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II. BEVEZETES

I/1. AHASNYALMIRIGY NORMAL FIZIOLOGIAJA,
FELEPITESE

A hasnyalmirigy a gasztrointesztinalis rendszer egyik kulcsfontossagu szerve. Legfobb
feladatai koz¢ tartozik, hogy emésztéenzimeket szekretdljon a duodénumba, illetve endokrin
szerv 1évén, hormonokat bocsasson a véraramba. A megfeleld mennyiségli és mindségi
szekrécioval hozzdjarul az egészséges anyagcseréhez €s energia fenntartdshoz. A mirigy
egyaran lat el exokrin és endokrin szekrécios funkciokat is. Az endokrin pankredsz sejtjei a
hasnyalmirigy Langerhans-szigeteiben talalhatok, a teljes szerv pusztan 1-2%-at teszi ki. Olyan
hormonokat termelnek, melyek a szervezet normal miikddésti anyagcseréjéhez

elengedhetetlenek, példaul inzulin, glukagon, illetve szomatosztatin. !

Ezzel ellentétben, az exokrin pankreasz, egy jelentés hanyadat, tobb mint 95%-at dleli
fel a hasnyalmirigynek.! Az itt talalhat6 acinus és duktalis sejtek szorosan egyiittmiikddnek,

2 Az acinus sejtek foként

igy hozzdjarulnak a hasnyalmirigy nedv kivélasztasahoz.
emésztéenzimeket termelnek, mint példaul a zsirokat bontd lipdz, a szénhidratokat bontd
amilaz, illetve szdmos fehérjét emésztdenzimet, tobbek kozott tripszint s kimotripszint. Utdbbi

t, >* azonban késébb a

kettd inaktiv formaban, megeldzve ezzel a szerv dnemésztd folyamatai
nyombélben enterokindzok hatasara aktivalodik. Az acinus sejtekben korabban inhibitorral
gatolt tripszin a nyombélben az enterokindzok hatasara aktivalodik, aminek kdvetkeztében

tovabbi emésztéenzimek is miikddésbe 1épnek. *

A duktalis sejtek a bikarbonatban gazdag hasnyalmirigy nedvet szekretaljak, ami segiti
az emésztéenzimek kijutdsat a duodénumba. °> A hasnyalmirigy csatornai naponta 2,5 1 lagot,
bikarbonatban gazdag folyadékot valasztanak ki, amely nagyban hozz4jarul a hasnyalmirigy
homeosztazisahoz. Az ilyen kulcsfontossagu folyamatok funkciondlis megvaltozasa
patofiziologias problémakhoz vezethet, mint példaul az akut pankreatitisz vagy cisztas

fibrozis.®



Ductal cells Acinar cells

1. Abra Hegyi és mstai 2011- A lumindlis pH valtozdsa az exokrin hasnyalmirigyben a szekrécio
soran. Fiziologias kériilmények kézott az acinus sejtek emésztéenzimeket és protonokat valasztanak ki,
amelyek koziil az utobbiak savasitiak az acinusok kozotti teret. Ezzel szemben a duktalis sejtek
bikarbondtot szekretalnak, ami megemeli az intraluminalis pH-t, amely késlelteti az emésztoenzimek
aktivacicjat.

1/2. AHASNYALMIRIGY TUMOROS FOLYAMATAI

A pankredsz miikodési zavarai szamos, stlyos betegséghez vezethetnek , azonban ezek
koziil a hasnyalmirigyrdk (pancreatic cancer - PC) progndzisa messze a legrosszabb 571°,

1

Tualélési aranya 11% alatt van'!, és elérejelzések szerint a rakos megbetegedések okozta

haldlozasok masodik vezeté okava fog valni 2030-ra.'?

A PDAC egy agressziv lefolyasu
betegség, amelyet rossz klinikai prognozis, kevés €s hianyos terapias lehetdségek tovabba a
korai felismerési modszerek hidnya jellemez. Tovabb, a PDAC fenotipikus és a genetikus
heterogenikus jellemz6i tovabb nehezitik az altaldnos és effektiv terdpidk kialakitasanak
lehetdségét. Tumoros elvéltozasai tilnyomo részt, csaknem 90%-a'® az exokrin hasnyalmirigy
duktalis epitél sejtjeibodl erednek, igy a pankreasz duktalis adenokarcinoma (PDAC) szovettani

altipusba sorolhatok.!'* Riziké faktorai koziil a legmeghatarozobb a kor.!> A legtobb beteget 50



éves kor felett diagnosztizaljak, de szamos elkeriilhetd kornyezeti faktor is all a kialakulasa
mogott, mint példaul a dohanyzas, amely kétszer, haromszor magasabb kialakulasi esélyt
eredményez a nem dohanyzokhoz képest. A 2-es tipust diabétesz mellitusz és a kronikus
pankreatitisz amelyek az esetek tobb mint harmadaért tehetdk feleldssé.!> Az elhizas és az
alacsony fizikai aktivitasi szintén Osszefiiggésbe hozhatok a kialakuldsaval.!® Erételjes a
korrelacié a nagy mennyiségii alkoholfogyasztds és a hasnyalmirigy tumor kialakulds esélye
kozott, mig a kis mennyiségli alkohol fogyasztdsa nem mutatott ezzel Osszefliggést.!’
Megjegyzendd, hogy a nagy mennyiségii alkoholfogyasztds és a kronikus pankreatitisz
kialakulasa kozott is er0s Osszefliggés figyelhetd meg amely majdnem tizszeresére emeli a

pankredsz tumor kialakulasénak esélyét.'®

A PDAC egy rendkiviil agressziv betegség, amelynek talélési ardnya az dsszes rakos
megbetegedés koziil a legalacsonyabb.!” Korai stddiuméban gyakran tiinetmentes, amely
elérehaladott stadiumt diagnézist eredményez.?’ Ezen feliil, kezelése dSnmagéban is kihivést
jelent, mivel gyakran rezisztens a standard terapidkra, ami rossz prognoézishoz vezet.?! A
PDAC-ban altalanosan fordulnak el olyan aktivaldo mutacidk, példdul a KRAS onkogénben,
amelyek elésegitik a tumoros folyamatok inicidcidjat és fenntartasat.’>?* Az olyan
tumorszupresszor gének inaktivacidja mint a CDKN2A/p16, TP53 és a SMAD4 a KRAS
mutacidval egyiitt agressziv PDAC tumor ndvekedést eredményeznek.’*2?’ A PDAC
megjenelését eldrevetitik az intraepitelidlis neoplazidk (PanIN) és az intraduktalis papillaris
mucindzus neoplazidk (IPMN) kialakulasa, amelyek prekarcioma jellegiiek és hajlamosak
PDAC-4 alakulni.?®>! Az olyan genetikai elvaltozasok, mint példdul a ,driver muticiok”
megjelenése, mint a KRAS vagy a TP53 gének, hatasara a pankredsz exokrin komponensei
elvesztik funkcidjukat és atalakulnak. Ez visszafordithatatlan hatassal van ez exokrin pankredsz

--------

PDAC kialakuléas kezdeti 1€épésének tekintik az acinoduktalis metaplazianak (ADM) nevezett

folyamatot.>

(2.abra) A hasnyalmirigy exokrin eredetli acindris sejtjei nagyfoku
plaszticitasukrol ismertek, mely az szerv homeosztazisa szempontjabol meghatdrozé.’* Ezen
acinaris sejtek, bizonyos hatranyos kornyezeti ingerek hatasara - példaul szoveti karosodasok,
oxidativ stressz vagy gyulladdsos utvonalak aktivalasa- képesek transzdifferenciacioval olyan
jellegeket felvenni, melyek az epitelialis eredetii duktalis sejtekre jellemzéek*> Az elvaltozas
soran az acinaris sejtek ugy alakulnak at, hogy progenitor sejt szerii tulajdonsagokat szereznek,

ami fokozza a sejtek fogékonysagat a pro-onkogén muticiokra.>*¢



Acinus Acinar-to-Ductal Metaplasia Persistent Pancreatic
(ADM) ADM Intraepithelial Neoplasia (PanIN)
- Inflammation
- Signaling pathways (Wnt/B-catenin, Hippo/Yap, TGF-g, EGFR, MAPK, PI3K/AKT...)
- Cell-cell contact/cell-matrix
- Epigenetic remodeling

Pancreatic
Ductal
e Adenocarcinoma
—_— t (PDAC)
Regeneration

Continued KRAS
oncogenic hyperactivation

Ptf1a, Mist1, Nr5a2 e @ Acinar cell
e~ e K19V steo { i
MS& Caboxype S 2 o Progenitor

: s ductal-like cell
Acinar markers Ductal-like markers

PN
bl
)

oy Tuft +
r Tuft (Dclk1+) cell
. &

Q Gastric chief-like (Muc5ac+)
@ Enteroendocrine

° Proliferative
° Gastric pit-like
a Senescent

2. abra. Marstrand-Daucé és mtsai 2023.- Az acinaris-ductalis metaplazia (ADM) kialakulasanak és a
hasnyalmirigy intraepitelialis neoplaziava (PanIN) valo progressziojanak modellje. A képen az ADM
kialakulasa, az ADM kivalto jelei, valamint az expresszios markerek valtozasai lathatok. Az ADM egy
reverzibilis folyamat, amely lehetdvé teszi a hasnydlmirigy acinus szovetének regeneralodasat. Ha
azonban tartosan fenndll az onkogén Kras-aktivacio, az ADM tartosan fennmaradhat, és az acinussejtek
atprogramozasa PaniN kialakulasahoz és PDAC progressziohoz vezethet. Az acinaris sejtek jelentds
plaszticitast és heterogenitast mutatnak a metaplazia soran. Hematoxilin/Eozin festéssel a megfeleld
szovettani stadiumok lahatoak egérszdovetben, beleértve a normalis acinus sejteket, az ADM-et és a
PaniIN-t. Tovabba lathatok az ADM soran bekdvetkezd valtozasok, igy az acinusok Ilumenének
megnagyobboddsa (1), egy koztes szerkezet kialakuldsa (2) és az ADM duktadlis-szerii szerkezete (3).

Méretsav: 100 um. ¥’



1/2/a.: A CA%" SZIGNALIZACIO ES A PMCA SZEREPE A PDAC SEJTEKBEN

Az intracellularis Ca®*' jelatvitel kulcsfontossagli szerepet jatszik az exokrin
hasnyalmirigy miikddésében.>*® Legfontosabb feladatai kdzé tartozik az emésztéenzimek
felszabadulasanak szabalyozasa az acinus sejtekbdl, vagy bizonyos transzporterek és csatornak
aktivitasanak reguldlasa, amellyel igy kozvetett hatdsa van a duktalis epitél sejtek bikarbonat és
felszabadul az endoplazmés retikulumbol, amely a nem-excitabilis sejtekben az egyik
legnagyobb Ca®" raktar.’® Ezt a felszabadulé Ca** mennyiséget az dv-szerlien elhelyezkedd a
mitokondriumok pufferelik, de jellemzé a gyors Ca** felvétel a Szarko-Endoplazmatikus
Retikulum Kalcium ATP4z-ra (SERCA) tovabba a sejtbdl a plazmamembran Ca** pumpén
tavolitja el a felesleget.** Ezen transzporterek miikodése ATP dependens folyamat. A PMCA
pumpa fiziologids mukddéséhez elengedhetetleniil sziikséges tovabba a CFTR-csatorna
membran jelenléte, amelyhez a pumpa kdzvetlen kalmodulin kapcsolatot létesit. *' Egy
esetlegesen elhtizo6dd agonista stimulacié teljesen ki tudja iiriteni a sejtek Ca** raktarait, ezért a
sejtnek sziiksége van egyéb mechanizmusra is, amely egyenstlyban tartja a haztartast.*? Ez a
forras 4ltaldban a kiilsé Ca®*, amely a plazma membranon keresztiil, aramlik be a sejtbe raktar
fiiggd modon. A Store Operated Ca’" Entry-t (SOCE) két protein medialja, az ER
transzmembran Ca®" szenzor molekula, a STIM1 és a PM Ca?" csatorna Orail.* A csokkend
Ca”" koncentréacié az ER-ban a Stim1 transzlokaciojat idézi el az ER-PM kontakt feliiletekre,
ahol aktivalja az Orail-csatornat. Ez egy fiziologias folyamat, amely, ha a folyamat sériil,
toxikus Ca®" szintet idézhet eld. Hasnyalmirigy megbetegedései soran a kalcium jelatvitel
zavart szenved, ami a sejtekbe torténd tilzott kalcium bedramlast eredményez.*! A tartsan
magas intracellularis kalcium szint kérosithatja a mitokondriumokat és a végiil sejt halalhoz
vezet. Az acinus sejtekben id6 el6tt aktivalja a tripszinogént, ** a duktalis sejtekben pedig
csdkkenti a bikarbonat elvalasztast.*® Ezek a valtozasok a hasnyalmirigyben gyulladsos
folyamatokat inditanak el amelyek hosszitavon hozzdjarulhatnak az akut és a kronikus

pankreatitisz kialakulasahoz.

A Ca’" szignalizacid szerepe szamos patologias folyamatban jol koriilirt, igy példaul a

tumoros folyamatokban betdltott szerepe is jol ismert, ahol a tumor mikro kérnyezetében

crer



és migraciojat.t’

Ezért a tumoros folyamatokkal osszefiiggd Ca®" szignalizacié vizsgalata
elengedhetetleniil fontos az 1j terapidk és specifikus tumormarkerek kialakitasahoz. A PDAC
kialakulasat alapvetden meghatarozza a hasnyalmirigy sajatos élettana és mikrokornyezete €s
az abban zajl6 folyamatok 0sszessége. Minden sejt fiziologias szabalyozasanak esetében elemi
fontossagi a Ca®" jelatvitel térben és idében torténd megfelelé mikodése.*® (3. abra.)
Amennyiben a hasnyalmirigy mikrokornyezetben mutaciok alakulnak ki, esetleg olyan
abnormalis fehérjék fejezédnek ki, melyek a sejt Ca®" szintjének zavarat okozzak,
befolyasolhatnak olyan fébb jelatviteli Gitvonalakat, melyek a Ca*" fiiggé modon miikddnek,
ezaltal elésegitve a rdkos patofiziologias jellegek kialakulasat.** Egyik legmeghatarozobb
diszregulacié a Ca®" szignalizacidban a Ca’’ talterhelés vagy overload, mely az [Ca®'];
irreverzibilisen novekedésével jar és Osszefiiggésbe hozhatod az apoptotikus illetve nekrotikus

sejt halallal.>%>!

A PDAC sejtekben kialakult ellenalld képesség a Ca®" tulterhelés okozta sejt halallal
szemben Osszefliggésbe hozhat6 a plazma membran Ca?* ATPazok (PMCA) tilzott
expresszidjaval. > >* A PMCA-k a Ca®" sejtekbdl torténd kidramlasaért feleldés pumpdk,'
melyek koziil a PMCA4 izoforma jelentdsebb szerepet tolt be olyan jelatviteli Gitvonalakban,
mint a proliferativ jelatvitel,>> az NF- «B nuklearis transzlok4cid,’® a TNF-indukalt sejthalal’’
és a migracio,’® melyek koziil sok fontos a rakos jellegek fenntartasa érdekében.>® James és
munkatarsai kimutattdk, hogy PDAC sejteken a glikolozis gatlasa ATP deplécion keresztiil a
PMCA gatlasahoz és irreverzibilis Ca?" tilterheléshez vezet. Tovabbi szerz8k ramutattak, hogy
PDAC sejtekben a KM2, amely ATP-vel latja el a PMCA-t, overexpresszalodik a sejtekben,
hogy a PMCA megndvekedett igényét elassak.®® Sritangos és munkatarsai pedig betegadatok
elemzésével megallapitottdk, hogy a PMCA4 overexpresszidja a betegekben jelentsen
csokkenti a talélés esélyét, és MIA PaCa-2 sejtekben a PMCA4 siRNS medialt kititése
csokkentette a Ca?" kidramlast, a sejt migraciot és a sejteket érzékenyitette az apopototikus
folyamatokkal szemben.!” Kordbbi tanulmanyunkban leirtuk, hogy a PMCA4 pumpa
expresszioja szignifikdnsan megemelkedik CFTR KO egerekben, amig az aktivitasa jelentdsen
csokken.*! Stopa és munkatarsai egy nemrégiben megjelent tanulmanyban ravildgitottak KRAS
¢s TP53 muténs egerek acinusain végzett kisérletekben, hogy a PMCA4 funkcid szignifikansan
alacsonyabb volt a mutaciot hordozo egerekben a kontroll egerekhez képest. Stopa €s mtsai
nem talaltak kiilonbséget a PMCA4 expresszids szintjében, amely meglepd Sritangos

tanulmanyanak beteg adataival szemben. A PMCA4 tumor progresszioban betoltott szerepével

10



kapcsolatban szdmos kérdés mertil fel vizsgalata kiemelten fontos az j, hatékony terapiak

kialakitasban.®!
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3. abra. Bettaieb és mtsai. 2021- Kalcium transzporterek hasnydlmirigy duktalis adenokarcinomdaban

(PDAC). A csatornadk és pumpdk a lokalizaciojuknak megfeleléen vannak abrazolva. Plazmamembran:

Tranziens receptor potencidalcsatorndk (TRP), natrium-kalcium csereld (NCX), kalcium felszabadulas
dltal aktivalt kalcium csatorna fehérje 1 (Orail), Plazmamembran tipusii Ca’* ATPaz pumpa (PMCA).
Mitokondrium: mitokondrialis kalcium uniporter (MCU), mitokondridlis natrium-kalcium cserélo

(NCLX). Endoplazmatikus retikulum: szarko-endoplazmatikus retikulum kalcium-ATPdz pumpa

(SERCA), inozitol-trifoszfat receptor (IP3R). Golgi-késziilék: szekrécios utvonal kalcium-ATPaz
pumpdaja (SPCA). Szabdlyozé elemek: (STIMI), Egyszeri dtjardsu, aszpartatban gazdag farki
membranfehérje 1 (SMDTI).%
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[II. CELKITUZESEK

Hipotézisiink szerint, PDAC-ban a csokkend PMCA4 funkci6é és ndvekvd expresszid
mogott a CFTR-csatorna karosodasa all. Ezért tanulmanyunkban célul tiiztiik ki human eredetti

PDAC sejtekben:
- a CFTR-csatorna és a PMCA Ca®" pumpa funkcidjanak vizsgalatat,
- a CFTR korrekci6 hatasanak vizsgalatat a két csatorna mitkodésére
- a CFTR korrekci6 hatasanak vizsgalatat a PMCA4 expresszidjara

- a korrekci6 hatasanak vizsgalatat a sejtek metasztazis képzd képességére.
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

[I/1. CAPAN-1 SEJTVONAL

A kisérletek soran Capan-1 (Cytion, Cat. No.: 300143) hasnyalmirigy adenokarcinéma
sejtvonalat hasznaltunk, melyeket IMDM tépoldatban (ATCC, Cat. No.: 30-2005) 10% magzati
marha szérum (FBS) (Capricorn Scientific Cat. No.: FBS-12B), 1% kanamycin (Gibco, Cat.
No.: 15160047) és 1 % Antibiotic-Antimycotic oldat (Gibco, Cat. No.: 1524-062) jelenlétében
novesztettiink (1. tablazat). A sejteket 37°C-on, 5% CO; tartalmu kozegben tenyésztettiik, a
sejtkultarakat 6-8 naponta, koriilbeliil 80-90% -os konfluencia elérése utan passzaltuk. A 2
dimenzids kitapadt sejteket TrypLE-Express (Gibco, Cat.No.: 12605-028) négyszeres higitasu
oldataval emésztettiikk (2. tablazat), majd a rovid emésztés leallitasa utan, az Osszeszedett
sejtszuszpenziot 15 ml-es centrifugacsdben {ilepitettiik (60 RCF, 3 perc, RT). A feliiluszo
eltavolitasat kovetden a sejteket tovabbi 2 alkalommal mostuk és fugaltuk a kordbban emlitett
tapoldattal. Az utols6 centrifugalas utan megmaradt pelletet megfelelé mennyiségii
tapfolyadékkal higitottuk, majd elémelegitett tapoldatba juttattuk &t, ahol a kovetkezo

passzaléasig novekedett.

1. tablazat
Komponens neve Gyarto, Cat.No.
IMDM ATCC, Cat. No.: 30-2005
Magzati marha szérum (FBS) Capricorn Scientific, Cat. No.: FBS-12B
Kanamycin Sulfate Gibco, Cat. No.: 15160047
Antibiotic-Antimycotic Gibco, Cat. No.: 1524-062
Capan-1 tapfolyadék komponensei
2. tablazat
Komponens neve Gyarto, Cat.No.
TrypLE Express Gibco, Cat.No.: 12605-028
DPBS (1x) Gibco, Cat. No.: 14190-094

Emészto oldat komponensei
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11/2. HUMAN ORGANOID KULTURAK

A cadaver donorokbdl szdrmazd hasnyalmirigy szovetet, annak megtisztitasa utana
mechanikus apritdssal majd enzimatikus emésztéssel készitettiik elé6 Tuveson és Clevers
izolalasi protokollja alapjan. Az organoid kulturdk inditdsdhoz, a korabban tobbszordsen
eldemésztett szovetmintabdol egysejtes allapotu szuszpenzidt hoztunk létre. Az {ilepitéssel
Osszegyljtott, kis térfogat sejtszuszpenziot extracellularis matrixot imitald gélbe (Matrigel)
(Corning, Cat.No.: 354234) juttatva homogén szuszpenzi6 jott 1étre, melyet 10 pl térfogata
domok formajaban 37°C-ra elomelegitett, 24 lyuku sejttenyészeti lemezre pipettaztunk. A
domokat 37°C-os inkubatorban 10 percig polimerizaltak. Az immar megkotott domokra 1-1 ml
elémelegitett tapoldatot fecskendeztiink, 0,22 um polusatmérdjli sziirdn (Labex, Cat.No.:
FBS30PES022S) keresztiil. Az tovabbiakban a kultarakat 37°C-on, 5%-0s CO2-ben inkubaltuk,
¢s minden masodik napon frissitettiik a tapfolyadékot (5. tablazat). Ezt kdvetden, a kultira
fenntartdsa érdekében az organoidokat megfeleld id6kozonként passzaltuk. Az organoidokat
tartalmazo Matrigel domokat pipetta segitségével felszivtuk majd 15 ml-es centrifugacsében
iilepitettiik (750 RPM, 10 perc, 4°C). Ezt kovetden a feliiliszd eltavolitasa utan TrypLE-
Express (Gibco, Cat.No.: 12605-028) 25%-0s oldataval emésztve (2. tablazat), 37°C-ra
elémelegitett sikrazo inkubétorban ujra egysejtes allapotba hoztuk a szuszpenziot. Az ezt
kovetd centrifugalas (750 RPM, 10 perc, 4°C) utan a feliilliszot eltavolitottuk és moso
médiummal szuszpendaltuk (3. tablazat). Ujabb iilepités utdn ismét elvégeztiik a mosasi
folyamatot. A feliilisz6 eltavolitasa utan megmaradt kis térfogatii pelletet, a korabban
leirtaknak megfeleléen Matrigelbe vittiik at, domokat hoztunk létre, majd azok dermedését

kovetden tapfolyadékot adtunk hozza.

3. tablazat
Komponens neve Gyarto, Cat.No.
Splitting médium
Magzati marha szérum (FBS) Gibco, Cat.No.: 10500064

Mosomédium komponensei
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4. tablazat

Komponens neve Gyarto, Cat.No.
Advanced DMEM/F-12 Gibco, Cat. No.: 12634-010
1 M Hepes Gibco, Cat. No.: 15630-080
GlutaMax Supplement Gibco, 35050-061
Primocin InvivoGen, Cat. No.: ant-pm-2

Splitting médium komponensei

5. tablazat
Komponens neve Gyarto, Cat.No.
Splitting médium -
L-WRN kondicionélt médium -
A-83 TOCRIS, Cat. No.: 2939
mEGF Gibco, Cat. No.: PMG8041
hFGF10 Peprotech, Cat. No.: 100-26
Gastrin | TOCRIS, 3006
N-acetylcytstein Sigma-Aldrich, Cat. No.: A9165
Nicotinamide Sigma-Aldrich, N0636
B-27 Supplement (50X) Gibco, Cat. No.: 17504001
Y-27632 Rho-Kinase Inhibitor TOCRIS, Cat. No.: 1254
Prostaglandin E2 (PGE2) TOCRIS, Cat. No.: 2296
Antibiotic-Antimycotic Solution Gibco, Cat. No.: 1524-062
Kanamycin Sulfate Gibco, Cat. No.: 15160047
Voriconazole TOCRIS, Cat. No.: 3760

Tapfolyadeék osszetevdi

I11/3. 2-DIMENZIOS HUMAN EPITEL SEJTKULTURAK
LETREHOZASA:

Annak érdekében, hogy 2 dimenziés human epitél sejteket (2D hPO) hozzunk létre,
sziikséges, hogy a 3 dimenziés humén organoidok passzalasa soran kialakult egysejtes allapot
elérése utan létrejott sejtpelletet nem extracellularis matrixot imitalo Matrigel domokba
helyeztiik at, helyette a sajat tapfolyadékaval felhigitva sejtszuszpenziot hoztunk 1étre. Az igy
kialakult hig, homogén szuszpenziot 24 mme-es liveg feddlemezzel kibélelt, 6 lyuku
sejttenyészeti lemezre pipettaztuk at, majd hagytuk kitapadni a sejteket a feddlemezre. Ezt

kovetden 37°C, 5% CO: koriilmények kozott inkubatorban ndvesztettiik az igy létrejott 2

15



dimenzids sejtkultirat. A passzalast koveté 24 ordban varhatéoan kitapadnak a sejtek. A

tapfolyadékot 2 naponta frissitettiik.

11/4. INTRACELLULARIS KALCIUM MERES:

A méréshez 24 mm atmérdji tiveg fedélemezre ndvesztett sejteket (2D hPO, Capan-1)
hasznaltunk. A méréseket megel6zden a mintakat 30 percig inkubaltuk Fura-2-AM (Fura-2-
reagalva alakul ki a Fura-2 - Ca®" komplex. A Ca*" -hoz kétott Fura-2 fluoreszcenciaja
megvaltozik, amelyet fluoreszcens mikroszkop segitségével mériink. A valtozas méréséhez
340 ¢és 380 nm hulldmhosszon gerjesztjiik a sejteket, a fluoreszcencia emisszidjat pedig 510
nm-en regisztraljuk. A Ca®" koncentracié valtozasat az F340/F380 arany adja meg. A mérés
soran Olympus 1X71 fluoreszcens mikroszkopot hasznéaltunk. Miutén a fedélemezeket live
imaging kamraba rogzitjiik, a sejteken 10 ml/ perces perfuzidval 37°C-ra felmelegitett

oldatokat futtatunk at.

A mérésekhez felhasznalt oldatok és Osszetevoik:

6. tablazat
Komponens neve Gyarto, Cat.No.
Sodium-chloride (NaCl) Sigma Aldrich, S9888-2.5kg
Potassium-chloride (KCI) Sigma Aldrich, P3911-500G
Na-Hepes Sigma Aldrich, H3375-1KG
CaCl, 1M-os torzsoldat
MgCl, 1M-os torzsoldat
D-(+)-Glucose Sigma Aldrich, G8270
Hepes oldat komponensei
7. tablazat
Komponens neve Gyarto, Cat.No.
Sodium-chloride (NaCl) Sigma Aldrich, S9888-2.5kg
Potassium-chloride (KCI) Sigma Aldrich, P3911-500G
Na-Hepes Sigma Aldrich, H3375-1KG
MgCl; oldat
D-(+)-Glucose Sigma Aldrich, G8270
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8. tablazat

EGTA (Ethylene glycol-
bis(2-aminoethylether)-
N,N,N’,N'-tetraacetic acid)

Sigma Aldrich, E4378-10G

Ca’" mentes Hepes komponensei

Komponens neve

Gyart6, Cat.No.

Sodium-chloride (NaCl)

Sigma Aldrich, S9888-2.5kg

Potassium-chloride (KCI)

Sigma Aldrich, P3911-500G

Na-Hepes

Sigma Aldrich, H3375-1KG

CaCl, 5 M-os torzsoldat
MgCl, 1 M-os torzsoldat
D-(+)-Glucose

Sigma Aldrich, G8270

5 mM Hepes komponensei

I11/5. INTRACELLULARIS KLORID KONCENTRACIO MERES:

A méréshez szintén 24 mm atmérdjii fedélemezre ndvesztett sejteket (2D-hPO, Capan-
1) hasznaltunk. A sejteket MQAE (6-metoxi-N-(3-sulfopropil)kinolinium) 5 uM
hatdséara reagalva valtoztatja meg a fluoreszcenciajat. A molekulaban bekovetkezd valtozasok
a fluoreszcencia intenzitasanak megvaltozasat eredményezik. A sejteket 350 nm
hulldamhosszon gerjesztjiik, a fluoreszcencia emisszidjat pedig 460 nm-en mérjiik. A CI°

koncentracio valtozasat az F350/F460 aranybol szamitjuk ki.

A mérésekhez felhasznalt oldatok és Osszetevoik:

9. tablazat
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Komponens neve

Gyart6, Cat.No.

Sodium-chloride (NaCl)

Sigma Aldrich, S9888-2.5kg

Potassium-chloride (KCl)

Sigma Aldrich, P3911-500G

Sodium-bicarbonate (Na-

HCO3)

Sigma-Aldrich, S6014-2.5KG

CaCl, 1M-os torzsoldat

MgCl, 1M-os torzsoldat

D-(+)-Glucose

Sigma Aldrich, G8270

HCOs oldat komponensei




10. tablazat

Komponens neve Gyarto, Cat.No.
Sodium-gluconate Sigma-Aldrich, S2054
Potassium-sulfate Sigma-Aldrich, P9458
Calcium-D-gluconate Sigma-Aldrich, C8231-100

Cl mentes HCO3- oldat komponensei

111/6. IMMUNOFLUORESZCENS FESTES

A festéshez 24 mm atmérdjii fedélemezre novesztett 2D-hPO illetve Capan-1 sejteket
hasznéltunk. A sejteket elsé 1épésként PBS-sel (foszfat-puffer sooldat) mosom. Ezt kovetden a
feltarashoz a mintakat 100%-os jéghideg (-20°C) metanolban 5 percig inkubalom -20°C-on,
majd 1xTBS puffer segitségével fokozatosan mosom le a metanolt a mintakrol. Kovetkezo
1épésben a lemezeket nedves kamrara helyezve 10%-os BSA-TBS (12. tablazat) segitségével
2 oran keresztiil blokkoljuk az aspecifikus kotéhelyeket 37°C-on. A blokkolas utan BSA-TBS-
ben 1:100 aranyban oldjuk az elsddleges antitesteket. Ezt kovetden a mintdinkat -4°C-on egy
¢jszakan at inkubaljuk. Az els6dleges antitest (13. tablazat) kotodése utan a mintakat 1x TBS-
sel mossuk 3 alkalommal 5 percig. Ezutan a masodlagos antitesteket (14.tablazat), BSA-TBS-
ben, megfeleld higitdsban (1:400), az elézdleg felvazolt mddszerhez hasonléan a mintankra
juttatjuk. A mésodlagos antitesttel 2-4 6rdn at, fénytdl elzart helyen, szobahdémérsékleten
inkubdljuk a mintat. Utolso 1épések egyikeként, Hoechst 33342 (Thermo Fisher, Cat.No.:
62249) (2 pg/ml) sejtmagfestéket, 1:1000 aranyban BSA-TBS-ben higitva alkalmazunk a
mintdinkon 15 percig. A fedés el6tti utolso 1épésben a mintankat 3 alkalommal TBS-sel mossuk.
A kész mintardl lecsepegtetjiik a folyadékot €s egy ragaszto cseppel ellatott targylemezre fejjel
lefelé raforditjuk a mintankat. Par perces szobahdn térténd szaradas utan 4°C-on taroljuk a
mintat. A kész festések kiértékelését Zeiss LSM 880 kofokalis mikroszkoppal majd FiJi (NIH)

programmal végeztiik el.

11. tablazat
Komponens neve Gyarto, Cat.No.
Tris Sigma-Aldrich, Cat.No.: T1503
NaCl Sigma-Aldrich, Cat.No.: 746398
KCl Sigma-Aldrich, Cat.No.: 746436
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dH.O -

TBS oldat dsszetevoi
12. tablazat
Komponens neve Gyart6, Cat.No.
BSA (bovine serum albumine) PanBiotech, P061391500
TBS
BSA-TBS oldat osszetevoi
13. tablazat
Név Gazdaszervezet Klonalitas Gyarto, Cat.No.
CFTR (CF3) nyul poliklonalis Invitrogen, Cat.No.: MA1-935
PMCA4 nyul poliklonalis Alomone labs, Cat.No.:ACP-
004
PMCA egér monoklonalis Abcam, Cat.No.: ab2825
SOX9 nyul monoklonalis Abcam, Cat.No.: ab185966
Vimentin nyul monoklonalis Abcam, Cat.No.: ab92547
a-Smooth Muscle Actin kecske poliklonalis Novus, Cat. No.: NB300-978

A kisérleteink soran felhasznalt elsddleges antitestek listaja

14. tablazat

Komponens neve Gyarto, Cat.No.
Goat anti-Mouse Alexa 488 Thermo Scientific, Cat.No.: A11001
Donkey anti -Rabbit Alexa 594 Thermo Scientific, Cat.No.: 21207
Donkey anti-Goat IgG HL Alexa Fluor 488 Abcam, Cat.No.: ab150129
F(ab') 2-Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Cross-Adsorbed Thermo Scientific, Cat.No.: A48289
Secondary Ab. Alexa Fluor Plus 647

A kisérleteink soran felhasznalt masodlagos antitestek listaja

I1I/7. TRIKAFTA KEZELES:

Mind a 2D-hPO ¢és Capan-1 mintdkon végeztiink Trikaftaval torténd kezelést. A Trikafta
egy hadrom komponensli terdpias szer, amely a kovetkezd molekuldkbol all: Elexacaftor,
Tezacaftor és Ivacaftor. A Trikafta egy a cisztas fibrozis kezelésében alkalmazott gyogyszer,
amely rendelkezik mind az FDA mint az Eur6pai Uni6 gydgyszer engedélyével. Hatasa tobb

szintl, az Elexacaftor és a Tezacaftor egyiitt, hatékonyabba teszi a CFTR fehérje kihelyezddését
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a plazmamembranba, mig az Ivacaftor a csatorna nyitasat facilitalja. A sejteket passzalas utan,
tappal higitott sejtszuszpenzidban egy 6 lyuku sejttenyészeti lemezben, 24 mm atmérdji
fed6lemezre raktuk. Az atlagosan 24 6rat igénybe vevo letapadasi folyamat utan tovabbi 48 orat
inkubaltuk 6ket tapfolyadékban oldott Trikaftaval, majd a korabbiakban leirtakhoz hasonloan

vittiink véghez rajta mérési kisérleteket, illetve immunfluoreszcens festést.

15. tablazat

Komponens neve Gyarto, Cat.No.
Tezacaftor MedChemExpress, HY-15448
Elexacaftor MedChemExpress, HY-111772
Ivacaftor MedChemExpress, HY-13017

Trikafta komponensei

I11/8. STATISZTIKAI ANALIZIS

Az adatokat atlag + SE-ben fejeztiik ki. A csoportok kozotti szignifikans kiilonbséget
Mann-Whitney-teszttel v. Kruskal-Wallis-teszttel hatdroztuk meg. A P < 0,05 értéket
szignifikansnak tekintettiik. A statisztikai szamitdsokhoz GraphPad Prism programot

hasznaltunk.

111/9. ETIKAI ENGEDELY

A cadaver donorok hasnyalmirigy szoveti minta gyiijtése a 37/2017-SZTE etikai

engedély szammal tortént.
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V. EREDMENYEK

IV/1. AZ ADATBAZIS ANALIZISEK EREDMENYEI

Kisérleteink elvégzése eldtt adatbazis analizist végeztiink. Ehhez a DepMap ¢€s a The
Human Protein Atlas adatbazist hasznaltuk fel, ahol a kiillonb6zé pankredsz tumoros
sejtvonalakat hasonlitottuk 6ssze CFTR ¢és PMCA4 expresszié alapjan. A kisérletek
kivitelezésére olyan sejtvonalra volt sziikségiink, amely human eredetii és egyiitt expresszalja
a CFTR CI csatornat, és a PMCA4 pumpat. A DepMAp és a The Human Protein Atlas
Osszehasonlitdsa alapjan a Capan-1 sejtvonalra esett a valasztasunk. (4.abra) A vizsgalt
csatornakon kiviil tovabba sziikség volt arra, hogy a valasztott sejtvonal PDAC eredetii legyen
¢s hordozzon KRAS ¢és TP53 mutéiciokat. a Capan-1 esetében ezt az analizist a DepMAP

adatbazisanak hasznalataval végeztiik el. (5.abra)
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4. abra A Human Protein Atlas adatbazisaban jol lathato, hogy a Capan-1 sejtvonal egyarant
expresszalja a CFTR-csatornat és a PMCA pumpat
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Oncogenic Alterations

Gene Alteration Oncogenic Function

KRAS G122V Oncogenic Gain-of-function

TP53 A159V Likely Likely Loss-of-
Oncogenic function

OnceKB -

5. abra A Capan-1 sejtvonal egyarant tartalmazza a KRAS és TP53 mutaciokat

IV/2. A CAPAN-1 SEJTEK KIFEJEZIK A PMCA4-ET ES A CFTR-T

Feltételezésiink szerint a Capan-1 sejtvonal, habar expresszalja a CFTR CI™ csatornat,
az sem funkcidjaban, sem lokalizaciojaban nem egyezik meg az egészséges pankredsz duktalis
epitél sejteken megfigyelttel. A lokalizacid vizsgalatdra immunofluoreszcens festéseket
végeztiink, ahol a CFTR és a PMCA4 fehérjéket jeloltik, majd a képeket konfokalis
mikroszkopiaval értékeltiik. Eredményeink alatdmasztjak, hogy mind a CFTR-csatorna, mind
pedig a PMCA4 pumpa kifejezddik a Capan-1 sejtvonalon, és a CFTR esetében a fehérje ER
vagy citoplazmatikus elrendezddést mutat zomében, amely feltételezi, hogy a csatorna
funkcidja sem lesz megfeleld. Hasonlo elrendezddés figyelheté meg a PMCA4 lokalizaciojaban

is, de a Ca** csatorna esetében membran lokalizacio is felfedezhetd. (6.4bra)
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6. abra A CFTR-csatrona és a PMCA4 pumpa kifejezédésének és lokalizaciojanak vizsgalata
immunfluoreszcens festéssel Capan-1 sejtvonalon, amely alatamasztotta, hogy a Capan-1 sejtvonal

kifejezi mindkét fehérjét.

IV/3. A HUMAN 3D ORGANOIDOKBOL SZARMAZO 2D
SEJTKULTURAK MEGTARTJAK AZ EPITEL FENOTIPUSUKAT

Annak alatdmasztasara, hogy az epitél sejteket tartalmazé 3D huméan pankredsz
organoid kultirdkbdl szarmaz6 2D pankredsz sejtkulturak megtartjak eredeti duktélis epitél
fenotipusukat immunofluoreszcens fetéseket végeztiink el. A festéseket azutan végeztiik, hogy
a sejtek kitapadtak a 24 mm-es fed6lemezre. Az epitél eredet bizonyitasara CFTR és SOX9
(7.4bra), a fibroblaszt fenotipus cafolasara pedig Vimentin és a-SMA fibroblaszt markerek (8.
abra) festését végeztiik el. A konfokalis mikroszkdpiaval késziilt képeink azt mutatjak, hogy a
2D human pankredsz kultardk kifejezik a CFTR-t és a SOX9-et, tovabba nem mutatnak
festddést sem vimnetinre, sem a-SMA-ra, ezzel alatdmasztva, hogy a 3D-2D tranzici6 nem

valtoztatta meg a sejtek fenotipusat.
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7. abra A 2D humadn epitél kulturak kifejezik a CFTR és a SOX9 fehérjéket- A 2D human kultirak
epitél eredetének vizsgalata a CFTR és SOX9 feherjék kifejezodésének ellendrzésével, amely

megerdsitette, hogy az organoidok megorzik epitél jellegiiket.

Vimentin
aSMA

8. abra A 2D humdan epitél kultiirak nem fejezik ki a Vimentin és az a-SMA fehérjéket- A 2D human
epitél kulturakon végzett immunofluoreszcens festés megerdsitette, hogy a sejtek nem fejeznek ki

fibrobalsztokra jellemzé Vimentin és a-SMA fehérjéket.
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IV/4. A CFTR FUNKCIOJA CSOKKEN CAPAN-1 SEJITEKBEN

A Capan-1 sejteken végzett CFTR immunofuoreszcens festés (4. abra) eredménye arra
utal, hogy az ER-ban rekedt CI™ csatorna nem tudja kelléen ellatni az ionszekrécidban betoltott
feladatat. Ennek vizsgalatat fluoreszcens mikroszkopiaval, Cl™ elvonas technikaval vizsgaltuk.
Ehhez egy CI szenzitiv festéket, az MQAE-t hasznaltuk. A sejteket 24 mm-es liveg
fed6lemezen torténd novesztést kovetden 5 uM MQAE festékkel toltottiik fel. A mérést inverz
fluoreszcens mikroszkoppal végeztiik. A Cl” elvonds eredményeként megjelend valtozéds a
CFTR-csatorna aktivitdsat mutatja. Eredményeink azt mutatjak, hogy a Capan-1 sejtek CFTR
aktivitasa szignifikansan alacsonyabb a 2D hPO-n mért aktivitashoz képest. Fontos eredmény
tovabba, hogy a Capan-1 sejtek CFTR aktivitdsa tovabbi szignifikdns mértékben volt
csokkenthetd egy széles korben alkalmazott CFTR gatloszer, a CFTR (inh)-172 jelenlétében.
Ez arra enged kovetkeztetni, hogy habar a Capan-1 sejtek CFTR aktivitdsa jelentdsen

alacsonyabb az egészséges sejtekhez képest, mégsem teljesen elégtelen. (9.abra)
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9. abra CFTR-csatorna funkcidjanak vizsgdlata CI elvondssal 2D-hPO, Capan-1, és CFTR-inh-172
(CFTR inhibitor) gatloszerrel kezelt Capan-1 sejtek esetében. - Cl elvonas technikaval a sejtek CI

kiagramlasanak vizsgalata szignifikansan alacsonyabb CFTR aktivitast mutatott a Capan-1 sejtek
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esetében a 2D hPO kulturakhoz képest, amely aktivitas CFTR-inh-172 jelenlétében tovabbi szignifikans

mertékben csokkent.

IV/5. A CFTR CL- CSATORNA AKTIVITASA JAVITHATO CAPAN-
1 SEITEKBEN

Kisérleteink szempontjabol fontos kérdés volt annak megvalaszolasa, hogy a Capan-1
sejtekben korrigalhat6-e a CFTR-csatorna funkcidja. Ennek vizsgalatahoz a Capan-1 sejteket
48 oran keresztiil, egy jelenleg mar cisztds fibrozisban alkalmazott CFTR korrektorral,
Trikaftaval kezeltiik. A Trikafta harom komponensii korrektor, amely Elexacaftorbol,
Ivacaftorbdl és Tezacaftorbol all. CI” elvonésos kisérleteink a Trikafta kezelés kovetden azt
mutattak, hogy a Trikafta képes helyreallitani a Capan-1 sejtek CFTR aktivitasat, amellyel
igazoltuk, hogy a korrekcid megvaldsithatd, raadasul egy mar elérhetd gydgyszer hatasat is

alatamasztottuk PDAC sejtekben. (10. abra)
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10. abra CFTR-csatorna funkciojanak vizsgalata CI elvondssal 2D-hPO, Capan-1, és Trikafta CFTR

korrektorral kezelt Capan-1 sejtek esetében. A sejtek CI elvonas technikaval valo vizsgadlata azt
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mutatta, hogy a Capan-1 sejtek CFTR aktivitasa 48h Trikafta elokezeléssel szignifikans mértekben

javithato a kezelést nem kapott Capan-1 sejtekhez képest.

IV/6. A CAPAN-1 SEJTEK Ca?" KIARAMLASA SZIGNIFIKANSAN
ALACSONYABB A 2D HPO-KHOZ VISZONYITVA

Egy el6z6 tanulményunk tanulsaga alapjan ugy gondoltuk, hogy a Capan-1 sejtek
CFTR-csatorna diszfunkcidja és diszlokalizacidja negativan befolyasolja a sejtek PMCA4
aktivitasat. Feltételezésiink igazolasara el6szor a Capan-1 sejtek PMCA4 funkciojat FURA-2-
AM szenzitiv festékkel vizsgaltuk. A sejtekbdl ez endoplazmés retikulum deplécidja utan
vizsgaltuk az elvonas mértékét, amely a PMCA4 aktivitasat adja meg pankreasz duktalis epitél
sejtekben. Ennek Osszehasonlitdsdval megéllapitottuk, hogy a Capan-1 sejtek PMCA4
funkcidja szignifikansan alacsonyabb a 2D-hPOknal. (11. abra)
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11. abra PMCA4 aktivitisinak vizsgdlata intracelluldris Ca’* méréssel 2D-hPO, Capan-1 sejtek
esetében A Ca’" kiaramlds vizsgalata szignifikansan alacsonyabb PMCA aktivitdst mutatott Capan-1

sejtekben a kontroll 2D-hPO-khoz viszonyitva.
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IV/7. A CAPAN-1 SEJTEK PMCA4 AKTIVITASA HELYREALL
CFTR KORREKCIO HATASARA

Kovetkezd 1épésben igazolni szerettiik volna, hogy a PMCA4 csokkent miikodése
osszefiigg a CFTR hibas miikodésével és kifejez6désével. Igy a Capan-1 sejteket CFTR
korrektor Trikaftaval kezeltiik 48 6ran at, amellyel indirekt modon nyertiink bizonyitékot, a
feltételezésiinkre. Abban az esetben, ha a Capan-1 sejteket a mérés elott 48 oraval Trikaftaval
kezeltiik, azt tapasztaltuk, hogy a sejtek PMCA4 funkcidja szignifikdnsan emelkedett, a
kezelést nem kapott Capan-1 sejtekhez képest. (12. abra) Ezzel alatamasztottuk, hogy a CFTR
¢s a PMCA4 csokkent miikodése Capan-1 sejtekben is dsszefliggésben all egymassal, tovabba,

a CFTR korrekcidja a PMCA4 funkciojat is képes helyreéllitani.
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2. Abra PMCA4 aktivitisdinak vizsgdlata intracelluldris Ca®* méréssel Capan-1 és Trikaftival, CFTR
korrektorral kezeld Capan-1 sejtek esetében-a Ca’" kidramlas vizsgdlata szignifikéans javulast mutatott
a PMCA4 aktivitasaban a 48h Trikafta kezelést kapott Capan-1 sejtek esetében a kontroll Capan-1
sejtekhez képest.

28



VI1/8. A CFTR ES A PMCA4 LOKALIZACIOJA NEM VALTOZIK
SZIGNIFIKANS MERTEKBEN TRIKAFTA HATASARA CAPAN-1
SEJTEKEN

Abbdl kovetkezden, hogy a CFTR aktivitasa javulast mutatott Capan-1 sejtekben Trikafta
kezelés hatasara, feltételeztiik, hogy ez lokalizacidjaban is valtozast okozhat. Ennek
vizsgalatara immunfluoreszcens festést végeztiink. A festést megel6zden a Capan-1 sejteket
48 oras Trikafta kezelésnek tettiik ala. A festés soran a CFTR és PMCA4 fehérjéket jeldltiik.
Eredményeink azt mutatjak, hogy habar a CFTR membranba val6 kihelyezddése enyhe
javulast mutat, de a jel nagyrészt citoplazmatikus elrendezodést. A CFTR jele viszont
erdteljesebb festddést mutat a Trikafta kezelt sejteken, a kezelést nem kapott Capan-1

sejtekhez viszonyitva. (13. abra)

Kezeletlen Capan-1 sejtek CFTR CFTR elrendezddése a 48 oras Trikafta

elrendezdédése kezelés utan Capan-1 sejtekben

33. abra A Capan-1 sejtek CFTR lokalizaciojanak vizsgalata immunfluoreszcens festéssel, 48 oras

Trikafta kezelést megel6zben és utana. A kezelés javitotta a membranba torténd kihelyezodést.

A kezelt Capan-1 sejtek PMCA fehérje immunfluoreszcens festése alapjan a PMCA egyarant
mutat membran lokalizaciot, illetve citoplazmatikus elhelyezkedést, azonban nem lathaté
szamottevo valtozas a kezeletlen sejtekhez képest. Ez alapjan elmondhatjuk, hogy a Trikafta

kezelés nincs kozvetlen jelentds hatassal a PMCAA4 lokalizacidjara a sejtben. Ez megerdsiti

29



azon feltételezéslinket, miszerint a PMCA4 6nmagaban nem sériilt, funkciojanak csokkenése
mas folyamat eredménye. Tovabba, hogy a Trikafta kezelés kdzvetetten, elsésorban

funkcionalisan valtoztatja a PMCA4 miikodését. (14. abra)

Kezeletlen Capan-1 sejtek PMCA4 PMCA elrendezoédése a 48 oras Trikafta

elrendezodése kezelés utan Capan-1 sejtekben

14. abra A Capan-1 sejtek PMCA lokalizacidjanak vizsgalata immunfluoreszcens festéssel, 48 oras
Trikafta kezelést megel6zden és utdna. A PMCA elrendez0dése nem mutat szignifikans valtozast a

Trikafta kezelés hatasara.
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VI. DISZKUSSZIO

A pankredsz duktéalis adenokarcindma (PDAC) a hasnyalmirigyet érintd daganatos
megbetegedés, amely az exokrin hasnyalmirigy epitél sejtjeibdl alakul ki?!. A PDAC betegek 5
éves tulélési rataja csupan 12% ¢és a betegség kothetd halalesetek szama évi kozel 500 ezer fore
tehetd vildgszerte. A kedvezdtlen klinikai prognézis mellett, a limitalt és gyakran hatastalan
terapias lehetdségek, tovabba a korai diagnosztikai modszerek hidnya miatt a PDAC napjaink
egyik legjelentdsebb megoldatlan klinikai problémdjat testesiti meg. A PDAC tumorokra
jellemz6 KRAS ¢és TP53 gének mutdcioi alapvetd szignalizdcids utvonalak aktivitasat
valtoztatjdk meg, melyek kovetkeztében az epitél eredetli tumoros sejtek megnodvekedett
osztédasi motilitasi potencidllal ¢és a hatékony sejthalalt elkeriild tulajdonsagokkal
rendelkeznek. Korabbi tanulmanyok leirtdk PDAC sejtekben, hogy a  szignalizacioban
bekdvetkezd véltozasok a sejtek megndvekedett metasztatikus képességét eredményezik®. A
PMCA4 overexpresszidja pankredsz duktalis adenocarcinomaban a betegség kimenetelének
jelentds romlasat vetiti el6 és erdsen csokkenti a betegek tulélési esélyét. A sejtek ellenallobban
viselkednak az alkalmazott kemoterapidkkal szemben, tovabba metasztazis képz6 képességiik
is megnd. Sritangos és munkatdrsai a PMCA4 siRNS-el torténd kiiitésével bizonyitottak, hogy

t'2. Ezzel szemben

a PMCAA4 expresszidjanak csokkenése gatolja a proliferaciot €s a migracio
Stopa és mtsai KRAS és TP53 mutans egerekbdl izolalt acinus sejteken azt a megfigyelést
tették, hogy a PMCA4 aktivitasa alacsonyabb a mutédciokat hordozé egerek esetében, mint
egészséges tarsaiknak®'. Egy 2022-es tanulmanyunkban egyértelmii interakcios kapcsolatot
talaltunk a CFTR CI" csatorna és a PMCA4 Ca** pumpa kozott, ahol tobbek kozott a CFTR KO
egerek PMCA4 génexpresszios vizsgalata azt az eredményt hozta, hogy a CFTR KO egerekben
szignifikdnsan magasabb a PMCA4 expresszidja a kontroll egerekhez képest*!. Ezt a
megfigyelést azzal magyaraztuk, hogy a pankredsz duktalis epitél sejtek a kies6 PMCA4
funkciot probaljak mintegy kompenzéacidos mechanizmusként pétolni a  pumpa
overexpressziojaval. Jelen eredményeink megerdsitik, hogy PDAC-ban mind a CFTR, mind a
PMCA pumpa kérosodik. A pankredsz duktalis epitél sejtekben megfigyelt lokalizaciojukhoz
képest ER retencid figyelhetd meg, tovabba mind a CFTR mind a PMCA4 aktivitasa

szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult a Capan-1 sejtekben. Fontos eredmény, hogy a CFTR
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korrekcidja képes helyreallitani a CFTR és a PMCA4 funkcidjat. Ezek alapjan kérdésként mertil
fel, hogy a PMCA4 helyredllitott funkcioja kovetkezményeként csokken-e az overexpresszid
mértéke is. Kovetkezd 1épésben a Capan-1 ¢€s Trikafta kezelt Capan-1 sejtek proliferacios és
migraciés képességét, valamint PMCA4 expressziojat tervezzikk Osszehasonlitani.
Eredményeink fontos mechanizmusra vilagithatnak ra a PDAC progresszidjaban, €s 4j terapias,
esetleg kiegészito terapids lehetdségek kutatasat segitheti eld, amelyek segitenek csdkkenteni a
PDAC tumorok kemoterapiat elkeriild és metasztazis képz6 képességét, amely hossza tdvon

lenne képes ndvelni a betegek talélési esélyét.
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VIII. TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

A 37. OTDK
BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK

2. SZAMU MELLEKLETE

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Horvath Zsofia nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benyujtott ,,A kalcium kidramlas
zavaranak vizsgalata pankredsz duktalis adenokarcinoma (PDAC) sejtekben” cimi

palyamunkamban leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat A részvétel mértéke

(otfokozatu skalan jellemezve)

Capan-1 sejtvonal fenntartasa

Human organoid kulturak fenntartdsa

2 dimenzios human epitél sejtek létrehozdsa

Intracellularis klorid koncentracio merés

Immunfluoreszcens festés

Statisztikai analizis

5
2
1
Intracellularis kalcium mérés 5
5
5
1
5

Capan-1 sejtvonal kezelése Trikaftaval

Kelt: Szeged, 2024.04.15.

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerdsitem:

s /
v

A\

Horvéth Zsoéfia Dr. Madécsy Tamara

L MTA SZTE Momentum Epitél Sejt Szignalizacios és

alairasa
Szekrécids Kutatocsoport

alairasa
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