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1. Irodalmi hattér

Bevezetés

A gasztrointesztinalis rendszert érint6 tumorok kozé tartozo vastag- és végbélrak (CRC) a rakos
betegségek altali halalozasi listan a masodik-harmadik helyet foglalja el a nyugati
tarsadalmakban, a hasnyalmirigy duktalis adenokarcinoma (PDAC) 5 éves tulélése pedig 8%
alatti, mely az elmult évtizedekben nem javult jelentésen. Mindkét tumortipus tehat kiemelt
népegészségiigyi problémanak tekinthetd, amelyek patomechanizmusa azonban még nem
teljesen ismert. A CRC esetében a tumorsejtek mellett fontos szerepet jatszanak az egyéb, Un.
sztroma sejtek is, mint példaul limfocitak, vagy a sztroma legnagyobb mennnyiségben jelen
1€v0, és a betegek tulélésével negativ korrelaciot mutatd tumor-asszocialt fibroblasztok. Bar az
egérmodellek a korai tumorigenezis bizonyos folyamatait jol reprezentdljak, a mutaciok
felhalmozodasaval jard progresszid vizsgélatdra mas, elsdsorban human szévetekbdl szdrmazo

modellek sziikségesek.

Az organoid technoldgia

Az organoidok szdvetekbdl szarmazd, in vitro 3D koriilmények kozott, extracellularis matrix
kivonatokban (pl. Matrigel-ben) fenntartott tenyészetek, melyek ,,miniszerveket” képeznek. Az
organoidok megoérizhetik az in vivo szovetek sejtes és genetikai heterogenitasat, és ez idaig az

emberi rakos megbetegedések egyik legjobb ex vivo modelljének bizonyultak.

Az extracellularis vezikulak (EV) csoportositasa és szerepiik

Az extracellularis vezikulak (EV-K) membrannal koriilvett struktirak, melyek az intercellularis
kommunikéciéo 0 maddjat képviselik azéltal, hogy bioldgiailag fontos molekuldkat, példaul
miRNS-eket, fehérjéket és lipideket juttatnak a célsejtekhez. Az EV-k biogenezisiiket,
meéretiiket, molekuléaris rakomanyukat (cargo), specifikus markereiket és funkcioikat tekintve
is rendkiviil heterogének. Az EV-k a célsejteken kiilonb6zé modokon hathatnak: sejtfelszini
receptorokhoz kotddhetnek, az EV membranja Osszeolvadhat a célsejttel, illetve a célsejt

makropinocitozissal vagy endocitozissal felveheti az EV-ket.

Mivel az EV-k jelen vannak a testnedvekben is, igy igéretes biomarkerek lehetnek kiilonb6z6
tumortipusok korai diagnosztizalasadban. Ez a feltételezés azon alapul, hogy a tumorsejtek a
normal sejtekhez képest magasabb szinten bocsatanak ki EV-ket [1], és hogy a rakos sejtekbdl
szarmazd EV-k tumorspecifikus molekulakat membrannal koriilvett, védett kornyezetben
hordozhatnak cargo-ként. Az EV-k emellett szerkesztheték és specifikus molekulakkal
tolthetdk fel, melyeket aztan védett modon szallitanak, tovabba az EV-ket hatékonyan veszik

fel a célsejtek, igy az EV-k a rakterapia szempontjabol is igéretes eszkdzoknek tekinthetdk [2].
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A bélham éssejt niche

A bélham kiilonbozo, jellegzetes funkcidkkal jellemezhetd sejttipusokat tartalmaz, amelyek 5-
6 naponként lecserélddnek (a Paneth sejtek kivételével, melyek hosszabb életidejiiek, és a
vékonybélben vannak jelen). A sejtek utanpotlasat a Lieberkiihn-kriptak aljan talalhaté Gssejtek
biztositjak -ezek egyik legismertebb markere az Lgr5 [3]. Az Ossejt tulajdonsagok fenntartasaért
a kornyezd sejtekkel vald kapcsolat, valamint a mikrokdrnyezeti tényezok (pl. novekedési
faktorok, jelatviteli folyamatokat indukélé molekulak) 6sszessége felelds, mely az dssejt niche-
t alkotja. A bélham 6ssejt niche kdzponti jelentdségili faktorai a Wnt fehérjék és a Wnt agonista
R-Spondin, az epidermalis névekedési faktor (EGF), valamint a sejtdifferencialodast indukalo
bone morphogenic protein-ek (Bmp) gatloi, példaul a noggin [4]. A niche faktorok
termelésében a kriptak koriili miofibroblasztok, valamint a Paneth-sejtek (csak a vékonybélben)

crcr

A niche faktorok és a jelatviteli utak

A Wnt ligandok egy nagyobb csalad tagjai, melyek atfedé hatdssal rendelkeznek. A sejtek
citoplazmajaban egy lebonté multiprotein komplex van jelen, melynek fontos komponensei az
adenomatosus polyposis coli (APC), a kazein kinaz lo (CKla) és a B-katenin. Wnt ligand
hianydban ez a komplex a B-katenint foszforilalja, mely a proteaszomaban lebontodik. Wnt
hatasara a lebonté komplex aktivitasa gatlas ala kertil, igy a felhalmozodo B-katenin a sejtmagba
transzlokalodik, ahol kofaktorként elinditja a Wnt célgének atirasat. A célgének kozé tartoznak
a sejtosztodast serkentd fehérjéket kodold gének (pl. Myc), az Ossejt-marker Lgr5, vagy a

lebontd komplexben részt vevo Axin2 [6].

A Notch jelatviteli utvonal az &ssejt niche-ben a Wnt utvonallal egylittesen aktiv, és egymas
hatasat kolcsonosen erdsitik [7]. Aktivaciojahoz a sejtfelszini Notchl-4 receptorokhoz a
szomszédos sejt plazmamembranhoz kotott ligandja kapcsolodik. Az epidermalis novekedési
faktor (EGF) a sejtfelszini EGF-receptorhoz kotédik. Az EGF altal indukalt egyik kdzponti
jelatvitel a mitogen-activated protein (MAP) kinaz atvonal, melyben fontos a KRAS és a BRAF
aktivalodéasa. Az EGF sejtosztodast indukal, mely szintén fontos az dssejtpopulécio méretének
szabalyozasaban [5]. Az EGF csaladba tobb mas molekula is tartozik (pl. amfiregulin), melyek
az EGF receptorcsalad kiilonb6z6 tagjaibol allo hetero- vagy homodimerekhez kapcsolodva

inditanak el jelatviteli folyamatokat a sejtekben.

A vastag- és végbélrak kialakulasa és tipusai
A sporadikus CRC kialakuldséanak tobb Utvonala is ismert, melyek eltéré adenomatipusokbol

indulhatnak el. Az esetek tobbségében a betegség a klasszikus tubulovillosus adenoma-
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karcinoma utvonalon alakul ki. Ennek soran a bélham epitél sejtjeinek mddosult mitkddése
miatt egy Lieberkiihn-kriptabol kiindulva abnormalis, de még benignus sejtszaporulat jelenik
meg (polip, tubulovillosus adenoma), mely jellegzetes mutaciok felhalmozdodasa miatt tobb év
alatt rosszindulat daganattd valhat. A betegek mintegy 80%-a esetében az Apc fehérje
inaktivacidjahoz vezeté mutaciok figyelhetok meg, melynek eredménye, hogy a B-katenin a
kiils6 Wnt fehérjék hianyaban sem bontddik le, hanem a sejtmagban a Wnt célgének atirasat
serkenti. A mutaciot hordozo sejt tehat kiilsé Wnt fehérjék hianyaban is osztodik, elveszik a

mikrokornyezet altali szabalyozasi lehetdség, mely adenomaképzéshez vezet.

Az adenomak CRC-v¢ valo progresszidja soran tovabbi mutaciok felhalmozodasa figyelhetd
meg. Ezek kozé tartozik a betegek kb. 50%-aban el6forduld, KRAS-t aktivaldé onkogén
mutacid. A betegek egy masik csoportjdban a KRAS mutécioé helyett a BRAF aktivacidja
figyelhet6é meg [8]. Mind a KRAS, mind a BRAF onkogén mutacioja a kiils6 EGF-tdl fiiggetlen,
szabalyozatlan sejtosztodast indukéalnak. A CRC kialakuldsdnak tovabbi kozponti eseménye a
sejtciklus kontrollpontjainak az inaktivalodasa, ezaltal genomi instabilitas 1étrejotte és tovabbi
mutaciok felhalmozodasa. A kontrollpontok miikddésének kiesésében fontos a TP53 tumor
szupresszor gén mutacioja, mely a p53 fehérjét kodolja [9].

A CRC progresszidja soran gyakran figyelhetd meg a TGFf altal indukalt jelatviteli utvonalak
inaktivalédasa. A TGFB-nak ellentmonddsos a szerepe a CRC progresszidja soran. A
tumorigenezis kezdeti stadiumaban gatolhatja a tumor ndvekedését, kés6bb azonban a CRC
sejtek gyakran rezisztenssé valnak a TGFP apoptotikus hatasara, és a TGFB a metasztazis
kialakulasat is eldsegitheti példaul a fibroblasztok aktivalasan keresztiil [10, 11]. CRC-ben a
TGFp legfébb termel6i a lokalis tumor mikrokdrnyezetben felhalmozodo fibroblasztok [11].

Az intra-tumoralis sejtes heterogenitas és a tumor dssejtek

A legljabb tanulmanyok bebizonyitottdk, hogy nem minden primer CRC-ben jelen 1évd
sejtpopulacio képes tumort képezni. A tumor dssejtek fontos gyogyszercélpontot jelentenek a
rakos megbetegedésekben, mivel képesek a daganatokban kiilon populacioként fennmaradni,
onmegujulni és differencialodni, és osszefliggésbe hozhatok a daganat ismételt megjelenésével

[12]. Ezért a rakos 6ssejteket célzo specifikus terapiak kifejlesztése javithatja a tulélést.

A szolid tumorok sejtjei mutacids és molekularis szempontbdl heterogén populaciot alkotnak,
mely a tumorigenezis egyik f6 hajtéerejének tekinthetd. A béladenomak és CRC tumorok
rendkiviil heterogének, proliferalo és differencialodo sejteket egyarant tartalmaznak, és
folyamatosan fenntartja ket egy dedikalt sejtpopulacio, az igynevezett tumor Ossejtek [12, 13].

Bar a neoplasztikus sejteket fokozott sejtproliferacido és korlatozott sejtdifferencialodasi
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képesség jellemzi, részletes differencialodasi utvonaluk CRC-ben kevéssé ismert. Kimutattak,
hogy az Lgr5 gén expresszidja egy Ossejt tulajdonsagokkal rendelkezd sejtpopulaciot jeldl
intestinalis adenomakban és CRC-ben [13, 14]. Erdekes médon tovabbi vizsgalatok azt
mutattak, hogy az intestinalis adenomak kevesebb Ossejtet tartalmaznak, mint az Lgr5+ sejtek
szama, ami arra utal, hogy az Lgr5+ sejteknek csak egy alpopulacidja miikodik 6ssejtként [15].
Emellett az Lgr5+ sejtekben kialakuld Apc mutacio képes hatékonyan elinditani az adenomak

kialakulasat [16].

A tumor-asszocialt fibroblasztok

A tumor-asszocialt fibroblasztok (cancer-associated fibroblasts, CAF) gyakran aktivalt
allapotban vannak, melyre megvaltozott génexpresszids mintazatuk €s fokozott proliferacio
jellemz6. A CAF-ok egy fontos és gyakori sejttipus a tumor stromaban, és mennyiségik
Osszefligg a betegek rosszabb talélésével [17]. Heterogén sejtcsoportot alkotnak a tumorokban,
ahol példaul az extracellularis matrix (ECM) fehérjéit termelik, mint pl. a kollagén-1. A TGFf
kozponti szerepet jatszik a fibroblasztok aktivalasaban CRC-ben, mely a CAF-ok alakjanak a
megvaltozasahoz, valamint egy specifikus génexpresszidés program indukaldsdhoz vezet. A
stromadlis fibroblasztok jelentdsen eldsegitik a CRC sejtekben az agressziv dssejt fenotipus

kialakulasat [18].

A tumorszovethez kozeli normal vastagbélbdl izolalt peritumoralis fibroblasztokat (PTF)
gyakran hasznaljak a CAF-ok nem aktivalt kontrollsejtjeként. A PTF-ek és CAF-ok expresszios
profiljat 6sszehasonlitd egyik publikéacio azonban csak minimalis kiilonbséget talalt a PTF-CAF
parok kozott. Ebben a vizsgalatban az aSMA, amelyet altalaban az aktivalt fibroblasztok
markereként tartanak szamon, a PTF-ekben is jelen volt [19]. Erdekes modon a CAF-ok
jelent6sen hozzajarulnak a CRC intra-tumoralis sejtes heterogenitasanak kialakulasahoz [18,

20], mely soran a tumorsejtek egy csoportja példaul 6ssejt aktivitast vesz fel.

A PDAC 16 jellemz6i

A pancreas duktalis adenokarcindma (PDAC) az egyik legveszélyesebb tumortipus, 5 éves
tulélési aranya kevesebb, mint 8%. Bar 1j, igéretes célpontokat azonositottak, a korai
diagnosztizalas és a kezelés hatékonysdga csak lassan javul, és a PDAC megbizhatd
biomarkereinek azonositasa tovabbra is megoldandé feladat. A legtobb PDAC daganat jellemz6
mutaciokat hordoz a KRAS-ban, és/vagy a TP53 génben, amely kdzponti szerepet jatszik a DNS
karosodésra adott valaszban. A mas génekben el6forduld nagyszdmu driver mutdcié azonban

nagy intra- és intertumoralis genetikai heterogenitashoz vezet [21]. Egy nemrégiben 1étrehozott
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organoid konyvtar bizonyitotta a Wnt jelatvitel fontossagat a sejtes heterogenitas

kialakulasaban nem csak CRC-ben és a normal bélhamban, hanem PDAC-ben is [22].

2. Célkituzések

A gasztrointesztinalis rendszert érintd két fontos tumortipus, a heterogén CRC és PDAC

patomechanizmusanak jobb megértése olyan beavatkozési pontok felismeréséhez vezethet,

melyek 0j diagnosztikai, vagy terapias lehetdségek kifejlesztését segithetik. Kisérleteink soran

ezért az alabbi célokat tuztuk ki:

A Proxl1 transzkripcios faktor specifikusan az Apc mutdcido utan, a Wnt ttvonal
hiperaktivalasanak hatasara kapcsolodik be, a normal bélhamban csak ritka sejtekben
van jelen és nem ismert bélhamhoz kotott funkcidja [23], igy ez a molekula, vagy
valamelyik célgénje érdekes beavatkozasi pont lehet. Vizsgalatainkban a Prox1 altal
indukalt CRC progresszid6 mechanizmusanak feltérképezését tlztiik ki célul, a CRC
Ossejtekre fokuszalva. Emellett egy olyan CRC rendszert is meg kivantuk vizsgalni,
amelyben a Wnt utvonal nem az Apc mutacio kovetkeztében aktivalodik, amely az Apc
mutaciot nem hordozo bizonyos CRC eseteket modellezheti.

Célunk volt a TGF-B altal a korai intestindlis adenomékban kivaltott apoptozis
mechanizmusénak felderitése, valamint a driver mutaciok hatasanak vizsgalata a TGF-

B-val szembeni rezisztenciara.

Az EV-k diagnosztikai felhasznalasdhoz fontos felderiteni az EV-k kibocsatasat €s a
cargo-jukat befolyasold tényez6ket. Igy célul tiiztiik ki annak meghatérozasat, hogy az
EV-k felszabadulasait a CRC ¢és a PDAC progressziojdban fontos mely faktorok
befolyasoljak.

Kivancsiak voltunk tovabba arra, hogy CRC-ben az intratumoralis sejtes heterogenitas
befolyéasolja-e az EV kibocsatast és az EV cargo-t. Eltéré EV szekrécios intenzitassal és

miRNS cargo-val rendelkez6 tumorsejt populaciokat kivantunk azonositani.

Szintén fel kivantuk deriteni az EV-k szerepét a normal intesztinalis ssejt niche-ben és

a CRC progressziodja soran.

Célul tuztik ki az EV-k felvételét befolyasold sejtes heterogenitas meghatarozasat
CRC-ben, valamint a jelenség funkcionalis jelentOségének feltarasat. Az eltéré EV
felvételi képességgel rendelkezé CRC sejtek jelenléte alapvetd fontossagu tényezo lehet

az EV-n alapul6 célz6 stratégidk kidolgozéasakor.
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e Az EV kibocsatas ¢és cargo hasnyalmirigyben és PDAC-ben valo jellemzésére
organoidokboél és betegek vérmintaibol szarmazo EV-K miRNS cargo-jat kivantuk

Osszehasonlitani, valamint PDAC-re specifikus EV miRNS-t azonositani.

3. Modszerek

A kisérletekben in vivo egérmodelleket, intesztinalis organoidokat, hasnyalmirigy duktalis
organoidokat, CRC és PDAC beteg eredetii organoidokat, lentiviralis transzdukciot, aramlési
citometriat és sejtszortolast, whole-mount immunfestést, RNS izolalast és RT-gPCR-en alapulo
génexpresszio analizist, microarray-t, low-density miRNA array-t, Western-blot-ot, konfokalis
mikroszkopiat hasznaltunk. Az EV-ket tobb kiilonb6z6 modon izolaltuk, és Nanoparticle
Tracking Analysis (NTA), tunable resistance pulse sensing (TRPS), kapillaris alapia Western
blot, illetve ellenanyaggal fedett gyongyok és aramlasi citometria segitségével elemeztiik. A
statisztikai elemzéshez parositott és parositatlan t-tesztet, ANOVA-t, Mann-Whitney U-tesztet,

Krustal-Wallis tesztet és Dunn post hoc tesztet alkalmaztunk.

4. Eredmények

Az egyes fejezetek utani romai szamok a felhasznalt sajat publikacioknak a jelzései, amelyek
listaja a tézis végén talalhatd meg. Az egér géneket és fehérjéket kis betiivel, mig a human
megfeleldiket nagy betlikkel jeldltiik.

A Proxl a tumor-é6ssejtpopulaci6 méretét szabalyozza és elésegiti a daganat
progressziojat CRC-ben (I, 11, 111, 1V)

Az Lgr5+ sejtek képesek adenoma kialakulasat elinditani az Apc gén mutacidja esetén [16].
Emellett a bélhamsejt-progenitorok dssejtszerti fenotipust vehetnek fel gyulladasos folyamatok
soran kibocsatott molekuldk hatasara, és ezaltal gyulladdsos koriilmények kozott CRC
kialakulasahoz is hozzajarulhatnak [24]. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az Gssejtszerli

fenotipus létrejotte kritikus a CRC tumorigenezisben.

Eredményeink szerint a Prox] a tumorigenezis korai 1épései sordn az adenoma sejtekben
indukalédik mind in vivo, mind ex vivo, beleértve az Lgr5+ &ssejteket is. A Prox1 gén
inaktivalasa soran az Ossejtek alacsonyabb szamat figyeltik meg a Proxl1— kriptaszerii
struktardkban, amelyek diszlokalt Lgr5+ sejteket tartalmaztak. Ez azt jelzi, hogy a sikeres
Prox1 delécio gatolja az Lgr5+ sejtpopulacio méretének novekedését adenomakban. Mivel in
Vvivo vizsgalatainkban a Prox1 nem expresszalddott az Lgr5+ 6ssejtekben az Apc delécidja el6tt,
hanem csak az Apc kiiitése utan 5 nappal, igy a Prox1 expresszio elvesztése nem a tumorképzés

gyakorisagat befolyasolja, hanem az Lgr5+ adenoma sejtpopulacié méretének novekedését
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gatolja. Ehhez hasonloan a Prox1 inaktivalasa csokkentette az adenoma Ossejtek szamat
organoidokban is az Apc delécidja utan. A PROX1 hidnyanak kovetkezményeit human CRC

sejtvonalban, valamint beteg eredetli organoidokban is megerdsitettiik.

A PROXI1 adenoma/CRC &ssejtekre gyakorolt hatisa mogotti mechanizmus azonositasa
érdekében a kalciumfiiggd foszfolipidk6té proteinre, az Annexin Al-re (ANXA1L)
koncentraltunk. Az Anxal csak minimalis szinten fejez6dott ki a normal egér bélhamban.
Organoid technologiaval bizonyitottuk, hogy a Wnt utvonal Apc delécidé utani aktivaldsa
novelte az Anxal expresszidt, amelyet a Prox1 indukcidja a tumorsejtekben csokkentett. Az
ANXAL fontos szerepére utal tovabba, hogy az ANXAI1 csendesitése a PROX1 hatéasait
utanozta, mely a megnovekedett sejtproliferacié révén az dssejtkészlet boviiléséhez vezetett. A
PROXI1 célgénjei kozott szerepelt tovabba a citoszkeleton felépitésében fontos aktinkotd
fehérjét, a filamin A-t (FLNA) kédol6 gén. Erdekes modon jelentds mértékben megnovekedett
FIna-expressziot talaltunk a Prox1+/Lgr5+ tumorsejtekben. A FLNA az ANXA1-csendesitett
organoidokban is felszabalyozodott. Emellett a PROX1 némitdsa CRC beteg eredetii

organoidokban jelentdsen csokkent FLNA szintet eredményezett.

Tovabbi eredményeink azt mutattak, hogy a Notch utvonal fontos a bél Gssejt-aktivitasban az
Apc deléciot kovetd atmeneti fazisban. A magas Wnt aktivitas azonban bekapcsolja a Prox1-et
a korai Lgr5+ adenoma sejtekben, melyekben inaktivalodik a Notch ttvonal, igy a

Prox1+/Lgr5+ sejtek Notch-fiiggetlen Ossejt fenotipust vesznek fel.

Erdekes modon a szubkutan immunhianyos (NSG) egerekbe injektalt, Prox1-re deléciét mutatd
Apc-mutans organoidok tobb apoptotikus sejtet tartalmaztak, mint a Proxl-et expresszalod
tumoros organoidok, és a Proxl-negativ tumorsejtek csokkent tulélését tapasztaltuk az
ischaemias/hipoxias tumor belsejében. A PROX1 hianya megakadalyozta az LC3-tartalmu
korai autofagoszomak felhalmozodasat. Tehat az autofagia, mely fontos mechanizmus a
tumorsejtek kedvezdtlen koriilmények kozotti tulélésében, specifikusan eldsegiti a Prox1+
sejtek talélését.

A fokozott Wnt aktivitas a betegek azon csoportjaban is altalaban megfigyelhetd, akiknél nincs
APC/B-katenin mutaci6. Ennek modellezésére egyiittmiikodé partneriink bélspecifikusan
inaktivalta a f-katenint lebont6 fehérjekomplex egy masik tagjat, a kazein-kinaz lo-t (CKla),
mely szintén a Wnt jelatviteli Gtvonal kritikus szabalyozoja. A Csnklal (a CKla-t kodold gén)
kititése (egyszeres knock out, SKO) jelentés Wnt aktivaciot valtott ki, meglepé mdédon azonban
tumorigenezis indukalasa nélkiil. Egyiittmiikddd partneriinkkel kapott adatok alapjan a

Csnklal ¢és a p53 bélspecifikus kombinalt kiiitése (dupla knock out, DKO) egerekben



W ener . zol tan 34 22

diszplaziat indukalt megnovekedett proliferacios intenzitdssal, mely invaziv karcinomak
kialakulasdhoz vezetett az egész bél teriiletén. A Csnklal (CKla) kilitése egy alacsony fok,
sejtszeneszcenciahoz kothetd gyulladasos folyamatot is aktivalt a hamban (SIR), mely tobbek
kozott TNFa termeléssel is parosult, és amely a daganat novekedését gatolta. A SIR azonban
p53 hiadnyaban elvesztette ndvekedésszabalyozd képességét, €s felgyorsitotta a tumor
novekedését €s az invazivitast. A p53 kititése eredményeink szerint megvaltoztatta az SKO
organoidok viselkedését a transzformalt fenotipus megjelenésével parhuzamosan az immortalis

jelleg iranyaba.

A p53 és a CKla elvesztése egy jellegzetes géncsoportot aktivalt (p53 altal elnyomott invazios
gének, PSIS), melyek kozé tartoznak tobbek kozott az interferon altal indukalt transzmembran
fehérjék (IFITM1, IFITM2, IFITM3), valamint a PROX1. In vitro eredményeink alapjan a

PROXI1 csendesitése az invazio jelentds csokkenését eredményezte in vitro tesztben.

Osszességében egy olyan modellt allithatunk fel, melyben a Prox1 miikddésének gatldsa
emelkedett Anxal-szinthez és Flna-csokkenéshez vezet, ami korlatozza az adendéma/CRC
Ossejtpopulacio méretének expanzidjat a sejtproliferacid csokkenése révén, €s amely a Notch
utvonaltél az Apc muticio létrejotte utan fiiggetlenné valik. A tumor transzplantdtumok

hipoxias részeiben a PROX1 tovabba eldsegiti a tumorsejtek tulélését az autofagia altal.

Apc mutaciotol fliggé Wnt aktivacio Apc mutaciotdl fiiggetlen Wnt
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1. abra. A PROXI tumorigenezisre kifejtett hatasanak osszefoglalo abraja

A PROXI tehat anélkiil szabalyozza az adenoma/CRC dssejtek szamat, hogy befolyasolna a
normal bél homeosztazisat, igy vonzé terapids célpontot biztosithat gydgyszerfejlesztéshez

CRC-ben. Apc-mutaciotol fiiggetlen Wnt hiperaktivaciot mutaté modellekben pedig a Prox1
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egy invazids géncsoport tagja. pS3 hidnyaban, a vart ndvekedési leallassal ellentétben, a SIR
elésegiti a koros proliferativ fenotipus kialakulasat és serkenti az invaziét mind in vivo, mind

pedig intesztinalis organoid kulturdkban, melyben a Prox1 is résztvevo (1. dbra).

A driver mutaciok modositjak az intestinalis adenémasejteknek a TGF-§ altal kivaltott,
Bim-medialt apoptézisra valé érzékenységét (V)

A TGFB-nak a CRC-ben beto6ltott kozponti szerepét jelzi, hogy a betegek jelentds részében a
TGFp altal aktivalt jelatviteli itvonal valamelyik komponense mutaciot szenved [8]. A vezetd
(driver) mutaciok CRC-beli szerepének megértését azonban gatolta a CRC progresszidjanak
tanulmanyozasara alkalmas ex vivo modellrendszerek hianya, ezért nehéz volt feltérképezni a

TGF-p hatasat az adenoma fazisban, illetve a mutaciok felhalmozodasaval parhuzamosan.

Eredményeink szerint a TGF-f els6sorban a BH3-only fehérjék kozé tartozé Bim-en keresztiil
fejti ki apoptotikus hatasat a korai béladenomat modellez6 Apc-mutans egér organoidokban.
Bér a TGF-f kezelés nem eredményezte a kiilonb6zé BIM izoformék fokozott expressziojat
vagy apoptozist késoi stadiumu CRC betegekbdl szarmazd tenyészetekben, a BH3-utdnzé
vegyiiletek az organoidok pusztulasahoz vezettek. Tovabbi kisérleteink arra is fényt deritettek,
hogy a TGF-p az apoptozis erételjes kivaltdoja az Lgr5+ Ossejtekben is a Bim expresszio
indukalasaval. Ugyanakkor a KRas onkogén jelenléte részleges védelmet nytjtott az Apc
mutans organoidoknak a TGF-B altal kivaltott sejthaldllal szemben. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a daganatképzés kezdeti stddiumara jellemzé Apc mutacio serkenti a TGF-3
altal kivaltott sejthalalra valo érzékenységet, mig a progresszidban fontos KRas mutéacio noveli
a sejthalallal szembeni rezisztenciat in vitro és in vivo egyarant. A TGF-f altal kivaltott
apoptozissal szembeni rezisztencia ellenére azonban a KRAS mutéans organoidok még mindig

érzékenyek voltak a BH3 mimetikumokra, aminek fontos klinikai jelentdsége lehet (2. dbra).

APC KRAS SMAD2/4 TP53 Tovabbi genetikai valtozasok

5
. . 5.

Normal epitélium Korai adenoma  Atmeneti  Kgssi adenoma  Karcinoma Metasztazis
adenoma

m

A TGFp altal kivaltott apoptdzissal szembeni érzekenység

2. dbra. Az driver mutdciok médositjak az intestindlis tumorsejtek TGFp-val szembeni
erzékenyseget
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Az EV-k szekrécioja az Apc mutacio és mas CRC progresszios faktorok befolyasolo
hatasa alatt all (VI)

Az EV vizsgalatokhoz olyan modellrendszerre lenne sziikség, amely jobban reprezentalja a
daganatok in vivo helyzetét, mint a hagyomanyos 2D sejttenyészetek. Ezen tilmenden a sikeres
EV alapu diagnosztika nagyban fligg a daganatbdl szarmazé EV-k mennyiségétol a
testfolyadékokban. Igy kovetkezé 1épésként a CRC tumorsejtekben az EV termelést
befolyasold tényezoket vizsgaltuk, valamint arra is kivancsiak voltunk, hogy az EV-k milyen
szerepet toltenek be a CRC sejtek €s a fibroblasztok, mint az egyik legfontosabb sztromalis

sejttipus kozotti kommunikacidban.

Vizsgalatainkban azt tapasztaltuk, hogy a 3D tenyészetek feliiluszoiban —a 2D tenyészetekkel
ellentétben- a kisebb méretii EV-k mennyisége volt jelentdsebb, mig nagyobb EV-ket csak
alacsony szamban talaltunk. A kollagén I extracellularis matrix (ECM) fehérje hatasara, mely
a CRC progresszoja soran feldasul, nagyobb EV mennyiség volt mérheté a CRC organoidok
kondicionalt médiumaban. Adataink tehat arra utalnak, hogy az ECM 06sszetétele kritikus az
EV felszabadulas szempontjabol a CRC tumorigenezisben. Mindemellett az Apc mutécio
megnovelte az EV szekréciot organoidokban, melyben fontos szerep jut a Wnt ttvonal
aktivalasanak. Mivel az APC mutaci6 altalaban korai esemény az intesztinalis
daganatképzddésben, adataink arra utalnak, hogy mar az adendma stadiumban fokozott EV
kibocsatas kovetkezik be.

Az EV Kkibocsatas korrelaciot mutat a Wnt aktivitassal egér hasnyalmirigy duktalis
sejtekben, de nem mutathato ki kapcsolat human PDAC organoid modellben (VII, VIII)
Eredményeink szerint tehat a Wnt aktivitds és az EV szekréci6 intenzitdsa szorosan Osszefiigg
bél adendma sejtekben. Annak vizsgalatara, hogy ez dltalanos jelenség-e mas sejttipusokban is,
eldszor egér hasnyalmirigy duktalis organoidokat hasznaltunk, melyek duktalis eredetét és EV
szekrécidjat is bizonyitottuk. Erdekes modon az organoid sejtek tulnyomo tobbsége pozitiv volt
porcupine-ra (Porcn), mely enzim a Wnt fehérjék palmitoilalasa altal kulcsfontossagu szerepet
jatszik a szekréciojukban. Porcn inhibitor alkalmazasa csokkentette a Ki67+ proliferalo sejtek
aranyat, az Lgr5, Axin2 és Troy (Tnfrsfl9) Wnt célgének alacsonyabb RNS szintjét

eredményezte, és csokkentette az EV-k szamat az organoidok kondicionalt médiumaban.

Ezutan a duktalis eredetli tumortipusra, a PDAC-ra fokuszaltunk. A PDAC progresszidja soran
a tumorsejtek fiiggetlenné valhatnak a kiilsé Wnt fehérjéktol [22]. Organoid vonalaink még
exogén modon hozzaadott Wnt3a hianyaban is novekedtek, és egységesen PORCN expressziot
mutattak. Varakozasainknak megfeleléen a Wnt szekrécio gatld alkalmazasa a Wnt célgének
csokkent expressziojat eredményezte, ugyanakkor nem talaltunk véltozast sem a KI67+ oszt6do

11



W ener . zol tan 34 22

sejtek aranyaban, sem pedig az EV szekrécioban. Osszefoglalva eredményeink azt mutatjak,
hogy mig a Wnt fehérjék aktivitasanak gatlasa dontd hatassal van a sejtproliferaciora és az EV
szekréciora normal hasnyalmirigy duktalis organoidokban, ezt a kapcsolatot nem tudtuk
kimutatni PDAC-ban.

A CD44 expresszios szintje kiilonb6z6 EV kibocsatasi intenzitassal rendelkez6 CRC
sejtpopulaciokat jelol (VI, 1X)

A tumorsejtek kozott molekuldris és fenotipusos heterogenitas figyelheté meg, mely felveti az
eltér6 EV kibocsatassal és cargo-val jellemezhetd CRC sejtek jelenlétét. Az eltér6 EV
szekrécidval jellemezheté CRC sejtpopulaciok azonositasa érdekében a CD44-re, a CD133-ra

¢és PTK7-re fokuszaltunk, melyek magas szintje aggressziv viselkedésii CRC sejteket azonosit.

Kisérleteink eredményei alapjan —a PTK7-tel ellentétben- a CD44 ¢és CD133 nagy osztodasi
intenzitassal rendelkezé CRC organoid sejtpopulaciokat jelsl. A PTK7M" vagy CD133Mdn
sejtekbol szarmazé organoidok EV szekrécidja nem kiilonbozott a PTK7'°Y vagy CD133'%%
sejtekhez képest, ezzel szemben magasabb EV-szekréciot talaltunk a CD44"" organoidok
esetében. Az EV cargo miRNS elemzése soran a CD44"9" és a CD44'°% CRC sejtekbol

szarmaz6 EV-K cargo-jaban csak kismértékii kiilonbség volt megfigyelhetd.

Kovetkezé 1épésként azt vizsgaltuk, hogy a CD44M9" s CD44'° CRC sejtekbol szarmazoé eltérd
mennyiségli EV-knek, valamint az EV-k eltér6 miRNS cargo-janak milyen funkcionalis
jelentésége lehet fibroblasztokban. Erdekes modon az oszt6do fibroblasztok szazalékos aranya,
valamint a fibroblaszt aktivaciés markerek expresszios intenzitasa az EV-dozistol fliggott, de
figgetlen volt attél, hogy CD44"M vagy CD44'°" organoidokbol izolaltuk-e Sket. Ezek az
eredmények tehat azt mutatjak, hogy nem az eltérd miRNS cargo, hanem az EV-k szama a
kritikus tényez6. Erdekes modon a mesterségesen el8allitott liposzomak hasonld, dézisfiiggd
hatéssal voltak a fibroblasztokra, ami arra utal, hogy a CD44'°" és CD44"9" sejtekbol izolalt

EV-k k6z6s miRNS cargo-ja sem jatszik fontos szerepet (3. abra).
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Az EV-k EGF aktivitast kozvetitenek a bélhaméssejt niche-ben (X)

Az LGR5+ sejtekben fellépdé APC mutacio a tumorigenezis elsd 1épésének tekintheté a CRC
betegek jelentds részénél, mely hosszataviu adenomaképzéshez vezet [16]. Az Lgr5+ 6ssejtek
egy specialis mikrokdrnyezetben, az éssejt niche-ben (ISCN) helyezkednek el [4]. Kovetkez6
1épésként tehat arra koncentraltunk, hogy bizonyitsuk a fibroblasztokbol szarmazo EV-k
szerepét az ISCN kialakitasdban és fenntartasaban, valamint meghatarozzuk a fibroblaszt EV-
k cargojaban az aktiv molekuldkat, amelyek a CRC-ben is fontos szerepet jatszhatnak.
Eredményeink szerint a fibroblaszt eredetii EV-k nem hordoznak olyan molekuldkat, melyek
serkentd, vagy gatlo hatast fejthetnek ki az ISCN kialakitasaban abban az esetben, ha az 6sszes

Iényeges niche faktort kiviilrl hozzaadjuk a médiumhoz.

Annak tesztelésére, hogy a fontos ISC niche faktorok fibroblaszt eredeti EV-khez kotddve
hatnak-e, a niche faktorokat egyesével elvontuk a médiumbol. A fibroblaszt eredetii EV-k
jelentds menekité hatast mutattak az organoidok talélésére, amikor a Wnt3a hianyzott a
tenyésztd médiumbol. Az EV-K szintén jelentés menekitd hatast mutattak, ha az EGF-et
elvontuk. Erdekes modon a fibroblaszt eredetii EV-k akkor is megakadalyoztak az organoidok

pusztulasat, amikor az EGF human colon organoid tenyészetekbdl hianyzott.

Ezutan egy olyan egérmodellbdl készitettiink intestinalis organoidokat, melyek az EGFP zo6ld
fluoreszcens fehérjét az 1SC-kben fejezik ki [3]. Erdekes médon az EGFP+ sejtek teljesen
eltintek EGF hianyaban, azonban tovabbra is tudtunk z6ld sejteket detektalni az organoidokban
fibroblaszt eredetii EV-k jelenlétében. Kisérleteink tehat bizonyitékkal szolgalnak arra nézve,
hogy az EGF aktivitas jelentds részben az EV-ken keresztiil tovabbitodik az ISCN-ben.

Vizsgalatainkban az EGF csalad tagjai koziil az amfiregulin jelenlétét bizonyitottuk a
fibroblaszt eredeti EV-ken. Amikor az amfiregulint neutralizal6 ellenanyaggal blokkoltuk az
EV-kben, jelentds csokkenést figyeltiink meg a tal€éld organoidok aranydban, ami a csokkent
6ssejtaktivitast mutatta. Ugyanakkor a fibroblaszt eredetit EV-k nélkiilozhetok voltak EGF-
fliggetlen adenomasejtek szamara. Adataink Osszességében azt mutatjak, hogy a fibroblaszt
eredeti EV-k EGF csaladtagokat (pl. amfiregulin) hordoznak, amelyek az ISC-k niche
faktoraként mitkodnek mind egér, mind huméan modellben. Az EV-k ezaltal hozzajarulnak az
ISC fenotipus fenntartasdhoz a normal bélhamban.

A fibroblasztokbol szarmazé EV-k a CRC sejtek osztédasat indukaljak amfiregulin
szallitasa altal (1, XI)

A CRC progresszidjanak egyik fontos 1épése a KRAS mutacido megjelenése, mely a CRC
sejteket fiiggetlenné teszi az EGF csalad tagjaitol. Igy kovetkezd kisérleteinkben arra
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fokuszaltunk, hogy a fibroblaszt eredetii EV-k altalunk felfedezett amfiregulin (AREG)

transzportja fontos mechanizmus lehet-e a CRC korai fazisaban is.

A tumorokban 1év6 fibroblasztok jellegzetes génexpresszios profillal jellemezhetdk, és ezek a
tumor-asszocidlt fibroblasztok (CAF) aktivalt allapotban vannak. A TGFP kritikus szerepet
jatszik a vastagbél fibroblasztok aktivalasaban, példaul indukalja az attétképzes kezdeti 1€péseit
[11]. A TGFp altal indukalt normal colon fobroblaszt (NCF) aktivaciénak nem volt hatasa az
EV szekréciora. Az NCF-ek aktivaldsa soran az EV-k cargo valtozasanak meghatarozasahoz a
MiRNS-ekre koncentraltunk, melynek soran azt talaltuk, hogy négy miRNS csak a TGFp-val

kezelt sejtekbdl szarmazd EV-mintakban volt jelen.

Az EV-k fontosak lehetnek a vad tipusi KRAS-t és BRAF-ot tartalmaz6, egyben EGF-fiiggd
human CRC organoidok szamara. El8szor NCF-eredetli EV-ket adtunk a betegekbdl szarmazo,
EGF-fiiggd organoid vonalainkhoz kiilsé rekombinans EGF/AREG nélkiil. AREG hianyaban
jelentds csokkenést figyeltiink meg a proliferald organoid sejtek szazalékéban, amelyre az
NCF-eredeti EV-k menekitési hatast gyakoroltak. Tovabba az EGF-receptor blokkoladsa gatolta
az EV-k hatasat, mely bizonyitotta az EV-hez kotott AREG kritikus szerepét a CRC sejtek
amikor a CRC organoidokat kontroll, vagy TGFB-aktivalt NCF-bol izolalt EV-vel kezeltiik. Ez
arra utal, hogy az AREG mind a Kontroll, mind pedig az aktivalt NCF-eredetii EV-ken jelen

volt, valamint a TGFp altal indukalt kis mértékii valtozas az EV-k miRNS cargo-jaban nem volt

crer

Tovéabbi kisérleteinkben normoxia vagy hipoxia alatt novesztett humén vastagbél
fibroblasztokbol EV-t izolaltunk, majd EGF-fiiggé CRC organoid sejteket kezeltiink mindkét
koriilmény kozott EGF jelenlétében. Erdekes modon csak akkor figyeltiink meg az EV kezelés
hatasara emelkedést az organoidképzési hatékonysagban, amikor a fibroblasztokat hipoxiaban
tenyésztettiik, és ezt a jelenséget EV-mentes feliiluszoval nem tudtuk kimutatni. Bar hipoxia
esetében a fibroblaszt EV-knek EGF-fiiggetlen hatasuk is volt kisérleteinkben, normoxias

fibroblasztokbol szarmazd EV-k esetében ezt nem figyeltiik meg EGF-fiiggd organoidoknal.

Az NCF-ekhez hasonloan a kontroll és a TGFB-kezelt CRC eredetii fibroblaszt EV-ken is
kimutattuk az AREG-et. A fibroblaszt-eredetii EV-k altal szallitott AREG tehat nem csak az
ISC-K niche faktoraként fontos a normal bélhamban, hanem a CRC tumorigenezisének korai

szakaszaban is, amikor az EGF jelatviteli utvonal még nem mutalt (4. bra).
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4. abra. A fibroblaszt EV-k altal szallitott AREG kozponti szerepe a normal ISC niche-ben,

valamint a CRC tumorigenezis korai fazisdban

Az IFITM1 expresszio intenzitasa eltéré EV felvétellel jellemezheté CRC sejtpopulaciokat
jelol (XI1)

Bar az EV-k a tumorterapia szempontjabol is igéretes eszkozoknek tekintheték [2], még nem
ismertek azok a molekulak, amelyek fontosak az EV felvételben. Tovabba még az sem
tisztazott, hogy az EV-k bizonyos CRC alpopulaciokat masoknal hatékonyabban

megcélozhatnak-e.

Az interferon altal indukalt transzmembran (IFITM) csaléd tagjai a membannal burkolt virusok
sejtbe valo bejutasat szabalyozzak, igy jelentdsen hozzdjarulnak a sejtek membrannal koriilvett
virusokkal szembeni rezisztenciajahoz [25]. Az IFITM fehérjék kozil az IFITMI a
plazmamembranban mikddik [26, 27]. Minthogy az EV-k is membrannal burkoltak, igy az
IFITM1-r6l feltételezhetd, hogy gatolja az EV felvételt is.

Minthogy az IFITM1 a PSIS tagja, amely az invaziv tulajdonsag kivaltasaért felelds (1d.
fentebb), igy szerepet jatszhat a CRC sejtek rosszindulata viselkedésében és a CRC sejtek EV
felvételében. Erdekes médon sejtes heterogenitast mutattunk ki az IFITM1 expressziojara
nézve ugyanabbol a betegbdl szarmazé organoidok kozott, igy az IFITM1M" és TFITM 1Y
CRC organoid sejteket sejtszorterrel vélasztottuk szét. Az IFITM1M" sejtekbdl szarmazo
organoidok tobb proliferal6 sejtet tartalmaztak. Az Apc-mutans organoidok, amelyek az Ifitm1-
et magasabb szinten fejezték ki, kevesebb fibroblasztbdl szarmazo EV-t akkumuléltak, mint a
vad tipust bélorganoidok. Tovabba az IFITM1"9" CRC sejtek kevesebbet vettek fel a human
vastagbél fibroblaszt eredetii EV-kbdl az IFITM1'"% CRC sejtekhez képest. Ezutdan a CRC

organoid sejteket fibroblaszt eredetii jelolt EV-kkel kezeltiik, majd a magas, illetve alacsony
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EV-felvételi képességli sejtpopulaciokat szortoltuk. Az IFITM1 szignifikansan magasabb RNS
szintjét mértiik az alacsony EV-felvételii sejtekben, mely megerdsiti, hogy az IFITM 19" sejtek
kevesebb EV-t vesznek fel. Az adatok egyiittesen tehat azt bizonyitjak, hogy (i) eltéré EV
felvételi képességgel rendelkezd sejtpopulaciok mutathatok ki CRC-ben, és (ii) az IFITM1M9"
jeloli az alacsonyabb EV felvétel sejteket.

A CRC sejt alpopulaciok kozotti eltéré EV felvétel funkcionalis jelentoségének tesztelésére
fibroblaszt eredeti EV-ket adtunk a CRC sejtekhez, majd az IFITM1 expressziot és a K167
osztodasi markert mértiik az organoidokban. Az IFITM17°" sejtpopulécion beliil a proliferald
sejtek  ardnya  lényegesen jobban noévekedett EV-k jelenlétében, mint az
IFITM1*9" sejtpopulacioban. A proliferald sejtek szazalékos aranydban mutatkozd kezdeti
kiilonbség tovabba eltiint a két CRC sejt alpopulacié kozott az EV-kkel végzett kezelés
hatasara. Erdekes modon a CRISPR-Cas9 altal eldallitott IFITM1XC organoidokban az EV+
sejtek aranya lényegesen magasabb volt az IFITM1'VT sejtekhez képest, és a fibroblaszt eredetii

crer

hidnyos  sejtek  fokozott EV
IFITM1lewnea CRC sejtek IFITM1higvres CRC sejtek Y )

. . felvételének funkcionalis hatasat
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Atfedé miRNS profil organoid és vérplazma eredetii EV-k kozott PDAC-ben (VII11)
Mivel a daganatbdl szdrmaz6 EV-k védetten és koncentraltan szallitjak daganatspecifikus
cargo-jukat a testnedvekben, igy igéretes lehetdséget rejtenek a daganatok korai
felismerésében. Az EV-k biomarkerként vald lehetséges felhasznalasat és in vivo szerepiik
megértését PDAC-ben és mas hasnyalmirigy betegségekben nagymértékben akadélyozza a
megfeleld modellek hidnya. Ezért az EV kibocsatasban bekovetkezd valtozasok és a PDAC-ra
specifikus EV miRNS-ek kimutatasa érdekében egy kombinalt megkozelitést alkalmaztunk
vérplazma minték, betegekbdl szarmazd organoidok ¢és antitest alapu EV izolacids protokoll
segitségével.

Amikor az EV miRNS-eket jelenlétiik vagy hidnyuk alapjan elemeztiik 6t PDAC betegbdl
szarmazo organoid vonalban, nyolc miRNS étfedett az 6sszes minta kozott. Ezutan paronként
Osszehasonlitottuk a PDAC organoidokbdl szarmazé EV-k miRNS profiljat az adott beteg
vérplazmajabol izolalt EV-k cargo-javal. Az organoid EV-kben jelen 1évé miRNS-ek dontd
tobbsége megtalalhato volt a megfeleldé PDAC vér EV-kben is. A parositott PDAC organoidbol
és veérbol szarmazd EV-k kozos miRNS listajabol az atfedé6 halmaz nyolc miRNS-t
eredményezett, amelyeket ,,PDAC organoid kozos halmaznak” (POCS) neveztiink el. Igy
eredményeink azt mutatjak, hogy a PDAC organoid EV miRNS-ek tulnyomo tobbsége jelen
van a vérmintdkban is, valamint kiemelik a betegek kozotti jelentds eltéréseket. Fontos
megemliteni, hogy a POCS miRNS készlet teljes atfedésben volt a mind az 6t organoid vonalbol

szarmazo kozos EV miRNS készlettel.

Mivel a normal human hasnyalmirigyszdvethez korlatozott a hozzaférés, a POCS PDAC
specifikus részhalmazanak meghatarozasa nehéz. Ezek a miRNS-ek azonban jelen voltak a
PDAC vérplazma EV-kben is. Igy a PDAC-t 6sszehasonlitottuk egy masik, nem tumoros
pancreas betegségben (kronikus pancreatitis, CP) szenvedd betegekbdl szarmazd és normal
vérplazma EV-kkel. Meglepd modon az 6sszes POCS miRNS nem csak a PDAC plazma EV
mintakban volt jelen, hanem a CP-kben és a kontrollokban is. Kimutattunk két miRNS-t,
amelyek szignifikansan feldasultak a PDAC plazma EV preparatumokban (miR-195 és miR-
21) a kontroll mintdkhoz képest, azonban egyik sem kiilonb6zott a PDAC és CP vér EV-k

O0sszehasonlitasakor.

A PDAC sejtvonalak nagyobb mennyiségii EV-t produkaltak mind a klasszikus 2D, mind pedig
3D Matrigel tenyészetekben, mint a kontroll immortalizalt duktalis sejtvonal. Emellett nem
csak a PDAC, hanem a CP betegek vérplazmamintai is magasabb EV szintet mutattak a

kontrollokhoz képest. Mindez felveti annak a lehetdségét, hogy nem csak a mutaciok, hanem
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mas tényezok is fokozott EV felszabaduldst eredményezhetnek a hasnyalmirigy duktélis
sejtekbdl. A hipotézis tesztelésére egér hasnyalmirigy duktalis organoid modellt hasznaltunk,
amely egy genetikailag homogén modellrendszert képvisel. Egy atfogd tanulmany kimutatta,
hogy szdmos mikrokdrnyezeti tényez0, beleértve a PDAC extracellularis matrixanak (ECM)
valtozasat, mint példaul a kollagén felhalmozodasat, mar jelen van CP-ben is. A kollagén-I
hozzdadasa Matrigel-hez megnovelte az EV szintet a duktalis organoidok kondicionalt

médiumaban.

A vérmintak és a PDAC organoidok komplex megkozelitése soran tehat azonositottuk a PDAC
organoidokra jellemz6 EV miRNS-ek halmazat, amelyeket a PDAC betegek plazmajabol
szarmaz6 EV-kben is kimutattunk. Azonban az EV miR-¢k, amelyek kiilonbséget mutattak a
PDAC és a kontroll vérmintak kozott, nem kiilonboztek a PDAC és a CP kozott. Bizonyitékot
szolgaltattunk tovabba arra vonatkozoan, hogy nem csak a mutaciok, hanem az ECM-ben
bekovetkezett valtozasok is kritikusan médosithatjdk az EV felszabadulasat a hasnyalmirigy

duktalis sejtekbdl.

5. A dolgozat legfobb 1ij eredményeinek osszefoglalasa

A dolgozatban egérmodellek ¢és az organoid technoldgia felhasznalasaval két, a
gasztrointesztinalis rendszert érinté fontos tumortipus, a CRC és a PDAC kialakulasaban,
valamint progresszidjaban fontos tényezok vizsgalatat tiiztiik ki célul. Az organoid technologiat
az els6k kozott alkalmaztuk mind a nemzetkozi tudomdanyos életben, mind pedig

Magyarorszagon.

e Mivel a Prox1 a normadl bélhdmban csak néhany sejtben expresszalodik, és kilitése nem
okoz fenotipusos kovetkezményt, a CRC kialakuldsa sordn azonban a Wnt ttvonal egyik
szovetspecifikus célgénje, igy a Prox1, vagy valamely altala szabéalyozott géntermék
gatlasa fontos lehet a CRC betegek esetében. Eredményeink szerint a Prox 1+ sejtek egy
alpopulacidja —a normal bélhdmmal ellentétben- Ossejtaktivitdst mutat intestinalis
adenomakban/CRC-ben. Tovabba a Prox1 delécidja csokkentette az Lgr5+ adenoma és
a CRC 6ssejtpopulaciok méretét, valamint az Gssejtaktivitast. Kimutattuk, hogy az Apc
¢és a Proxl+/Lgr5+ sejtek fliggetlenné valnak a Notch utvonal aktivitadsatol.
Bizonyitottuk, hogy tumor xenograftokban a Prox1+ sejtek jobb tuléléssel rendelkeztek
hipoxids, kedvezdtlen koriilmények kozott, mely az intenzivebb autofagianak volt

koszonhetd. Emellett a Prox1, valamint az Ifitml a p53 tumorszuppresszor altal
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elnyomott, invazidért felelés géncsalad (PSIS) tagjai egy olyan CRC modellben,
melyben a Wnt utvonal nem az Apc mutacio altal indukalodik. Kimutattuk, hogy a p53
hianya az epitélsejtekben megjelend alacsony szintli gyulladasos fenotipust atalakitja
tumorgatlobdl a tumor ndvekedését serkentd folyamatta.

A TGFP apoptotikus hatasa az egyik f0 szelekcidos mechanizmus a CRC progresszioja
soran. Kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy a TGFB a Bim pro-apoptotikus fehérjén
keresztiil fejti ki apoptotikus hatdsat, melyben az dssejt aktivitassal rendelkezd LgrS+
adenoma sejtek is érintettek. Erdekes modon a CRC tumorigenezise soran megjelend
mutaciok jellegzetes valtozast okoznak a TGFB-val szembeni szenzitivitdsban: mig az
Apc inaktivalasa noveli az adenomasejtek szenzitivitasat, a KRas onkogén részleges
rezisztenciat biztosit a TGFp altal kivaltott apoptozissal szemben. Bizonyitottuk, hogy
a BH3 mimetikumok, melyek a BIM hatasat utanozzak, sejthalalt indukalnak olyan
kés6i CRC betegekbdl szarmazé organoidokban is, melyek mar rezisztenciat mutatnak
a TGFp apoptotikus hatdséval szemben.

Kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy az intesztinalis organoidokbol az EV-K szekrécidjat
az Apc mutacid és a Wnt magas aktivitdsa, illetve az ECM 0Osszetételének valtozasa
jelentdsen modositjdk. A Wnt aktivitds hasnyalmirigy duktdlis organoidokban is
indukalja az EV kibocsatast, ugyanakkor a kiils6 Wnt forrastol fiiggetlen kés6i PDAC
mintdkban ez a kapcsolat nem volt bizonyithato.

A CRC intratumordlis sejtes heterogenitasa egyre novekvo figyelmet kap a terapiakkal
szembeni rezisztencidban. Kimutattuk, hogy a sejtes heterogenitas fontos szereppel
rendelkezik az EV kibocsatas mértékében, és a CD44Mo" sejtek tobb EV-t szekretalnak,
mint a CD44"°% CRC sejtek. Bizonyitottuk tovabba, hogy a CD44"9" és CD44'°" CRC
elsésorban a dozistol, és nem a miRNS cargo-tol fligg.

A bélham Lgr5+ d&ssejtjeiben bekovetkezd mutaciok a CRC tumorigenezis
kiindulopontjainak tekinthetdk. Az dssejtek egy specidlis mikrokdrnyezetben, az dssejt
niche-ben talalhatok. Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a fibroblasztok, melyek az
intestinalis kriptak koriili egyik legfontosabb sejttipus, az EGF csaladba tartozo

amfiregulint tartalmaz6 EV-ket bocsatanak ki, melyeknek kozvetlen hatasuk van az

crer
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e lgazoltuk, hogy a fibroblasztokbol szarmaz6 EV-k amfiregulin transzportjuk altal a
CRC sejtek proliferaciojat is indukaljak a CRC tumorigenezis azon fazisaban, amikor
az EGF jelatviteli ut még normalis miikodésti (KRASWT és BRAFWT tumorok).

e Az intratumoralis sejtes heterogenitasnak kdzponti szerepe lehet az EV felvételben is.
Bizonyitottuk, hogy a sejtfelszini IFITM1 expresszid6 meghatarozza az EV felvétel
mértékét CRC-ben, melynek funkcionalis jelentdsége is van: az IFITM 1'% sejtek nem
csak tobb EV-t vesznek fel, hanem az EV-knek nagyobb a hatasa az IFITM1'°" sejtek

crcr

crer

alpopuléciok eltérd EV felvételi képességgel rendelkeznek, ezt figyelembe kell venni
az EV alapu célzo6 eszkdzok tervezésekor.

e Kimutattuk az atfedést a PDAC organoidokbdl szarmazo és a vérben keringd EV-k
mMIRNS cargo-ja kozott. A miR-21 és a miR-195 nagyobb mennyiségben van jelen a
PDAC vérplazma EV mintaiban a kontrollokhoz képest, bar ezek a miRNS-ek nem
specifikusak a PDAC-ra. Ezen tilmenden adataink azt mutattak, hogy az I-es tipusu
kollagén felhalmozodasa az ECM-ben lényegesen magasabb EV szintet eredményezett
a hasnyalmirigy duktélis organoid tenyészeteiben, ami lehetséges magyardzatot ad a
kronikus pancreatitis és PDAC vérmintak emelkedett EV szintjére. Ezzel bizonyitékot
szolgaltattunk arra vonatkozodan, hogy nem csak a mutaciok, hanem az ECM-ben
bekovetkezett valtozasok 1is kritikusan modosithatjdk az EV felszabadulasat a

hasnyalmirigy duktalis sejtekbdl.
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