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Roviditések jegyzéke

ABC transzporter: ATP-binding casette transzporter
AP: akut pankreatitisz

BCECF-AM: 2,7-bisz-2-karboxietil-5-(és-6-)karboxifluoreszcein acetoximetil észter
BMP: bone morphogenic protein (csont morfogén fehérje)
BO: blokkol6 oldat

BSA: szarvasmarha szérum albumin

CAMP: ciklikus AMP

CF: cisztas fibrozis

CFTR: cisztas fibrdzis transzmembran konduktancia regulator
CK-19: citokeratin 19

CP: krénikus pankreatitisz

DM: diabetes mellitus

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium

EGF: epidermalis novekedési faktor

EIPA: etilizopropil-amilorid

FBS: magzati borji szérum

FGF: fibroblaszt névekedési faktor

GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

GH: gesztacids hét

IL: interleukin

1PSC: indukalt pluripotens dssejt kultira

IRBIT: IP3 receptor-binding protein released with IP3
IP3: inozitol-trifoszfat

NBC: Na*/HCO3 kotranszporter

NHE: Na*/H" kicseréld

NMDG: N-metil-D-gliikamin

OSR1: oxidative stress responsive kinase 1

PAR2: protease activated-receptor 2

PDAC: pankreasz duktalis adenokarcinoma

PDZ: post synaptic density protein (PSD95), Drosophila disc large tumor suppressor (DIgl),
and zonula occludens-1 protein (zo-1)

PKA: protein kindz A

PKC: protein kinaz C

PLC: foszfolipaz C

PP: pankreész polipeptid

ROI: region of interest

SLC26A6: solute carrier 26 A6 (ClI/ HCO3™ kicseréld)
SPAK: SPS sterile 20-related proline alanin rich kinase
TBS: tris pufferelt s6oldat

TGF-p: transzformalo novekedési faktor béta

WNK: with-no-lysine

Whnt: wingless-related integration site



Bevezeto

A hasnyalmirigy egy kiils6 és bels elvalasztast mirigy. A kiils6 elvalasztast exokrin része
az emésztéenzimek termelését végzi, mig a belsé elvalasztast része kiilonb6zé hormonok
szekrécigjaért felelés. Szamos fontos megbetegedés tarsulhat a szerv koros miikodéséhez,
melyek akar halalhoz is vezethetnek. A hasnyalmirigy fiziologiai és pathofizioldgiai folyamatai
csak részben tisztazottak, ezért a tovabbi vizsgalatokat lehetdvé tevo modellrendszerek, amik a
dolgozat fo fokuszaban allnak igen fontosak. A dolgozathban bemutatasra fog keriilni a
hasnyalmirigy fejlédése, miikodése és bizonyos betegségei, illetve egy lehetséges in vitro

hasnyalmirigy modellrendszer karakterizalasa.

A hasnyalmirigy ontogenezise

A hasnyalmirigy az ontogenezis soran az elébél endodermalis epithéliumabdl keletkezik. A
2-3. gesztacios hét (GH) bekovetkezésekor két primordium keletkezik az el6bélbol, mint
hasnyalmirigy kezdemény. Ezek a primordiumok a ventralis és a dorzalis nevet kaptak, a
retroperitoneumban elfoglalt helyzetiikre utalva. A dorzalis primordiumbdl képzédik a
hasnyalmirigy teste és farka, ez fejlédik ki hamarabb és adja a szerv nagyobbik részét. A
ventralis részbdl a processus uncinatus és a hasnyalmirigy fej alakul ki. A primordiumoknak
ekkor még 0nallo vezetékekbdl allo rendszere van, nincs Osszekottetésilk egymassal. Az
embriogenezis sordn, a 7. gesztacids hét alatt a gyomor ¢€s a bél csavarodéasa kovetkeztében a
ventralis primordium a dorzalishoz fuzional (1. abra). A fizi6 kovetkeztében alakul ki
tovabbiakban a kozos epe- és hasnydlmirigy vezeték. A mdasodik és harmadik gesztacios
honapokban differencialodnak a hasnyalmirigy acinus, duktalis és endokrin sejtek, majd

megjelennek a zimogén granulomok is (McClean és Weaver, 1993; Henry és mtsai., 2019).
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l.dabra A hasnydlmirigy az ontogenezis sordn. A gyomor és a duodénum rotdacidja a ventrdlis primordium
elmozdulasahoz vezet, igy az a dorzalis primordium mogott és alatt fog elhelyezkedni. A hetedik gesztdacios hét
alatt megtorténik a két primordium fiizioja, amibél a hasnydlmirigy szarmazik. Forrds: Henry és mtsai., 2019



A hasnyalmirigy tajanatomiaja

A humdan hasnyalmirigy a masodik legnagyobb mirigyes allomany( szerv az emberi
szervezetben (An és mtsai., 2023). A szerv hossza 14-18 cm, 2-9 cm széles és 2-3 cm vastag,
tomege 50-100 g (Dolensek €s mtsai., 2015). A hasiireg felso részében helyezkedik el a gyomor
mogott €s a gasztrointesztinalis rendszer része. Kiilso €s bels6 elvalasztasu mirigyrendszerbdl
¢épiil fel (Longnecker, 2021). Makroszkopikusan 3 részre lehet tagolni: fej, test és farok,
amelyeket nem lehet teljesen elhatarolni egymastol.
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2. abra A hasnydlmirigy anatomidja és erei. A human hasnydlmirigy feji része a duodénum kanyarulataban
helyezkedik el, a farki része a lép hilussal van kapcsolatban. Az abran lathato tovabba a szervhez kapcsolodo
f0bb véredeények. Forras: Henry és mtsai., 2019

A hasnyalmirigy fej része a duodénum kanyarulataban fekszik. A farki rész a 1ép hilussal all
kapcsolatban. A hasnyalmirigy teste a gyomor hatulso disztalis részénél fekszik. A szerv gazdag
vér- és nyirokérellatottsaggal rendelkezik. A hasnyalmirigy hatso felszine sokféle érképlettel
¢érintkezik: arteria mesenterica superior, vena mesenterica superior, vena portae, vena cava
inferior €s aorta. A duodénum kanyarulatdban talalhatdo minor papillaba dgazik a hasnyalmirigy
mellékvezetéke és ez alatt helyezkedik el a Vater papilla, amelybe a f6 hasnyalmirigy vezeték
agazik be. A koz0s epevezeték a hasnyalmirigyfej mellett halad at, amely egybeagazik a
fovezetékkel (2. abra). A hasnyalmirigy nyirokrendszere gazdagon elagazik az egész szerv
tertiletén. Megkiilonboztetiink szervkozeli/elsdédleges nyirokcsomokat és tavolabbi/masodlagos
nyirokcsomokat. Az elsddlegesek a szerv sz€lén helyezkednek el, mig a masodlagosak az erek

kozelében. Gazdagon innervalt szerv, mely szimpatikus és paraszimpatikus beidegzést is kap a



nervus vagus afferens rostjai altal. Ezek neurotranszmittereket szekretalnak a hasnyalmirigy

célsejtjeinek (Dolensek és mtsai., 2015; Longnecker, 2021).

A hasnyalmirigy sejtjei

A hasnyalmirigy felépitése egy eldgazod fahoz hasonlitdé rendszer, amely acinusokbdl és
duktalis sejtekbdl all, tovabba az ezekhez asszocialodott erek, nyirokerek, kotdszovetek és
idegek. Az exokrin rész mirigyes lobulosokbdl épiil fel, melynek 6 strukturaja az acinus, amely
centroacinaris sejtek, amik kapcsolatban allnak a terminalis duktalis epithéliummal. A
proximalis részen a duktalis sejtek morfologidja kuboidalis, a disztalis részen pedig
oszlopszert, laposabb. A hasnyalmirigy févezeték az interlobularis vezetékbe agazik, ezutan
pedig az intralobularisba, amely az interkalaris vezetékkel folytatodik, amely kozvetlen
kapcsolatban all a centroacinaris sejtekkel (3. abra). Ez a rendszer haldzatszertien agazik szerte
a hasnyalmirigyben. Az exokrin szdveti komponensek tobb mint 96-99%-ban teszik ki a
hasnyalmirigy tomegét, mig az endokrin rész a maradék 1-4%-ban. (Dolensek és mtsai., 2015).

Az endokrin sejtek az exokrin szdvetallomanyban elszortan helyezkednek el, ezek
ugynevezett Langerhans-szigeteket alkotnak. A szigetek morfologidja cirkularistol ovalisig
terjed és jol elkiilonithetéek. Ezek az endokrin sejtek kiilonb6z6 polipeptid hormonokat
termelnek. A legnagyobb mennyiségben (50-70%), a béta sejtek fordulnak elé, amelyek
inzulint szintetizalnak és szekretalnak. Az alfa sejtek 20-40%-ban fordulnak el és glukagont
szekretalnak. A Langerhans szigetek delta sejtjei szomatosztatint, a pancreas polipeptid sejtek
(PP) pancreas polipeptidet szekretalnak és kevesebb, mint 10%-ban talalhatdbak meg az
endokrin alloményban. Az epszilon sejtek altal szekretalt hormon a ghrelin. Ezek a sejtek

kevesebb, mint 1%-ban alkotjak az allomanyt (DolenSek és mtsai., 2015).
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3. dbra Az exokrin hasnydlmirigy két fo sejttipusa, az acinus és duktdlis sejtek. Az dabrdan ldathaté a
hasnyalmirigy f& duktdlis vezetékeinek halozata és kapcsolatuk egymdssal. (A) A centroacinaris sejtek az (B)
interkaldlodott vezetékkel vannak dsszekottetésben, amely az (C) intralobularis vezetékbe dgazik, majd a kisebb
interlobuldris vezetékbe, ez pedig a (D) f6 interlobuldris vezetékhez kapcsolodik. Forrds: Reichert és Rustgi,
2011

Kovetkez6kben az exokrin mirigyallomany sejtjeinek targyalasarol lesz szo. Az acinus
sejtek felelések a hasnydlmirigy emésztéenzimeinek termeléséért, szekretalasaért &s
raktarozasaért. Az altaluk szekretalt folyadék NaCl-ban gazdag (Hegyi és Rakonczay, 2015).
Az emésztéenzimek zimogén granulomokban proenzimek formajaban vannak jelen a sejtekben
¢s a hasnyalmirigyen beliil. Ezeket az emésztéenzimeket az enteropeptidaz aktivalja a
duodénumban, ezért kulcsfontossagu szerepe van az emésztés folyamatdban. Az emésztd
enzimek lehetnek proteolitikus, lipolitikus, nukleolitikus és glikolitikus tulajdonsagtak. Az
inaktiv proenzimekhez tartozik példaul az elasztdz, pepszinogén, dezoxiribonukleaz,
ribonukleaz, tripszinogén, kimotripszinogén és a prokarboxipeptidaz. llletve ezek mellett az
amilaz, amely szénhidratbonté tulajdonsaggal rendelkezik, a lipaz, amely zsirsavakat bont, a
keletkezik, amely a tobbi zimogén formaban 1év6 enzim aktivaciojat is kivaltja (Bonal és mtsai.,
2008; Saluja és mtsai., 2019; Pallagi és mtsai., 2015; Hegyi és mtsai., 2011).

A duktalis sejtek f6 feladata a bikarbonat (HCO3") és folyadék szekrécid (Pallagi és mtsai.,
2015). Napi 2,5L hasnyalat szekretalnak a duktalis sejtek (Hegyi és Rakonczay, 2015). A
termelt hasnyal 140mM NaHCOs tartalmaz, ami altal a pH alkalikus tartomanyba keriil (pH
8,0 - 8,5) igy, semlegesiti az acinusok altal termelt savas Osszetételii folyadékot és beallitja a
megfeleld pH-t az acinussejtek altal szekretalt enzimeknek. Ezzel megakadalyozza ezen

enzimek id6 elétti aktivalodasat, és a hasnyalmirigy dnemésztédését (Angyal €s mtsai., 2021).



A bikarbonat szekrécio mechanizmusa a hasnyalmirigy duktalis sejtjeiben

A hasnyalmirigy duktalis HCO3™ szekrécidja egy komplex folyamat, 2 részre oszthatjuk.
Elészor is a HCOs felvételére a duktusz sejtbe, amely a bazolateralis membranon elhelyezkedd
transzportrendszerekkel valosul meg. Ilyen rendszerekhez tartozik az NBC (Na*/HCOs
kotranszporter) és az NHE (Na'/H" kicseréld). A HCO3 bejuthat még passzivan a
sejtmembranon keresztiil diffundalva is CO; formdjadban. A masodik része a folyamatnak a
HCOs3 szekrécidja az apikalis membranon a hasnyalmirigy duktalis epithél sejtjein keresztiil a
lumenbe. Kiemelkedé szerepe van ebben a Cisztas fibrozis transzmembran konduktancia
regulatornak (CFTR) és a CI'/HCOs kicseréldknek (Pallagi és mtsai., 2015).

A CFTR fehérje a duktuszok apikalis membranjaban foglal helyet, mint egy cAMP altal
szabalyozott anion csatorna. A CFTR az ABC-transzporter szupercsaladba tartozd fehérje
(ATP-binding casette). ATP hidrolizise altal keletkez6 energiat hasznositja az iontranszporthoz.
Az ABC transzporterek 2 doménbdl allnak, nukleotid koté doménekbdl és transzmembran koto
doménekbdl. Ezen kiviil tartalmaznak még membrant athidalé alfa helikalis motivumokat és
szabalyoz6 doméneket, amelyek a protein kinaz A (PKA) és protein kinaz C (PKC) altal
foszforilalodhatnak szignalizacids kaszkddokban. A CFTR megtalalhaté kiilonbozd szervek
epithéliumaban, példaul tiidében, majban, emésztétraktusban, reproduktiv traktusban és a
bérben is. 3-5x nagyobb szelektivitasa van a CI” ionnal szemben, mint a HCO3™ ionnal viszont
az extracellularis ClI° meghatarozo paraméter a CI/HCOs szekrécioban. Amikor a CI
fiziologias koncentracidban jelen van a proximalis hasnyalmirigy vezetékek lumenében, akkor
a CFTR CI csatornaként funkcional, viszont, ha luminalis és intracellularis CI" koncentracio
alacsony a disztalis hasnyalmirigy vezetékeknél, a CFTR HCOz3™ ionokat szekretal az apikalis
membranon keresztiil (Pallagi és mtsai., 2015).

A taplalkozas kozben és utan jelentés mértékben aktivalédnak mind az acinus mind a
duktalis sejtek. Ezek, az emésztéenzimeket és a hasnyalat termelik, amelyek tobb kiilonboz6
gasztrointesztinalis hormonon ¢€s kolinerg beidegzésen keresztiil medialtak. HCOz3™ szekrécio
neuroendokrin bemenete a vago-vagalis beidegzésen keresztiil valosul meg. A HCO3™ szekrécio
fokozodik szekretin, vazoaktiv intersticialis peptid, bombesin és acetilkolin hatdsara, ezek
kovetkeztében nd az intracellularis cAMP szint, ezzel parhuzamosan az intarcellularis Ca?*
szint is és ez stimuldlja a G-proteinhez kapcsolt receptorokat, mig a szekrécidé csokken
szerotonin, substance P, arginin vazopresszin, és ATP hatasara (Ishiguro és mtsai., 2012).

A szekretin étkezés utan a duodénum enteroendokrin sejtjeibdl, pontosan az S-sejtekbdl

szabadul fel és a véraram ttjan jut el a bélcsatorna lumenébe, ahol beko6tédik a Gs protein alfa



alegységéhez, ami aktivalja az adenilat-ciklazt, igy emelkedik a cAMP szint. Magas cAMP
szint indukélja a PKA-t, ami foszforildlja a CFTR szabalyoz6 doménjét, igy az aktivalodik és
megtorténik a HCOz™ szekrécio (Pallagi és mtsai., 2015). A duktalis epithélium funkcidjahoz
szamos ioncsatorna €s transzporter fehérje hozzajarul. A bazolateralis felszinen funkcionalo,
Na*/HCOs™ kotranszporter mas néven NBC, jelentds szerepet jatszik a HCO3™ intracellularis
bejuttatasaban. A transzporteren keresztiil kdzvetleniil 2 HCOs™ és 1 Na' jut be a sejtbe. Ezt a
transzportot az elektrokémiai gradiens teszi lehetévé, amit a Na*/K* ATP-az a Na* folyamatos
eltavolitasaval ér el. A HCOs kozvetlen transzportjan feliil, a szénsav-anhidraz a passziv
diffuzioval bejutott CO2-t atalakitia HCOs™-4 és H*-4. Igy indirekt modon is bejut a HCO3™ a
sejtbe. Ebben a reakcidban képz6dott H'-t az NHE 16ki ki a bazolateralis membranon Keresztiil,
a keletkezett HCO3™ pedig az apikalis membran felé vandorol és szekretalodik a lumenbe a
CFTR vagy a CI'/HCOs  kicseréldk (SLC26A6, SLC26A3) altal. Az intracellularis HCOs™ Kijut
a lumenbe a korabban emlitett transzportrendszereken keresztiil és az ott jelen 1évé C1” ionokra
cserélédik ki, amelyet aztan a CFTR jra hasznosit. Amikor az acinus sejtek altal szekretalt CI°
-ban gazdag folyadék képzddik, a HCOs szekrécié az apikalis membranon keresztiil, az
SLC26A6 CI/THCO3" kicserél6 altal van medialva, ennek kovetkeztébe HCO3™ szekrécio és CI°
felvétel torténik, igy a luminalis CI” szint csokken, mig a HCO3™ nd, ahogy a szekretalt folyadék
végig halad a duktalis halézaton keresztiil (4.abra) (Angyal és mtsai., 2021; Pallagi és mtsai.,
2015; Ishiguro és mtsai., 2012).

Lumen

2K* Na* 2HCO3
4. dbra A HCOs szekrécio modellje a hasnydlmirigy duktdlis sejtjeiben. A felszabadult szekretin (S) és
acetilkolin (ACh) sekenti a CAMP termelést és az intracelluldris Ca?* szintet novelik, amely stimuldlja a G-
protein kapcsolt receptorokat, amely igy serkenti a Na* fiiggd HCOs transzportot a bazolaterdlis oldalon.
Ebben a folyamatban az NBC és az NHE vesz részt. A szénsav-anhidraz (CA) dltal katalizalt folyamat sordn
is keletkezhet HCOs™ a sejthben. Az igy felhalmozédott HCO3t az apikdlis transzportrendszerek (CFRT,
SLC26A46) exportaljak a lumenbe. Forrds: Angyal és mtsai., 2021



A HCOs szekréciot jelentdsen befolyasolja és szabalyozza a With-No-Lysine (WNK), az
SPS Sterile 20-related proline alanin rich kinase (SPAK) és az oxidative stress responsive
kinase 1 (OSR1). A CFTR Aéltal szabalyozott dinamikus anion transzport befolyasolhatd, hogy
szelektiv legyen a HCO3™ szekréciora. Ezt a WNK medidlja, amely szabalyozza tovabba az
OSRI1 ¢és a SPAK aktivitasat. A WNK kinazok ozmotikus stressz szenzornak tekinthetok és az
alacsony intracellularis CI" koncentracio aktivalja 0ket. Ezeknek a kindzoknak a mutécidja
magas vérnyomashoz és szabalytalan NaCl re-abszorpcidhoz vezet. Nyugalmi allapotban a
WNK/SPAK utvonal csokkenti az expressziojat és aktivitasat a HCOs transzportereknek
(példaul SLC26A6, CFTR, NBC). A CFTR aktivitasa altal csokken az intracellularis CI°
koncentracio, amely a WNK kindz autofoszforilacidjahoz vezet, igy aktivalt allapotba kertil.
Ezutan hozzakot a CFTR-csatornahoz és fokozza a permeabilitasat HCOs™-ra. Ugyanakkor a
WNK/SPAK ttvonal aktivacidja gatolja az apikalis membranon elhelyezked6 HCOg3
transzportereket beleértve a CFTR-t is (5/A. abra). Tovabba meg kell emliteni még az IP3
(inozitol-trifoszfat) Receptor-Binding Protein Released With [Pz tutvonalat (IRBIT) is,
amelynek esszencialis szerepe van az HCOg3™ szekrécid szabalyozasaban (5/B. abra). Az IRBIT
antagonistaja a WNK/SPAK utvonalnak. Az apikalis és bazolateralis membrannal lokalizalodik
a PDZ-doménjével. Az IRBIT az IP3 receptoran keresztiil kotédik a foszfolipaz C-hez (PLC),
amely fokozza az IP3 szekréciot. Igy hozzajarul a Ca®* és a cAMP felszabadulashoz, ezaltal
szintén sSerkenti a CFRT aktivitasat, HCO3s  szekréciot és aktivalja az apikalis oldalon
elhelyezked6 Cl és HCOs transzportereket, tovabba kozremiikodik a bazolateralis felszinen az
NBC-vel és az NHE-vel is (Angyal és mtsai., 2021; Pallagi és mtsai., 2015; Ishiguro és mtsai.,
2012; Kim és mtsai., 2020).
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5. dbra (1) WNK/SPAK utvonal, (B) IRBIT szerepe és mechanizmusa a HCOz szekréciéban. (A) Az
alacsony intracelluldris CI i0on koncentracié hatdsara a WNK autofoszforildcidja kovetkezik be, de a WNK-
hoz kétédhet a SPAK, amely (foszforildcié medidlta folyamat) mérsékli a HCO3™ transzporterek aktivitdsat.
(B)Az IRBIT-nek antagonista hatisa van a WNK-SPAK utvonallal szemben. Serkenti a duktalis szekrécids
mechanizmust azaltal, hogy serkenti a sejtfelszini expressziot és aktivilja a CI' és HCOs transzportereket.
Forras: Angyal és mtsai, 2021

A hasnyalmirigyet érinto betegségek

A hasnyalmirigy endokrin és exokrin része anatomiailag szorosan kapcsolt, illetve valamely
rész zavara kihat a masikra. A hasnyalmirigy exokrin részét érint6 és az egyik legnagyobb
mortalitassal rendelkez6 gasztrointesztinalis megbetegedésekhez tartozik az akut pankreatitisz,
(AP), a kronikus pankreatitisz (CP) és a hasnyalmirigy rak. Az akut és a kronikus gyulladasa a
hasnyalmirigynek bekovetkezhet thlzott mennyiségli alkohol fogyasztas, az emésztdenzimek
id6 el6tti aktivalodasa és hipertrigliceridémia miatt. A hipertrigliceridémia egy metabolikus
rendellenesség, amely soran a szérum vagy plazma trigliceridszintje 1,7mM (Kiss és mtsai.,
2023) értéknél magasabb. Epekd altal okozott elzarddas a Vater papillanal is lehet kivalto
tényez6 a gyulladasban (Hegyi és mtsai., 2011; Czakd és mtsai., 2009). Az akut gyulladas
sorozatosan kitijulhat, illetve tovabb fajulhat kronikus gyulladassa is. Ezek a rendellenességek
mind a hasnyalmirigy rék kialakulasdhoz vezet. Mindegyik exokrin részt érintd betegség
elfogadhatatlanul magas mortalitassal jar (Hegyi és mtsai., 2011).

A hasnyalmirigy endokrin részét érinté rendellenesség koziil a diabetes mellitus-t (DM),
emelném ki. Az exokrin szovet el6bbiekben emlitett rendellenességei mind kivalthatjak a DM-
t. Tobb allati és human modell is kimutatta az exokrin hasnyalmirigy csokkent szekrécios
képességét mind az inzulin-dependens és nem-inzulin-dependens DM-ban. A DM emellett
elkeriilhetetleniil okoz kiegyensulyozatlansagot a sziget sejtek hormon szintjeiben. DM
pacienseknél a hasnyalmirigy atrofiaja is jellemzo (Pallagi és mtsai., 2015).
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Akut pankreatitisz

A hasnyalmirigy exokrin allomanyanak kords gyulladdsos megbetegedése az akut
pankreatitisz (AP), amely a mai napig kihivast jelenté gasztrointesztinalis megbetegedés
(Pallagi és mtsai., 2015). Magas mortalitast, komplex koros allapot, amely mind a duktalis és
acinus sejteket érinti (Angyal és mtsai., 2021). A betegség sulyossag alapjan vald csoportOsitasa
magaba foglalja az enyhe, kozépsulyos és sulyos fokozatokat, melyekbdl a kozépstlyos és
stulyos esetek kimenetele rendkiviil lesujté a magas mortalitas miatt. Az AP ujra kialakulhat,
illetve kronikus pankreatitisz (CP) is kifejlédhet belble. Jelenleg nincs kifejlesztett terapia az
AP betegségre sem a komplikaciokra, csakis fajdalomcsillapitas és szupportiv kezelés, igy a
kezelés soran a mérséklésen van a hangstly (Szatmary és mtsai., 2022). Szamos kivalté oka
lehet a betegségnek, példaul talzott etanol fogyasztds, dohanyzas, epés-megbetegedések ¢és
hipertrigliceridémia. A diagnozis felallitdsa soran hdrom tényezdbdl kettdnek jelen kell lennie:
(1) folyamatos, kitartd, sulyos, néha a hatra is kiterjed6 hasi fajdalom (2) szérum lipaz/amilaz
aktivitasa 3x nagyobb a normalis értékénél (3) kiilonboz6 képalkotd eljarasok, amelyek
alatamasztjak a gyulladasos (6déma és/vagy nekrozis) elvaltozasokat (kontrasztanyagos
komputertomografia, magneses rezonancia képalkotas, ultrahang stb.) (Barreto és mtsai., 2021;
Banks és mtsai., 2013).

A legfébb mechanizmus az AP kialakul4sa soran a patholégiasan magas intracellularis Ca®*
koncentracié. A Ca?*, az endoplazmatikus retikulumban raktirozodik és a felszabadulési
folyamata a citoszolba illetve a mitokondriumba inozitol-trifoszfat, ryanodin receptorokon és
Ca?* csatorndkon at torténik kolecisztokinin és acetilkolin serkentett uitvonalon keresztiil. A
Ca?* felszabadulas jelentds mértékben fokozodik a hasnyalmirigy szamdra toxikus vegyiileteket
jelenlétében. Ilyen toxikus vegyiiletek példaul az epesavak, zsirsavak, €és alkohol. A magas
intracellularis Ca?* koncentracid és az aktivalodott emésztéenzimek miatt vagy a kivalto
tényezOk miatt (alkohol, hipertrigliceridémia) a mitokondriumok funkcidja karosodik, és leall
az ATP termelés. Ennek kovetkezménye, hogy szamos apikalis ¢€s bazolateralis
transzportfolyamat gatolva lesz, a sejtek karosodnak és elpusztulnak (Barreto és mtsai., 2021;
Maléth és mtsai., 2015).

A szekrécids granulomokban tarolt proenzimek korai aktivacioja kiterjedt karokat okoz a
hasnyalmirigyben. Normal fiziologias esetben szamos mechanizmus védi az acinus sejteket a
proenzimek Kkorai aktivaciojatol, igy meggatolva az AP kialakulasahoz vezet6 utat. llyen
példaul a protease-activated-receptor 2 (PAR2) és a tripszin inhibitor. Azonban a zimogén

granulumok és lizoszomak fuzioja kdvetkeztében a tripszinogént, a katepszin B (lizoszomalis
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hidrolaz) hasitja és igy tul sok tripszint aktival, amit a normal folyamatok mar nem tudnak
gatolni. A katepszin B altal keletkezett tripszin hatdsaira megné a permeabilitasa a
granulomoknak, ezaltal a katepszin B kiszivarog a citoszolba és acinus karosodashoz, majd
sejthalalhoz fog vezetni. A sejthalalban szerepe van az inflammoszémaknak, endoplazmatikus
retikulum stressznek, autofagidnak és mitokondrialis diszfunkcionak. A nuklearis faktor kappa
B aktivacioja a tilzott mennyiségii folyamatos Ca?* szint miatt kovetkezik be. Az aktivacio
kovetkeztében gyulladast okozé mediatorok szabadulnak fel, példaul interleukinek (IL-1, IL-6,
tumor nekrozis faktor alfa, 1L-17), ennek kovetkeztében ez a folyamat szisztémas gyulladast
okozhat.

Az acinus sejteken feliil a duktalis sejteknek is fontos szerepe van az AP kialakulasanak és
progressziojanak mechanizmusaban. Az acinusok enzimgazdag szekrétuma savas kémhatasu
és klorid-ionokban gazdag, amiben a proenzimek kdnnyen aktivalédnak. Azonban a duktuszok
altal szekretalt HCOs™-ban gazdag folyadék lugositja a hasnyalmirigy duktuszaiban az acinusok
szekrétumat. Ez a folyamat korlatozza a duktuszok csatornaiban a tripszinogén id6 eldtti
aktivaciojat. Epeké okozta AP-ben amikor kisebb kovek érintik a Vater papillat és igy azt
eltomitik, epesavak juthatnak a duktusz csatorndkba. Az epesavak alacsony koncentracidoban
duktalis HCOg3™ szekréciot indukélnak, amely lehet egyfajta védekezd mechanizmus. Ezzel a
toxikus epesavak kimosodnak a duktalis rendszerbdl és megvédik az acinus sejteket. Ha nem
megfelelé ez a mechanizmus, az acinus sejtekben megemelkedik az intracellularis Ca®* és a
fent emlitett patologias folyamatok indulnak el (Saluja és mtsai., 2019; Baretto és mtsai., 2021;
Maléth és mtsai., 2015; Hegyi és mtsai., 2011).

Kronikus pankreatitisz

A kronikus pankreatitisz (CP) egy progressziv gyulladasos megbetegedés, amely
visszaallithatatlan karokat okoz a hasnyalmirigyben. Ennek oka lehet példaul genetikai hattér
(CFTR mutaciok), tobbszor ¢és rendszeresen kialakulo AP, ¢és talzott mértéki
alkoholfogyasztas. Hisztologiai vizsgalatok altal a CP kovetkezménye az acinus sejtek elhalasa,
mononukledris sejt infiltrdci6 és interlobuléris/intralobularis/periduktalis fibrozis. A
kovetkezmény az exokrin és endokrin allomany funkci6 vesztése, ami hasnyalmirigy
elégtelenséghez vezet.

A képalkoto eljarasok koziil kiemelkedd a szekretin érzékenyitett méagneses rezonancia
kolangiopankreatografia. Nem invaziv eljaras, amely képet ad a hasnyalmirigy, epevezeték és

epeholyag alkotta héalozatrol. Ez altal felbecsiilhetd a hasnyalmirigy szekrécids volumen,
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feltérképezhetd az exokrin funkcido mértéke, duktalis anomalidk észrevétele, a kommunikacio
vizsgalata a hasnyalmirigy halozat kozott, pszeudocisztak, fekélyek és az Oddi-sphincter
diszfunkcioja (Pallagi és mtsai., 2015).

Cisztas fibrozis

A cisztas fibrozis (CF) vagy mas néven muciviscidosis egy potencialisan halalos, t6bb
szervet érintd betegség, amelyet a CFTR gén mutacidja okoz. Tovabba az akut pankreatitisz,
kronikus pankreatitisz és a hasnyalmirigy adenokarcindmaja is a CFTR gén meghibasodasahoz
kothetd betegségek. Jelenleg tobb mint 100000 embert érint vilagszerte és a paciensek szama
2025-re 50%-kal emelkedni fog (Angyal és mtsai., 2021). Hat féle csoportba sorolhatok be a
CFTR gént érint6 mutaciok.1.) defektiv fehérje termelés, 2.) defektiv fehérje érés 3.) defektiv
csatorna regulacio, 4.) defektiv ion csatorna vezetés 5.) csokkent fehérjeszintézis, 6.) csokkent
fehérje stabilitas. A legyakoribb mutacio az 508-as pozicioban 1évé fenilalanin delécidja, ami a
mutaciok 2. csoportjaba sorolhatd. Annak ellenére, hogy a cisztas fibrézissal kiizdék vérhato
¢lettartalma nétt, az atlag halalozasi kor 40 év, amiért elsésorban a respiratorikus elégtelenség
a felelés. A génmutacié okozta kovetkezmények a hasnyadlmirigynél széles kortiek. A
hasnyalmirigy duktalis folyadék és elektrolitok CF paciensekben savas kémhatasuak az
elégtelen szekrécid kovetkeztében, ami valadék kicsapodashoz és emésztéenzimek korai
aktivalodashoz vezet a duktalis lumenen beliil, ami cisztaképzddést és hegesedést (fibrozist)
okoz a szoveten belill. Igy az acinus és duktalis sejtek karosodasanak szévédménye
hasnyalmirigy elégtelenségéhez vezet. A CF tovabba minden olyan szervet/szervrendszert érint
(tiid6, 1égutak, hasnyalmirigy, mellékhere vezeték), ami epithél sejteket és ezaltal CFTR-
csatornat tartalmaz (Angyal és mtsai., 2021; Pallagi és mtsai., 2015).

Modellek és vizsgalati lehetéségek a hasnyalmirigyet érinté folyamatok

tanulmanyozasara

Az allati modellek esszencialisak a kutatasban, mivel ezekkel a human szovetek
felhasznalast tudjuk csokkenteni. Az allati modellek lehetové tették, hogy 1j ismeretekkel
gyarapitsuk a tudasunkat példaul a sejtek szignalizacios, proliferacios és differencialodasi
utvonalaiban, gyogyszer-, hatdanyag- és rakkutatasban. Ezeknek az allati modelleknek az
elényei kozé tartozik a gyors novekedés, az egyszeriibb élettani felépités ismertsége,

nagyszamu utod 1étrehozasa kevés 1d6 alatt, beltenyésztés lehetdsége és a koltséghatékonysag.
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Ezen modellek segitségével in vivo kiséreteket tudunk elvégezni, melyeknek célja ¢él16
szervezetben kiilonb6z0 folyamatok, betegségek €és az ezekre adott sejtes valaszok kozotti
Osszefliggések vizsgalata Az allati modellekbdl kovetkeztetiink az emberben lejatszodo
folyamatokra. Azonban rengeteg bioldgiai folyamat az emberben kisebb-nagyobb mértékben
eltérhet az allatokban, és a komplex folyamatok vizsgéalata korlatozott altaluk. Az allati
modellek altal elért sikeres eredmények transzlacioja emberre a rakkutatasban kevesebb mint
8%. Sajnos ez a transzlacios arany azért olyan alacsony, mert dont6 jelentdségli gének térnek
el szamos esetben ragcsalok és humanok kozott, ebbdl kifolydlag az allati modellek bizonyos
szintig replikalni tudjak a korfolyamatokat, de nem tudjak elég effektiven modellezni a
humanokban lejatszo6dé folyamatokat (Mak és mtsai., 2014; Kim és mtsai., 2020).

Az allati modellek egy sziikséges alapot jelentenek a kezdeti kutatasokban, de a human
modellek alkalmazasa a legcélravezetdbb. Azonban az emberi modellek hasznélata soran a
legfobb nehézség a human sejtekhez és szovetekhez valod korlatozott hozzaférés. Ezekhez az
intraoperativ szovettani mintak, biopszidk ¢és elhunytakbol szarmazé mintak altal tudunk
hozzaférni. Az utdbbi lehetdségnél jelentds karosodas érheti a szovetet, kiillonds tekintettel a
hasnyalmirigy esetén, mivel az emésztéenzimek viszonylag gyorsan felemésztik a szervet. A
munkank fokuszaban a hasnyalmirigy duktuszok allnak, mely vizsgalatara szamos lehetOség
van mind allati, mind pedig human szovetek altal (Kim és mtsai., 2020). A tovabbiakban a
duktalis vizsgalatokra alkalmas in vitro, ex vivo és in vivo lehetdség lesznek bemutatva.

In vitro modellekhez tartoznak a 2D sejtkulturak, amelyek lehetnek primer sejtek vagy
immortalizalt sejtvonalak. Ezek a koziil a szélesebb korben alkalmazott duktalis sejtvonalak a
human adenokarcinoma eredetii Capan-1 és Capan-2 sejtek. Tobb tanulmany is bizonyitotta a
Capan-1 sejtek esetén, hogy funkcidoban viszonylag jol tudjak modellezni a primer duktalis
bikarbonat szekréciot (Sziics és mtsai., 2006; Wang és Novak, 2013). Az ex vivo modellekhez
tartozik a mikrodisszekcidval izolalt duktalis struktara. Ishiguo és mtsai. (2012) ilyen modon
izolalt hasnyalmirigy duktuszokon végzett mikroperfuzios vizsgalatokat. Azdta ez az ex vivo
modell széles kortien alkalmazott metodika lett a hasnyalmirigy duktusz vizsgalatok teriiletén.
Féleg ennek a modellnek a segitségével és a szegedi hasnyalmirigy kutatocsoport uttord
munkdjanak koszonhetden a duktuszok szerepérdl az akut pankreatitiszben szamos részletre
fény dertilt (Venglovecz és mtsai., 2008; Hegyi és mtsai., 2011; Pallagi és mtsai., 2014; Fiir és
mtsai., 2021).

Az in vitro modellek forradalmi eljarasa a 3D organoid kultarak kifejlesztése volt a 2010-es
évek kornyékén. Az organoid sejtek polarizaltabbak a 2D sejt kulturaknal, a sejtfunkciok és

transzportfolyamatok ezaltal jobban hasonlitanak az in vivo funkciokhoz. Az oganoidok
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pluripotens Ossejtekbdl vagy felndtt dssejtekbdl szarmazd sejtek, melyek a korilottik levo
extracellularis matrix segitségével 3D-ban tudnak novekedni, és ebben a 3D kornyezetben
sokkal optimalisabb koriilmények kozott novekednek a sejtek. Ezek kivalo in vitro modellek
lehetnek élettani folyamatok tanulmanyozasara. Tovabba végezhetd rajtuk szamos kisérlet,
amely human korfolyamatokhoz, rak-, gyogyszer- ¢és hatdanyagkutatashoz kothetd. A
hasnyalmirigy organoid kultirakat allati vagy human dssejtekbdl lehet tenyészteni. A sejtek
fenntartasahoz, az organoid genezishez, és a proliferdcidhoz elengedhetetlenek a kiilonb6zd
novekedési faktorok jelenléte, mint példaul a Wnt aktivator (wingless-related integration site)
(Wnt3a, R-spondin), tirozin kinaz receptor ligandok (EGF-epidermal growh factor, FGF10-
fibroblast growth factor), és BMP (bone morphogenic protein) inhibitorok (noggin), TGF-$3
(transforming growth factor beta) inhibitor (Balak és mtsai., 2019; Kim és mtsai., 2020). Az
organoidok felhasznalasi kore sokrétii. Az alap kutatasi folyamatok mellet bizonyos betegségek
modellezésére és a preciziés medicinaban is jelentés szerepe lehet. Biobankok létrehozasa
soran, paciensekbdl vett mintakbol organoidokat lehet 1étrehozni és tarolni késébbi genetikai,
farmakologiai, és molekularis kisérletek felhasznalasahoz (Kim és mtsai., 2020). Molnar és
mtsai. (2020) kimutatta PCR és morfologiai analizissel, intracellularis pH méréséi
vizsgalatokkal, hogy egérbol tenyésztett organoid kultira és mikrodisszekcioval izolalt ex vivo
duktuszok kozotti transzport aktivitas, fehérje termelés és szekrécid rendkiviil hasonlo, igy
kivaldo modell lehet a hasnyalmirigy folyamatainak tanulmanyozasra (Molnar és mtsai., 2020).

Egy masik lehetéség organoidok eldallitasara az indukalt pluripotens 0ssejt (iPSC)
technoldgia, amely soran normalisan differencialodott sejteket programoznak at Gssejtté. Ezt
transzkripcios faktorok kényszeritett kifejezddésével érik el. Igy az ujraprogramozott sejtbol az

organoid fejlédhet ki.
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6. abra Hasnydlmirigy organoid kialakitisa és felhaszndldsi lehetéségei. Lehetéség van kiilonbozd széveti
forrasbol 3D organoidok kialakitasara, megfelelé médiumok haszndlatival. Az abra mutatia az organoidok
morfologiai sokféleséségt a szovet forrdsdtol fiiggden. Pdciensek szoveti biopsziaibol PDAC organoidok

kialakitdsa lehetséges. Forras: Balak és mtsai., 2019
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Célkitiizés

A hasnyalmirigy duktusz funkcidk vizsgalatdra elsOsorban allatmodellnek allnak
rendelkezésre, de azok miikddése bizonyos mértékben eltér a human duktusz sejtek
mitkodésétdl. Ezért rendkiviil fontos, hogy a kutatdsok soran egyre tobb human szdveten
végezziik a méréseket. Azonban a human hasnyalmirigy mintdkhoz val6é hozzaférés rendkiviil
korlatozott.

A munka soran a f6 célunk egy 0j human hasnyalmirigy duktalis modellrendszer 1étrehozasa
volt, valamint ennek a karakterizalasa. In vitro 3D organoid kultarakat szerettiink volna
kialakitani human magzatokbol nyert hasnyalmirigy szovetekbdl. Majd ezen organoidok
duktalis markereinek expresszios szintjeit és a duktuszokra jellemzd funkcidkat terveztiik

megfigyelni kiilonb6z6 metodikak alkalmazasaval.
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Anyagok és médszerek

Felhasznalt anyagok

A Kkisérletek soran felhasznalt vegyszereket elsésorban a Merck Kft.-t6l (Budapest,

Magyarorszag) szereztiik be, ellenkez0 esetben jeloltiik az anyagok gyartojat.

Alkalmazott oldatok

Az organoidok izolalashoz és fenntartasahoz hasznalt oldatok a kovetkezdk voltak:

- Splitting médium: Advanced DMEM-F12-ben (ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA, Egyesiilt Allamok) oldjuk fel a tobbi anyagot, 10 mM HEPES (1 M, ThermoFisher
Scientific), 2 mM GlutaMax™ Supplement (ThermoFisher Scientific), 125 pg/mL
Primocin (invivoGen, San Diego, CA, Egyesiilt Allamok)

- Digestion médium: 95,49% splitting médium, 2,5% FBS (ThermoFisher Scientific),
1250 unit/mL Collagenase 1V. (Worthington, Colombus, OH, Egyesiilt Allamok), 1
mg/mL Dispase (Merck), 2 mg/mL Soybean Trypsin Inhibitor (ThermoFisher
Scientific), 1x Antibiotic-Antimycotic (100X, ThermoFisher Scientific), 1x Kanamycin
Sulfate (100X, ThermoFisher Scientific), 2 ug/mL Voriconazole (Tocris, Bristol,
Egyesiilt Kiralysag)

- Wash médium: 95,4% Spitting médium, 2,5% FBS, 1x Antibiotic-Antimycotic, 1x
Kanamycin Sulfate, 1 pg/mL Voriconazole

- Feeding médium: 45,6% Splitting médium, 50% L-WRN kondicionalt médium, 500
nM A-38-01 (Tocris), 50 ng/mL EGF (ThermoFisher Scientific), 100 ng/mL FGF
(ThermoFisher Scientific), 10 nM Gastrin I. (Tocris), 1,25 mM N-acetilcisztein (Merck),
10 mM Nikotinamid (Merck), 1x B-27 Supplement (ThermoFisher Scientific), 350
pug/mL Prosztaglandin E2 (Tocris), 10,5 uM Y-27632 ROCK inhibitor (Tocris), 1x
Antibiotic-Antimycotic, 1x Kanamycin Sulfate, 1 pg/mL Voriconazole.

Az immunfestés soran a kovetkez6 oldatok voltak alkalmazva: TBS puffer (desztillalt vizben
feloldottunk 0,049 M Trizma base-t, 0,15 M NaCl-t, és 0,0046 M KCI-t, majd a pH-t
beallitottuk 7,3-7,5 k6zé); BO (blokkold oldalt: 50 mg/mL BSA TBS pufferben); BO + TX
(Blokkol6 oldat és Triton X-100: 50 mg/mL BSA és 1 mg/mL Triton X-100 TBS pufferben);
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Paraformaldehid (PFA, 20 mg/mL PFA TBS pufferben oldva); 1 mg/mL Triton X-100 TBS
pufferben.

Az intracellularis pH (ipH) méréshez felhasznalt oldatok tartalma az 1. tablazatban van
Osszefoglalva. Ezeken feliil az ammonium pulzus technika soran a NH4ClI- HCO3™ és HCO3
oldatok 5 uM forskolint (Tocris) tartalmazhatott. A Na elvonasos technika soran a Na* mentes
HCOz és a HCOs oldatok 10 uM EIPA (Merck) (Na*/H™ kicseréld gatldszere) és/vagy 10 uM
S0859 (Na" HCOs gatloszere) tartalmazhattak.

Slgaélgérsd HCOgz NH4CI- Na* mentes Nﬁia?ﬁ'rge&.

oldat oldat HCOs oldat HCOs oldat oldat
NaCl 140 115 95
KCI 5 5 5 5 5
HEPES acid 10
CaCl, 1 1 1 1 1
MgCl,
Gliiko6z 10 10 10 10 10
NaHCOs3 25 25
NH,4CI 20 20
NMDG 115 95
Kolin HCOg 25 25
Atropin 0,01 0,01
pH 7,5 - - 8,3 8,3

1. tablazat. Az intracelluldaris pH mérés sordn felhaszndlt oldatok osszetétele. Az egyes anyagok
koncentracioi mM-ban vannak megadva. Rovidités: NMDG: N-metil-D-glitkamin

LWRN kondicionalt médium készitése

Az L-WRN sejtvonal az ATCC-t61 (Manasas, VA, Egyesiilt Allamok) szarmazik. A sejtek
Wnt-3A, R-spondin 3 és noggin fehérjéket termelnek. A termelésre alkalmas sejtek, vagyis a
termeléshez sziikséges vektort azok a klonok tartalmazzak, amelyek rezisztensek a G-418 és
hygromicin B antibiotikumok kezelésekre. A Wnt-3A, R-spondin, és a noggin olyan
szignalizacios Ttutvonalakat aktivdlnak majd maés primer sejtekben, amik segitségével
kialakulhatnak a 3D organoid strukttrak.

Az L-WRN sejtek tenyésztése DMEM (ATCC) médiumban torténik, mely ki van egészitve
a kovetkezokkel: 10% FBS (ThermoFisher Scientific), 0,5 mg/mL G-418 (ThermoFisher
Scientific), 0,5 mg/mL hygromicin B (ThermoFisher Scientific). A konfluencia elérése utan az

L-WRN sejteket DMEM, 10% FBS, 1x Antibiotic-Antimycotic (ThermoFisher Scientific), és
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1x Kanamycin Sulfate (ThermoFisher Scientific) tartalmi médiumban tenyésztjiik tovabb. Ezt
kovetden 0t naponta médiumot cseréliink rajtuk 6t alkalommal és a médiumokat sziirést (0,2

um sziird) kdvetden fagyasztjuk, majd az organoidok novesztéséhez hasznaljuk.

Human mintak gytjtése

A vizsgalatokhoz a hasnyalmirigyek human abortalt magzatokbol szarmaztak. Orvosi
indikécio utan valosult meg a magzatok abortaldsa az SZTE-SZAOK Nogyogyaszati Klinikan
a szigoru etikai szabalyokat kovetve. Ezutdn a magzatok az SZTE SZAOK Pathologiai
Intézetébe lettek elvive és ott patologus tavolitotta el a hasnyalmirigyet, amelyeket a tovabbi
kisérletekre hasznaltunk fel. A vizsgalatokhoz rendelkeziink etikai engedéllyel, melynek

szama: SZTE-SZAOK 3415.

Magzati organoidok kialakitasa

A magzati hasnyalmirigybdl egy 8-15 milliméteres darabot kivagunk és egy Petri-csészébe
tessziik ugy, hogy ellepje a Splitting médium, majd steril szikével apr6é darabokra (1-2 mm)
apritjuk és beletessziik egy Erlenmeyer-lombikba, amelyben sterilre sziirt 10 mL Digestion
médium van. A lombikot razatdé vizfiirdébe helyezziik (37°C, 165 rpm) 5 percre.
Fénymikroszkoppal rendszeresen ellenérizziik (5 percenként) a szovet emésztettségi allapotat
(200-200 pL sejt szuszpenziot Petri csészében vizsgalva). Kb. 5-10 perc emésztés elég a
magzati szovetnek. Az emésztés végén 15 mL-es centrifuga cs6be Osszegyljtjiik az emésztett
szuszpenziot és 10 percig (4°C, 90 rcf) centrifugaljuk. Centrifugalas utan a feliiluszot leszivjuk,
majd Wash médiummal haromszor mossuk, szuszpendaljuk és 10 percig centrifugaljuk (4°C,
90 rcf). A mosasi Iépések utan leszivjuk a feliiliszot, de annyi Wash médiumot hagyunk a
sejteken, amiben fel tudjuk szuszpendalni 6ket. Kisérleti tervnek megfeleld mennyiségii (130-
250 pL) 4°C-os Matrigel-be (Corning, Corning, NY, Egyesiilt Allamok) hideg vagott pipetta
heggyel (4°C) belemérjiik a sejt szuszpenziot, majd az elémelegitett 24-well plate-be 9 pL
térfogat dome-okat (Matrigel alkotta kupolakat) tesziink ki. A Matrigel olyan extracellularis
matrix mely 4°C-on folyékony, de 37°C-on mar bekocsonyésodik (szilardul), és ezért
sziikséges, hogy a folyékony allag fenntartasa soran hideg eszkozokkel (pl. pipettahegy)
dolgozzunk. A dome-okban 1évé sejtek mennyiségét sztered6 mikroszkop alatt tudjuk

ellendrizni. Ezutan 37°C-ra helyezziik a sejteket tartalmazo organoidokat 10 percig (ezalatt a
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Matrigel megdermed), majd 1 mL Feeding médiumot adunk a sejteket tartalmazd lemez

lyukaiba.

Organoidok tenvésztése és passzalasa:

Az orgnaoid kultardkat 24 lyukt lemezekben tenyésztettiik a Matrigel segitségével
létrehozott dome-okban. Minden masodik napon Feeding médiumot cseréliink rajtuk. A
passzalas soran a dome-okat Feeding médiummal egyiitt 0sszegyijtjiikk sziirGs pipettahegy
segitségével egy 15 mL-es Falcon csdbe (ha sok a dom és egybe nem fér, akkor két 1épésben
gyljtjiikk Ossze). Az Osszegylijtott dome-okat lecentrifugaljuk (90 rcf, 10 perc, 4°C), majd
leszivjuk a feliiluszot. A sejtek disszocialasara az tiledékre TripleExpress-t (ThermoFisher
Scientific) és Dulbecco foszfat puffer oldatot (ThermoFisher Scientific) mériink, néhanyszor
le-fol szuszpendaljuk, és a mintat razéinkubatorba helyezziik (165 rpm, 15-20 perc, 37°C). A
razas és disszociacios 1épés folyaman egy homogén oldatot kell kapjunk, amely alatt egyedi
sejtekre kell szétessenek az organoidok. Ezt kovetéen centrifugaljuk a mintat (90 rcf, 10 perc,
4°C), majd eltavolitjuk a feliillusz6t. Wash médiummal kétszer mossuk a pelletet és mosasok
kozott szuszpendaljuk és centrifugaljuk a mintakat (90 rcf, 10 perc, 4°C). A masodik mosas
utan eltavolitjuk a Wash médium nagy részét, csak annyit hagyunk a mintan, amennyi
sziikséges a szuszpendalashoz a Matrigelbe val6 kirakas el6tt. Innen a 1épések megegyeznek az

organoid izolalasnal végénél leirt 1épésekkel.

mRNS izolalas és reverz transzkripcio

Egy koriilbelil 3x3 mm-es magzati hasnyalmirigy darabot jégen hiittt 1 ml TRIzol-
reagensbe tettiink, majd azonnal homogenizaltuk IKA Ultra Turrax-szal (tipus:TP18/10). Ezt
kovetden folyékony nitrogénben gyorsan lefagyasztottuk és a késobbi felhasznalasig -80°C-on
taroltuk (legfeljebb 1-6 napig). A szovet teljes RNS tisztitasat harom 1épésben hajtottuk végre.
El6szor 200 puL kloroform hozzaadasaval 15 percig erdteljesen razattuk a mintakat, majd 8
percig allni hagytuk, és 12000 g-vel 15 percig 4°C-on centrifugaltuk. Ezutan harom elkiiloniilé
fazist kapunk. Az als6 rézsaszinli TRIzol-os fazist benne a fehérjékkel, kozépen a DNS-t
tartalmazo fehér fazis, a felsd atlatszo fazis pedig a tovabbi vizsgalatokhoz sziikséges RNS-t
tartalmazta. A fels6 fazist egy tires eppendorf csdbe pipettaztuk at. Ehhez 500 pL izopropanolt
adtunk és vortexeltiik. 8 percig szobahdn inkubalas utan centrifugaltuk 12000 g-vel 10 percig
4°C-on. Ekkor az izopropanol hatasara kicsapodott RNS megjelent az eppendorf falan. A
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feliiluszot eltavolitottuk és 1 mL 75%-os alkoholt adtunk hozzé és vortexeltiik. Ezutan ismét
centrifugaltuk 7500g-vel 5 percig 4°C-on. Az RNS az etanol hatasara is kicsapédva maradt az
eppendorf falan. A feliiluszot leszivtuk és nyitott kupak mellett hagytuk, hogy a maradék
alkohol elparologjon (1-2 perc) ligyelve arra, hogy az RNS ne szaradjon ki. Végiil az RNS-t 70
uL RNaz mentes vizben felszuszpendaltuk és a mintakat -80°C-on taroltuk a felhasznalasig.

Az RNS koncentraci6 méréséhez a ThermoFisher Scientific NanoDrop késziiléket
hasznaltuk. A késziilék bizonyos szennyezddéseket is (DNS, fehérje, TRIzol) is képes becsiilni
az abszorbancia mérések alapjan. Az izolalt RNS-eket akkor tekintettiik tisztanak, ha a
NanoDrop késziilék a kdvetkezé abszorbancia hanyados értékeket mérte: A260/A280: 1,9-2,1
¢s A260/A230: 1,8-2,5. Az RNS integritast agar6z gélelektroforézissel vizsgaltuk.

Ezt kovetden reverz transzkripciot végeztiink, vagyis a teljes izolalt RNS mennyiséget
CDNS-¢ irtuk at. A reverz transzkripcidohoz Gsszeallitott reakcidelegy térfogata 20 pL, mely 2
png RNS-t tartalmazott. A reverz transzkripcio PCR protokollja a kovetkezd volt: 10 percig
25°C, majd 2 oran at 37°C, 5 percig 85°C, végiil 4°C. Az igy kapott cDNS-t a tovabbi
felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

Kvantitativ PCR reakcio

A 2. tablazat Osszefoglalja azokat a primereket, amiket a génexpresszio
meghatarozasahoz alkalmaztunk. A primereket mind az IDT Inc (USA) OligoAnalyzer
programjanak a segitségével megvizsgaltuk. Gradiens PCR-t futtattunk a primerek megfeleld
kapcsolodasi (annealing) hdmérsékletének meghatarozasahoz. A reakcidelegy térfogata 10 pL
volt, mely komponensei a kovetkezok voltak: 4 pulL gyari master mix, 2,78 pL nukleaz mentes
viz és 0,8 uL 20x-osara higitott reverz és forward primer, 1,67 uL cDNS minta (yellow buffer-
t is tartalmaz). A kvantitativ real-time PCR protokollja Iépésenként a kovetkezokben megadott
ideig és homérsékleten lett megfuttatva: 2 percig 50°C-on, 10 percig 95°C-on, majd 40
amplifikacios ciklus kovetkezett harom ismétlodo 1épésben: 95°C-on 15 masodpercig, 57 C-on
vagy 63,6°C-on 30 masodpercig (gén fiiggéen valtoztatva a gradiens PCR alapjan), 30
masodpercig 72°C-on. A Melt Curve (leolvasasi gorbe) 70°C és 95°C kozott 5 masodpercig,
0,5°C -os Iépésekben tortént.

23



, . . Termék Anneling
Gén 5°-3’ Primer parok o
P (bp) T (°C)

F: TTATCGGAGGCATCTTCCAG 57
SLC26A6 R: CAGCATTGGCAAAGTACACG 501 57

F: AGACAAACTTCCAGTGCCCAT 63,6
SLC26A3 R: ACAGCCGTAGGATACACCTGC 3 63,6
NBC F: GGTGTGCAGTTCATGGATCGTC 336 57

B: GTCACTGTCCAGACTTCCCTTC 57
CK19 F: ACCAAGTTTGAGACGGAACAG 181 63,6

R: CCCTCAGCGTACTGATTTCCT 63,6
GAPDH F: AGCCTCAAGATCATCAGCAATGCC 105 57

R: TGTGGTCATGAGTCCTTCCACGAT 57

2. tablazat. A relativ génexpressziohoz felhaszndlt oligonukleotid primer pdrok.

Human organoidok fluoreszcens ko-immunfestése

Az organoidokat tartalmazé Matrigel dome-okat Ovatosan kivettik a lemezekbdl és
kriomatrixba helyeztiik, majd -80°C-on fagyasztottuk. Az organoidokbol kriosztattal -20°C-on
10 um vastagsagl metszeteket készitettiink és targylemezekre helyeztiik a metszeteket. Ezeket
2%-0s PFA-ben 20 percig fixaltuk, majd 3x mostuk TBS puffer oldattal. A targylemezen levo
metszeteket hidrofob tollal (PAP Pen, ThermoFisher Scientific) korbe rajzoljuk, majd 3x5
percig tartd mosas kovetkett TBS pufferel targylemez festéedényben. Ezt kovetéen Triton X-
100-TBS oldattal permeabilizaltuk a mintakat 10 percig szobahdmérsékleten, majd 1x5 percig
TBS pufferrel mostuk. BO-TX oldattal 60 percig blokkoltuk a feliiletet, majd az els6dleges
antitestet oldatokat raraktuk a mintakra: SLC26A6 (1:200 higitas BO-TX oldatban; nyul
poliklonalis 19G; Abcam [Cambridge, Egyesiilt Kiralysag]); SLC4A4 (1:100 higitas BO-TX
oldatban; nyul poliklonalis 1gG; Abcam). Egy egész éjszakat inkubaltuk az els6dleges
antitestekkel a metszeteket 4°C-on.

A masodik napon 4x5 percig mossuk a mintakat TBS pufferrel. Ezutan a fluoreszcensen
jelolt anti-nyul masodlagos antitestet (Alexa 488, 1:500 higitas BO oldatban) raktuk ra a
mintakra és 60 percig inkubaltuk. Inkubacié utan 4x5 perces mosas kdvetkezik TBS pufferrel,
majd a CK-19-et (1:100 higitas BO-TX oldatban; nyul poliklonalis IgG; Abcam) raktuk ra a
metszetekre €s azzal inkubaltuk egy teljes éjszakat a mintakat.

A harmadik napon 1x mossuk a metszeteket fiirdetékadban, majd feloldjuk a sejtmagfestéket
(H33342, 2pg/mL) TBS-ben és ezzel inkubaljuk a mintakat 1-2 6ran keresztiil. Inkubacio6 utan
3x mossuk a mintakat TBS-sel, majd mountolas kovetkezett Fluoromounttal, és lefedtiik

fed6lemezzel a metszeteket.
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Intracellularis pH mérése human organoidokon

A funkcionalis vizsgalatok az altalunk létrehozott in vitro human 3D organoid modelleken
torténtek. Kivettiink egy dome-ot a 24-lyuka lemezbdl és atraktuk petri csészébe, amelyben
Feeding médium van. Ovatosan ebben parszor le-fél szuszpendaljuk a dome-ot, hogy szétessen
¢és elérhetdek legyenek az egyedi organoidok. Majd pipetta segitségével Kitapasztunk 1-4
organoidot egy korabban poly-L-lizinnel bevont koér fed6lemezre. Az organoid(okat)
tartalmazo6 fed6lemezt egy tartokamraba helyeztiik. Ezutan az organoidokra 2 uM BCECF-AM
(ThermoFisher Scientific) (pH érzékeny fluoreszcens festék) tartalmu oldatot rakunk, és 20
percig 37°C-on CO; inkubatorban tartjuk a mintakat, amig sejtek feltoltédnek a BCECF-AM
festékkel. Ennek segitségével tudjuk majd valdés idében vizsgalni az ipH-t, és ennek
kovetkeztében pedig az organoidokban 1évé ioncsatornak mitkodésére tudunk kovetkeztetni. A
funkcionalis méréseket a Zeiss Axio Observer 7 mikroszkopon végeztiik. A hozza tartoz6 ZEN
szoftverrel pedig az organoid korvonalan teriileteket jeloltiink ki (ROI-region of interest),
amelyen belill a fluoreszcencia intenzitasokat monitoroztuk. A mérések soran az organoidokat
kiilonboz6 oldatokkal perfundaltuk, 4-6 mL/perc sebességgel. Két féle mérési technikat
alkalmaztunk, az egyik az ammonium pulzus, mig a mésik a Na* visszaadas technika. Az ezek
soran hasznalt oldatok 6sszefoglaldja a 7. abran lathato.

Az ammonium pulzus technika soran intracellularis alkalizaciot valtunk ki 3 percig. Ebbél a
hasnyalmirigy duktusz sejtek elsésorban apikalis oldalon levé CFTR és SLC26A6 ioncsatornak
aktivalasaval probal regeneralodni tigy, hogy HCOs™ pumpalnak ki. Ezutan hirtelen elvonjuk az
ammoOniumot, €s a sejt belseje savas lesz és az intracelluléris acidozisbol szintén megprobalnak
a sejtek regeneralodni, mas ioncsatornak fokozott miikodtetésével. A vizsgalatokat forskolin (5
uM koncentracio) stimulacioval és a nélkiil is elvégeztiik. A forskolin egy CFTR agonista, igy
ennek az ioncsatornanak a funkciojara tudunk majd kovetkeztetni a mérések alapjan. A mérés
soran alkalmazott pontos oldatokat az 7.A abra részletesen tartalmazza. A HCOz™-tartalmu
oldatok mérés soran karbogén gazzal (95% Oz + 5% CO2) voltak buborékoltatva, ami alapjan
az oldatok pH-ja a megfelel6 szintre all be.

A bazolateralis natrium-fiiggéd HCOz™ felvételt Na* visszaadas technikaval monitoroztuk az
organoidokon. A mérés soran alkalmazott pontos oldatokat a 7.B abra részletesen tartalmazza.
Na* mentes HCOs" oldattal acidézist idéztiink el8, majd visszaadtuk a Na* -t az oldathoz, igy
ebbdl a sejtek mar tudtak regeneralddni (7.B, Alap aktivitds). A kisérlet egy masik
elrendezésében szelektiven blokkoltuk az NBC-t vagy az NHE-t, vagy mindkét bazolateralis
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transzportert (7.B, NHE ¢és NBC ioncsatorna gatlok alkalmazasa). Az inhibitorok

hozzaadasaval kovetkeztethettink az NBC és NHE miuikodésére.

AMMONIUM PULZUS TECHNIKA
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7. dbra. Az ipH mérések lefolydsianak dsszefoglalo dabrdja. (A) Az ammonium pulzus technika sordn
alkalmazott oldatok és idétartamok. (B) A Na elvonds soran alkalmazott oldatok és idétartamok.

Statisztikai analizis

Az oszlopdiagrammokon az adatok atlagat + szorasat abrazoltuk. A két oszlopot
tartalmazo6 grafikonokon az adatokat Student féle t-probaval hasonlitottuk 0ssze, mig a tobb
atlagot tartalmazo mérések esetén egyutas-ANOVA-val kerestiink szignifikans kiilonbségeket.
Az ANOVA mérések utan Bonferroni post hoc teszttel tovabb elemeztiink a mintakat (JASP
Team, https://jasp-stats.org/,Version 0.18.3). A P<0,05 értéket statisztikailag szignifikansnak
tekintettiik.
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Eredmények

Organoid kultirak novekedése és morfolégiaja

Az organoid kultarak tenyésztésének koriilményei és folyamata a korabban leirt modszerek
részben olvashato. Az organoidokat kb. 6-7 passzalasig tartottuk fenn és folytak rajtuk a
mérések, valamint a passzaldsok sordn az 0sszegyijtott sejtmennyiség egy részét le is
fagyasztottuk. A kulturak 5-9 nap alatt érték el azt a ndvekedési szintet, ami utan mar sziikség
volt a passzalasra. A 8. abran lathat6 az organoid kultarak novekedésének bizonyos fazisai a
negyedik passzalast kovetd 2-4-6-9 napokon. Az organoidok megfelelé fejlédése és mérete

elengedhetetlen a rajtuk elvégezheto kisérletek szempontjabol.

8. dbra. Organoid kultiirdk novekedése és fejlodése a negyedik passzdldst kévetd 2-4-6-9 napokon.
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mRNS expresszios vizsgalatok

A kvantitativ PCR segitségével relativ génexpresszids szinteket hataroztunk meg human
magzati szdveteken (9. abra) és human magzati organoidokon (10. 4bra). Osszehasonlitottuk az
mRNS expresszios szinteket a 17-19 GH és 20-24 GH kozott a szovetek esetén, valamint az
organoidokban a kiilonboz0 passzalasok sordn vizsgaltuk és Osszehasonlitottuk szintén az
MRNS expressziokat. A magzati hasnyalmirigy szovetekben az SLC26A6, SLC26A3, NBC és

CK-19 (duktalis marker) génexpresszios szintjei nem mutattak szignifikans eltérésta 17-19 GH
¢s 20-24 GH kozott (9. abra).

A B 0,008 -
— 0,008 1 SLC26A6 T SLC26A3
3 2
& 5.006 - < 0,006
[ E.
5 3
o 0,004 < 0,004
8 o
> 2
S 0,002 - = 0,002
& «
0,000 0,000 -
17-19 20-24 17-19 20-24
GH GH

—~ ¥ NBC 020 ; CK19
g ' g
~ 08 :
- ] Y 0,15
3 —_
2 o6 - o
3 b}
c : o 0,10
‘9;1, 0,4 - )
2 T 2
% 02 - E 0,05
Q
e : &

0,0 0,00

17-19 20-24 17-19 20-24
GH GH

9. dbra. Az (4) SLC26A6, (B) SLC26A3, (C) NBC és (D) CK19 mRNS-ek exprsszios szintjei humdn magzati
hasnyalmirigy szovetkben. A GAPDH haztartasi génhez voltak hasonlitva a gének expresszio értékei. Az

értékek atlag + szoras vannak dabrazolva. A szignifikans kiilonbségek vizsgalatara Student féle t-proba lett
végezve.

Az organoid mintak passzalasi szamai (2-3 és 4-6) kozott sem volt jelentds relativ
génexpresszios kiilonbség és stabil duktusz marker mRNS-expressziot mutattak (10. abra). A
szovet €s az organoid mintakban az SLC26A6 mutatott jelentésebb expressziot az SLC26A3-
hoz képest. Az NBC és a CK-19 esetében mértiik a legnagyobb génkifejezédéseket.
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10. abra. Az (A) SLC26A6, (B) SLC26A3, (C) NBC és (D) CK19 mRNS-ek exprsszios szintjei humdn magzati
organoid mintikban. A GAPDH haztartasi génhez voltak hasonlitva a gének expresszio értékei. Az értékek
dtlag + szords vannak abrazolva. A szignifikans kiilonbségek vizsgalatara Student féle t-proba lett végezve.

Fehérje expresszios vizsgalatok

Az mRNS vizsgalatokon tul immunfluoreszcens festésekkel is kimutattuk az SLC26A6,

NBC és CK-19 expresszalodasat a magzati szovetben (11. abra) és az organoid mintakban (12.

abra) is.
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SLC26A6/NBC

CK-19

Teljes

11. dbra. Humdn magzati szovet immunfluoreszcens festése. (zold: SLC2646/NBC; piros: CK-19; kék:
sejtmag) Az abrdan a nyil az SLC26A46 festddésére mutat az apikdlis membrdnonon.

A human hasnyalmirigy szoveti mintakban az SLC26A6 féleg a duktuszok apikalis
membranjéban expresszalodott, ami a duktélis lumen felé néz (11. Abra). Ezzel szemben az
NBC festddését elsdsorban a bazolateralis membranban figyeltiik meg. Ezek a fehérje
lokalizaciok a duktuszokban megegyeznek a korabbi tanulméanyok altal bizonyitott
lokalizaciokkal. A CK-19 duktéalis marker festddése kolokalizalt az SLC26A6 és az NBC

ioncsatornakkal.
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SLC26A6/NBC CK-19 Sejtmag

12. dbra. Humdn magzati organoidok immunfluoreszcens festése. (zold: SLC26A6/NBC; piros: CK-19; kék:

sejtmag) Az dbran lathato * jel a lumen helyzetére utal, a nyil pedig az NBC festédésére a bazolaterdlis
membrdnon.

A magzati organoid kultarakban szintén kimutattuk az SLC26A6 és NBC fehérjék
kifejezodését (12. abra). Azonban az SLC26A6 esetén diffuz fest6dést lattunk, mig az NBC
esetén itt is fOleg bazolaterdlis lokalizacioban voltak a fehérjék a sejtekben. Az mMRNS
expressziohoz hasonldan az SLC26A6 fehérje expresszidja nagyon alacsony volt, mig az NBC

¢s CK-19 expressziok elég jol detektalhatok voltak fehérje szinten is.

loncsatorna funkcionalis vizsgalatok organoidokon

A kisérletek soran human hasnyalmirigy duktalis organoidokon végeztiink ipH mérést és
kiilon vizsgaltuk az apikalis és a bazolateralis ioncsatorndk miikodését cellularis alkalozis és
acidozis soran. A mérések soran agonista vagy antagonista vegytileteket alkalmaztunk, amelyek
célzottan az adott ioncsatorna mitkodését serkentik vagy gatoljak. A forskolin (CFTR agonista)
stimulalja az adenilat ciklazt, amely ezaltal cAMP-t fog termelni. A cAMP pedig a CFTR-
csatornat nyitja, igy aktivalodik. Az EIPA, amely egy nem szelektiv gatloszer az NHE-t, az
S0859 pedig egy szelektiv gatloszere az NBC-nek.

Ammonium pulzus technikdval véltottuk ki az alkalézist inracelluldrisan a hasnyalmirigy
duktalis organoidokban (13. abra). A sejtben akkumulalodé ammonium (NH4") hatasara az ipH
jelentésen megnovekszik. Az ipH valtozast BCECF-AM, sejtmembranra permeabilis
fluoreszcens festéssel kovettiink nyomon. Alkal6zisbdl torténd regeneracioban elsdsorban az

apikalis oldalon elhelyezkedd transzporterek vesznek részt. Normal esetben a magas ipH
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hatasara a sejt ugy probal regeneralodni, hogy az apikalis felszinen 1évé C1/HCO3 kicseréld
(pl. az SLC26A6) HCO3 t exportal a sejtbél a lumenbe. A regeneracidohoz hozzajarul még a
CFTR-csatorna aktivacioja is, amely Cl'-t vagy HCO3™-t fog exportalni, igy csokkentve az ipH-
t. A méréseink soran az organoidok alap regeracidja -0,065+0,048 AipH/min volt (13. abra). A
forskolin kezelés hatasara ez statisztikailag szignifikansan csokkent -0,091+0,045 AipH/min-

re, ami egyértelmi indikatora a funkcionalis és fokozott CFTR transzporter miikodésnek.

Regeneracio alkalézisbol

Forskolin | - ‘ +
__-0.04
e
@
o
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13. dbra Alkalozisbol torténd regenerdcié organoidokban. Ammonium pulzus technikdval valtottuk ki az
alkalozist intracelluldrisan a hasnydlmirigy duktalis organoidokban. Az dbra az ammoénoum pulzus alatt
bekovetkezé ipH valtozast szemlélteti. Az organoidok egy részét el6kezeltiik forskolinnal, a masik része viszont
nem kapott forskolint. Az adatok atlag+SD, a parhuzamos mérések szama n=6-6 (organoidok). A statisztikai
vizsgdlathoz Student féle t-probat alkalmaztunk és a szignifikans kiilonbségeket a kovetkezé modon jeloltiik: *p
<0.05

Alkaldzis utan az NH4" eltavolitasanak hatasara acidotikus allapot alakul ki a sejtben (14.
abra). Az acido6zisbol vald regeneracioban elsésorban a bazolateralis oldalon elhelyezkedd
transzportrendszerek vesznek részt (pl. NHE, NBC). Alacsony ipH soran az NBC és az NHE-
csatornak fognak aktivalodni, és az NBC HCOs™ felvételével, az NHE pedig H" leadasaval
igyekszik emelni az ipH-t. Forskolinnal torténd stimulacié hatasara, szignifikans valtozas nem

tortént, amibdl kovetkezik, hogy a CFTR transzporter nem vesz részt ebben a folyamatban.
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14. dbra Acidozisbol torténd regenerdcio organoidokban. Alkalozis utin az NHs* eltavolitisanak hatasdra
acidotikus allapot alakult ki intracellularisan. Az dbrdn az ebbdl torténd regenerdacio mértéke lathato. Az adatok
atlag+SD vannak dbrdzolva, a pdarhuzamos mérések szama n=6-6 (organoidok). 4 statisztikai vizsgdlathoz
Student féle t-probat alkalmaztunk, de nem volt kiilonbség a csoportok kozitt.

Az NHE és NBC csatornak vizsgalatanal a kisérlet célja a bazolateralis Na*-fliggé HCOs"
felvétel vizsgalata natrium visszaadas technikaval (15. dbra). Na* mentes HCO3" oldattal
acidozist idéztiink el8, majd Na® visszaadasaval a sejtek regeneralodhattak a bazolateralis
transzporterek milkodése éaltal. Normal esetben az NHE transzporter altal a sejt H'-t exportal és
az NBC altal HCOgs™-t vesz fel, igy helyreallitva az ipH-t. Ha EIPA-val gatoljuk az NHE-t a
sejtb6l nem tud H* tdvozni, viszont HCO3™ transzportot lehetdvé teszi az NBC aktivitasa. Ha
S0859-cel gatoljuk az NBC-t csakis az NHE H* exportja kompenzalhatja a folyamatot. Mindkét
transzporter gatlasaval nem torténik regeneracié az acidozisbol. Az 15. abran lathatd, hogy az
EIPA vagy az S0859 kezelések hatasara az alap regeneracidhoz (0,1131 £ 0,0505) képest
szignifikansan csokkentek a duktalis organoidok acidozisbol valo regeneracios képességeik.

Tovéabba az EIPA ¢és S0859 egyiittes alkalmazasa is szignifikdnsan csOkkentette a vizsgalt

crer
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15. dbra Az NHE és NBC aktivitds az organoidokban. NHE és NBC csatorndkndl a bazolaterdlis Na*-fiiggd
HCOgs felvételt vizsgaltuk natrium visszaadas technikaval. A vizsgalat sordn az organoidokat vagy nem kezeltiik
gatloszerekkel vagy pedig 10 uM EIPA (NHE gatlo) és/vagy 10 uM S0859 (NBC gatlo) anyagokkal kezeltiik.
Az adatok dtlag+SD vannak dbrdzolva, a parhuzamos mérések szama n=13-30 (organoidok). A statisztikai
vizsgadlathoz ANOVA, majd azt kovetéen Bonferroni post hoc tesztet alkalmaztunk. Mindegyik csoportot a gatlo
szert nem kapott kontroll csoporthoz viszonyitottunk, és a szignifikans kiilonbségeket a kovetkezé modon
Jjeloltiik: *p < 0.05; **p <0.01; ***p <0.001
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Diszkusszio

Az exokrin hasnyalmirigyet ¢érinté magas mortalitasi betegségek (AP, CP és a
hasnyalmirigyrak) és a fiziologias szekrécios folyamatok kutatasa egy komplex folyamat,
amely soran a human modellrendszerek hasznalata a legcélravezetobb. A 3D in vitro
organoidok igéretes modellek a kiilonb6z6é differencialodasi, fiziologiai és pathofiziologiai
folyamatok tanulményozésara. Kisérleteink soran kvantitativ PCR altal a magzati szévet és
magzati organoidok relativ génexpresszidjat mutattuk ki és hasonlitottuk Ossze, illetve
fluoreszcens ko-immunfestéssel mutattuk ki az expresszalodott fehérjéket. Tovabba izolalt
human magzati hasnyalmirigy duktalis szovetbdl organoidokat tenyésztettiink, majd ezeken
funkcionalis ipH méréseket végeztiink ammonium pulzus technikaval és natrium visszaadas
technikaval, igy vizsgalva az apikalis (CFTR, SLC26A6) és bazolateralis (NBC, NHE)
transzportrendszereket.

Az mRNS és fehérje expresszios vizsgalatok soran kimutattuk, hogy a vizsgalt organoidok
expresszaljadk a CK-19 duktalis markert és tobb duktuszokra jellemzd ioncsatornat, az
SLC26A6, SLC26A3 ¢és NBC-t. Ezek koziil az SLC26A3 mutatta a legalacsonyabb mRNS
expressziot, és fehérje szinten nem is tudtuk a szovetben megfesteni. Az SLC26A6 és NBC
ioncsatornak mind mMRNS, mind pedig fehérje szinten kimutathatoak voltak. Az
immunfluoreszcens festés soran kimutattuk, hogy az SLCA26A6 az apikalis membranban, az
NBC pedig a bazolaterdlis membranban expresszalodott. A CK-19 duktéalis marker
kolokalizéltan fest6dott az SLC26A6 és NBC ioncsatorndkkal. Ezek a fehérje elhelyezkedések
a sejten beliil megegyeznek a korabbi irodalmi adatokkal. EQy masik tanulmanyban Molnar és
mtsai. (2020) egérbdl szarmazd organoidokat hoztak hasonld modszerrel 1étre, mint a mi
modszeriink. Az egér organoidok tulajdonsagait hasonlitottak Ossze izolalt primer
hasnyalmirigy duktusz sejtekkel és a génexpresszids és immunfluoreszcens vizsgalatoknal
kimutattdk 6k is, hogy az SLC26A6 és NBC expresszalodott az organoidokban és a primer
duktalis sejtekben is. Boj €s mtsai. (2015) létrehozott olyan organoid modelleket, amelyek
normalis és neoplasztikus ragcsalo €és human hasnyalmirigy szovetekbdl szarmaztak €s szintén
duktusz tulajdonsagokat mutattak. Ezek a modellek a hasnyalmirigyrak (példaul PDAC)
tanulmanyozasara elengedhetetlennek mindsiilnek és bizonyitottak, hogy ezen modellek
megfeleldek a duktalis pathofiziologiai folyamatok tanulmanyozasara. Tovabba lehetdséget
adnak a személyre szabott diagnosztikara és kezelésre a rakos paciensek esetében. Hohwieler

¢s mtsai. (2016) altal létrehozott human pluripotens Ossejtekbdl szarmazo6 organoid kulturat,
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(amelyek reprezentaltdk a humdén hasnyalmirigy globalis génexpresszidjat) orthotop
transzplantacioval immunhidnyos egérbe helyeztek és ezek az organoidok normalis duktélis és
acinus hasnyalmirigy szovetté fejlodtek, igy bizonyitva azt, hogy ez megfelelé modell
hasnyalmirigyet érinté folyamatok tanulmanyozasara.

A funkcionalis vizsgalataink soran kimutattuk, hogy az organoidok forskolin hatisara
fokozzak az alkalozisbdl vald regeneraciot, ami bizonyitja a mikddoképes CFTR-csatornak
jelenlétét. Ezen feliil szintén funkcionalis mérésekkel is igazoltuk az NBC és az NHE-csatornak
jelenlétét kiilonbozo specifikus gatloszerek alkalmazasaval. Molnar és mtsai. (2020) egérbdl
izolalt primer hasnyalmirigy duktalis sejteken és hasnyalmirigy duktalis organoidokon végzett
Osszehasonlitd vizsgalatokat. A funkcionalis ipH mérésekkel szintén bizonyitottak a CFTR,
NBC és NHE-csatornak jelenlétét. Jelentds apikalis HCO3™ szekrécio és a bazolateralis Na*
figgd HCO3™ felvétel mértek ki. Az apikalis transzporterek vizsgalatanal (elsdsorban CFTR),
valamint a bazolateralis ioncsatornak (pl. NBC és NHE) is hasonldé mértékben miikddtek a
primer izolalt duktusz sejtekben és a 1étrehozott hasnyalmirigy egér organoidokban.

Eredményeinket Osszefoglalva elmondhatd, hogy az izoldlt magzati hasnyalmirigybdl
kialakitott organoidok relevans modellrendszerek a fiziologiai és pathofiziologiai folyamatok

tanulmanyozasara ¢s igéretes eredményeket érhetiink el haszndlatukkal.

Osszefoglalas

Az exokrin hasnyalmirigy elsésorban acinusokbdl és duktuszokbol épiil fel. A duktalis
rendszer mind fiziologiai, mind pathofiziologiai funkcidja csak részben ismert, és vizsgalatara
altalaban allati szoveteket hasznalunk. Azonban az allati mintak nagy hatranya, hogy
funkcioban kisebb-nagyobb mértékben kiilonbozhetnek az emberi szovetektdl. A human
hasnyalmirigyhez valé hozzaférés azonban nagymértékben korlatozott. Célunk izolalt magzati
hasnyalmirigybdl duktalis organoid kultirdk létrehozésa ¢és jellemzése, mely egy uj
modellrendszer lehetne a jovében a duktuszok vizsgalatara.

Abortalt humén magzatok (14-23 gesztaciés heti [GH]) hasnyalmirigyei lettek a
vizsgalatokhoz felhasznalva (etikai engedély: SZTE-AOK-3415). A szovetbdl 3D organoid
kultarakat hoztunk létre, amiken a mérések torténtek. Kvantitativ PCR segitségével relativ
génexpresszios szinteket hataroztuk meg, a fehérjeexpressziot pedig immunfestéssel néztiik

(ioncsatornak: SLC26A6, SLC26A3, Na+/HCO3- kotranszporter [NBC]; duktalis marker:
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citokeratin-19 [CK-19]). A funkcionalis mérésekhez az intracellularis pH-t kovettiik, mellyel
az iontranszporterek (CFTR, Na+/H+ -cserélé6 [NHE], NBC) miikodését igazoltuk. Ezek soran
CFTR agonistat (forskolin) vagy kiilonb6zd ioncsatorna inhibitorokat (EIPA, S0859)
alkalmaztunk.

Az SLC26A6, SLC26A3, NBC ¢és a CK-19 relativ génexpresszios szintje nem kiilonbozott
jelentdsen a 17-19GH ¢és 20-23GH szovetek kozott. Az organoid kultarak szintén stabil duktusz
marker mRNS-expressziot mutattak. A szovet és organoid mintdkban is az SLC26A3
expresszioja volt a legkisebb, majd az SLC26A6 jelentésebb expresszidt mutatott, és az NBC
esetén mértiik a legnagyobb gén kifejezddést az ioncsatornak koziil. Az immunfluoreszcens
festések alapjan az SLC26A6 foleg az apikalis membranban, mig az NBC a bazolateralis
membranban helyezkedik el. Organoidokon a funkciondlis mérések soran az intracellularis
alkaldzisbol torténd regeneracio a forskolin stimulacid hatdséara szignifikdnsan nagyobb volt az
alap regeneraciohoz képest, ami a CFTR-csatorna fokozott aktivitdsara utal. Az EIPA és S0859
gatloszerekkel végzett mérések alapjan az NHE és NBC ioncsatornak miikodését is kimutattuk.

A munka soran sikeresen létrehoztunk olyan 3D organoidokat human magzati
hasnyalmirigybdl, melyek a duktuszok markereit mRNS és fehérje szinten is expresszaljak,
valamint funkciondlisan is aktiv, duktuszokra jellemzd ioncsatorndkkal rendelkeznek.
Eredményeink igéretes alapot nyujtanak a human magzati hasnyalmirigy szdovetek

felhasznalasdhoz a duktalis bikarbonat szekrécio vizsgalatokban.
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