Valaszok Prof. Vereb Gyorgy biralataban feltett megjegyzéseire, kérdéseire

Koszoném Professzor Urnak, hogy elvallalta dolgozatom biralatat. A dolgozatban els6sorban az
eredményekre fokuszaltam, ezért a bevezets, valamint az anyag és médszer fejezeteket roviditettem.
Elnézést kérek, amennyiben ez a dolgozat megértését, vagy kovetését negativan befolyasolta. Kérem
fogadja a biralatban megfogalmazott kérdésekre adott valaszaimat.

Az IGF-1R gatlésa csak a vad tipust (WT), normal intestinélis organoidokban emelte meg a TGFB-val
szembeni szenzitivitdst, ugyanez Apc mutacié jelenlétében nem volt megfigyelhetd (54. oldal a
dolgozatban). Modelliink szerint a tirozin kindz receptorok altal inditott jelatviteli utvonalak megemelik
a Bim szintjét, amely befolyasolja az apoptozis kivaltasanak kiiszobértékét. Minthogy az Apc mutécidja
utan megsziinik az egér intestinalis organoidok tirozin kinaz receptoroktdl (pl. EGF receptor, MET) vald
fiiggése, ez magyarazhatja, hogy az IGF-1R gétlasanak hatasa is eltiinik. Bar a Bim kozponti szerepét
igazoltuk a TGF altal kivaltott apoptozisban, illetve a vele szembeni rezisztencidban, irodalmi adatok
alapjan az IGF-I receptor jelatvitele t6bb mas modon is szabalyozhatja a TGF-B apoptozist kivaltd
képességét. Az IGF-1 egy PI3-kindz/Akt-dependens ttvonalon keresztiil blokkolhatja a TGF-B altal
kivaltott apoptézist [1]. Az Akt kozvetlenill kélcs6nhat a TGFP ttvonal egyik kulcsfontossagl
komponensével, a Smad3-mal, megakadalyozza a foszforilacidjat és a sejtmagi transzlokacidjat [2], és
mindez az Akt kindz funkci6jatol fiiggetlen. Az Akt és a TGFp utvonala kozotti tovabbi kapesolédasi
pontok is ismertek, mint példaul a forkhead box transzkripciés faktor O (FOXO). A PI3K/AKT
aktivalasakor a FOXO-t az AKT foszforildlja, ami meggétolja a FOXO nuklearis lokaliz4ci6jat.
Minthogy a FOXO/SMAD komplex sziikséges a pl SINK4B/p21CIP1 TGF-B altali indukcidjahoz [3],
amely a TGFP novekedésgatlé hatasaban kdzponti szereplo, igy az Akt aktivacidja ezen a médon is
gatolhatja a TGFp hatasat [4].

Arrol is beszamoltak, hogy az IGF-I az IGF-BP3 (IGF kotd fehérje 3) semlegesitésére képes, amely a
TGF-B altal indukalt géntermék. Az IGF-I-nek az IGF-BP3-hoz val6 kapcsolodasa természetesen
befolyasolja az IGF-I elérhet6ségét az IGF-1R-on valé jelatvitel szamara. Az IGF-BP3 egy sejtfelszini
receptorhoz kotddik, és ezen keresztiil képes az apoptdzis mddositasara [5] Az IGF-BP3 novekedést
gatl6 hatdsainak legalabb egy része tehat a TGF- jelatvitellel val6 kélcsonhatés altal kozvetitddik.

A KRas az Erk1/2 utvonal mellett a PI3K-Akt aktivalasara is képes a PI3K Kkatalitikus p110a
alegységével valo kolcsonhatas altal [6, 7]. A PI3K tehat a KRas egyik fontos effektor utvonala, amely
szabélyozza a sejtnovekedést, a sejtek tulélését, a sejtciklusba vald belépést, vagy a sejtek anyageseréjét.
A TGFp emellett a PI3K/Akt utvonal aktivalaséara is képes, amely sejtmigraciét indukal [8]. Ennek
megfeleléen nem meglepd, hogy eredményeink szerint mind a mutins KRas jelenléte, mind pedig a
TGFP stimulacié az Akt fokozott foszforilaciéjat okozta. Azt talaltuk tovabb4, hogy a PI3K-Akt utvonal
gatldsa —az Erkl/2-vel ellentétben- nem befolyasolta a TGFB apoptotikus hatésdval szembeni
rezisztenciat, vagyis ebben nem jatszik lényeges szerepet.

A TGFp a vastag- és végbélrak (CRC) korai fazisiban serkenti az apoptézist, késébb a CRC sejtek
jelentds részében inaktivalodik a TGFp altal indukalt, Smad2/3-on 4t futé jelatviteli utvonal, és a TGFp
az epitelidlis-mesenchymalis tranzici6 (EMT) egyik fontos induktoravd valik. A génexpresszios
mintazaton alapul6, konszenzus molekularis altipus CRC klasszifik4ci6 leginkabb agressziv, CMS4-es
csoportjaba tartozé esetekben fibroblasztok felhalmozdédasa, EMT, és aktiv TGF jelatvitel jellemzd



[9]. Ugyanakkor a TGF jelent6s részben a fibroblasztokon 4t hat, és az egyik legfontosabb fibroblaszt
aktivald faktorként tartjak szamon. Az aktivacid soran a tumor-asszocialt fibroblasztok (CAF) IL-11-et
szecernalnak [10]. AzIL-11 a CRC sejtekben a Stat3 indukcidja altal stimulélja a migracidt és a tulélést
[10]. Mindezen adatok arra utalnak, hogy a TGFP mind a tumorsejtekben, mind pedig a stromalis
sejtekben is elindithat jelatviteli folyamatokat, amelyek kimenete a szoveti mikrokérnyezettol, €s mas
jelatviteli utvonalak egyidejli aktivalédasatol fiigg. Bar irodalmi adatok alapjan az Akt kdlcsonhat a
Smad3-mal, és befolyasolhatja a TGF altal kivaltott apoptozist [11], mi a rendszeriinkben nem talaltunk
bizonyitékot a PI3K/Akt és a Smad/Bim kozotti kapcsolatra, és a kettd koziil az utobbi hatisa a
kifejezettebb, amelyet kzvetleniil a TGFp és receptoranak a kélcsonhatasa indukélhat.

Munkacsoportunk adatai alapjan a CRC organoidok kollagén I-ben vald tenyésztése a migracios
fenotipus mellett az EMT-re jellemz6 gének egy csoportjanak (ZEB1, VIM, LUM) expresszidjat is
indukalja, emellett az epitelidlis marker EpCAM sejtfelszini jelenléte megmarad, amelyre nézve a sejtes
heterogenitas szintjének emelkedését figyeltiik meg [12]. Feltételezésiink szerint kollagén-I hatdsara egy
koztes, plasztikus CRC sejtallapot alakul ki, amelynek bizonyitasa jelenleg folyamatban van. A
kollagén-I hatasaban feltehet6en jelentGs szerepe van a megvaltozott sejtadhézionak, a Matrigel ugyanis
kollagén-IV-ben €s lamininban gazdag. A Matrigel-nek kollagén-I-re vald ki cserélése érdekes médon
a normal, vad tipust intestinalis organoidok csdszeri dsszeolvadasat eredményezi, amely altal bélszerti
képz6édmény jon létre [13]. Bar a metasztazis Osszetett folyamat, az extracellularis matrix (ECM)
valtozasa jelentds szerepet jatszik ebben, amint azt a kiilonb6z6 tumorok ECM vizsgalata soran nyert
adatokbol 1étrehozott Matrisome adatbazis is Osszegzi
(https://sites.google.com/uic.edu/matrisome/tools/matrisomedb). Erdekes moédon a CRC
génexpresszios mintazaton alapulé Consensus Molecular Subtypes (CMS) klasszifikacigjaban a CMS4
altipus rendelkezik a legrosszabb tuléléssel, a kezelésekkel szembeni legnagyobb rezisztenciaval, és erre
az altipusra jellemzé a fibroblasztok feldusuldsa mellett az EMT és az ECM atrendezédése [9]. A mi,
valamint Medema JP munkacsoportjanak adatai is a kollagén-I és az EMT szoros kapcsolatara utalnak
[14].

Munkacsoportunk még nem publikalt eredményei alapjan kollagén-I hatdsara PDAC organoidokban is
megemelkedik az EMT-re jellemz6 gének expresszidja, és a migracids sejtekben a sejtfelszini EpCAM
szintje jelent6sen cskken. A kollagén-I a PDAC-ben megfigyelheté ECM fehérjék tébb, mint 80%-at
teszi ki, és 4ltalanossidgban serkenti a tumorsejtek malignus viselkedését, valamint gatként szolgal a
hatéanyagoknak a tumorsejtekhez vald eljutdsaban [15]. Egy érdekes tanulmany azonban azt taldlta,
hogy a tumoros sejtekb6l szarmazo fibrillaris kollagének gatoljak a tumor névekedését és a metasztazist
azaltal, hogy a C-terminalis prodomének részben hasitatlanok maradnak [15]. Mindez felhivja a
figyelmet az ECM étrendez8désének komplex hatasara.

A CRC esetek jelentds részében APC inaktivald, vagy pB-katenin aktivalé mutacié van jelen, amelyek a
Wnt dtvonalat kiilsé Wnt ligandumoktdl fliggetlenné teszik. Henner Farin munkacsoportja egy
vizsgalatban Osszehasonlitotta a Wnt fehérjék és az Apc mutacio hatasat a Wnt célgének expresszidjara,
és csak részleges atfedést tapasztalt [16]. Ugyanakkor a kiils6 Wnt fehérjék csak 2 transzkriptum
expresszidjat moédositottak 4APC-mutans hattéren [16], amely arra utal, hogy az endogén Wnt titvonal
allando aktivacidja esetében a kiilsé Wnt faktorok hatasa nem jelentds. Ezzel 6sszefliggésben mi is azt
tapasztaltuk, hogy a Wnt utvonalban muticiét hordoz6 CRC organoid vonalainknak a kanonikus



utvonalat aktivalé Wnt3a-val, vagy a plandris sejtpolaritasi jelatvitelt indukalé Wnt5a-val val6 kezelése
nem okozott valtozast sem a proliferalé sejtek aranyaban, sem az organoidok morfolégidjaban, illetve
az EV kibocsatés intenzitasaban (nem publikalt adatok). Az EV kibocsatast tehat a belsé Wnt titvonal
éllandéan bekapcsolt allapota esetében a kiils6 Wnt ligandumok nem befolyasoljak. Ugyanakkor
érdemes megemliteni, hogy a CRC betegek egy kis részében a betegség hatterében fokozott kiilsé Wnt
ligand aktivitas, vagy a sejtfelszini Wnt receptor komplex hosszabb ideig tart6 aktivitasa allhat [17, 18].
Ezen betegeknél tudomasom szerint nem tértént még EV szekrécid elemzés.

Az EV-k internalizal6déasat az amfiregulinnal (AREG) kapcsolatban munkacsoportunk nem vizsgalta.
Higginbotham JN és munkatarsai azonban azt talaltak, hogy az AREG-et hordozé exoszémak gyorsan
internalizalodtak emld adenokarcinéma sejtekben, és a recipiens sejt EGF receptort blokkold
ellenanyaggal valé elokezelése csokkentette mind az EV-k internalizici6jat, mind pedig az AREG
hatésat ebben a rendszerben. Ez arra utal, hogy az AREG-¢t tartalmazo exoszomak felvétele és az AREG
hatdsa egymassal kapcsolt folyamatok, és ehhez az EGF receptor sziikséges [19]. Egy masik
kozleményben a mieldma multiplex (MM) eredet(i, AREG-tartalmii EV-k anti-AREG ellenanyaggal
val6 kezelése gatolta az IL-8 mesenchymalis 8ssejtek (MSC) altali kibocsatasat. Bar az anti-AREG nem
blokkolta az EV-k felvételét, az EV-k internalizaldsa aktivalta az EGF receptor titvonalat [20]. Nem
kissejtes tiidérak (NSCLC) sejtvonalak altal szecernalt EV-k szintén AREG-en Kkeresztiil indukaltak az
oszteoklasztok differencidlodasat, és ehhez az EV-k makropinocitozis altal internalizalédtak a
célsejtekbe [21]. Osszefoglalva tehat gy tiinik, hogy az EV-k altal szallitott AREG hat4sahoz az EV-k
internalizalédasa sziikséges, de az internalizacié mddja esetében eltérdek a kisérleti eredmények.

K06sz6n6m a biralé felvetését. Jelen pillanatban munkacsoportunk olyan modellen is dolgozik, amelyben
tobb sejttipus, igy példaul immunsejtek, fibroblasztok ¢és tumorsejtek egyiitt vizsgalhatok. Egy ilyen
rendszerben kritikus jelent6ségii a tapfolyadék optimalizalasa és pontos Osszetételének kidolgozasa,
amely mindegyik sejttipust tdmogatja anélkiil, hogy a CRC organoidok sejtes heterogenitasa
megvaltozna. A tapkézeg a CRC organoidokra optimalizalt és bizonyitottdk, hogy tamogatja a
heterogenitas fennmaradasét [22]. Ugyanakkor a komponensek kéziil példaul a nikotinamid gatolja az
NK sejtek 616 hatasat [23].

A normaél, komplex szdvetek kialakitasat gyakran iPS-ek differencialtatisaval végzik, esetleg kiilsnb6zd
iranyba differencialtatott sejtek egyiittes tenyésztésével. Minthogy példaul tiiddétumor organoid biobank
létrehozasa soran azt tapasztaltak, hogy a muticiok jelenléte/hidnya és az organoidok tulajdonségai (pl.
EGF szenzitivitds és KRas, BRaf mutacidk) k6z6tt nincs mindig egyértelmii megfeleltetés, igy az
epigenetikai médosulasoknak is jelentSs lehet a szerepe [24]. Ez az iPS organoidok tumorbioldgidban
valé modellrendszerként alkalmazasa esetében gondot okozhat.

Az IFITM1 a membrannal burkolt virusok felvételének gatlasa 4ltal volt ismert. Tudomésom szerint
munkacsoportunk irta le eldszor az EV-k és az IFITM1 kozti kapcesolatot, és mas dssejtekben nem ismert
ilyen szerepe. Eredményeink publikdlasa utan egy mésik tanulminy felvetette, hogy az IFITM1 és
IFITM3 gétolja az EV-k és az endoszoma membranok kézti fuziét [25]. A mi eredményeinkkel
Osszhangban a kovetkezmény pedig az, hogy az EV tartalom nem jut be a sejtek citoplazméjiba.



K06szondém a birdl6 kérdését, a valaszomban az EV-k altal széllitott olyan miRNS-ekre fokuszalok,
amelyek a krénikus pancreatitis (CP) és a PDAC betegek vérében magasabb szinten detektalhatok a
kontrollokhoz képest, minthogy az EV cargo elemzése képezte a dolgozatom alapjat. Munkankban két
ilyen miRNS-t azonositottunk, a miR-195-6t és miR-21-et. A miR-21 negativan szabélyozza az IL-
12p35, valamint az IL-6, IL-8, TNF-a és IL-1P expresszidjat [26-28]. Génkiiitéses vizsgalatok
kimutattak, hogy a miR-21 inaktivalasa novelte ezen gyulladasos citokinek kifejezédését [29], igy az
EV miR-21 a vérakozasok szerint csokkenti a szintjiiket. Az EV miR-21 emellett a dendritikus sejtek
¢rését is gatolja [30]. A miR-21 csokkenti a Thl immunitast [31], valamint a dendritikus sejtekb6l
szdrmazo miR-21-et tartalmazé EV-k szabélyozzak a CD4+ T-sejtek proliferaci6jat [32], igy a szérum
EV miR-21 szintje hatassal van a velesziiletett és az adaptiv immunvalaszra is.

A miR-195 immunmodulalé hatasarol kevesebb irodalmi adat érhetd el. A miR-195 tilexpresszaltatasa
fokozta az IFN-y felszabadulasat a T-sejtekbdl, és ezéltal csokkentette a diffiiz nagy B-sejtes limféma
immunolégiai elkeriilését [33]. A miR-195 T-sejt aktivalé és tumurszupresszalé hatasat renalis
karcindmaban is kimutattdk [34]. A keringésben 1év6 miR-195 emellett a PD-L1 expresszitjat is
szabalyozza emlStumorban [35]. A bemutatott néhany példa alapjan elmondhatd, hogy mind az EV
miR-21, mind pedig a miR-195 jelentds immunmodulalé hatassal rendelkezik, bar szerepiik a PDAC-
hez kotheté immunvalaszban kevéssé vizsgalt.
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