium - 22,808 ml
L-WRN kondicionalt - 25 ml
médium
A-83 Tocris, 2939 500 nM
EGF Thermo, PMG8041 50 ng/ml
FGF Thermo, PHG0360 100 ng/ml
Gastrin |. Tocris, 3006 0,01 uM
N-acetilcisztein Sigma, A9165-56 1,25 mM
Nikotinamid Sigma, NO636-100G 10 mM
B-27 Supplement Thermo, 17504-001 1X
Prosztaglandin E2 Tocris, 2296 1 uM
Y-27632 ROCK inhibitor Tocris, 1254 10,5 uM
6. tablazat

KRIOPREZERVALASHOZ HASZNALT ANYAGOK ES ESZKOZOK

Komponens megnevezése Gyarto és katalogusszam Végkoncentracid
FBS Gibco, 10500064 40%
DMSO Thermo, 85190 5%
Feeding medium - 55%
Cryos fagyasztd csé Greiner Bio-One, 121278 -

7. tablazat

EGER DUKTALIS FRAGMENTUMOK IZOLALASA

Komponens Gyarté és kataldgusszam
DMEM/F12 Sigma, D6421
BSA (Bovine serum album) Sigma, A3983-100G
Kollagenaz IV. Worthington, LS005273
Szdjabab tripszin inhibitor Sigma, 10109886001
L-Glutamin Thermo, 25030081

FBS (Fetal bovine serum) Thermo, 10500064

McCoy’s SA Modified
Medium

Sigma, M8403

Petri csésze Greiner, 627160

8. tablazat
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FLUORESZCENS MIKROSZKOPIA 1.

Felhasznalt oldatok
Komponens Gyarto és Standard HEPES Ca?* mentes HEPES
katalogusszam oldat (pH=7,5) oldat (pH=7,5)
NaCl Sigma, S9888 140 mM 142 mM
KCI Sigma, P3911 5mM 5mM
Mg2Cl Sigma, M2670 1 mM 1 mM
CaCl2 Sigma, 223506 imM -
HEPES Sigma, H3375 10 mM 10 mM
Gliikoz Sigma, G8270 10 mM 10 mM
EGTA Sigma, E4378 - 1mM
9. tablazat
FLUORESZCENS MIKROSZKOPIA II.
Komponens Gyarto és katalogusszam
Poly-L-lizin Sigma, P8920-100ML
Fedg iiveg VWR, ECN 631-1583
Fura2-AM Invitrogen, F1201
CM5480 CalciMedica biztositotta
Karbakol Sigma, PHR1511
MQAE Invitrogen, E3101
GSK-7975A Merck, 534351
CFTR(inh)-172 Biotechne, 3430
CryoMatrix Thermo, 6769006

10. tablazat

RNS IZOLALAS ES TRANSZKRIPTOM ANALIZIS (EGER TPM ERTEKEK)

Gén neve Gén ID 1.minta 2.minta 3.minta Atlag
Atp2cl | ENSMUSGO000000325 | 27,7010274 | 23,4233760 | 21,7587684 | 24,2943906
70 8 9 8 8
Atp2c2 | ENSMUSGO000000341 | 15,0437188 | 24,8730647 | 23,616354 | 21,1777125
12 6 2 3
Septin7 | ENSMUSG000000018 | 36,8601915 | 39,1054429 | 38,4973455 | 38,1543266
33 3 6 7 9
Septind | ENSMUSG000000204 | 1,96420621 | 1,31535476 | 1,16842050 | 1,48266049
86 8 8 5
Calml | ENSMUSGO000000011 | 218,939614 | 184,038535 | 176,189379 | 193,055843
75 1 9 2 1
Calm2 | ENSMUSG000000364 | 855,703864 | 745,320987 | 715,603666 | 772,209506
38 3 3 6 1
Calm3 | ENSMUSGO000000193 | 238,12823 | 221,854748 | 223,646117 | 227,876365
70 9 2 4
Calm4 | ENSMUSGO000000337 0 0 0 0
65
Calm5 | ENSMUSG000000992 0 0 0 0
69
Rhbdl2 | ENSMUSG000000433 | 2,70178471 | 3,74012773 | 2,56143317 | 3,00111520
33 8 3 3 8

33




Ubginl | ENSMUSGO000000053 | 116,188125 | 128,972162 | 126,349662 | 123,83665
12 5 4
Tmem20 | ENSMUSGO000000440 | 18,4451196 | 18,7680396 | 17,9908481 | 18,4013358
26 9 5 8 4
Tmem178 | ENSMUSG000000242 | 1,37548481 | 0,55266616 | 2,31827825 | 1,41547640
a 45 3 5 9
Tmem178 | ENSMUSGO000000577 0 0 0 0
b 16
OrmdI3 | ENSMUSGO000000381 | 77,2622751 | 92,1656859 | 91,6022121 | 87,0100577
50 3 6 2 4
Cavl ENSMUSG000000076 | 115,602496 | 64,3660300 | 80,7876495 | 86,9187251
55 4 3 9
Cracr2a | ENSMUSG000000614 | 0,19877490 | 0,2695519 | 0,11824250 | 0,19552310
14 1 9 3
Napa ENSMUSG000000060 | 79,4860193 | 83,1235596 | 77,5217379 | 80,0437723
24 6 5 8 3
Kcenn3 | ENSMUSG000000007 | 0,29762029 | 0,11210910 | 0,11065082 | 0,17346007
94 1 5 2 3
Homerl | ENSMUSGO000000076 | 5,60566467 | 4,77426772 | 4,61560464 | 4,99851234
17 3 6 6
Cftr ENSMUSG000000413 | 2,80399325 | 4,82844459 | 4,49757045 | 4,04333610
01 1 7 6 1
Krtl9 | ENSMUSGO000000209 | 1321,44354 | 2284,94297 | 2282,40143 | 1962,92931
11 3 2 8 8
Ocln ENSMUSG000000216 | 118,427656 | 125,213050 | 120,297498 | 121,312735
38 9 5 1 2
Sox9 ENSMUSGO000000005 | 76,1622739 | 45,7326903 | 48,5497166 | 56,8148936
67 4 6 4 5
Amyla | ENSMUSG000000742 | 0,75218360 | 0,74800782 | 0,40269706 | 0,63429616
64 8 7 6 7
Amylb - - - - -
Amylc - - - - -
Ins ENSMUSGO000000358 | 4,08192868 | 2,48578891 | 2,47874782 | 3,01548847
04 3 4 7 5
Cdh5 ENSMUSG000000318 | 0,12334164 | 0,05575314 | 0,05502792 | 0,07804090
71 7 1 3

11. tablazat

RNS IZOLALAS ES TRANSZKIPTOM ANALIZIS (HUMAN TPM ERTEKEK)

Gén neve Gén ID 1. minta | 2. minta Atlag

ATP2C1 | ENSG00000017260 | 43,64690084 | 44,31688021 43,98189052
ATP2C2 ENSG00000064270 | 7,20904996 | 6,055694643 6,632372302
SEPTIN7 | ENSG00000122545 | 24,50329581 | 28,51264827 26,50797204
SEPTIN4 | ENSG00000108387 | 0,139058135 | 0,15531563 0,147186883
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CALM1 | ENSG00000198668 | 118,8602159 | 126,1885104 122,5243631
CALM2 | ENSG00000143933 | 211,1985284 | 196,3215082 203,7600183
CALM3 | ENSG00000160014 | 196,9667331 | 152,2918063 174,6292697
CALM4 - 0 0 0
CALM5 - 0 0 0
RHBDL2 | ENSG00000158315 | 7,459827475 | 15,33534237 11,39758492
UBQLN1 | ENSGO00000135018 | 42,87108226 | 46,06257186 44,46682706
TMEM20 | ENSG00000176273 | 1,491633613 | 2,348629281 1,920131447
TMEM178A | ENSG00000152154 | 9,601268508 | 8,452663666 9,026966087
TMEM178B | ENSG00000261115 | 0,164300079 | 0,25950718 0,21190363
ORMDL3 | ENSG00000172057 | 35,54843526 | 55,6820517 45,61524348
CAV1 ENSGO00000105974 | 60,86522094 | 24,52331408 42,69426751
CRACR2A | ENSG00000130038 | 0,561778164 | 0,299467872 0,430623018
NAPA ENSG00000105402 | 20,17123758 | 20,95648255 20,56386006
KCNN3 | ENSG00000143603 | 0,011704807 | 0,010168071 0,010936439
HOMER1 | ENSG00000152413 | 3,776023288 | 5,032735671 4,404379479
CFTR ENSG00000001626 | 270,8121378 | 233,5550621 252,1836
KRT19 ENSGO00000171345 | 4519,559425 | 4249,294276 4384,42685
OCLN ENSG00000197822 | 10,35812245 | 9,427652887 9,892887667
SOX9 ENSG00000125398 | 165,1077898 | 157,0287641 161,0682769
AMY1A | ENSG00000237763 0 0 0
AMY1B ENSG00000174876 0 0 0
AMY1C | ENSG00000187733 0 0 0
INS ENSG00000254647 0 0 0
CDH5 ENSG00000179776 | 0,130846735 | 0,136401275 0,133624005
12. tablazat
IMMUNFESTESHEZ HASZNALT ANYAGOK
Komponens megnevezése Gyarto Kataldégusszdm
ProLong™ Gold Antifade Thermo P36935
Mountant with DAPI
BSA (Bovine Serum PanBiotech P061391500
Albumin)
PBS (Phosphate buffered Sigma P4417-100TAB
saline)
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Paraformaldehid 16% Thermo 11400580
Tween20 Sigma P1379-100ml
Nétrium-citrat Sigma 71402-1kg
Tris Sigma T1503
Natrium-klorid Sigma 746398
Kalium-Klorid Sigma 746436
FOXA2 monoklonalis Abcam ab108422
antitest
HNF1-B monoklonalis Abcam ab236759
antitest
KRT19 monoklonalis Thermo Scientific MAS-16358
antitest
SOX9 monoclonalis antitest Abcam ab185966
CFTR monoklonalis antitest Abcam ab2784
ATP2C2 poliklonalis antitest Thermo Scientific PA567396
Donkey anti mouse-647 Thermo Scientific A31571
Alexa Fluor
Goat-anti-rabbit-488 Alexa Thermo Scientific A11034
Fluor
13. tablazat
GENCSENDESITES
Komponens Gyarto és katalogusszam
Opti-MEM Gibco, 31985-070

Lipofectamine 2000

Invitrogen, 11668-019

siGLO Green Horizon, D-00163-01
siSpca2 Dharmacon, L-065820-01-0005
siSpcal Dharmacon, L-041293-00-0005
siSept7 Dharmacon, L-042160-01-0005

14. tablazat
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SZUPERREZOLUCIOS MIKROSZKOPIA

Komponens

Gyarto6 és katalogusszam

Lipofectamine 2000

Invitrogen, 11668-019

SPCA2-MYC plazmid

Origene, RC212990

ORAI1-HA plazmid

STIM1-YFP plazmid

Shmuel Muallem vezet6 kutatd nagylelkii
ajandéka [55].

Metanol

Sigma, 34860

PBS (Phosphate buffered saline)

Sigma, P4417-100TAB

Kétkomponensii ragasztoanyag

Picodent, 1300 7100

Fedblemez

Sigma, BR475505-50EA

HA-tag monoklonalis antitest konjugalt
Alexa Fluor 488

Cell Signaling Technology, 2350S

Myc -Tag poliklonalis antitest

Thermo Scientific, A21281

Anti-GFP antitest

Thermo Scientific, A11122

Donkey anti mouse-647 Alexa Fluor

Thermo Scientific, A31571

Goat-anti-rabbit-568 Alexa Fluor

ThermoFisher A11011

15. tablazat

BLINKING PUFFER OSSZETETELE

Komponens Gyarto6 és kataldgusszam Végkoncentraciok
Gliikoz Sigma, G8270 55,56 mM
Gliik6z oxidaz Sigma, G2133-50KU 100 U
Kataldz Sigma, C100 2000 U
Ciszteamin hidroklorid Sigma, M6500 100 U
16. tablazat
HELA SEJTEK TENYESZTESE
Komponens Gyart6 és kataldgusszam Végkoncentraciok
DMEM GlutaMax™ Gibco, 31966-021 86%
Supplement
FBS (Fetal bovine serum) Gibco, 10500064 10%
GlutaMax™ Gibco, 35050-061 2%
Antibiotic-Antimycotic Gibco, 1524-062 1%
Kanamycin-szulfat Gibco, 1516-0047 1%
Szovettenyészeti edény 75 Greiner Bio 658175 -
cm2
DPBS Gibco, 14190-094 -

17. tablazat
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12. TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Susanszki Petra nyilatkozom, hogy a 2023-as 36. OTDK-ra benyujtott A
STIM1/ORAI1/SPCA2 fehérjekomplex esszencidlis szerepe a CFTR aktivacigjaban
primer polaris epitél sejtekben ciml dolgozatomban leirtak esetében az alabbi

munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Feladat/részfeladat Felkészités utan onalléan Folyamatos segitséggel
végeztem a dolgozathoz végeztem a dolgozathoz
sziikséges mennyiségeben sziikséges mennyiségeben
(%-ban megadva) (%-ban megadva)

SeJ,tlzglglast egér 100% i
hasnyalmirigy szovetbdl
Sejt,lzol‘abst hgman ) 100% i
hasnyalmirigy szovetbol
Organoid kultarak 0
Iétrehozasa és fenntartasa 100%
Duktalis fragmentumok
izolalasat és 100% -
géncsendesitését
Immun,ﬂuczreszcer’ls festést 80% 20%
¢s képalkotdst
RNS izolalést 100% -
Minta elokészitést és
képalkotas szuperrezoltcids 0 0
mikroszkoppal és klaszter 40% 60%
analizis
Fluoreszcens mikroszkoppal
torténd méreést €s 50% 50%
adatelemzést
HelLa sejt kulturak 0
fenntartésa és eldkészitése 100%
Abrak elkészitését 50% 50%
Kapcsolodo irodalom 0
feldolgozasat 100%

Kelt.: Szeged, 2022. 04. 10.

Susanszki Petra
Palyamunkat beado hallgato
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