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Roviditések jegyzéke

AAV: Adeno-asszocialt virus

ANXA1L: Annexin Al

APC: adenomatozus polyposis coli (adenomatous polyposis coli) gén/fehérje
ASCL2: Achaete-scute homoldg 2 (Achaete-scute homolog 2)

BH3: Bcl-2 homoldg domén 3

BME: bazélis membran kivonat

BMP: csont morfogenetikus fehérje (bone morphogenetic protein)

BRAF: V-Raf egér szarkoma virus onkogén homolog B1 (V-Raf murine sarcoma viral
oncogene homolog B1)

BSA: szarvasmarha szérum albumin

CAF: Tumorasszocialt fibroblaszt

CHGA: kromogranin A

CKla: kazein kinaz la

CP: krénikus hasnyalmirigy-gyulladas

CRC: vastag- ¢és végbélrak

CreER: tamoxifen altal indukalhaté Cre rekombinéz

CTNNBI: A B-katenint kodolo gén

Csnklal: A CKlo-t kodolo gén neve

DAPT: Gamma-szekretaz inhibitor IX (Notch gatlo)

DBZ: Dibenzazepin (Notch gatlo)

DDR: DNS karosodasra adott valasz (DNA demage response)

DLL: delta-szerii fehérje (delta-like protein)

DMEM: Dulbecco modositott tenyészmédium (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
ECM: extracellularis matrix

EGF: epidermalis novekedési faktor

EGFP: jobban fluoreszkalo zold fluoreszcens fehérje (enhanced green fluorescent protein)
EMT: epitelidlis-mezenchimalis tranzicio

EphB: Efrin B tipusu receptor (Ephrin type-B receptor)

ERK: Extracellularis jel altal szabalyozott kinaz (extracellular signal-regulated kinase)
EV: extracellularis vezikula

EX: exoszoma

FAP: Fibroblaszt aktivalo fehérje (fibroblast activating protein)
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FGF: fibroblaszt novekedési faktor (fibroblast growth factor)

FLNA: Filamin A

GSK-3: glikogén szintaz kindz-3

HBEGF: Heparink6té EGF-szerli ndvekedési faktor (heparin-binding EGF-like growth factor)
HGF: hepatocita novekedési faktor

HPRT: hipoxantin-guanin foszforiboziltranszferaz

HSA: emberi szérum albumin

IFITM: Interferon altal indukalt transzmembran fehérje interferon-induced transmembrane
protein

IGF: inzulinszer(i névekedési faktor (insulin-like growth factor)

IL: interleukin

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

KRAS: Kirsten patkany szarkoma virus (Kirsten rat sarcoma virus) gén/fehérje

LEF: limfoid enhancer kot6 faktor (lymphoid enhancer-binding factor)

LOH: heterozigdtasag elvesztése (loss of heterozygocity)

LGR: leucinban gazdag ismétlodést tartalmazo G-fehérje kapcsolt receptor (Leucine-rich
repeat-containing G-protein coupled receptor)

LRP: alacsony denzitasu lipoprotein receptor (low-density lipoprotein receptor)

MAPK: Mitogén altal aktivalt protein kinaz (mitogen-activated protein kinase)

MEK: Mitogén altal aktivalt kettds specifitasu protein kindz kinaz (dual specificity mitogen-
activated protein kinase kinase)

MMR: DNS mismatch javitds (mismatch repair)

MSI: mikroszatellita instabil (vastag- és végbélrak altipus)

MV: mikrovezikula

NICD: Notch intracellularis domén

NOTCH: Neurogén lokusz notch homolog fehérje (neurogenic locus notch homolog protein)
NSAID: Nem-szteroid gyulladascsokkentd gyogyszer (nonsteroidal anti-inflammatory drug)
NSG: NOD scid gamma egér

NTA: Nanorészecske kovetd elemzés (nanoparticle tracking analysis)

PDAC: hasnyalmirigy duktalis adenokarcindma

PORCN: porcupine

PROX1: Prospero homeobox fehérje 1

PSIS: A p53 altal elnyomott invaazios géncsoport (the p53-suppressed invasiveness signature)

PTF: tumorkornyéki fibroblaszt
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Scr: véletlenszerti nukleotidokat tartalmaz6 kontroll konstrukcio

SI: vékonybél

SIR: szeneszcencia altal kivaltott gyulladasos valasz (senescence-induced inflammatory
response)

SMA: Simaizom aktin (smooth muscle actin)

STAT: Jelatalakito és transzkripcid aktivator (signal transducer and activator of transcription)
Tam, 4-OH-Tam: tamoxifen, 4-hidroxi-tamoxifen (a tamoxifen aktiv formaja)

TCGA: A rakgenom atlasz (The Cancer Genome Atlas)

TEM: transzmisszios elektronmikroszkop

TKI: tirozin kindz gétlo

TNF: tumor nekrézis faktor

TNFRSF19: tumor nekrozis faktor receptor szupercsalad tag 19 (tumor necrosis factor
receptor superfamily member 19)

TRPS: Tunable Resistive Pulse Sensing (partikulummérési modszer)

UC: ultracentrifuga

VEGF: vaszkularis endotelialis novekedési faktor

villin: az intesztinalis hamsejtekben expresszalodo gén

WT: vad tipus
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Osszefoglalas

A vastag- és végbélrakos (CRC) betegekben kulcsfontossagu az Apc mutacio, mely a Wnt
utvonal aktivalodasahoz vezet. Emellett a TGFpB apoptotikus hatasa az egyik f6 szelekcids
mechanizmus a CRC progresszidja soran. Munkank soran 0j, a CRC és a hasnyalmirigy duktalis
adenokarcinoma (PDAC), mint két fontos gasztrointesztindlis tumor kialakuldsdban ¢és
progresszdjaban, illetve a tumor-sztroma kommunikaciéban fontos tényezoket vizsgaltunk.
Ehhez egérmodellek mellett a szovetekbdl szarmazo in vitro, legmodernebbnek szamitd

organoidokat hasznaltunk, melyek megtartjak a kiindulasi szovet sejtes heterogenitasat.

Igazoltuk, hogy a Prox1 transzkripcios faktor, mely a Wnt titvonal bélham-specifikus célgénje,
szabalyozza az adendma ¢és CRC tumordssejt aktivitast, ugyanakkor nincs hatdsa a normal
bélhamra. Adataink azt igazoltdk, hogy a tumorigenezis legkorabbi fazisdban az Apc mutacio
utan csak atmenetileg fontos a Notch utvonal az adendéma Jssejtek fennmaradédsaban.
Hipoxidban ugyanakkor a Proxl+ tumorsejtek jobb tuléléssel rendelkeznek, mely az
autofagianak koszonhetd. Bizonyitottuk, hogy az Apc inaktivalasa noveli az adendmasejtek
szenzitivitasat a TGF[ altal kivaltott apoptdzissal szemben, a KRas onkogén viszont részleges
rezisztenciat biztosit az Erk1/2 Gitvonalon keresztiil. Eredményeink szerint a Bim hatasat utanzo
molekulak apoptozist indukalnak olyan CRC betegekbdl szarmazo mintdkban is, melyek mar

rezisztensek a TGFB-val szemben.

Az extracellularis vezikuldk (EV) mind a korai diagnosztikdban, mind a terapias célzasban
CRC-ben, az EV kibocsatast hasnyalmirigy duktalis sejtekben is noveli a Wnt aktivacio,
ugyanakkor PDAC-ben a két jelenség szétkapcsolodik. Mindemellett adataink alapjan a sejtes
heterogenitds fontos szereppel rendelkezik az EV kibocsatas és felvétel mértékében, a
magasabb EV szekrécioval jellemezheté CRC sejtek hatasa a fibroblasztok aktivacidjara pedig
az EV dozisatol fiigg. Ugyanakkor azt talaltuk, hogy az IFITM1-et alacsony szinten kifejez6
sejtek tobb EV-t vesznek fel, melynek funkcionalis jelentdsége van a CRC sejtek emelkedett

crer

A bélham dssejtekben bekovetkezd mutaciok a CRC tumorigenezis kiindulépontjainak

tekinthet6k. Bizonyitottuk, hogy a fibroblasztok az EGF csaladtag amfiregulint tartalmazé EV-

crer

crer

amikor az EGF jelatviteli ut még normalis mikodési.
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Atfedést mutattunk ki a PDAC organoidokbdl szarmazo és a vérben keringé EV-k miRNS
cargo-ja kozott. A PDAC vérplazma EV mintaiban a kontrollhoz képest nagyobb

mennyiségben jelen 1évé mMIRNS-ek ugyanakkor nem specifikusak a PDAC-ra.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy a CRC progresszidjaban fontos 10j molekularis

mechanizmusokat azonositottunk, illetve az EV-k szerepét igazoltuk CRC-ben és PDAC-ben.
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1. Bevezetés

A gasztrointesztinalis rendszert érintd tumorok k6zé 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 fejlett tarsadalmakban minden masodik személyben 70 éves korra
vastagbéltumor alakulhat ki, mely az esetek kb. 10%-aban rosszindulativa, CRC-vé alakulhat
[1]. A CRC kialakulasaban az o6roklott genetikai variaciok mellett fontosak a kornyezeti
tényezOk is, amelyek a bélham sejtjeiben mutacidkat indukdlhatnak. Ezen tényezOk kozé
tartozik az életvitel, vagy a taplalkozas; a megfeleld diéta segithet a CRC megeldzésében. A
CRC esetében a tumorsejtek mellett fontos szerepet jatszanak az egyéb, Uin. sztroma sejtek is,
mint példaul limfocitak, vagy a sztroma legnagyobb mennnyiségben jelen 1€v0, és a betegek
tulélésével negativ korrelaciot mutatd tumor-asszocialt fibroblasztok (CAF). Bar az
egérmodellek a korai tumorigenezis bizonyos folyamatait jol reprezentaljak, a mutaciok
felhalmozddasaval jard progresszid vizsgéalatara més, elsdsorban human szévetekbdl szdrmazo
modellek sziikségesek. Ezt az {irt t6lti ki az organoid technoldgia, mely elsGsorban epitelialis
eredeti szovetekbdl szarmazo in vitro ,,miniszerveknek” tekinthet6k, amelyek meghatarozott
harom dimenzidos tenyésztési koriilmények kozott megtartjdk az eredeti szovet sejtes
heterogenitasat, igy egy korszerli vizsgalati rendszernek tekinthet6k. Munkank sordn a CRC
korai stddiuménak tanulményozésara allatmodelleket €s organoidokat, mig a CRC és a PDAC
késObbi fazisainak vizsgélatara betegekbdl szarmazd organoidokat hasznaltunk annak
érdekében, hogy 11j, a CRC és a PDAC kialakulasaban és progresszojaban, illetve a sztroma-

tumor kommunikécioban fontos tényezdket azonositsunk és vizsgaljunk.
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2. Irodalmi hattér

A dolgozat konnyebb érthetdsége érdekében az alabbi altalanos fejezet mellett az eredmények
ismertetésénél is Osszefoglaljuk az adott vizsgalatokhoz sziikséges irodalmi hatteret. Az
altalanos megallapodds szerint a human gének/fehérjék neveit nagy betiikkel, az egér
megfeleldiket kis betiikkel jeloljik. A nukleinsavakat dolt, a fehérjéket normal betiitipus

mutatja.

2.1 Az extracellularis vezikulak (EV) csoportositasa és szerepiik

Az extracellularis vezikuldk (EV-k) membrannal koriilvett struktarak, amelyek az
intercellularis kommunikaci6 1) modjat képviselik azaltal, hogy biologiailag fontos
molekulakat, példaul miRNS-eket, fehérjéket és lipideket juttatnak el a célsejtekhez. Az EV-k
biogenezisiiket, méretiiket, molekuldris rakomanyukat (cargo), specifikus markereiket és
funkciodikat tekintve is rendkiviil heterogének [2-5]. Az exoszomak (EX) endoszomalis eredetii
EV-k (30-100 nm), amelyek a multivezikularis testekbol (MVB) szarmaznak, és az MVB-k
plazmamembrannal valé fazidja soran szabadulnak fel a sejtekbdl. A mikrovezikulak (MV-K)
kozvetlentil a plazmamembranrél fiizédnek le, a legnagyobb apoptotikus testek (1-5 um) pedig
az apoptotikus sejtekbdl keletkeznek [6] (1. abra). Mivel az EV-k izolalasa keletkezési
mechanizmusuk szerint nehézkes, ezért gyakran differencidlt centrifugaléssal ¢és
ultracentrifugéalassal torténd tisztitas soran az egyes EV csoportokat méretiik szerint valasztjak
szét [7]. Ennek megfeleléen a nagy EV-k (large EV, 1EV), valamint a médium EV-k (mEV)
kiilonbozd sebességli centrifugalési 1€pések utan az iiledékben taldlhatok, mig a kis EV (small
EV, sEV) frakciot ultracentrifugalas utan nyerhet;jiik.

Extracellularis vezikulak

- 1. abra. Az EV-k csoportositisa
optotikus test Apoptotikus sejt sejtbeli eredetiik szerint (a [8]

8 cosoma BT abraja modositva).

10
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Az EV-k a célsejteken kiilonb6z6 mddokon hathatnak: sejtfelszini receptorokhoz kotddhetnek,
az EV membranja fuzionalhat a célsejttel, illetve a célsejt makropinocitdzissal vagy

endocitdzissal felveheti az EV-Ket.

Mivel az EV-K jelen vannak a testnedvekben is, igy igéretes biomarkerek lehetnek kiilonb6z6
tumortipusok korai diagnosztizaldsdban. Ez a feltételezés azon alapul, hogy a tumorsejtek a
normal sejtekhez képest magasabb szinten bocsatanak ki EV-ket [9], és hogy a rakos sejtekbdl
szarmazé EV-k a tumorspecifikus molekulakat membrannal korilvett, védett kornyezetben
hordozzak cargo-ként. Az EV termelés és molekularis 6sszetétel azonban nagymértékben fiigg
a tenyésztési koriilményektdl, az izolalasi modszerektdl €s a mindkét paramétert kritikusan
befolyasolo kiils6 tényezokt6l is [10]. Az EV-k emellett szerkeszthetok és specifikus
molekulakkal toltheték fel, amelyeket aztan védett modon szallitanak, tovabba az EV-ket
hatékonyan veszik fel a célsejtek, igy az EV-k a tumorok terapiaja szempontjabdl is igéretes
eszk6zoknek tekinthetok [11].

2.2 Az organoid technolégia

A genetikai szerkesztés metodikai fejlédésével egyre kifinomultabb és bonyolultabb
allatmodellek (pl. egértorzsek) eldallitasa valt lehetdvé, amelyek az egyes tumortipusok
kialakulasanak mechanizmusara is fényt tudtak deriteni. Ugyanakkor az emberi tumor esetében
nagyfoku genetikai sokféleség figyelhetd meg, melyet a genetikailag szerkesztett egértorzsek
csak korlatozottan tudnak modellezni. A vastag- és végbélrak (CRC) jelentds részénél a
progresszio kezdeti 1épése adenémak kialakulasa a vastag, vagy a végbélben [12]. Az

intesztinalis adenomak modellezésének egyik gyakran hasznalt eszkoze az ApcM™*

egeértorzs,
mely azonban elsésorban a vékonybélben fejleszt nagyszdmi adendmat, és CRC-vé vald
progresszi6 nem figyelhetd meg, valosziniileg az egerek korai haldla miatt. Mindez felveti az
igényt olyan modszerek kifejlesztésére, melyek segitségével az egyes betegekben jelen 1évo

tumorok specifikusan, személyre szabottan is modellezhetdk lennének.

Az organoidok szovetekbdl szarmazo, in vitro 3D koriilmények kozott, extracellularis matrix
kivonatokban (pl. a lamininben és kollagén-1V-ben gazdag Matrigel) fenntartott tenyészetek,
melyek ,,miniszerveket” képeznek. Az organoidok megérzik az in vivo szovetek sejtes és
genetikai heterogenitasat, és ez idaig az emberi rakos megbetegedések egyik legjobb ex vivo
modelljének bizonyultak [13, 14]. Mara organoidokat sikeresen tenyésztettek szamos egér és

emberi egészséges és rakos szovetbdl, igy hasnyalmirigybél [15], vékonybélbdl [16],

11
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vastagbélbdl [17], majbdl [18] stb., jol meghatarozott, specifikus tenyésztési koriillmények

kozott.

2.3 A bélham 6ssejt niche
A bélham kiilonbozo, jellegzetes funkcidkkal jellemezhetd sejttipusokat tartalmaz. A
kehelysejtek mucint termelnek nagy mennyiségben, jellemz6é markeriik a MUC2 kifejezddése.
A felszivo hamsejtek mellett a bélham chromogranin A-t (CHG A) expresszalo enteroendokrin
sejteket is tartalmaz. A vékonybél Lieberkiihn-kriptai aljan talalhatok a Paneth-sejtek, melyek
antibakterialis fehérjék termelése 4altal fontosak a bél mikrobidtajanak a megfeleld
fenntartasaban. A bélham sejttipusai 5-6 naponként lecserélddnek (a Paneth sejtek kivételével,
melyek hosszabb ¢letidejliek). Ezek utanpoétlasat —egy atmeneti osztdodd progenitor, transit
amplifying (TA) sejtpopulécio 1étrehozasan keresztiil- a Lieberkiihn-kriptdk aljan talalhato
6ssejtek biztositjak, melyek egyik legismertebb markere az LgrS [19] (2. abra). Az Gssejt
tulajdonsagok fenntartasaért a kornyezé sejtekkel vald kapcsolat, valamint a mikrokdrnyezeti
tényezOk (pl. ndovekedési faktorok, jelatviteli folyamatokat indukalé molekuldk) Gsszessége
=¥ felelés, mely az 6ssejt niche-t alkotja. A bélham Ossejt niche
kdzponti jelentdségii faktorai a Wnt, a Wnt jelatvitel er0sségét
tovabb fokozo R-Spondin, az epidermalis novekedési faktor
(EGF), valamint a sejtdifferencidlodast indukdaldo bone

morphogenic protein-ek (Bmp) gatloi, példaul a noggin [20]. A

niche faktorok termelésében a kriptak koriili miofibroblasztok,

(@ Felszivo
hamsejt
Kehelysejt valamint a Paneth-sejtek fontosak, mely ez utdbbi sejttipusnak
Enteroen-
dokrin sejt egy Uuj funkciojat jelenti [16].
= Atmeneti

0szt0do sejtek

“@¥ Lgrs+ Bssejt

Panethsejt

2.4 Niche faktorok és jelatviteli utak a bélhaAmban

A Wnt ligandok egy nagyobb csalad tagjai, melyek atfedd hatassal rendelkeznek. A sejtfelszini
Frizzled receptorokhoz kotddnek, a receptorkomplex része még az LRP5/6. A sejtek
citoplazmajaban egy lebonto (destructing) multiprotein komplex van jelen, melynek fontos
komponensei az adenomatosus polyposis coli (APC), a kazein kinaz I alfa (CKla) és a p-

katenin. Wnt ligand hianyaban ez a komplex a B-katenint foszforilalja, mely ubikvitinalodas

12
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utan a proteaszémaban lebontodik. A sejtmagban a TCF és a LEF transzkripcids faktorok,
melyek a Wnt fehérjék hatasanak kozponti végrehajtoi, gatlds alatt allnak, igy az un. Wnt
célgének nem fejezddnek ki. Wnt hatasdra a Frizzled/LRP receptor aktivalodik, mely
inaktivalja a lebontd komplex aktivitasat. Ennek hatasara a -katenin lebontasa elmarad, a f3-
katenin felhalmozddik a citoplazmaban, majd a sejtmagba transzlokalodik, ahol a TCF/LEF
transzkripcids faktorokrol leszoritja a gatlo fehérjéket, és a TCF/LEF fehérjékhez kotddve
elinditja a Wnt célgének atirasat. A célgének koz¢ tartoznak a sejtosztodast serkentd fehérjéket
kodold gének (pl. MYC), az 6ssejt-marker LGR5, LGR6, a TROY (TNFRSF19), vagy a lebontd
komplexben részt vevo AXIN2 [21] (3. abra).
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A Wnt szabalyozas alatt all6 LGRS szintén részt vesz a Wnt jelatviteli tvonalban. Az LGRS
ligandjai az R-Spondin fehérjék, melyek jelenlétében az LGRS is a Wnt receptorkomplex
részévé valik, és meghosszabbitja a Wnt utvonal aktivalodasanak az id6tartamat [22]. Ez
kulcsfontossagl az dssejt niche esetében —a bélham Ossejtek ugyanis magas, és hosszan tartd

Wnt aktivitast igényelnek.

A Notch jelatviteli titvonal az dssejt niche-ben a Wnt ttvonallal egyiittesen aktiv, és egymas
hatasat kolcsonosen erdsitik [23]. Aktivacidjahoz a sejtfelszini Notchl-4 receptorokhoz a
szomszédos sejt plazmamembranhoz kotott ligandja (D11-1, DII3, DII4, Jagged-1 vagy Jagged-
2) kapcsolddik. Ezt kovetden megtorténik a Notch hasitdsa az ADAM (dizintegrin €s
metalloprotedz) altal, mely az extracelluldris rész lehasitddasdhoz vezet. A megmaradd
transzmembran ¢és intracellularis régiot a y-szekretaz hasitja, igy keletkezik a Notch
intracellularis domén (NICD), ami a sejtmagba bejutva a transzkripcidban fontos szerepet lat el
[24, 25].
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Az EGF (epidermalis novekedési faktor) a sejtfelszini EGF-receptorhoz koétédik, mely az EGF
receptorcsalad kiilonbozo tagjaival (ErbB2, ErbB3, ErbB4) heterodimerizalodik. Az EGF éltal
indukalt egyik kozponti Gtvonal a mitogen-activated protein (MAP) kinaz utvonal, melyben
fontos a KRAS ¢és a BRAF aktivalodasa, valamint az Erkl1/2 foszforilacidgja. Az EGF
sejtosztodast indukal, mely szintén fontos az intesztinalis Ossejt-populacid méretének
szabalyozasaban [16]. Az EGF csaladba tobb mas molekula is tartozik (pl. amfiregulin), melyek
az EGF receptorcsalad kiilonb6z6 tagjaibol allé hetero-vagy homodimerhez kapcsolédva

inditanak be jelatviteli folyamatokat a sejtekben.

2.5 A vastag- és végbélrak kialakulasa és csoportositasa
A CRC kialakuldsanak tobb utvonala is ismert, melyek eltéré adendmatipusokbol indulhatnak
ki. Az egyes adenoma tipusok morfologiai jellemzése fontos lehet a kezelés kivalasztasa és a

betegség progresszidja tekintetében [26].

Az esetek tobbségében a betegség a klasszikus tubulovillosus adenéma-karcindma utvonalon
alakul ki. Ennek soran a bélham epitélsejtjeinek megvaltozott miikodése miatt egy Lieberkiihn-
kriptabol kiindulva abnormalis, de még joindulata sejtszaporulat jelenik meg (polip,
tubulovillosus adenéma), mely jellegzetes mutaciok felhalmozodasa miatt tobb év alatt
rosszindulat daganatta valhat [27]. Ennek a folyamatnak az els6 1épése altalaban a Wnt itvonal
allando, kiilsé jelektdl fiiggetlen aktivalasa. 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 bontodik le, hanem a sejtmagban a Wnt célgének atirasat
serkenti. A betegek egy masik részében a B-katenin olyan aktivalé mutacidt hordoz, mely
megakadalyozza a fehérje lebontdsat. Mindkét esetben a mutaciot hordozd sejt kiilsé Wnt
ligandumok hianyaban is osztodik, elveszti a mikrokdrnyezet altali szabalyozasi lehetOséget,
mely adendmaképzéshez vezet. Barker N és munkatarsai elegans kisérletekkel kimutattak, hogy
az Lgr5+ intesztinadlis Ossejtekben kialakuld6 Apc mutaciok vezetnek hossza tava
adenomaképzéshez, a bélham differencidlt sejttipusaiban bekdvetkezd genetikai valtozasok
kevésbé fontosak a tumorképzés elinditasahoz [28]. Mas munkacsoportok késobb igazoltak,
hogy a kronikus gyulladasi folyamatok a differencidlt sejtekben is Ossejt tulajdonsagokat
képesek indukalni, mely lehetdvé teszi, hogy az Lgr5+ dssejteken kiviili sejtpopuldcio mutacioi
is adenomaképzést indukaljanak [29]. Mindezen adatok azonban az dssejt tulajdonsagokkal

rendelkezd bélhamsejtek fontos szerepét hangsulyozzak a CRC korai fazisaban.
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Az APC-re nézve heterozigbta formaban O6roklott mutaciot hordozd személyek fokozott
hajlamot mutatnak CRC kialakulasara, melynek hatterében a normalis APC allél mutaci6 altali
inaktivacidjanak (loss of heterozygocity, LOH) nagy valdszintisége all [1]. Ezek a familiaris
adenomatosus polyposisban (FAP) szenvedd betegek mar fiatal korukban rengeteg adenomat
novesztenek a vastag- és végbeliikben, melyek eltavolitasa nélkiil az atlagpopulacidohoz képest
kordan CRC-ben szenvedhetnek. A CRC betegek dontd tobbsége azonban a sporadikus
esetekhez tartozik, amely csak késébbi életkorban, tipikusan 50-60 éves kor utan jelenik meg.
Az Apc gén muticidja egérben is tumorigenezishez vezet, a kozismert ApcM™* egerek az Apc
mutaciot heterozigdta formaban hordozzak, és az LOH miatt 3-4 honapos korukra rengeteg
adenomat fejlesztenek, az emberrel szemben azonban elsdsorban a vékonybélben. Mivel ezek

az egerek viszonylag hamar elpusztulnak, a CRC kialakuldsdnak tanulméanyozéasira nem

idealisak [30].

Az adenémak CRC-vé valod progresszidja soran tovabbi mutaciok felhalmozodasa figyelhetd
meg. Ezek kozé tartozik a betegek kb. 50%-aban el6forduld, KRAS-t aktivalé onkogén mutéciod
(a leggyakoribbak a G12D, G12V) [31]. A betegek egy masik csoportjaban a KRAS mutacio
helyett a BRAF aktivacidja figyelheté meg [31]. Mind a KRAS, mind a BRAF onkogén
mutacidja a kiilsé EGF-t6l fliggetlen, szabalyozatlan sejtosztodast indukalnak [32]. A CRC
kialakuldsédnak tovabbi kozponti eseménye a sejtciklus kontrollpontjainak az inaktivalodésa,
ezaltal a genomi instabilitas 1étrejotte és tovabbi mutaciok felhalmozodasa. A kontrollpontok
miikodésének kiesésében fontos a TP53 tumor szupresszor gén mutacidja (egérben Trp53),

mely a p53 fehérjét kodolja [33].

Egy masik lehet6ség az Gigynevezett ,,fogazott” (serrated) Gtvonal, ami a CRC esetek 10-20%-
aban figyelhet6 meg, és amely ,,fogazott” adenomébol indul ki. Bar a fogazott utvonal
heterogén, az igy létrejott tumorok morfoldgiailag eltérnek a tubulovillosus adenomabol
kiindul tipustol [26]. A fogazott adenomabol kialakulhat mikroszatellita stabil és instabil CRC
iS. Mig az el6bbire a KRAS, az utdbbira a BRAF mutacio a jellemz6. A mikroszatellita instabil
(MS]) utvonalra a DNS hibajavité enzimek miikddésének hianya jellemz6, a mismatch repair
gének (MMR) inaktivalodnak (pl. MSH2,6, PMS1,2, MLH1,3), mely a genomi mutéacidk
széleskori felhalmozodasahoz vezet. Ebben a CRC tipusban a mikroszatellitak tertiletén is
fokozott mutacids aktivitds mutathatd ki, mely alapjan az MSI detektalhato, és a jelenség

elnevezése IS innen szarmazik [34].
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A CRC progresszioja soran gyakran figyelhetd meg a TGF altal indukalt jelatviteli utvonalak
inaktivalédasa. A TGFB-nak ellentmonddsos a szerepe a CRC progresszidja soran. A
tumorigenezis kezdeti stadiumaban gatolhatja a tumor ndvekedését, késobb azonban a CRC
sejtek gyakran rezisztenssé valnak a TGFpB apoptotikus hatasara, és a TGFB a metasztazis
kialakulasat is elsegitheti példaul a fibroblasztok aktivalasan keresztiil [35, 36]. A CRC-ben a
TGFp legfobb termeldi a lokalis tumor mikrokdrnyezetben felhalmozodé fibroblasztok [36,
37]. A TGEF tagjai sejtfelszini receptorukhoz kotédnek (TGFBRI és TGFBRII), majd az I-es és
I1-es tipusu receptorok egymashoz kapcsolddnak, és aktivalodnak. Az aktivacio eredményeként
a SMAD fehérjék, mint példaul a SMAD2/3 foszforildlodasa kovetkezik be. A SMAD4 ezutan
a sejtmagba transzlokalodik, ahol a TGFp célgének expresszidjat megvaltoztatja [38]. A TGFp
jelatviteli utja a CRC sejtekben leggyakrabban a TGFBRIL, vagy a SMAD4 inaktivalodasaval
kapcsolodik ki.

Minthogy a CRC genetikailag ¢és fenotipusosan is heterogén betegség, ezért a kdzelmultban
létrehoztak a CRC konszenzusos csoportositasat génexpresszios mintazatok elemzésével [39].
Mig az inaktivalt MMR-rel és mikroszatellita instabilitassal (MSI) jellemezhet6 CRC betegek
a CMS1-be csoportosulnak, a MYC és a specifikus WNT célgének fokozott expresszioja
jellemz6 a CMS2-re. A CMS3 betegek tobb mint 70%-aban a KRAS onkogén aktivitasa a
tumoros sejtek metabolomikus atprogramozasadhoz vezet. A sztromalis infiltracidval és TGFf
jelatvitellel jar6 CMS4 prognozisa a legrosszabb, és hidnyoznak a hatékony kezelések erre az
altipusra. Erre a csoportra ugyancsak jellemz6 az epitelidlis-mezenchimalis tranzicio (EMT),
melynek sordn a tumorsejtek mezenchimalis markereket fejeznek ki €s invazids fenotipust
vesznek fel. Mig a CMS2 és CMS3 kialakulasa tubularis adenéméhoz kapcsolodik elsd
1épésként, a CMS1 és a CMS4 feltehetden ,,fogazott™ (serrated) elvaltozasokbol fejlodik ki, és
a CMS1-ben gyakran BRAF mutacio talalhat6. Irodalmi adatok azt is valoszinisitik, hogy a
CMS4-hez magas TGFB szintre van sziikség [40] Erdekes médon azonban a CMS2 és a
sztromalis CMS4 altipus hasonlo gyakorisaggal tartalmaz APC, KRAS, SMAD4, TGFBRII és
TP53 mutaciokat [39]. Ezen kiviil a fogazott elvaltozasok nagy szazaléka tartalmaz KRAS-
mutaciot [32] és mas genetikai eseményeket, példaul TP53-mutaciokat. Mindezek az adatok
alatdmasztjak azt az elképzelést, hogy a CRC-ben fontos driver mutaciokat hordozé tumorok

bioldgiaja jelentds heterogenitast mutat, és a CRC fenotipusosan plasztikus.

2.6 Az intra-tumoralis sejtes heterogenitas és a tumor dssejtek
A szolid tumorok sejtjel mutacios és molekularis szempontbdl heterogén populaciot alkotnak,

mely a tumorigenezis egyik f6 hajtéerejének tekinthetd. A béladenomdk és CRC tumorok
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rendkiviil heterogének, proliferalé és differencidlodd sejteket egyarant tartalmaznak, és
folyamatosan fenntartja 6ket egy dedikalt sejtpopulacio, az igynevezett tumor 6ssejtek [41-43].
A tumor 0Ossejtek fontos gyodgyszercélpontot jelentenek a rakos megbetegedésekben, mivel
képesek a daganatokban kiilon populacioként fennmaradni, 6nmegujulni és differencialodni,
valamint Osszefiiggésbe hozhatok a daganat ismételt megjelenésével [41]. Ezért a rakos

Ossejteket célzo specifikus terapidk kifejlesztése javithatja a talélést.

Bar a neoplasztikus sejteket fokozott sejtproliferacid €s korlatozott sejtdifferencialodasi
képesség jellemzi, részletes differencialodasi utvonaluk CRC-ben nem teljesen ismert.
Kimutattak, hogy az Lgr5 gén expresszidja egy Ossejt-tulajdonsdgokkal rendelkezd
sejtpopulaciot jelol meg intesztinalis adenomakban és CRC-ben [42-44]. Emelett az
intesztinalis Gssejtekre jellemzd génexpresszios profil, beleértve az LGRS expressziot is,
azonositja a CRC 0&ssejteket, és elére jelzi a betegség ismételt megjelenését human CRC-
betegeknél is [45]. Erdekes modon tovabbi vizsgalatok azt mutattak, hogy az intesztinlis
adenomak kevesebb Ossejtet tartalmaznak, mint az Lgr5+ sejtek szama, ami arra utal, hogy az
Lgr5+ sejteknek csak egy alpopulacidja mikodik ssejtként [46]. Emellett az Lgr5+ sejtekben

kialakulo Apc mutaciod képes hatékonyan elinditani az adendmak kialakulasat [28].

A CRC-k olyan sejtcsoportokat is tartalmaznak, amelyek immunhianyos gazdaszervezetbe
tiltetve hatékonyan képeznek tumort. Ezek a sejtek, amelyeket tumorindito sejteknek neveznek,
a felszini markerek, példaul a CD133 [47, 48] vagy a CD44 [49] expresszidjaval azonosithatok.
A CD133+ vagy CD44+ sejtpopulaciok az aggressziv CRC sejtek egy bizonyos alcsoportjat
képviselik. Ezen tilmenden néhany bizonyiték dsszefliggésre utal a daganatot indito sejtek és
a tumor Jssejtek kozott. A CD133 és a CD44 kiilondsen a normal kriptak proliferativ részében
expresszalodik [50, 51]. Ezen kiviil az izolalt CD133+ sejtek in vitro differencialatlan
populécidként szaporithatok, amely xenotranszplantacié utan differencialt sejteket tartalmazéd
tumorokat general [52]. E megfigyelések ellenére a tumor Ossejtek és a CD133+/CD44+

tumorsejtek kozotti kapcesolat tovabbra is kérdéses.

2.7 A tumor-asszocialt fibroblasztok

Egyes CRC betegekben a fibroblasztok felhalmozodasa figyelheté meg a tumorban. A tumor-
asszocialt fibroblasztok (cancer-associated fibroblasts, CAF) gyakran aktivalt allapotban
vannak, melyre megvaltozott génexpresszids mintazatuk és fokozott proliferacio jellemzd. A
CAF-ok egy fontos és gyakori sejttipus a tumor stromaban, erds negativ korrelaciot mutat a

CRC kiujulasaig eltelt idovel, és mennyisége Osszefiigg a betegek rosszabb tulélésével [37].
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Ezen kiviil a sztromalis génexpresszids mintazat rossz tulélést josol a betegeknél [36]. A CAF-
okat elsésorban az a-simaizom aktin (aSMA) vagy a fibroblaszt aktivalé fehérje (FAP) alapjan
azonositjak, és heterogén sejtcsoportot alkotnak a daganatos szdvetben, ahol példaul az
extracellularis matrix (ECM) fehérjéit termelik, mint pl. a kollagén-1. A CAF-ok TGFB1-et és
TGFP3-at is szekretalnak, igy a fibroblasztok mennyisége és a sztroma egyéb sejtjeiben a TGF[3
jelatviteli ut aktivaltsaga kozott korrelacio figyelheté meg [36, 37]. A TGFp kozponti szerepet
jatszik a fibroblasztok aktivalasaban CRC-ben, mely a CAF-ok alakjanak a megvaltozasahoz,
valamint egy specifikus génexpresszios program indukaldsahoz vezet, mint példaul a HBEGF,
metasztazis kialakulasat a STAT jelatviteli itvonalon keresztiil [36]. A sztromalis fibroblasztok
jelentdsen eldsegitik a CRC sejtekben az agressziv Ossejt fenotipus kialakulasat példaul
hepatocita novekedési faktor (HGF) termelése altal, mely a Wnt Gtvonal aktivitasat fokozza a

tumorsejtekben [53].

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 6sszehasonlit6 egyik publikaci6 azonban csak minimalis kiilonbséget talalt a PTF-CAF
parok kozott. Ebben a vizsgélatban az aSMA, amelyet altaldban az aktivalt fibroblasztok
markereként tartanak szdmon, a PTF-ekben is jelen volt [54]. Erdekes modon a CAF-ok
jelent6sen hozzajarulnak a CRC intra-tumoralis sejtes heterogenitasanak kialakulasahoz [53,

55], mely soran a tumorsejtek egy csoportja példaul dssejt aktivitast vesz fel.

2.8 A PDAC {6 jellemzoi

A pancreas duktalis adenokarcinoma (PDAC) az egyik legveszélyesebb tumortipus, 5 éves
talélési aranya kevesebb, mint 8%, mely —az intenziv kutatasok ellenére- nem javult 1ényegesen
az elmult két évtizedben. Magyarorszagon a rakos halalozashoz vezetd tumortipusok kozott az
otodik helyen all. Kialakuldsdban a jelentds rizikofaktorok kozé tartozik a dohanyzés, az
elhizas, a Helicobacter pylori fertézés, valamint a kronikus hasnyalmirigy-gyulladasban (CP)
szenvedd betegek is jelentdsen emelkedett PDAC rizikdval szamolhatnak. Bar 0j, igéretes
célpontokat fedeztek fel [56], a korai diagnosztizalas és a kezelés hatékonysaga csak lassan
javul, és a PDAC megbizhaté biomarkereinek azonositasa tovabbra is megoldand6 feladat. A
PDAC daganatok tobb, mint 80%-a jellemzé mutaciokat hordoz a KRAS-ban, amely
kulcsfontossagt fehérjét kodol az EGF jelatviteli utvonalaban, és/vagy a TP53 génben, amely
kozponti szerepet jatszik a DNS karosodasra adott valaszban. A mas génekben eléfordulo

nagyszamu driver mutdcié azonban nagy intra- ¢és intertumoralis genetikai heterogenitashoz
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vezet [57]. Az eltér6 sejtfelszini CD44, CD133 vagy CD9 expresszios szintekkel rendelkezd
PDAC sejtpopulaciok jellemzéit mér leirtak [58-60]. A CD9"9" sejtekbdl szarmazé daganatok
példaul vegyes szOvettani képet mutattak, amely egyarant tartalmazott duktéalis (CK19+) és
agressziv, orso alaku (CK19-), mezenchimalis (szarkomatoid) tumorsejteket. Ezzel szemben a
CD9'" sejtek kizarolag CK19+ kuboidalis hamsejteket alkottak [58]. Egy nemrég publikalt
tanulmany pedig a BMP gatlo gremlin-1 kozponti szerepére hivja fel a figyelmet a PDAC sejtes
heterogenitasanak fennmaradasaban. A BMP aktivitas allando gatlasa elengedhetetlen az
epitelialis PDAC sejtek fennmaradasahoz, és a gremlin-1 inaktivalasa egér PDAC modellben

az epitelialis sejtek kozvetlen atalakulasat eredményezte mezenchimalis PDAC sejtekké [61].

A PDAC egy tovabbi fontos jellemzdje a fibroblasztok felhalmozodasa a sztromaban. Ezek a
CAF-ok nagy heterogenitast mutatnak, és ellentmondasos adatokat publikéltak arr6l, hogy
gatoljak vagy indukaljak a tumorigenezist. A nemrég megjelent tanulmanyok két kiilonb6zo
CAF populacidt azonositottak PDAC-ban: mig a miofibrotikus myCAF-ok els6sorban ECM
komponenseket termelnek, az ILlo altal indukalt iCAF-ok gyulladdsos tulajdonsaggal

rendelkeznek, és citokineket szecernalnak nagy mennyiségben [62, 63].

A kozelmultban egy PDAC betegekbdl szarmazo organoid konyvtaron végzett hatéanyagsziirés
nem talalt olyan vegyiileteket, amelyek minden organoid vonalon hatékonyak lettek volna, ami
arra utal, hogy nincs 4ltalanos kezelési lehetdség, és minden betegnek egyedi
gyogyszerkombinaciora lehet sziiksége [64]. Egy masik PDAC organoid konyvtar bizonyitotta,
hogy mig egyes PDAC organoidok teljesen kiilsd (példaul sztromalis fibroblaszt eredetii) Wnt
fehérjéktol figgenek, masok Wnt-t termelnek maguknak (Wnt+ organoidok). Bar a Wnt
utvonal mutacidi ritkdk PDAC-ben, ez egyértelmiien jelzi a Wnt jelatvitel fontos szerepét a
tumorsejtekben. Ugyanezen konyvtar itmutatast adott arra is, hogy a PDAC organoidokat
milyen stratégiat kovetve lehet szelektalni a kiinduldsi szdvetben jelen 1évé normalis
hasnyalmirigy sejtek altal képzett organoidoktél [65]. Igy ezek az eredmények ravilagitanak a
Wnt Gtvonal kdzponti szerepére a sejtes heterogenitas kialakulasdban nem csak CRC-ben és a

normal bélhamban, hanem a PDAC-ben is.
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3. Célkitiizések
A heterogén CRC és PDAC patomechanizmusanak jobb megértése olyan beavatkozasi pontok
felismeréséhez vezethet, melyek 0j diagnosztikai, vagy terapias lehetdségek kifejlesztését

segithetik. Kisérleteink sordn ezért az alabbi célokat tliztiik ki:

e A PROXI1 transzkripcios faktor specifikusan a Wnt atvonal hiperaktivaldsanak hatasara
kapcsolodik be, a normal bélhamban csak ritka sejtekben van jelen és nem ismert
bélhamhoz kotott funkcidja. A Prox1-nek Apc mutacioval rendelkezé egerekben vald
kititése gatolta az adendoma novekedését és a diszplazia kialakulasat [66], igy ez a
molekula, vagy valamelyik célgénje érdekes beavatkozasi pont lehet. Vizsgalatainkban
a PROX1 altal indukalt CRC progresszidé mechanizmusanak feltérképezését tiztiik ki
célul Apc mutacion alapuldo modellekben, a CRC 0Ossejtekre fokuszalva. Emellett egy
olyan CRC rendszert is meg kivantuk vizsgalni, amelyben a Wnt titvonal nem az Apc
mutacio kovetkeztében aktivalodik, amely az Apc mutaciot nem hordozo bizonyos CRC
eseteket modellezheti.

e (élunk volt a TGFP altal az intesztinalis korai adenomakban kivaltott apoptdzis
mechanizmusanak felderitése, valamint a driver mutaciok hatasanak vizsgalata a TGFf-
val szembeni rezisztenciara.

e Az EV-k diagnosztikai felhasznaldsdhoz fontos felderiteni az EV-k kibocsatasat és a
cargo-jukat befolyasol6 tényezdket. Igy célul tiiztiik ki annak meghatarozasat, hogy az
EV-k felszabadulasat a CRC és a PDAC progressziojaban fontos mely faktorok
befolyasoljak.

e Kivancsiak voltunk tovabba arra, hogy a CRC-ben az intratumoralis sejtes heterogenitas
befolyéasolja-e az EV kibocsatast és az EV cargo-t. Eltér6 EV szekrécios intenzitassal és
miRNS cargo-val rendelkez6 tumorsejt populaciokat kivantunk azonositani.

e Szintén fel kivantuk deriteni az EV-k szerepét a normal intesztinalis éssejt niche-ben és
a CRC progresszidja soran.

o Célul tiztik ki az EV-k felvételét befolyasold sejtes heterogenitas meghatarozasat
CRC-ben, valamint a jelenség funkcionalis jelentdségének feltardsat. Az eltéré EV
felvételi képességgel rendelkezd CRC sejtek jelenléte alapvetd fontossagu tényezd lehet
az EV-n alapul6 célz¢ stratégiak kidolgozasakor.

e Az EV kibocsatas és cargo hasnyalmirigyben és PDAC-ben vald jellemzésére
organoidokbodl és betegek vérmintaibol szarmazé EV-k miRNS cargo-jat kivantuk

Osszehasonlitani, valamint PDAC-re specifikus EV miRNS-t azonositani.
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4. Anyag és modszerek
A felhasznalt modszerek részletesebb ismertetése a kozleményekben talalhato, terjedelmi
okokbol az alabbiakban egy rovid Osszefoglalas olvashatdo azon felhasznalt legfontosabb

modszerekrdl, melyek fontosak a dolgozat tovabbi megértéséhez.

Intesztindlis és pancreas duktalis organoidok eléallitasa

Az illetékes hatosag (Allatkisérletek Nemzeti Hatosaga, Dél-Finnorszagi Regionalis Iroda)
engedélyével hasznaltuk az alabbi egértorzseket: Apct™Mo%; villin-CreER (VApc), Apcloxfox,
Prox1Mo¥fox [67]: villin-CreER (VApCP), CKIafo¥ox, p53floxtlox. yjllin-CreER (VCKI) [68],
Prox1Mo¥lox- villinCreER, Apc®/lox: | gr5-EGFP-IRES-CreER (LApc) [19] és Apcflovfiox:
Prox1fo¥flox: | gr5-EGFP-IRES-CreER  (LApcP). A Pest Megyei Kormaényhivatal
(Magyarorszag), mint allategészségiigyi hatésag jovahagyta a C57Bl1/6J (Jackson Laboratory,
000664) és az UBI-GFP (Jackson Laboratory, 004353) egerekkel végzett kisérleteket. Normal
intesztinalis kriptakat korabban publikalt modszerek szerint izolaltunk [17, 20]. Koriilbeliil 500
kriptat agyaztunk be novekedési faktor csokkentett, fenolvorés mentes Matrigelbe (Corning),
majd 100 ng/ml noggint (Peprotech), 50 ng/ml EGF-et (Peprotech) és 500 ng/ml egér R-
Spondinl-et (BioTechne) tartalmazé médiumban tenyésztettiik. Egyes kisérletekben az Apc
mutaciot hordozo organoidokat R-Spondinl hianyaban szelektaltuk 5-6 napig. A hasnyalmirigy
ductus-okat C57Bl/6J egerekbdl (Jackson Laboratory, 000664) izolaltuk mikroszkop alatt, és
Matrigel-be agyaztuk. Ezutan gasztrin (10 nM), 1,25 mM N-acetil-cisztein, egér R-Spondinl
(500 ng/ml, Bio-Techne), noggin (100 ng/ml, Peprotech), nikotinamid (10 mM, Sigma), FGF-
10 (100 ng/ml, Peprotech) ¢s EGF (50 ng/ml, Peprotech) jelenlétében tenyésztettiik.

In vivo kisérletek

A VApc, LApc és LApcP egereket intraperitonedlisan két egymast kdvetd napon tamoxifennel
(2 mg/200ul napraforgodolaj, Sigma) injektaltuk 7-8 hetes korukban. A sejtsorskdvetési
kisérletekhez (lineage tracing) a Prox1-CreER [69]; Rosa26-tdTomato®/Stor/flox (3ackson
Laboratories, 007914); ApcM™* ¢s a Prox1-CreER; Rosa26-tdTomatoo/Stor/flox egereket

egyetlen tamoxifen injekcioval kezeltiik, majd a beleket kiilonb6z6 idépontokban elemeztiik.

Human organoid kulturak

A kisérletek az Egészségligyi Tudoméanyos Tanacs Tudomdnyos Kutatasetikai Bizottsaga
jovahagyasaval (TUKEB 51323-4/2015/EKU) és a betegek irasos beleegyezésével torténtek. A
CRC betegek szovetmintait korabban publikalt modszerek szerint dolgoztuk fel [17, 20, 70].
Az izolalt szovetdarabokat Matrigel-be agyaztuk, és advanced DMEM/F12 médiumban
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tenyésztettilk, melyhez N2 és B27-kiegészitoket, 10 mM HEPES-t, 1 mM N-acetil-ciszteint,
glutamint, penicillint/streptomicint, 500 nM A83-01-et (TGFpB receptor gatlo), 10 uM
SB202190-monohidrokloridot (p38 gatlo) és 50 ng/ml EGF-et is adtunk. PDAC betegek
esetében a szovetdarabokat kollagén/diszpaz emésztés utan 10 nM gasztrin, | mM N-acetil-
cisztein, 500 nM A83-01, 100 ng/ml egér Wnt3a és 500 ng/ml human R -Spondin1 jelenlétében

tenyésztettiik.

Transzdukcio lentivirussal

A human ShANXAL (shl), human ANXAl-et kodold lentivirus konstrukciot, a kontroll
expresszios vektort és a PROX1 csendesit konstrukciot (sh1) mar korabban publikaltak [66,
71]. Az egér shAnxal (TRCN0000109728 és TRCN0000109729), human shPROX1 (sh2)
(TRCNO0000016252), shANXALl (sh2) (TRCNO0000056099), shFlna (TRCNO0000239210),
ShFLNA (TRCN0000062528 és TRCN0000062529) és a kontroll konstrukciok (SH002) a
TRCI1 konyvtarbol (Sigma) szarmaztak. A transzdukcioval sikeresen modositott sejteket 5

pg/ml blaszticidinnel (Invitrogen) vagy 5 pg/ml puromicinnel (Sigma) szelektaltuk.

Human EV-k kimutatdsa anti-CD63 vagy anti-CD81 ellenanyaggal bevont gyongydkkel

A sejt- vagy organoid tenyészetek feliiluszoit 6sszegytjtottiik, és 300 g-vel 5 percig, majd 2000
g-vel 20 percig végzett centrifugalds utan az EV-ket antitesttel bevont gyongyokhoz kotottiik,
¢s a gyongyokhoz kapcsolt EV-ket 20 percig ellenanyaggal jeloltiik. Ezutan 10 000 gyongyot
FACSCalibur (BD) vagy Cytoflex (Becton) aramléasi citométerrel mértiink le. Minden
kisérletben a sejteket Biirker kamraval megszamoltuk, és az eredményt a sejtszdmra

normalizaltuk.

Az EV-k kimutatasa aramlasi citometriaval

Az aramlasi citometrias EV detektalast a [72] szerint végeztiik kisebb modositasokkal. A
sejteket €és a sejtfragmentumokat sorozatos centrifugaldssal (300 g 5 perc, 2000 g 20 perc)
eltavolitottuk a feliiliszobol. 50 pl feliiliszot FITC Annexin V-tel (Sony) 30 percig jeldltiink,
majd 200 pl annexink6t6 puffert (BD Biosciences) adtunk hozza. Az EV-ket 90 masodpercig
mértiik FACS Calibur-on, majd a mintakat 0,1% Triton X-100 kezelés utan ismét elemeztiik,
mely az EV-ket lizalta. Az abszolut EV szamot a mintakhoz adott szamlalo gyongyok (Count

Check Microbeads, Sysmex Partec GmbH) segitségével szamitottuk ki.

Aramlési citometria és sejtszortolds
Az organoidokat eltavolitottuk a 3D matrixbol, erdteljes pipettazassal mechanikusan széttortiik,

majd TrypLE-vel (Thermo Fisher) emésztettiik, amig egysejtes szuszpenziot kaptunk (5-10
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perc). Jelolés utan 10 000 eseményt mértiink FACSCalibur citométerrel (Beckton Dickinson),
vagy a sejt alpopulaciokat fluoreszcens sejtszorterrel (Sony SH800S) valasztottuk szét. A
sejteket ezutan Matrigel cseppekbe agyaztunk. Ugyanazt a sejtszamot hasznaltuk a kisérleti

csoportok kozott ugyanabban a kisérletben.

Az EV-k izoldlalasa funkciondlis tesztekhez

A sejt- vagy organoid tenyészetek feliiliszoit 300 g-vel 5 percig és 2000 g-vel 20 percig
centrifugaltuk a sejtek és sejttormelékek eltavolitasa céljabol. A nagy/kozepes EV frakciot
ezutan a feliilusz6 12500 g 20 perces fugalasa utan nyertiik. A kis EV-ket (SEV)
ultracentrifugélassal (UC) izolaltuk 100 000 g-vel 70 percig 4 °C-on. Az sszes EV frakciot
PBS-sel mostuk, ¢és felhasznalés eldtt még egyszer centrifugaltuk vagy ultracentrifugaltuk. A
mMiRNS-ek kimutatasahoz az EV-ket UC-vel vagy anti-CD63 és anti-CD81-bevonatt gyongyok
hozzaadasaval szeparaltuk, majd Qiazol Lysis Reagent-ben (Qiagen) lizaltuk. Alternativ
megoldasként az EV eredetli teljes RNS-t ExXoRNEasy Serum/Plasma Starter Kit-tel (Qiagen)

vontuk ki 2 ml feliiluszobdl a gyarto utasitasai szerint.

Whole-mount immunfestés

Az organoidokat 4 vagy 8-lyuka kamras targylemezeken (BD Biosciences) tenyésztettiik, majd
4% paraformaldehidben (PFA) fixaltuk, PBS + 4% NaCl-dal mostuk és blokkol6 pufferben (5%
FBS, 0,2% marha szérum albumin (BSA), 0,3% Triton X-100) 30 percig blokkoltuk és
permeabilizaltuk. Az elsddleges és masodlagos antitestek alkalmazasa utan az organoidokat
DAPI-t (Thermo Fisher) tartalmazo6 rogzité (mounting) médiumba helyeztiik, és konfokalis

mikroszkoppal vizsgaltuk (Zeiss vagy Leica).

RNS izoldlas és RNS mérések

RNS izolalashoz az RNEasy Micro Kit-et (nagyobb RNS-ek), illetve a miRNeasy Micro Kit-et
(teljes RNS, a miRNS-sel egyiitt) hasznaltuk a gyartd utasitasainak megfeleléen (Qiagen).
Egyes kisérletekben az EV eredetii miRNS-eket az ExoRNEasy Serum/Plasma Starter Kit
(Qiagen) segitségével izolaltuk. A miRNS mérésekhez teljes RNS-t (beleértve a kis RNS-t is)
irtunk vissza TagMan Advanced miRNA cDNS Synthesis Kit-tel (Thermo Fisher) a gyarto
leirdsa szerint. A PCR reakciokat ezutan TagMan Fast Advanced Master Mix és TagMan
Advanced miRNA Assay-k (Thermo Fisher) segitségével végeztiik.

Az mRNS méréshez 0,5 pg teljes RNS-t irtunk vissza SensiFAST™ cDNS Synthesis Kit-tel
(Bioline). A kvantitativ PCR reakciokat a SensiFAST™ SYBR® Hi-ROX Kit (Bioline)
segitségével hajtottuk végre ABI 7900HT Fast valds idejii PCR késziiléken SYBRGreen
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madszerrel. Az eredményt a kovetkezd képlet segitségével szdmitottuk ki: relativ expresszios

szint = 2—2C ahol ACt = Ct(vizsgalt gén) — Ct(haztartasi gén).

TagMan low density miRNS array

A kondicionalt médiumot 300 g-vel 5 percig, 2000 g-vel 20 percig, majd 12 500 g-vel 20 percig
centrifugaltuk, és az EV koncentraciot NTA-val (1d. alabb) hataroztuk meg. Az adott EV szamot
tartalmazo, egyforma térfogati mintakbol az EV-ket anti-CD63-mal és anti-CD81-gyel bevont
gyongyokkel izolaltuk éjszakan at, majd az EV-ket Qiazolban lizaltuk (Qiagen). A kis RNS-
eket is tartalmazo teljes RNS-t a miRNeasy Micro Kit-tel (Qiagen, Hilden, Németorszag)
izolaltuk a gyartd utasitasai szerint. Megaplex RT primerekkel 2 pL teljes RNS-t irtunk vissza,
a mintdkat Megaplex PreAmp Primerekkel amplifikaltuk, majd TagMan Array Human
MicroRNA A Cards v2.0 kartyat (Thermo Fisher) hasznaltunk a gyartd eldirdsai szerint. A
kartyakat ABI 7900HT miiszerrel mértiik le. Negativ kontrollként sejtmentes tenyészetekbdl

izolalt mintakat alkalmaztunk.

Nanorészecske kéveto elemzés (Nanoparticle tracking analysis, NTA)
elemeztiik. Minden mérésnél 11 cellapozicidt pasztaztunk standard kamerabeallitasokkal 80-as

érzékenységgel. A videdkat a ZetaView Analyze szoftver 8.05.10 segitségével elemeztiik.

Simple Western (WES) analizis

Az EV-ket UC-vel 100 000 g-vel 70 percig 4 °C-on izolaltuk, majd az tiledéket PBS-sel mostuk,
ismét ultracentrifugaltuk, lizaltuk, a fehérjekoncentraciot a Micro BCA Protein Assay Kit-tel
(Thermo Fisher Scientific) mértiik meg. A lizdtumbdl 3 pl-t (mely 1,5 pg fehérjét tartalmazott)
vittiink fel kapillaris alap Simple Western-analizis WES-re (ProteinSimple). Kontrollként 3 pl

ultracentrifugalt szérummentes taptalajbol készitett lizatumot hasznaltunk.

Statisztikai elemzés

Parositott vagy parositatlan t-tesztet, Mann—Whitney U-tesztet, egyutas ANOVA-t és Tukey
post hoc tesztet vagy Kruskal-Wallis tesztet Dunn post hoc teszttel alkalmaztunk *p <0,05,
*%p <0,01 és ***p<0,005 értékekkel. Az értékeléshez Microsoft Excel, SPSS 25-6s verziot és
Sigma Plot szoftvereket hasznaltunk. Az atlag és az SD értékek n=3-5 biologiai ismétléssel
vannak feltiintetve, ha az abrafelirat mast nem jelez. A boxplotok a minimumot, az els6

kvartilist, a medidnt, a harmadik kvartilist és a maximumot mutatjak.
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5. Eredmények és megbeszélésiik
Az egyes fejezetek utani romai szamok a felhasznalt sajat publikéaciok jelzései a disszertacio
végén megtalalhato listaban. A dolgozat konnyebb érthetdsége érdekében az eredményeket az

ismertetésiik utan, fejezetenként beszEljiik meg.

5.1 A Prox1 szabalyozza a CRC tumor-ossejtpopulacio méretét és elosegiti a
daganat progressziéjat CRC-ben (I, 11, 11, 1V)

Az Lgr5+ sejtek képesek adendma kialakulasat elinditani az Apc gén mutacidja esetén [28].
Emellett a bélhamsejt-progenitorok Gssejtszert fenotipust vehetnek fel gyulladasos folyamatok
soran aktivalodé molekulak hatésara, és ezaltal gyulladasos koriilmények kozott CRC
kialakulasahoz is hozzajarulhatnak [29]. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az Ossejtszerii

fenotipus 1étrejotte kritikus a CRC tumorigenezisben.

Korabbi adatok alapjan az Apc delécio utani megemelkedett Wnt aktivitas a homeobox Prox1
transzkripcios faktor expresszidjat indukalja az adenoma sejtekben. Amikor a Prox1-et Apc
mutacioval rendelkez6 egerekben kititotték, az adendma novekedése és a diszplazia kialakulasa
gatlodott a tumorokban [66]. Minthogy a szabalyozatlanul aktivalt Wnt utvonal kdzponti
jelentdségli a CRC esetek tobbségében, ¢s a PROX1 ennek az utvonalnak egy olyan célgénje,
mely az intesztinalis tumorokban fejezédik ki, igy vizsgalatainkban arra voltunk kivancsiak
genetikailag modositott egértérzsek és az organoid technoldgia felhasznalasaval, hogy a

PROX1 milyen modon fejti ki a tumorprogresszidban betdltott szerepét.

Az Apc gén delécidja Proxl1 expressziot indukal az Lgr5+ sejtekben

A Proxl-et expresszald sejteknek az intesztinalis adenomak patogenezisében betdltott
szerepének vizsgalatara Apcio¥fo%; villin-CreER (VApc) egerekben az Apc gén deléciojat
egyetlen tamoxifen injekcidval indukaltuk a teljes bélhamban (VApcA/A). Varakozasainknak
megfelelden a vad tipust (WT) vékonybélben a kriptak aljat jel6lé Paneth sejtek a legtobb Apc
deléciot hordozo kriptaban a bél lumene felé mozdultak el, és az aktiv Wnt jelatviteli titvonallal
jellemezhetd, EphB2 pozitiv sejtpopulaciéo mérete megndtt 6 nappal a tamoxifen injekcio utan
(4A-B. abra) [73]. A legtobb kripta szétszort Prox1+ sejtcsoportot tartalmazott, amelyek
lizozim-pozitiv Paneth-sejtekkel keveredtek (5A. ébra). A ciklinD1 jelzi a proliferald
sejtpopulaciot, beleértve a progenitor sejteket is a WT bélben [74]. A korabban publikalt
eredményekkel dsszhangban a ciklinD1-pozitiv sejtpopulacié mérete megndtt az Apc deléciot

kovetden [75] (4A-B. abra). A CyclinD1"" sejtek gyakran a Proxl+ sejtekhez kozel

helyezkedtek el, azonban a Prox1+ sejtekre nem volt jellemzé a ciklinD1 magas szintje sem
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VApcA/A egerekben, sem ApcM™* egerek daganataiban (4C-D. abra), sem pedig CRC
betegekben (4E. abra). Az in vivo kisérletekhez hasonloan, amikor VApc egerekbdl izolaltunk
intesztinalis organoidokat és 3D Matrigel tenyészetben a tamoxifen aktiv formajaval, 4-hidroxi-
nappal a 4-OH-Tam kezelés utan Prox1+ sejtcsoportok jelentek meg (4F. abra). Késébbi

idépontokban a Prox1 expresszid izolalt sejtcsoportokban maradt fenn (4G. abra).

>

Prox1 Lizozim EphB2 EphB2 Ciklin D1

VApC (WT)

VApcA/A

B ApcV VApCA/A ApcV VApca/A  C  Apcv ~ VApcA/A
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107 5% 0.5% - 88.8% 85%  1964% 16%%32.7% 580% 197.8% | 06% 471.9% 16,0%
Prox1 EphB2 Prox1
D VApCA/A Apcmin/+ E hCRC

Prox1 Ciklin D1

-

Prox1 Lizozim
Prox1

4. abra. A Prox1+ tumorsejtekre nem jellemzé a ciklinD1"o" fenotipus. (A) Immunfestés Proxl1,
lizozim, EphB2 és ciklinD1-re VApc (WT) és VApcA/A egerek mintaiban 6 nappal a tamoxifen injekcio
utan. A nyilhegyek az EphB2+ és ciklinD1"9" sejteket jeldlik a VApcA/A mintdkban. (B-C) A VApcA/A
egerekbdl izolalt intesztinalis epitél sejtjek aramlasi citometrias elemzése 6 nappal a tamoxifen injekcid
utan. (D) VApcA/A és Apc™"* egerek bélmetszeteinek Prox1 és ciklinD1 immunfestése. A ciklinD1 jel
intenzitasat ugy allitottuk be, hogy csak a ciklinD1"" jelenjen meg. (E) A PROXI és a CIKLIN D1
expresszioja human CRC mintaban. (F-G) VApcA/A organoidok Prox1 és lizozim (F) vagy Prox1 (QG)
immunfestése kiilonb6z6 idépontokban 4-OH-Tam hozzaadasa utan. A Paneth-sejtek a kriptakban
talalhatok. Méretarany: 100 um (A, D), 50 um (E) vagy 25 um (F-G).
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Egy korabbi tanulmany arrél szamolt be, hogy a PROX1 a Wnt"9" CRC §ssejtre jellemzd
génexpresszios mintazat része [76]. Azt talaltuk, hogy a Prox1 a széles korben hasznalt egér
intesztinalis adenéma modellként hasznalt Apc™™* egerek legkorabbi szovettani

elvaltozasaiban, az aberrans kripta gocokban is expresszalodott (5A. abra). A Prox1-nek az

adendémak Lgr5+ intesztinalis ssejtjeiben vald expresszidjanak bizonyitasahoz az Apcflovfiox;

Lgr5-EGFP-IRES-CreER (LApcC) egerek dssejtjeiben Apc deléciot indukaltunk (LApcA/A). A
LApc ¢és az Lgr5-EGFP-IRES-CreER egérbelek zold EGFP jelet mutatnak a kriptdk aljan
talalhato Lgr5+ &ssejtekben [19]. A ciklinD1"9" sejtek tobbnyire az Lgr5'°% és Lgr5—
sejtpopulacion beliil dusultak fel a bél adendmakban az Apc deléciot kdvetden, mely megerdsiti,
hogy a ciklinD1"9" sejtek nem az dssejtpopulacioban halmozodnak fel (5B. abra). A Prox|
kifejez0dott néhany Paneth sejtben is a vékonybélhamban, a Prox1+ sejtek pedig a normal
bélben gyakran az Lgr5+ sejtek kozelében helyezkedtek el (5C. 4bra). Ot nappal a tamoxifen
injekcid utdn azonban a fejlédé adendmak Lgr5+ sejtjeiben is megfigyeltik a Proxl
expressziojat (5C. abra). Osszességében tehat elmondhatjuk, hogy a Prox1 a tumorigenezis
korai 1épései soran az adenoma sejtekben indukalodik mind in vivo, mind ex vivo, beleértve az
Lgr5+ ossejteket is. Ugyanakkor a Prox1 jelenléte nem volt jellemz6 a ciklinD1M9" sejtekre,

melyek differencialtabb vagy intesztinalis progenitorszert sejteket képviselhetnek.

A Apcmin/+ LApc LApcA/A 5. abra. Proxl expresszio
béladenémakban Apc delécié
utan. (A) Proxl expresszid egy
aberrans kripta gocban Apcmiv*
bélszovetben. (B) Lgr5-EGFP és
ciklinD1 fest6dés LApc egérbélben
tamoxifen (LApcA/A) hozzaadasa
elott (LApc) és 21 nappal utana. A
keretezett teriilet atfedést mutat az
Lgr5' sejtpopulacioval. (C) Az
0. nap 5. nap 21. nap Lgr5-EGFP és a Prox1 jel eloszlasa
az LApc egerek bélhamjaban
egyetlen tamoxifen injekcio beadasa
utan. Mig a 0. napon nem figyelhetd
meg atfedés a Prox1+ (nyilhegy) és
az Lgr5+ sejtek kozott, az 5. és 21.
napon atfedés jelenik meg.
Méretarany: 20 um-t (B) vagy 50
um-t (A és C).
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A Prox1+ sejtek egy alpopuldcioja éssejt aktivitdssal rendelkezik béladenéomakban

Annak vizsgalatara, hogy a Prox1+ sejteknek van-e¢ Gssejtaktivitasa béladenomakban, Prox1-
CreER [69]; Rosa26-tdTomatoflo¥/Stop/flox: AncMin* egereket allitottunk elé sejtsors kovetéshez
(lineage tracing). Ebben a modellben egyetlen tamoxifen injekcio aktivalta a Cre fehérjét, mely
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eredményeként a tdTomato piros fluoreszcens fehérje csak a Prox1l+ tumorsejtekben
expresszalodott a tamoxifen injekcid beadasa utan 1 nappal (6A. abra). Ez megerésiti, hogy a
Cre fehérje aktivalasa specifikus volt a Prox1-et expresszalo daganatsejtekre. Erdekes modon
azonban 28 nappal a tamoxifen injekcié utan azt tapasztaltuk, hogy a Prox1+ sejtekkel
szomszédos sejtek gyakran tdTomato+/Prox1— fenotipust mutattak, és ezek a sejtek idonként a
kehelysejtekre jellemz6 mucin2-t, vagy a Paneth sejtekre specifikus lizozimot tartalmaztak. Ez
arra utal, hogy a ProxI+ tumorsejtpopulacio differencialédott sejteket is 1étrehozhat
béladendmakban (6A-B. abra). Ugyanakkor a Prox1-CreER; Rosa26-tdTomatoflo¥/Stor/flox. 177]
egerekben csak szorvanyos Prox 1+ bélhamsejtek voltak pozitivak a piros fluoreszcens markerre
7 nappal a tamoxifen kezelés utan (6C. abra), és ezek a sejtek nem hoztak 1étre utodsejteket.
Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a normal béllel ellentétben, a Prox1+ sejtek egy alpopulacioja

Ossejt tulajdonsagokkal rendelkezik adenomaban.

C 7. nap

Prox1 tdTomato

6. abra. A Prox1+ sejtek tumor
Ossejt tulajdonsagokkal
rendelkeznek (sejtsors kovetés
(lineage tracing)
béladenomakban Apc delécio
utan). (A és B) Prox1-CreER;

Rosa26-tdTomatoo/stop/flox-
Apc™*  egerekbdl  szarmazo
adenomak  immunfestése a
jelzett fehérjékre egyetlen tamoxifen injekci6 wutan (lineage tracing). A nyilak a
tdTomato+/Prox1—/Mucin2+, ill. a tdTomato+/Prox1—/lizozim+ sejteket jelolik. (C) Prox1 és tdTomato
jel Prox1-CreER; Rosa26-tdTomato®/SPox egerekben 7 nappal a tamoxifen injekcid utan. A nyilak a
ritkan el6forduld Prox 1+ sejteket jelzik a normal bélhamban. Méretarany: 20 um-t.

A Proxl delécioja az Lgr5+ dssejtek elvesztéséhez vezet béladenomdaban
Annak elemzésére, hogy a Proxl-nek mi a funkcidja az adendma &ssejtekben, ApcMox/fiox;

Prox1Mo¥flox | gr5-EGFP-IRES-CreER (LApcP) egerek Lgr5+ sejtjeiben kiiitottiik az Apc-t és
a Prox1-et (LApcPA/A). Erdekes modon az adenomék tobbsége tartalmazott néhany Prox1+

adenomék azonban kevesebb Lgr5+ sejtet tartalmaztak a tamoxifennel kezelt LApcP
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(LApcPA/A) egérbelekben, mint az LApcA/A kontrollokban (7B. ébra). Az 8ssejtek szama
tovabba még alacsonyabb volt a Prox1-negativ kriptaszer(i struktirakban, amelyek mind a
vékony-, mind a vastagbélben diszlokalt Lgr5+ sejteket tartalmaztak. Ez azt jelzi, hogy a sikeres

Prox1 delécid gatolja az Lgr5+ sejtpopulacié méretének novekedését adenomakban (7B abra).
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7. abra. A Prox1 delécioja az LgrS+ adenéma sejtekben gatolja az dssejtpopuliaciéo expanzidjat.
(A) Az Lgr5-EGFP ¢és a Prox1 jele kezeletlen LApc és LApcPA/A bélben 21 nappal tamoxifen utan. A
nyilhegy egy Prox1— kriptat jelol, amelyben az Apc inaktivacidja utan jellemz6 fenotipus, az Lgr5+
sejtek diszlokacidja figyelheté meg. A csillagok Prox 1+ kriptakat jelolnek. (B) Az Lgr5+ sejtek szama
a vékonybélben vagy vastagbélben 1év6 kiilonbozé tipusu kriptakra vonatkoztatva (Kruskal-Wallis
teszt). (C) Lgr5-EGFP és Prox1 jel az LApcA/A és LApcPA/A organoidokban. (D és E) Eletképes
LApcA/A és LApcPA/A organoidok (D, nyilhegyek) és ezek mennyiségi meghatarozasa (E). (F) Prox1
RNS szint az organoidokban. A (C)—(F) esetében a mintakat 8 nappal a 4-OH-Tam hozzaadasa és 6
nappal a ndvekedési faktorok elvonasa utan elemeztiik. A méretaranyok 20 um-t (C) vagy 100 pm-t (A
és D) jelolnek.

A hipotézisiink tovabbi teszteléséhez LApcA/A és LApcPA/A organoidokat hasznéltunk. A
Whnt-agonista R-Spondinl sziikséges a WT (LApc vagy LApcP) bélorganoidok taléléséhez és
novekedéséhez [16]. R-Spondinl nélkiil csak az Apc delécidval és ezaltal allandoan aktiv Wnt

utvonallal rendelkezd organoidok maradnak életben. 4-OH-Tam hozzéadéasa utan 8 nappal az
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LApcA/A organoidok Prox1+ sejtjei Lgr5-EGFP pozitivak voltak és zold fluoreszcenciat
mutattak, ha a tenyészeteket R-Spondin nékiil szelektaltuk (7C. abra). Az Lgr5+ sejtekben az
Apc ¢és a Prox1 egyidejii delécidja utan 8 nappal azonban az életképes organoidok Szama
jelentésen csokkent (7D—7F. abra). Az életképes organoidok ebben az idépontban tartalmaztak
néhany Prox1+ sejtet (7C. abra), ami arra utal, hogy a Prox1 delécié nem volt teljes. Mivel in
Vivo vizsgalatainkban a Prox 1 nem expresszalodott az Lgr5+ ssejtekben az Apc delécidja el6tt,
hanem csak az Apc kiiitése utan, igy eredményeink azt mutatjak, hogy a Prox1 expresszid
elvesztése nem a tumorképzés gyakorisagat befolyasolja, hanem gatolja az Lgr5+ adenoma

sejtpopulaciéo méretének novekedését.

A Prox1 és az dssejtszam kozotti kapcsolat tovabbi kozvetlen vizsgalata érdekében egy masik
ex vivo organoid rendszert is felhasznaltunk. Apct®/o: villin-CreER (VApc) és Apcflo¥fiox;
Prox171o4ox: villin-CreER (VApCP) egerekbél bélorganoid tenyészeteket készitettiink, ahol az
Apc és Prox1 a teljes bélhamban inaktivalhato, beleértve a progenitor sejteket is. A Prox1-nek
a Prox1f1o¥fox- yillin-CreER egerek teljes bélhamjaban valé kiiitése nem indukalt morfolégiai
valtozasokat az organoidokban (8A. abra). Mindazonaltal az Apc és a Proxl delécioja
(VApcPA/A) megnovelte a progenitorsejtekre jellemzé Noll és WdAr3 markerek relativ
expresszios szintjét [78], valamint a ciklinD1"9" sejtek relativ szamat azon organoidokhoz
képest, melyek csak Apc delécioval rendelkeztek (8B-D. abra). A tamoxifennel injektalt
VApcA/A egerekhez hasonléan a Prox1+ sejtek ciklinD1'®" fenotipust mutattak (8C. abra).
Emellett a Wnt célgének kozé tartozo, a bélham dssejtekre jellemz6 gének, mint az Lgr5, a
Tnfrsfl9 és az Ascl2 RNS-ének szintjében csokkenést mutattunk ki a Prox1 delécidjakor, mig
a c-Myc RNS nem valtozott (8D. abra és az adatok nem lathatok). A VApcA/A és VApcPA/A
tenyészetek microarray elemzése az intesztinalis Ossejtmarkerek csokkent szintjét és a
specifikus Wnt célgének expresszidjanak valtozasat jelezte a VApcPA/A organoidokban 7
nappal a 4-OH-Tam hozzaadasa utan (8E abra). Ezek az adatok arra utalnak, hogy a Prox1
delécio csokkenti az adendma Ossejtek szamat, ami az Apc delécio utan 7 nappal a progenitor
populécido méretének valtozasat eredményezi az organoidokban. A Prox1 deléciot hordozéd

organoidok emellett kisebb hatékonysaggal hoztak 1étre 0j organoidokat (8F. abra).
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8. abra. A Proxl delécié csokkent dssejtaktivitashoz vezet ex vivo egér organoidokban. (A)
Prox1™/Mox- yillin-CreER ill. VApc organoidokat 4-OH-Tam-mal kezeltiink 2 napig (VPA/A és
VApcA/A), majd R-Spondinl jelenlétében/hianyaban 6 napig tenyésztettiik (faziskontraszt képek). (B)
Az egér organoid kisérletek sematikus vazlata. (C) A VApcA/A és VApcPA/A organoidokbol szarmazo
metszetek Prox1 és ciklinD1 immunfestése 7 nappal a delécido utan és 5 nappal az R-Spondinl
médiumbol valéd eltavolitasa utan. (D) A progenitor markerek (Noll, ciklinD1 és Wdr3), az Gssejt
markerek (Lgr5 és Tnfisfl19) és a c-Myc RNS szintjei VApcA/A és VApcPA/A organoidokban RT-
gPCR-rel elemezve. (E) Microarray adatok génkészlet dusitasi analizise (GSEA). Az adatok VApcA/A
és VApcPA/A organoid tenyészetekbdl szarmaznak 7 nappal a 4-OH-Tam hozzaadasa utan. (F) A
VApcA/A és VApcPA/A organoidsejtek organoidképzési gyakorisaga. Méretarany: 100 um (A, C).

A PROXI géncsendesitése csokkenti az ossejtek szamat human CRC organoidokban

Annak modellezésére, hogy a PROX1 miként befolyasolja az &ssejtek ativitasat a CRC
progresszidjaban, a human SW1222 sejtvonalat valasztottuk. Ez a sejtvonal olyan dssejteket is
tartalmaz, amelyek 6nmegujitasra, valamint tobb iranyba vald differencialodasra is képesek
[79]. Az SW1222 sejtek 3D tenyészetekben un. mikrokolonidkat és megakoloniakat képeznek.
Mig a mikrokoloniaknak korlatozott a novekedési potencialja, és nem rendelkeznek lumennel,

addig a nagy, mirigyes szerkezetli megakoloniak kriptaszeri struktirakat hoznak Iétre, amelyek
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a kozponti lument koriilvevd polarizalt sejtekbdl allnak [79]. A lumenek kialakulasa
Ossejtfliggd tulajdonsdg, melyek daganatokban, valamint emberi és egér adendmakbol
szarmaz06 in vitro 3D tenyészetekben is jelen vannak [80]. Mivel az SW1222 sejtek heterogén
PROX1 és nuklearis B-KATENIN expresszios szinttel rendelkeznek (9A. abra), olyan
szubklénokat hoztunk létre, melyekben a PROX1+ sejtek aranya alacsony (PROX1'°") vagy
magas (PROX1M9) volt (9B. abra). Ezutan a PROX1 kifejezédését a PROX1MI" klénban két
kiilonb6z6, lentivirusba klonozott ShRNS-sel csendesitettiik (9C. abra és nem mutatott adatok).
Erdekes modon a PROX1-csendesitett SW1222-PROX1MI" sejtek kevesebb megakoloniat
képeztek (9D. abra), ami arra utal, hogy a PROX1 csendesitése fontos hatassal van a CRC 6ssejt
aktivitasra. Mindemellett a PROX1 csendesitése csokkentette a lumenek szamat az SW1222-
PROX1M" sejtekbdl szarmazd megakolonidkban (9E. abra). 3D tenyésztés utan az LGRS és
TNFRSF19 6ssejtmarkerek RNS szintjei csokkentek, mig mas WNT-célgének, példaul a MYC
expresszidjaban nem figyeltiink meg valtozast (9F. abra).
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9. abra. A Prox1 delécié csokkent dssejtaktivitishoz vezet ex vivo human organoidokban. (A)
PROX1 és - CATENIN immunfestés SW1222 sejtekbdl szarmazd organoidokban (14 nap). A nuklearis
B-CATENIN-t mutat6 sejtek PROX1M" fenotipussal jellemezhetdk. (B) A PROX1"" ¢s PROX1'W
SW1222 szubklonok PROX1 immunfestése. A szamok a PROXI+ sejtek aranyat jelzik a 2D
sejttenyészetekben (atlag+SD). (C) SW1222-PROX1M" sejtek PROX1 immunblot elemzése kontroll
(Scr) és shPROX1 (sh1) lentivirussal valé transzdukci6 utan. (D) 1000 SW1222-PROX1M9" sejtbél (Scr
kontroll, sh1 vagy sh2 PROX1 shRNS lentivirussal transzdukalt) szarmaz6 megakoloniak aranya. (E)
Az Scr kontroll vagy shPROX1 transzdukalt (shl, sh2) SW1222-PROX1"" sejtekbdl szarmazd
glanduldris kolonidkban a lumenek szdma a 14. napon. A lumeneket (csillaggal jeldlve) az aktint jel616
phalloidin festéssel detektaltuk, és konfokalis mikroszkopos képek optikai szeleteiben szadmoltuk meg.
(F) Az shPROX1-et expresszalo SW1222-PROX1"" sejtek altal képzett organoidokbol szarmazo RNS-
ek szintje a 14. napon. (G) A CRC-betegekbdl szarmazo Scr és shPROX1 lentivirus altal transzdukalt
human organoidok morfoldgiéja és relativ, lument tartalmazo6 organoidképzési gyakorisaga. A GFP jel
a lentivirus transzdukcié hatékonysagat mutatja. (H) A jelzett gének RNS szintje CRC beteg eredetii
organoidokban, Scr kontroll vagy shPROX1 lentivirussal valé transzdukci6é utdn. Mig az 1. minta a
G12D klinikailag relevans KRAS mutaciot hordozza, a 2. és 3. minta vad tipusa. (I és J) LGRS in situ

rrrrr

SW1222-PROX 1" kisnokban. Mértékarany: 50 pm-t (A, B, D, E, G és J).

A PROX1 némitasa CRC beteg eredetli organoidokban szintén csdkkentette az 0j lument
tartalmazo organoidok gyakorisagat (9G. abra) és az ShPROX1 organoidok kis, lumen nélkiili
kolonidkat alkottak (9G. abra). Az SW1222 sejtvonalhoz hasonléan a PROXI1 csendesitése
CRC beteg eredetii organoidokban az LGRS és TNFRSF19 RNS szintek jelentds csokkenését
eredményezte (9H. abra) KRAS mutacio jelenlétében is. Az LGRS in situ hibridizacié tovabba
azt mutatta, hogy a PROX1 csendesitése csokkentette a CRC 6ssejtek szamat (91-J. abra).
Eredményeink arra utalnak, hogy a PROX1 csendesitése csokkenti a CRC Gssejtek szamat

human CRC-ben is, mely fiiggetlen a KRAS mutaci6 jelenlététol.

A PROX1 delécioja csdkkent sejtosztodashoz vezet a daganatokban in vivo

Eredményeink jelentdségének in vivo tesztelésére SW1222-PROX1M9M ¢s PROX1 csendesitett
sejteket immunhianyos (NOD scid gamma, NSG) egerekbe {iltettiink szubkutan, és kovettiik a
daganat novekedését. Hasonldoan a Prox1 deléciot hordozo béladenémakhoz [66], a PROX1
csendesitett daganatok lassabban novekedtek, mint a kontroll ShRNS-sel (Scr) transzdukaltak
(10A. abra). Ellentétben a kontroll ShRNS transzdukalt daganatokkal, a PROX1 csendesitett
daganatok csak néhany mirigyes szerkezetii daganatfészket tartalmaztak (10B. abra). A PROX1
csendesitett SW1222 sejtekhez hasonldan a szubkutan betiltetett Prox1 deletalt egér VApcPA/A
organoidok lassabban novekedtek €s kevesebb mirigyes strukturat tartalmaztak, mint a
VApcA/A organoidok (10C-D. abra). A Prox1 delécio csokkentette az Lgr5 és Tnfrsf19 szintjét
a daganatokban, a Myc-et azonban nem valtoztatta meg, mely megerdsiti ex Vvivo

eredményeinket (10E. abra).
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10. abra. A PROXI1 a sejtosztodason Kkeresztiil szabalyozza az dssejtek szamat. (A) Scr kontroll
vagy shPROX1-transzdukalt SW1222-PROX1"9" sejtekbdl szarmazod szubkutan daganatok ndvekedési
gbrbéje immunhianyos NSG egerekben (n=10). (B) PROX1 és E-CADHERIN immunfestés és
tumormetszet hematoxilin-eozin (HE) festése 21 nappal az SW1222-PROX1"%" sejtek NSG egerekbe
torténd szubkutan injekcidja utan. A szaggatott vonal jelzi a daganat hatérat, a nyilak a degeneralodo
mirigyes strukturakra mutatnak, a csillag pedig a nekrotikus teriiletet jel6li. (C—E) A VApcA/A (fekete
o0szlopok) és VApcPA/A (piros oszlopok) tumortérfogata (C), immunfestése (D) és RNS elemzése (E)
az organoidok NSG egerekbe torténd szubkutan injekcidja utan 12 és 28 nappal. A csillagok a VApcA/A
daganatok bonyolultabb mirigyszerkezetét mutatjak a VApcPA/A-hoz képest. Mértékarany: 50 um-t (B)

¢s 100 um-t (D).

A PROXI inaktivalasa noveli az Annexin Al expressziojat tobb CRC modellben

Annak meghatarozasara, hogy mely gének felelések a PROX1-nek az adenoma/CRC &ssejtekre
gyakorolt hatasaért, korabbi microarray adatokbol sziirt géneket teszteltiink [66]. El6zetes
eredményeink alapjan a kalciumfiiggé foszfolipidko6td fehérjére, az Annexin Al-re (ANXAL)
koncentraltunk, amelyrél kimutattak, hogy gatolja az emlérak metasztazisat [81]. A PROX1
negativan szabalyozta az ANXA1 szintjét az SW480R-sh sejtekben (11A. abra). Ezek a sejtek
az SW480 CRC sejtvonalnak egy tumorigén, genetikailag modositott klonjat képviselik,
melyben doxiciklin hatasara shPROX1 expresszalodik, igy a PROX1 csendesitddik. Az Anxal
szintje megemelkedett VApc organoidok 4-OH-Tam-nel valo kezelése utan is, és még tovabb
novekedett, amikor a Prox1-et is csendesitettiik (11B-D. abra), mely adatok arra utalnak, hogy
a Prox1 gatolja az Anxal kifejezddését. Ezen kiviil a Prox1-negativ sejtek intenzivebb Anxal
immunfestddést mutattak, mint a Proxl+ sejtek Apc™™*  egerekbél szarmazé

tumormetszetekben (11E. abra).

Az Anxal és Prox1 egymast kolcsondsen kizarod festddési mintazatat figyeltiik meg humén
CRC mintakban is (11F. abra). Az Lgr5+ béldssejtek az LApc egerekben nagyon alacsony
szinten, vagy egyaltalan nem mutattak epitelidlis Anxal expressziot az Apc delécio elott (11G.

abra). Alacsony Anxal szintet tapasztaltunk a tamoxifen injekcio utan az Lgr5+ sejtekben, mig
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az Anxaldh sejtek Lgr5-re negativak voltak a létrejové adendmékban (11H. abra). Amikor a
Whnt Gtvonal célgénjeinek transzkripcidjat gatlo dominans negativ TCF4 konstrukciot juttattunk
az SW480 CRC sejtvonal PROX1-negativ szubklonjaba (SW480A) [66], az ANXAL
expresszio csokkenését figyeltiik meg (111. abra). Ezek az adatok arra utalnak, hogy az Anxal
csak minimalis szinten fejezddik ki a normal bélhamban. A Wnt Gtvonal Apc delécio utani

aktivalasa noveli az Anxal expressziot, amelyet a Prox 1 indukcidja a tumorsejtekben csdkkent.
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11. abra. Az Apc delécio és a Prox1 csendesités hatasa az Annexin A1l expressziéra. (A) PROXI ¢és
ANXA1 immunfestés egy olyan SW480 CRC sejt szubklonban, melyben az shPROX1 expresszidja
doxiciklinnel indukalhaté. (B) VApcA/A és VApcPA/A organoidok immunfestése a jelzett fehérjékre.
(C) Az Anxal RNS szint RT-qPCR elemzése VApc (WT), VApcA/A és VApcPA/A organoidokban 4-
OH-Tam hozzaadasa utan. (D) Prox1 és Anxal fehérjeszint VApcA/A és VApcPA/A organoidokban 4-
OH-Tam hozzdad4sa utan. A Hsc70 haztartasi kontrollként szolgalt. (E) Proxl és Anxal Apc™"*
tumorbdl szarmazé metszetben. (F) Immunperoxidazos festés egy CRC beteg daganatabdl szarmazo
metszeteken. (G-H) Lgr5-EGFP és Anxal jel LApc (WT) (G) és LApcA/A bélben (H) 21 nappal a
tamoxifen injekcié utdan. A csillagok a mezenchimalis szovetet jeldlik. A nyilhegyek az Anxal™o
teriileteket jelzik a bélhamban. (I) ANXAT1 expresszidja dominans negativ dnTCF4-FLAG-gel vagy egy
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kontrollkonstrukcioval (TIE1-FLAG) transzfektalt SW480 sejtekben. A nyilhegyek a transzfektalt
sejteket jelzik. Méretarany: 100 um (A, B, E, F, G, H, J) és 50 um (I).

Az ANXAL kifejezédésének gatlasa a PROXI hatdsait utanozza CRC-ben

Ezt kovetden annak a lehetdségét teszteltiik, hogy az ANXAL gatlas kozvetiti-e a PROX1
hatésait. Erdekes modon az Anxal kiiitése VApcA/A organoidokban megnovelte az Lgr5 és
Tnfrsf19 6ssejtmarker RNS szinteket anélkiil, hogy befolyasolta volna a Myc-et (12A. abra). Az
ANXAL csendesitése megnovekedett lumenképzodést (12B. abra), a TNFRSF19 és LGR5 RNS-
ek felszabalyozasat, valamint az LGRS5+ sejtek szdmanak novekedését eredményezte
ShANXA1-transzdukalt sejtekbdl szarmazo organoidokban (12C-D. abra). Ezzel szemben az
SW1222-PROX1M" sejtekben az ANXAI1 tulzott expresszidja csokkentette a megakoloniak
aranyat, az organoidokban a lumenek szamat, valamint az LGR5 és TNFRSF19 RNS szintjét a
kontrollhoz képest (12E-F. abrak).
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12. abra. Az ANXAI csendesitése megnovekedett ossejtaktivitashoz és daganatnovekedéshez vezet
intesztinalis adenémaban és CRC-ben. (A) Scr kontroll (fekete oszlopok) és shAnxal-transzdukalt
VApcA/A organoidok (zold szin) RNS elemzése. (B) A lumenek szdma az SW1222-PROX1"
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szubklonbol szarmazo organoidokban, amelyeket Scr kontrollt vagy shANXAL-et expresszalo
lentivirussal transzdukaltunk, fluoreszcens phalloidinnel festettiink (aktin kimutatas), és konfokalis
képek optikai metszetei alapjan elemeztiink. A fehér csillagok a lumeneket jelolik. (C-D) Az adott gének
RNS szintjei (C) és az LGRS5 in situ hibridizaci6 (D) (vords jel) eredménye SW1222-PROX1'" eredetti
organoidokban, 16 napos Matrigel tenyésztés utan. (E-F) A jelzett gének RNS szintje (RT-gPCR) Scr
kontroll transzdukalt vagy ANXA 1-et tilexpresszalo (fekete és kék oszlopok) SW1222-PROX 1M sejt
eredeti organoidokban 10 nap 3D tenyésztés utan (E), valamint a kolonidkban a lumenek szama (F).
(G) Novekedési gorbék (n=6) és NSG immundeficiens egerekben szubkutan novekvé SW1222-
PROX1"" tumorok szovettani elemzése és immunfestése. A festéshez a daganatokat a beiiltetést kovetd
11. napon izolaltuk. (H) A KI67+ sejtek aranya Scr kontroll vagy shANXA1-transzdukalt SW1222-
PROX1"" sejtekben NSG egerekben vald szubkutan implantacié utan. (I) A KI67+ sejtek aranya Scr
kontroll vagy shANXA1 transzdukalt SW1222-PROX1'°" sejt eredetii organoidokban Matrigelbe vald
beagyazas utan kiilonb6zo idépontokban. Méretaranyok: 50 pm.

Mindemellett az ANXAl-csendesitett SW1222-PROX1'% sejtbl szarmazé daganatok
gyorsabban novekedtek, mint a kontrollok, tobb K167+ 0szt6do sejtet tartalmaztak, és nagyobb,
tobb lumennel rendelkezd, labirintusszeri strukturdkba szervezodo tumorfészkekbol alltak
(12G-H. abra). Hasonléan a PROX1 hatasahoz, az SW1222 sejtbdl szarmazo organoidokban
az ANXA1 elnémitasa csak 16 nap utan jart egylitt fokozott sejtproliferacidoval, amikor az
organoidok kiterjedt lumenképzddést mutattak, a 6. napon azonban nem tapasztaltunk eltérést
(121. 4bra). Eredményeink azt mutatjak, hogy az ANXAI1 csendesitése a PROX1 hatasait
utanozza, mely a megnovekedett sejtproliferacios intenzitas révén az dssejtkészlet boviiléséhez

vezet.

Az aktink6td filamin A fehérjét kodolo gén csendesitése csékkenti az Gssejtek szamat CRC-ben
Microarray adatok ismételt elemzése azt mutatta, hogy a fokdlis adhézid és az aktin
citoszkeleton szabalyozas voltak a legfontosabb Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG) géncsoport kategoridk, amelyeket a PROXI1 elnémitasa érintett egy PROX1+ CRC
sejtvonalban (SW480R). fgy a mar korabban publikalt, CRC &ssejtekre jellemzé géncsoport
[76], és a CRC alcsoportokra jellemz6 progndzis markerek kozott [82] kerestiink a PROX1 altal
szabalyozott géneket, amelyek kozvetleniil befolyasolhatjdk a citoszkeletont. Mindkét
génkészletben megtalaltuk az aktinkotd fehérje filamin A-t (FLNA) kodolo gént. Az FLNA az
aktin filamentumokat transzmembran receptorokkal kapcsolja 6ssze, modulalja a sejtmigraciot,
és a citoszkeleton kozponti mechanotranszdukcids elemeként mikodik [83, 84]. Erdekes
modon nagymértékben megnovekedett Flna-expressziot taldltunk a ProxI+ és Lgr5+
tumorsejtekben (13A. abra és az adatok nem lathatok). A FLNA az ANXALl-csendesitett
organoidokban is felszabalyozodott (13B-C. abra). Emellett a PROX1 némitasa SW1222-
PROX1Md" és CRC beteg eredetii organoidokban jelentésen csokkent FLNA RNS (13D. 4bra)

¢s fehérjeszintet (13E. abra) eredményezett.
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Mivel mind a PROX1, mind az ANXAI szabalyozta az FLNA expresszigjat CRC
organoidokban, megvizsgaltuk a FLNA funkciojat egy masik modellrendszerben is. A Flna
expresszidjanak csendesitése VApcA/A organoidokban és SW1222-PROX1M" sejtekben
alacsonyabb Lgr5 és Tnfrsfl9 RNS szinthez (13F &bra), az SW1222 sejtbdl szarmazd
megakolonidk és a lumenek szdmanak csokkenéséhez (13G. abra), valamint a Ki67+ osztoédd

sejtek  szamanak  redukcidjahoz ~ vezetett az  organoidokban  (13H  abra).
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13. abra. Az aktinkoto filamin A csendesitése gatolja az 6ssejt aktivitast. (A) A filamin A (Flna) és
a Prox1 immunfestése Apc™* egerek béladenomajaban. (B és C) FLNA-festés (B) és RT-gPCR (C)
Scr kontroll és sShANXA 1-transzdukalt SW1222-PROX1"" sejt eredetii organoidokbél (3D tenyésztés).
(D) FLNA RNS CRC betegekbdl szdrmazd és SW1222-PROX1M sejt eredetli organoidokban, Scr
kontroll vagy shPROX1 lentivirussal transzdukalva (RT-qPCR). (E) PROX1 és FLNA immunfestés Scr
kontroll vagy shPROX1-transzdukalt, SW1222-PROX1"" sejt eredetli organoidokban, 7 napig
Matrigelben vald tenyésztés utan (konfokalis 3D rekonstrukecio). (F) Az adott RNS-ek szintje a
VApcA/A organoidokban 10 nappal az Scr kontroll vagy shFlna lentivirus transzdukcidja utan (RT-
gPCR). (G) A glandularis koloniak aranya és a lumenek szama SW1222 sejtekbOl szarmazo
koloniakban, a jelzett lentivirussal valo transzdukalas utan. (H) A Ki67+ sejtek szazalékos aranya Scr
(fekete szin) vagy shFLNA-transzdukalt (sziirke) SW1222 sejtbdl szarmazo kolonidkban 3D tenyésztés
utan, konfokalis optikai metszetekbdl szamolva (n=12). Méretaranyok: 50 um-t (A és B) vagy 25 um-t

(E).

A Prox1+ sejtek fiiggetlenné valnak a Notch utvonaltol a korai adenoma fazisban
Eddigi eredményeink alapjan a Prox1 fontos szerepet jatszik az intesztinalis adenomak
novekedésében, valamint a CRC progressziojaban. Kovetkezd kérdésként arra voltunk

kivancsiak, hogy mi a Prox1 funkcioja az adenomaképzés kezdeti fazisdban az Apc mutaciod
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utan. Az intesztinalis 6ssejtek fennmaradasahoz a Wnt és a Notch utvonalak egyiittes aktivitasa
szlikséges. Minthogy a tumorképzés egyik fontos kiindulasi sejttipusa az Lgr5+ dssejtek, igy a
korai tumorigenezis vizsgalatakor erre a sejttipusra fokuszaltunk. A NOTCH1-r61 korabban
leirtak, hogy gatolja a PROX1 expresszidjat a bél adendma sejtekben [85]. Ennek a folyamatnak
az adendéma Ossejtekben torténd tanulmanyozasara LApC egerekbdl szarmazd organoidokat
hoztunk 1étre. A daganatképzddést 4-OH-Tam altal az Lgr5+ sejtekben indukalt Apc delécioval
inditottuk el (LApcA/A), majd a Notch gatlokat 3 nap mulva adtuk a tenyészetekhez. A Notch
gatlas csokkentette az ¢letképes organoidok szamat, valamint modositotta a Notch célgének
RNS szintjét (Hesl, Nrarp, Olfm4), illetve a Wnt célgéneket (Lgr5, Axin2) (14A-B. abra). Az
Lgr5-EGFP+ z6l1d fluoreszcens sejtek szama is csokkent, ami azt jelzi, hogy a Notch kritikus
az Lgr5+ dssejtaktivitds szempontjabol rovid iddvel az Apc delécio utan (14C. abra). Tovabba
a Notch gatlas novelte a Prox1 RNS expressziojat és a PROX1+ sejtek szamat (14A-C. abra).
Bar az Lgr5-EGFP+ Gssejtek  teljes szama csokkent, az Lgr5-EGFP+/PROX1+
sejtpopulacioban csak kismértékli csokkenést figyeltiink meg (14C. abra).
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14, abra. A Notch aktivitas fontos a béléssejtek fennmaradasahoz az Apc deléciét koveté korai
atmeneti fazisban. (A-B) Az életképes organoidok szizalékos aranya és az adott RNS-ek szintje
LApcA/A organoidokban 8 nappal a 4-OH-Tam kezelést kovetéen (A) és kezeletlen LApc (B)
organoidokban. Az organoidokat 5 napig kezeltiik a jelzett y-szekretaz inhibitorral, melyek a Notch
aktivitas gatloi, a 4-OH-Tam (A) hozzaadasa utani harmadik napon kezdve. (C) Az Lgr5-EGFP+ és
Prox1+ sejtek mennyiségi meghatarozasa az Lgr5-EGFP fluoreszcencia és a PROX1 immunfestése
alapjan LApcA/A organoidokban az Apc deléciot kdvetd 8. napon (aramlési citometria és konfokalis
mikroszkop). Parositatlan t-teszt, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005.
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A 4-OH-Tam-mal kezelt VApcA/A organoidok kinetikai elemzése azt mutatta, hogy a Prox1 és
a tobbi Wnt célgén (Axin2, Sox9, c-Myc) fokozott expresszidja korrelalt a Notch célgének
(Olfm4, Hesl) csokkent expresszidjaval (15A-D. abra). Az Apc delécidt kovetd 12. napon
azonban a Notch gatlas mar nem befolyasolta sem az €16 organoidok aranyat, koloniaképzési
hatékonysagat, sem a betegekbdl szarmazé CRC organoidok életképességét (15E-F. abra), ami

arra utal, hogy az aktiv Notch jelatvitel mar nem volt sziikséges az Apc mutans bélhamsejtek

fennmaradasahoz.
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15. abra. A Proxl1 indukcidja korrelal a Notch célgének expresszios csokkenésével az Apc delécio
utan. (A-D) A Prox1-et (A), az Axin2, Sox9 és a c-Myc (B) Wnt célgéneket, valamint az Olfm4-et (C)
¢s a Hesl-et (D) kddold RNS-ek kinetikai elemzése VApcA/A organoidokban. A napok az Apc delécio
utan eltelt idét mutatjak. (E) Az €16 és az 01j organoidok aranya a Notch gatldo DAPT-vel elokezelt
LApcA/A organoidokbol inditott tenyészetekben. A kezelést 12 nappal az Apc delécié utdn 5 napig
vegeztiik. (F) Az ¢életképes organoidok szazalékos aranya a Notch gatlo dibenzazepinnel (DBZ) kezelt
CRC beteg eredetii organoidok tenyészetekben (Pt I és Pt II: két beteg). (G, H) Lgr5-EGFP és NICD1
immunfluoreszcens festése LApc bélben az Apc delécio6 elétt (G) és 21 nappal (H) utana. Mig a kontroll
kriptakban minden EGFP+ sejt NICD1+, az adenomakban csak néhany Lgr5S-EGFP+ sejt NICD1+
(nyilhegyek: NICD1+ sejtek). Parositatlan t-teszt, méretarany: 20 um.
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Ezzel 6sszhangban az Lgr5-EGFP+ sejtek az LApc kontroll egerek belében pozitivak voltak a
Notchl intracellularis doménra (NICD1), mely az aktiv Notch atvonal markere (15G. abra).
Ezzel szemben az Lgr5-EGFP+ sejteknek csak 36%-a volt pozitiv NICD1-re 21 nappal az Apc
delécio utan (15H. abra). Az Lgr5-EGFP+ Ossejtek tobbsége PROX1+ volt, a PROX1+ sejtek
pedig negativak voltak NICD1-re (nem mutatott eredmények), ami alatamasztja azt az
elképzelést, hogy a Prox1+ sejtek szelektiv novekedési elénnyel rendelkeznek az Apc deléciot
kovetden. Osszességében ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a Notch utvonal fontos az
Ossejtaktivitasban az Apc deléciot kovetd atmeneti fazisban. A magas Wnt aktivitis azonban
bekapcsolja a Prox1-et a korai Lgr5+ adenoéma sejtekben, melyekben inaktivalodik késobb a

Notch utvonal, igy a Prox1+/Lgr5+ sejtek Notch fliggetlen dssejt fenotipust vesznek fel.

A PROXI csendesitése csokkenti a sejtek tulélését hipoxias tumor xenograftban

Erdekes modon a Matrigel-ben nagy méretre novesztett (>150 pm atmérd), vagy szubkutan
immunhianyos (NSG) egerekbe injektalt, Prox1-re deléciot mutatd VApcPA/A organoidok tobb
apoptotikus sejtet tartalmaztak, mint a VApcA/A organoidok (16A. abra). Emellett az apoptdzis
marker aktiv kaszpaz-3 intenziv fest6dését észleltik a PROX1-re csendesitett, SW1222-
PROX 1M sgjtekbdl szarmazo, szubkutan névekvd tumorokban, amelyek pozitivak voltak a
karbon anhidraz IX hipoxiamarkerre a tumorok belsejében, de nem a szélén (16B abra és nem
mutatott adatok). Ez a tumorsejtek csokkent tulélésére utal az ischaemias/hipoxias tumor
belsejében. Nem talaltunk azonban kiilonbséget az endomucin+ vérerek stirliségében a Scr és
az shPROX1 daganatok kozott, még akkor sem, ha a vérérképzOddésben fontos vaszkularis
endotelialis novekedési faktor (VEGF) talexpresszalodott a tumorsejtekben (16C-D. 4bra). Az
shPROX1 tumorok azonban kisebbek voltak, mint a Scr kontrollok, és a VEGF-nek nem volt
menekit6 hatasa a nagy nekrotikus teriiletek kialakulasara a PROX1-csendesitett daganatokon
beliil (16C-D. abra). Igy a nagy nekrotikus teriileteknek az shPROX1 daganatokban

megfigyelhet6 jelenléte nem magyarazhato az angiogenetikus faktorok hianyaval.

Bar az ANXA1 csendesitése utanozta a PROX1 szamos hatasat intesztinalis adenoma és CRC
modellekben, az ANXA1-némitott, szubkutin ndovekvé daganatokban az apoptozis nem
valtozott szignifikansan (nem mutatott adatok). Ez felvetette annak lehetéségét, hogy
kedvezotlen koriilmények kozott alternativ Gtvonalak is hozzajarulhatnak az apoptdzishoz az
shPROX1 daganatokban. Az autofagia elengedhetetlen folyamat a sejtek tuléléséhez hipoxia
vagy tapanyaghiany esetén [86]. Erdekes modon az SW480R sejtekben a PROX1 csendesitése
az autofagidhoz kapcsolodd LC3-II fehérje csokkenését eredményezte mind normal

tapkozegben, mind €hezési koriilmények kozott (16E-F. abra). Ezen kiviil a PROXI1 hidnya
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megakadalyozta az LC3-tartalmu korai autofagoszémak felhalmozodasat a lizoszomalis
inhibitor bafilomicin A vagy chloroquin jelenlétében, amelyek gatoljak az autofagoszomak
fuzidjat a lizoszoémakkal (16F. abra). A PROXI1 csendesitett SW480R vagy SW1222-
PROX1M9  sejtekben hipoxias koriilmények kozott csokkent LC3-tartalmG  korai
autofagoszomaszamot figyeltiink meg, amikor a lizoszomakkal valo faziojuk gatolt volt (16G.
abra), ami arra utal, hogy a PROX1 fokozza az autofagiat. A chloroquin vagy a bafilomicin A
alacsony koncentracidja az Lgr5+ sejtek elvesztését eredményezte az Apc deléciot kdvetben
(16H. abra). Megjegyzend6, hogy ez a chloroquin koncentracio gatolta az Gj VApcA/A
organoidok kialakulasat, de nem befolyasolta a talélésiiket, amikor 2 nappal az organoidok
passzalasa utan alkalmaztuk (161. abra). A chloroquinnak vagy bafilomicin A-nak kis d6zisban
az LApcA/A organoid tenyészetekhez valo hozzdadéasa tovabba az életképes organoidok aranyat
olyan szintre csokkentette, mint ami az LApcPA/A tenyészetekben a Proxl delécidval
megfigyelhetd volt. Ez ravilagit arra, hogy az autofagia specifikusan eldsegiti a Prox1+

tumorsejtek tulélését (16J. abra).
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16. abra. A PROX1 hianya csokkenti a CRC sejtek tulélését kedvezétlen koriilmények kozott. (A)
A kaszpaz-3+ apoptotikus sejtek szazalékos aranya az E-kadherint epitelialis sejtek kozott VApcA/A
(fekete oszlopok) és Prox1-deletalt (VApcPA/A; piros oszlopok) organoidokban (jobb panel, n=14) vagy
NSG egerekben valo szubkutan tenyésztés utan (bal panel, n=22). (B) Szubkutan névekvé Scr és
shPROX1-transzdukalt SW1222-PROX1"" tumorok aktiv kaszpaz-3 festése NSG egerekben. Az
shPROX1-transzdukalt tumorok bels6 része erdsen apoptotikus (csillag). (C) Hematoxilin-eozin (HE)
festés, valamint az NSG egerekben szubkutan ndvekvo Scr és shPROXI1-transzdukalt SW1222-
PROX1"9" tuymorok témege kontroll (iires vektor) vagy human VEGF165 expresszioja esetén (n=5). Az
shPROX1 daganatokon beliil a nagy nekrotikus teriileteket csillagok jelolik. (D) E-kadherin és
endomucin immunfestés, illletve a relativ endomucint vérerek teriiletének kvantifikalasa (n=10).
ANOVA és Tukey post hoc teszt. (E-F) SW480R-shPROX1 sejtek immunblotja a jelzett fehérjékre. A
sejteket vagy teljes médiumban (E), vagy aminosavakat nem tartalmazd éheztetési tapkozegben
tenyésztettik 8 oraval a fehérjeizolalas eldtt (F), 100 nM bafilomicin A vagy 30 uM chloroquin
jelenlétében vagy hianyaban. (G) Az Scr vagy shPROXI1 Ientivirussal transzdukalt és 100 nM
bafilomicin A-t tartalmaz6 éheztetési médiumban tenyésztett sejtekben az LC3+ granulumok szama
hipoxiaban (n=50). (H) Az Lgr5-EGFP+ sejtek aramlasi citometrias elemzése LApcA/A organoidokban,
9 nappal az Apc delécio utan és 3 nappal 15 uM chloroquin vagy 0,2 uM bafilomicin A hozzaadasa utan.
(I) A VApcA/A organoidok koloniaképzési hatékonysaga és tulélési szazaléka chloroquin, illetve
bafilomicin A jelenlétében vagy hidnyaban. Az organoid tulélés vizsgalata esetében a hatébanyagokat 2
nappal a passzalas utan alkalmaztuk. (J) Az LApcA/A és LApcPA/A organoidok relativ talélési aranya
8 nappal a delécio(k) indukalasa utan és 6 nappal R-Spondinl-mentes tapkozegben valod tenyésztésiik
utan. Chloroquint (15 uM) vagy bafilomicin A-t (0,2 uM) 4 nappal a 4-OH-Tam utan 4 napig adtunk.
Meéretarany: 100 pm.

A Proxl asszocidaciot mutat az invazios fenotipussal Apc mutaciotol fiiggetlen egér CRC
modellben

A fokozott Wnt aktivitas a betegek azon csoportjaban is altalaban megfigyelhetd, akiknél nincs
APC/B-katenin mutacid. Ennek modellezésére egylittmiikodé partneriink a -katenint lebontd
fehérjekomplex egy masik tagjat, a kazein-kinaz la-t (CKla) bélspecifikusan inaktivalta, mely
szintén a Wnt jelatviteli Gitvonal kritikus szabalyozoja. A Csnklal (a CKla-t kodold gén)
kiiitése a CKIo"¥1%: VillinC®ERT egerek bélhamjaban tamoxifen kezelést kovetden (egyszeres
knock out, SKO) jelentds Wnt aktivaciot valtott ki, meglepé6 modon azonban tumorigenezis
indukalasa nélkiil. A CKlo-hidnyos epitélium a Wnt aktivalasan kiviill a human CRC
kialakulasanak szamos jellemz6jét mutatta, kiillonosen a DNS-karosodasi valasz (DNA damage
response, DDR) indukciojat és a sejtek szeneszcenciajat bizonyos esetekben, amelyek gatat
jelentenek a rosszindulatu transzformacié ellen. Az egerekben a DDR-t a p53 jelentds
aktivalasa kiséri, ami arra utal, hogy a p53 Utvonal ellensulyozhatja a Wnt hiperaktivacioé pro-
tumorigén hatésait. A bél homeosztazisdnak fenntartasdhoz CKla-hidnyos bélben p53-medialt
novekedésszabalyozasra van sziikség, mivel a Csnklal és a Trp53 bélspecifikus kombinalt
kititése CKla1%/Mox: p53Mloxflox-\/j|[inCre-ERT2 (qupla knock out, DKO) egerekben diszplaziat
indukalt megnovekedett proliferacids intenzitassal, mely invaziv karcinomak kialakulasahoz
vezetett az egész bél teriiletén. A modell relevancidjat az is erdsiti, hogy human CRC mintak

egyes szoveti terliletein alacsony CKla expresszi6 figyelhetd meg.
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A Csnklal (CKla) kiiitése egy alacsony foku, a sejtszeneszcencidhoz kotheté gyulladasos
folyamatot aktivalt a hamban (SIR, senescence-associated inflammatory response), mely
tobbek kozott tumor nekrozis faktor o (TNFa) termeléssel is parosult, és amely a daganat
novekedését gatolta. A SIR azonban p53 hidnyaban elvesztette novekedésszabalyozo
képességét, és ehelyett felgyorsitotta a novekedést és az invazivitast. A SIR részletesebb
vizsgalatahoz organoidokat izolaltam SKO és DKO egerekbdl, majd 4-OH-Tam-nel CKla
deléciot (SKO) és kettds CKla;p53 deléciot (DKO) indukaltam. Mig az SKO organoidok
novekedése gyorsan leéllt, és 4-5 napon beliil szétestek, a DKO organoidok tenyésztheték
voltak novekedési faktorok és Wnt aktivatorok nélkiil is (17A-B. abra). Mind az SKO, mind a
DKO organoidok eltéré6 morfologiat vettek fel a WT kultardkhoz képest: gomb alaka
szerkezetet a normal organoidokra jellemzd kriptaszeri struktirak nélkiil, mely az aktivalt Wnt
utvonalat mutatja (17A. abra). A DKO organoidok immunfestése tovabba a Prox1 indukciojat
mutatta a kontrollhoz képest (17C. abra). A p53 kiiitése tehat megvaltoztatta az SKO

organoidok sorsat a transzformalt fenotipussal jellemezhet6 halhatatlansag iranyaba.
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17. abra. A SIR p53 hianyaban elveszti novekedésszabalyozo képességét. (A) Reprezentativ képek
SKO és DKO organoidokrol, 4 nappal a 4-OH-Tam indukciét (+Tam) kovetden, mellyel a CKla és a
p53 deléciojat indukaltuk. A nyilak €16 organoidokat jeleznek a génkiiités utan. (B) Az é16 organoidok
mennyiségi meghatarozasa SKO és DKO tenyészetekben génkiiités utan vagy génkiiités nélkiil a 4. és
6. napon. (C) A PROXI1 (vilagoskék) immunfestése DKO-ban. A sejtmagokat Hoechst (fehér) festés
jelzi. (D) A Tnfa RT-qPCR elemzése WT, 4-OH-Tam altal indukalt Apc™"*; Villin®ERT (APC KO) és
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DKO organoidokban (n=5-6). (E-F) Az organoidok relativ mérete és a BrdU+ sejtek aranya DKO (E)
vagy APC KO (F) organoidokban. Az anti-TNFa ellenanyagot (2,5 pg/ml) 4 napig alkalmaztuk.
*p=0,0007, **p=0,002 (F). (G) A kriptadkat nem képz6 WT organoidok relativ aranya 100 ng/ml TNFa-
val végzett 4 napos kezelést kovetden a kezeletlen WT kontrollokhoz viszonyitva. *p = 0,002. (H) WT
organoidok BrdU jel6lése 100 ng/ml TNFa-val végzett 3 napos kezelést kovetden, dsszehasonlitva a
kezeletlen WT kontrollokkal. A fehér nyilak a BrdU-pozitiv kriptakat jelzik. I) GFP-t, ShPROX1-et és
GFP-t (ShPROX1-GFP), illetve kontroll szekvenciat és GFP-t (shScr-GFP) expresszalé lentivirussal
transzfektalt COLO205 sejtek Western-blot analizise. A CKla pozitiv kontrollként szolgalt. J) Matrigel
invdzios vizsgalat az adott konstrukcidt hordozo sejtekkel (z6ld szin). A relativ transzfekcios
hatékonysag 1,07/1 volt. Hoechst festést (kék) hasznaltunk az invazids sejtek megjelenitéséhez. K) Az
invazios hatékonysag kvantifikalasa (a transzfekcios hatékonysagra normalizalva).

Eredményeim szerint a DKO organoidok szignifikdnsan magasabb szinten expresszaltak a
TNFa-t, mint az Apc mutans (APC KO), vagy WT egerekbdl izolalt organoidok (17D. abra). A
TNFa-nak, mint a SIR egyik fontos komponensének a vizsgalatara a TNFa-t termelé DKO
organoidokat és a kontroll APC KO organoidokat anti-TNFa neutralizalo antitesttel kezeltem.
Az anti-TNFa kovetkezetesen 15-20%-kal gatolta a DKO organoidok novekedését (méret és
BrdU beépiilése alapjan szamolva), mig az APC KO organoidokra nem volt hatassal (17E-F.
abra). Ugyanakkor az exogén TNFa kezelés erételjes hatast fejtett ki a WT organoidokra:
rendellenes novekedést és a kezeletlen DKO organoidokhoz hasonlé morfologiai valtozast
indukalt, a kriptat tartalmazo organoidok ardnya nagymértékben lecsokkent a TNFa-kezelést
kovetden, a BrdU beépiilése a kriptakbol a teljes organoid teriiletére transzlokalodott, és a WT
organoidok a 4. napra proliferativ kripta fenotipust nyertek (17G-H. abra).

Egyiittmiikddé partneriink adatai alapjan a p53 ¢és a CKla elvesztése egy jellegzetes
géncsoportot aktivalt (p53 altal elnyomott invazids gének, PSIS), melyek kdzé tartoznak tobbek
kozott az interferon altal indukélt transzmembran fehérjék (IFITM1, IFITM2, IFITM3),
valamint a PROX1, és amelyek feltehet6leg a megfigyelt in vivo invazidért felelések. Annak
igazolasara, hogy a PROXI1 kozvetleniil részt vesz az invazivitas szabdlyozasaban p53
hianyadban, munkacsoportunkban COLO205 sejtekben csendesitettem a PROX1-et. A
COLO205 CRC sejtvonal p53 mutacidt is hordoz, €s forbol-mirisztat-acetattal (PMA) végzett
stimulaci6 hatasara invaziot mutat Matrigel-ben. Eredményeim szerint a PROX1 csendesitése

az invazio jelentds csokkenését eredményezte transwell migracios tesztben (171-K. abra).

Osszességében ezek, valamint az egyiittm{ikddé partnerrel egyiitt publikalt, de a dolgozat részét
nem képezd adatok azt mutatjak, hogy p53 hianyaban, a vart novekedési leallassal ellentétben,
a SIR el6segiti a koros proliferativ fenotipus kialakulasat és serkenti az invaziot mind in vivo,
mind pedig intesztinalis organoid kultirakban, melyben a Prox1 is részvevé. Megjegyzendd

azonban, hogy a PROX1 expresszidja egyediil nem volt elegendd az invazids fenotipus in vivo
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indukalasahoz, hanem tobb PSIS gén 6sszehangolt aktivitasa lehet sziikséges a szoveti invazid
elosegitéséhez.

Megbeszélés: Az Ossejtek fontos gyodgyszercélpontot jelentenek a rakos esetekben, mivel a
daganatokban tartésan fennmaradnak, onmegujitasra képesek, és Osszefliggésbe hozhatok a
daganatok kezelés utani ismételt megjelenésével [41]. Ezért a rakos Ossejteket célzo specifikus
terapiak kifejlesztése javithatja a talélést. Erdekes modon korabban kimutattak, hogy a
béladenomak kevesebb Ossejtet tartalmaznak, mint az Lgr5+ sejtek szama, ami arra utal, hogy
az Lgr5+ sejteknek csak egy alpopulacioja mikodik 6ssejtként [46]. Minthogy a Prox1l
szabalyozza ennek a populacidonak a méretét, és a normal bélhdmban nem expresszalodik, az
altala indukalt valamelyik géntermék gatlasa terapids célpont lehet. A célgének kozé tartozod
ANXAI1 gatolja a proinflammatorikus foszfolipaz A2-t, amely serkenti a CRC sejtek
intercellularis molekularis kapcsolatokat és az aktin citoszkeletont [87, 88]. A FLNA bizonyos
CRC Kklasszifikaciokban a rossz talélést altipus egyik markere [82]. A FLNA expresszidja
szdmos tumortipus esetében megnodvekszik, €s kimutattdk, hogy fokozza a hipoxia valaszt és a
tumor progresszidjat [89]. Ezzel dsszhangban a FLNA-t expresszalo PROX1+ tumorsejtek
ellenallobbak voltak az apoptézissal szemben, mint a FLNA®Y PROX1-negativ tumorsejtek
mind in vivo, mind az organoidokban. Feltinéen megemelkedett az apoptozis mértéke
kiilonosen a PROX1-csendesitett, egerekben szubkutan névekvo tumorok kézponti részein. A
PROX1-negativ tumorsejtek apoptozissal szembeni érzékenysége azonban nem az
angiogenezist serkentd novekedési faktorok elégtelen expresszidjanak volt kdszonhetd, mert a
VEGF tulexpresszaltatasanak nem volt menekitd hatasa, hanem a PROX1+ sejtekben az
intenziv autofagianak, amelyrdl ismert, hogy elengedhetetlen a CRC sejtek tiléléséhez [86]. Ez
a megfigyelés kiilonosen érdekes, ha figyelembe vessziik, hogy a hipoxia altal kivaltott
autofagia eldsegitheti a tumorsejtek talélését és alkalmazkodasat a CRC terapiaban alkalmazott
angiogenezist gatld kezeléshez [90]. Eredményeink Osszhangban vannak Ragusa S és
munkatarsai megallapitasaival, amelyek szerint a PROX1 elésegiti a CRC sejtek metabolikus

metasztazisahoz [91].

A CKlo hianya is a Wnt ttvonalat aktivalta az Apc mutaciotol fiiggetleniil [68], amelyet egy
epitéliumra jellemzd, alacsony foku gyulladas (SIR) €s sejtszeneszcencia kisért tumorképzés
nélkil. A p53 miikodésének egyidejii kiesése invazios fenotipushoz vezetett, mely asszociaciot

mutatott egy jellegzetes géncsoport, a p53 altal elnyomott invaziés gének (PSIS)
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expresszidjanak fokozddasaval, valamint a SIR hatdsat a tumorigenezist serkentové alakitotta
at. A PSIS egyik fontos tagja a Prox1. Minthogy a dolgozatban nem mutatott adataink szerint a
nem szteroid gyulladascsokkent6k (NSAID) csokkentik a SIR-t, igy ennek az alacsony szintli
gyulladasi folyamatnak a gatlasa fontos mechanizmust jelenthet az NSAID-ok antikarcinogén

hatasaban.

Osszességében eredményeink alapjan egy olyan modellt allithatunk fel, melyben a Proxl
miikodésének gatlasa emelkedett Anxal-szinthez és Flna-csokkenéshez vezet, ami korlatozza
az adenoma/CRC 6ssejtpopulacidé méretének expanzidjat a sejtproliferacid csokkenése révén,
¢s amely a Notch utvonaltol csak kozvetleniil az Apc mutacid 1étrejotte utan fiigg. A tumor
transzplantaitumok hipoxids részeiben a PROXI1 tovabba eldsegiti a tumorsejtek tulélését
autofagia altal. A PROX1 tehat anélkiil szabalyozza az adenoma/CRC Gssejtek szamat, hogy
befolyasolnd a normal bél homeosztazisat, igy vonzd terapias célpontot biztosithat
gyogyszerfejlesztéshez CRC-ben (18. abra). Apc mutaciotol fliggetlen Wnt hiperaktivaciot
mutaté modellekben pedig a Prox1 egy invazios géncsoport tagja, mely p53 delécid utan a SIR

egyik végrehajtoja (18. abra).

Apc mutaciétol fliggd Wnt aktivaciéd Apc mutaciotdl fliggetlen Wnt
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18. abra. A Prox1 tumorigenezisre Kifejtett hatasanak 6sszefoglalé abraja

5.2 A driver mutaciok médositjak az intesztinalis adenomasejteknek a TGFf
altal kivaltott, Bim-medialt apoptozisra valé érzékenységét (V)

A CRC klasszikus modellje szerint a tumorigenezist elindito APC-ben vagy a -katenint kodolo
CTNNB1-ben megjelend mutaciot a KRAS géntermék onkogén aktivalasa, valamint a TGFpB
jelatviteli Gt és a p53 tumorszuppresszor inaktivalasa koveti. A TGFB-nak a CRC-ben betdltott
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kozponti szerepét az is jelzi, hogy a betegek jelentds részében a TGFf altal aktivalt jelatviteli
utvonal valamelyik komponense mutéciot szenved (pl. SMAD4, TGFBRII). A Cancer Genome
Atlas Network-nek az egész genomra kiterjed6 elemzése a Wnt, TGFp, foszfoinozitid-3-kinaz
(PI3K) és p53 utvonalak mutacidinak magas gyakorisagat mutatta CRC-ben [31]. A vezetd
(driver) mutaciok CRC-beli szerepének megértését azonban gatolta a CRC progresszidjanak
tanulmanyozasara alkalmas ex vivo/in vitro modellrendszerek hidnya, ezért nehéz volt
tanulmanyozni a TGFP hatasat az adenoma fazisban, illetve a mutaciok felhalmozdodaséaval
parhuzamosan. Bar a TGFp receptorokat mar kiiitétték Apc mutans egérmodellben [92, 93],
ezek a publikaciok nem tartdk fel a TGFp részletes hatdsmechanizmusat béladendmakban,
valamint nem adtak tovabbi betekintést abba, hogy a progresszid soran felhalmozddd mutaciok

hogyan befolyasoljak a TGFp apoptotikus hatasara valo érzékenységet.

A fentebb emlitett problémak megoldasa érdekében az in vivo modellek mellett organoid
kultarédkat is hasznaltunk arra, hogy feltérképezziik a TGFp hatdsmechanizmusat adenémakban.
Az organoid tenyésztési rendszerben az exogén Wnt-ligand R-Spondin1 nélkiilézhetetlen a vad
tipustt (WT) bélkriptakb6l szarmazé organoidok tuléléséhez és novekedéséhez. R-Spondinl
tul, mely szelekcids lehetdséget felhasznaltuk arra, hogy bizonyos kisérletekben csak mutans

organoidokbol allo tenyészeteket kapjunk.

A TGFEp serkenti az adenomasejtek apoptozisat a Bim indukciojan keresztiil

A TGFp altal a korai béladenémakban kifejtett hatas tanulmanyozasara eldszor kriptakat
izolaltunk VApc egerekbdl, és 4-OH-Tam kezeléssel indukaltuk az Apc gén bélhamspecifikus
delécidjat (VApcA/A). Az organoidokban a belsd sejtek apoptozis utjan elpusztulnak, és az
organoid liregébe kertilnek (19A. abra, kontroll), mig a TGFp kezelés altal indukalt kaszpaz-3-
fliggd apoptozis hatasara a szabalyos sima organoid feliilet elvesztését tapasztaltuk (19A. abra,
TGFp, szaggatott vonal és 19B. dbra), majd késébb az organoid szerkezet teljesen szétesett
(19C. abra). A TGFP mellett az activin A és B, a TGFP csalad két masik tagja is dozis- és
idofiiggd modon elésegitette az organoidok szétesését (19D-E. abra). A TGFp altal kivaltott
sejthalalt az SB431542, a TGF I-es tipust receptor (TGFBRI) kindz inhibitora és a kaszpaz
inhibitor Z-VAD-FMK (19F-G. abra) blokkolta, alatamasztva a jelatviteli Gtvonal specifitasat,
valamint aktiv kaszpazok részvételét ebben a folyamatban. Az eltéré mutans Apc allélt hordozo
ApcMi"* VApcA/A és Apct83N* (ApeN) egerek vastagbél és vékonybél organoidjai hasonldan
reagaltak, mely arra utal, hogy az Apc mutécio helye, valamint a mutans organoidok forrasa

nem befolyésoljak a TGFB-ra adott valaszkészségiiket (19H. abra).
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19. abra. A TGFp idé-, dézis- és TGFBRI kinaz-fiiggo citotoxicitisa mutians Wnt ttvonallal
rendelkezé organoidokban. (A) Immunfestés aktiv kaszpaz-3-ra VApPCA/A organoidokban TGFp
kezeléssel vagy anélkiil (3 ng/ml 16 oran keresztiil). A TGFp-val kezelt organoidok kiilsé epitelialis
rétegében 1év6 apoptotikus sejteket szaggatott vonal jelzi. (B) Reprezentativ képek és az aktiv kaszpaz-
3 pozitivitas novekedése a TGFB-val kezelt VApPCA/A organoidokban (n=3, aramlasi citometrias
mérések). (C) VApCA/A organoidok faziskontraszt mikroszkopos felvételei 48 oras TGFp kezeléssel és
anélkiil. (D) TGFp doézis-valasz gorbe VAPCA/A organoid tenyészetekben 48 vagy 4 6ran keresztiil
kezelt, majd 44 ora utan elvégzett analizissel. (E) Az aktivin A és az aktivin B (48 6ra) hatasa az
VApCA/A organoidok pusztulasara. (F) A TGFBRI kinaz inhibitor SB431542 (10 pM) hatasa a 48 6ran
keresztiil kezelt tenyészetekben. (G) A kaszpaz inhibitor Z-VAD-FMK (50 uM) hatasa a VApCA/A
organoidokra 1h TGFp kezelés utan 48 oraval elemezve. (H) A kiilonb6z6 Apc mutans organoidok
valasza 4 6ras TGFp kezelésre. A vékonybélbdl izolalt organoidokat ,,si”-vel, a vastagbélbdl ,,co”-val
jeloltik. Méretarany: 50 pm (A) vagy 100 pm (C).

A TGEFp —sejttipustol fliggéen- sokféle célgénen és mediatoron keresztiil fejtheti ki hatasat [94].
A Korai intesztinalis adenomakban a TGFp altal szabalyozott sejthalal mechanizmusanak
tisztazéasa érdekében nagyszamu proapoptotikus €s antiapoptotikus molekulat vizsgaltunk meg
apoptozis fehérje array-vel és kvantitativ real-time PCR-rel VApPCA/A organoidokban. A TGFf
gatolta a Wnt célgén altal kodolt antiapoptotikus fehérje, a Birc5/survivin expressziojat,
serkentette a TGF jelatviteli Gtban szereplé Smad2 transzkripcios faktor és a p38 MAP kinaz
foszforilacigjat, valamint megemelte a proapoptotikus BH3-only fehérje Bime izoforma (Bim)
szintjét (20A-C. abra). Ezzel szemben csak csekély novekedést figyeltink meg a
proapoptotikus Bid mRNS szintjében, €s nem valtozott a szintén ebbe a csoportba tartozé Puma
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a TGFp kezelés utan (20D. abra). A VAPCA/A organoidok transzdukcidja shBim lentivirussal

jelentds rezisztenciat eredményezett a TGFf altal kivaltott sejthalallal szemben két konstrukcio

esetében is (20E-F. abra).
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20. abra. A TGFp apoptézist indukal a bélorganoidokban Bim-en keresztiil. (A) Az jelzett fehérjék
immunoblot vizsgalata VApcA/A organoidokban. (B-C) A TGFp hatasa a pro/antiapoptotikus gének
expresszios szintjére VApcA/A organoidokban. Apoptdzis protein array (16 ora) (B) és RT-gPCR
(TGFP kezelés: 8 és 16 ora) (C). (D) A Bim csendesités hatasa a TGFp-val 1 6ran at kezelt VApcA/A
organoidok halalara, a kezelés utan 36 oraval elemezve. (E) Scr kontroll vagy shBim lentivirussal
transzdukalt VApcA/A organoidok Bim immunoblot vizsgalata. (F) Bak és Bax immunoblot vizsgalata
VApcA/A organoidok gélfiltralt frakcidibol, amelyeket TGFP nélkiil vagy jelenlétében tenyésztettiink
16 oran keresztiil. A TGFP a Bak oligomerizacidjat indukalta, de a Bax-ét (csillagok) nem. (G) Az
antiapoptotikus fehérjéket kodoldo RNS-ek relativ szintje VApcA/A organoidokban. (H-I) Az elpusztult
VApcA/A organoidok szazalékos aranya, valamint pro- és aktiv kaszpaz-3 immunoblot 48 oraval az
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ABT-263 vagy ABT-737 kezelés utan. (J) Reprezentativ képek és az aramlési citometrids adatok
kvantitativ elemzése a kezeletlen, ABT-263-mal vagy ABT-737-tel kezelt (1 uM 48 6ran at) VApcA/A
organoidokban. (K) Az adott fehérjék immunoblot vizsgalata négy betegbdl (Pt1—4) szdrmazd human
CRC organoid mintakban, TGFB-val (3 ng/ml) vagy anélkiil tenyésztve 48 oran keresztiil. (L) Aktiv
kaszpéaz-3 immunoblot human CRC organoidokban 48 oraval az ABT-263 (10 uM) (+) vagy DMSO
oldoszer kontroll (-) kezelés utan. (M) Az aktiv kaszpdz-3+ sejtek szazalékos aranya human CRC
organoidokban ABT-263 vagy TGFf kezelés utan (aramlasi citometria).

A Bim antiapoptotikus fehérjékhez kotddik, mint példaul a Bcel2, Belx és Mcll, mely altal a
Bax és/vagy Bak fehérjék felszabadulhatnak a gatlas aldl, és aktivalodhatnak [95]. A Bax
¢és/vagy Bak aktivalasa oligomerizaciot és porusképzodést eredményez a mitokondrialis kiilsé
membranban, ami a citokrém c citoplazméba térténd felszabadulasahoz, a kaszpaz kaszkad
aktivalasdhoz, végiil apoptdzis indukalasdhoz vezet. TGFP hozzaaddsa utan a Bak
oligomerizacidjat figyeltik meg, mig a Bax esetében nem volt véltozas (20G. abra). Ezen
talmenden az Apc mutans VAPCA/A organoidokban a Bclx, Bcl2 és Bclw tulélést eldsegitd
gének magas RNS szintjét mutattuk ki, az Mcl1 expresszidja azonban alacsony volt (20H. abra).
A Bim hatadsanak utdnzésara ezutan az ABT-263 és ABT-737 BH3 mimetikumokat
alkalmaztuk, amelyekr6l ismert, hogy a Bclw-hez, Bclx-hez és Bcl2-hoz kotédnek, az Mcll -
hez viszont nem kapcsolédnak, és a Bax ¢és Bak felszabaduldsat, majd apoptozist
eredményeznek. [96]. Mindkét BH3-utanzo6 vegyiilet novelte az elpusztult organoidok aranyat,
az aktiv kaszpaz-3 szintjét, valamint az aktiv kaszpaz-3-mal rendelkezé apoptotikus sejtek
aranyat (201-J. abra). Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy a TGFp els0sorban a Bim-en
keresztiil fejti ki apoptotikus hatdsat a korai béladenomat modellez6 Apc mutans

organoidokban.

A BIM ¢és a BH3-only fehérjék CRC-ben betoltott szerepének vizsgélatdra organoid
tenyészeteket hoztunk létre késéi stadiumi CRC betegekbdl, ahol a TGFB/SMAD4 ttvonal
inaktivalddott. Bar a TGFp kezelés nem eredményezte a kiillonb6z6 BIM izoformak (BIMEL,
BIML, BIMs) fokozott expresszidjat vagy apoptozist ezekben a tenyészetekben (20K, M. 4bra),
a BH3-utanz6 ABT-263 kaszpaz-3 aktivacidhoz, ill. az organoidok pusztulasdhoz vezetett
(20L-M. 4bra). gy BH3 mimetikumok hasznélataval a BIM-hez hasonl6 hatas valthato ki késéi

stddiumt CRC klinikai mintakban is.

A TGFp apoptozist indukal az Lgr5+ Ossejtekben

Béar szdmos, a tumoros betegek kezelésére hasznalt gyogyszer hatékonyan elpusztitja a
daganatsejteket, sok betegnél a kezelés utan a betegség kitjul, ami gyakran a tumor dssejtek
viszonylagos gyodgyszerrezisztenciajanak tulajdonithato. Az a tény, hogy a TGFp kezelés

megakadalyozta 11j organoidok képzddését VApcA/A tenyészetekbdl (21A. abra), felveti annak

51



W ener . zol tan 34 22

a lehet6ségét, hogy az Ossejtek kiilonlegesen érzékenyek a TGFp altal indukalt sejthalélra.
Ennek a hipotézisnek a tesztelésére LApc organoidokban az Lgr5+ sejtekben Apc delécidt
indukaltunk (LApcA/A). A TGFp az LApcA/A organoidokban sejthalélt indukalt az VApcA/A
organoidokhoz hasonlé mdédon (21B. dbra). Az Lgr5+ sejtekben 8 6raval a TGFp hozzaadéasa
utan az aktiv kaszpaz jelenlétét figyeltik meg (21C. é&bra, nyilhegyek). 20 ordn beliil az
apoptodzis atterjedt az organoidok nagy részére, ami csokkent Lgr5 jelet eredményezett (21C.
abra). A TGFp aktivalta a p38 és Smad jelatviteli Utvonalakat, ¢s megemelkedett a Bim
expresszidja az organoidokban (21D-E. abra). Ugyanakkor a BH3-mimetikum ABT-263
csOkkentette az LApcA/A organoidok tulélését (21F. abra), és csokkentette az LgrS-EGFP+ zold
fluoreszcens sejtpopulacié méretét (21G-H. abra). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a

TGFp az apoptozis erdteljes kivaltoja az Lgr5+ dssejtekben is a Bim expresszio indukalasaval.
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21. abra. A TGFp az Lgr5+ adenéma éssejtek apoptozisat indukalja. (A) VApPCA/A organoidokbol
alapitott tenyészetek organoid iniciacios gyakorisaga 3 ng/mL TGFp jelenlétében vagy hianyaban. (B)
Az R-Spondinl hianyaban tenyésztett, ta1é16 LAPCA/A organoidok szazalékos aranya. A TGFB-t 48 éran
at alkalmaztuk. (C) Aktiv kaszpaz-3 immunfestés LAPCA/A organoidokban 11 nappal a 4-OH-Tam
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hozzaadasa utan. Az organoidokat TGFp jelenlétében vagy hianyaban inkubaltuk a jelzett ideig. A
nyilhegyek apoptotikus Lgr5+ sejtekben gazdag organoid régiokat jelolnek (méretarany: 50 um.) (D) A
kontroll és a TGFp-val kezelt LApcA/A organoidok immunblotja az adott fehérjékre. (E) A TGFf hatasa
a Bad, Bax és Bim expresszios szintjére LAPCA/A organoidokban 7 nappal a 4-OH-Tam (RT-gPCR)
hozzaadasa utan. (F) A talél6 LApcA/A organoidok szazalékos aranya 2 és 8 nappal az ABT-263 (1 uM)
¢és a 4-OH-Tam hozzaadasa utan. (G-H) Az Lgr5-EGFP-pozitiv sejtek relativ szazalékos aranya ¢és a
kontroll és ABT-263-mal kezelt LApCA/A organoid tenyészetek aramlasi citometrids analizisének
reprezentativ képei. Az adatokat parositott vagy parositatlan t-teszttel elemeztiik.

Az Apc mutacio noveli a TGFp altal kivaltott sejthalalra valo érzékenységet

Annak elemzésére, hogy a daganatképzésben kdzponti Apc mutacié hogyan befolyasolja a
TGFp altal kivaltott sejthalalt, WT (VApc) és Apc deletalt VApPCA/A bélorganoidokat
hasonlitottunk 6ssze. Erdekes médon az VApC tenyészetek ellenallobbnak bizonyultak a TGFp-
val szemben, mint a VApPCA/A organoidok azonos tenyésztési koriilmények kozott (22A-B.
abra). A Bim szint mind a kezeletlen, mind a TGFp kezelt VApc organoidokban alacsonyabb
volt, mint a VApCA/A organoidokban (22C. abra), és az VApC organoidok kevésbé voltak
érzékenyek a BH3 mimetikumok altal kivaltott apoptozisra (22D-E. 4bra).

2100 MAPCY e o Ctr — , TGFB utan 3 nap

BApPCVA/A

Jek

22. abra. A WT intesztinalis
organoidok rezisztensebbek a TGFp
altal kivaltott apoptozissal szemben,
mint az Apc mutans organoidok. (A)
A TGFp kezelés hatasara elpusztult
organoidok szdmanak 6sszehasonlitasa
VApc (WT) és VApCA/A organoidok
esetében teljes (ndvekedési faktorokat
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Erdekes modon az inzulinszerii ndvekedési faktor I (IGF-I) receptor gatloszerének és a TGFB-

nak az egylittes alkalmazasa novelte a TGFp altal kivaltott organoid pusztulast a WT
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tenyészetekben, az Apc deletalt organoidokkal ellentétben (22F-G. abra). Ezzel szemben nem
ért el hatast a HGF receptor gatlo (PHA665752 vs. olddszer, p = 0,14) vagy a fibroblaszt
ndvekedési faktor (FGF) receptor gatldo (PD173074 vs. olddszer, p= 0,69). Osszességében
eredményeink azt mutatjak, hogy a WT kriptak tenyészetei ellenallobbak a TGFp altal kivaltott
apoptozissal szemben, mint az Apc mutans adenomadk tenyészetei, és hogy az IGF-| receptor

utvonal aktivitasa részben magyarazhatja a megfigyelt jobb tulélést.

A mutdns KRas onkogén jelenléte részleges védelmet ad az Apc mutdns organoidoknak a TGFp
altal kivaltott sejthalallal szemben

AVogelstein modell szerint a kezdeti APC vagy a B-katenint kddolo CTNNB1 mutaciot gyakran
a KRAS gén termékének onkogén aktivalodasa koveti [12]. A lathaté daganatok szama
jelentésen megnd, ha a mutans KRas gént bejuttatjuk Apc®#V'* (ApcN) egerekbe, amelyek
egyébként csak kevés béldaganattal rendelkeznek [97]. ApcN és ApcN-KRas egerek belébodl
organoidokat tenyésztettiink olyan koriilmények kozott, amelyek esetében csak az Apc mutans
organoidok maradnak életben. Hasonld szamu kiindulasi kripta Otszor tobb ApcN-KRas
organoidot eredményezett az ApcN organoidokhoz képest 6 nappal az izoldlasi eljards utan
(23A. abra). Ez magasabb daganatképzési gyakorisagra és/vagy jobb tumorsejt tilélésre utal az
ApcN-KRas egerekben.

Béar a VApCA/A és ApcN tenyészetek nem kiilonboztek a TGFB-ra valo érzékenységiikben
(19H. abra), az ApcN-KRas organoidok késleltetett apoptozis indukeiot, valamint csokkent
Bim kifejezddést mutattak TGFf kezelés utan az ApcN-hez képest (23B-D. dbra). Az ApcN-
KRas organoid tenyészetek szintén csdkkent p38 és Smad2 foszforilaciot mutattak (23C. abra
¢és 23E. abra), ¢s megnovekedett a TGF jelatviteli utvonalat negativan szabalyozo Smad?7 [98]
expresszidja (23E. dbra). Az ApcN-KRas organoidok megdrizték azonban érzékenységiiket az

ABT-263 és ABT-737 BH3-mimetikumokkal szemben (23F. abra).

A KRas 4altal indukalt jelatviteli utvonalak tanulméanyozéasdhoz az Akt protein kinaz és az
extracellularis szignal altal szabalyozott kindz (Erk) 1/2 foszforilaciojat vizsgaltuk ApcN és
ApcN-KRas organoidokban. Varakozasainknak megfelelden a KRas onkogén ndvelte az Akt
aktivalo foszforilacidjat (23E. abra), de az utvonalban felfel¢ taldlhatod foszfoinozitid-3 kinéaz
(PI3K) inhibitorai nem sziintették meg a KRas altal kivaltott rezisztenciat (23G. 4bra). Az
ApcN-KRas organoidokban az Erkl/2 is erés foszforilaltsdgot mutatott, mig az ApcN-
tenyészetekban sokkal gyengébb volt ez a jel (23H-J. abra). Annak elemzésére, hogy az Erk1/2
foszforilalasa szerepet jatszik-e a KRas onkogén jelenlétében megfigyelhetd, a TGFf altal

54



W ener . zol tan 34 22

kivaltott apoptozissal szembeni rezisztenciaban, két kiilonboz6 inhibitort alkalmaztunk az
Erk1/2-et foszforilalé mitogén altal aktivalt protein kinaz kinaz (MEK) 1/2 gatlasara. Mindkettd
megnovelte a TGFB-indukalt sejthalallal szembeni érzékenységet az ApcN-KRas
organoidokban, az ApcN esetében viszont nem tapasztaltunk valtozast (23K-L. abra). Korabbi
tanulmanyok kimutattdk, hogy az Erkl1/2 aktivalasa csokkenti a Bim fehérje szintjét a Bim
foszforilacioja révén, amit proteaszomalis lebomlés kovet [99]. Erdekes modon mindkét Erk1/2

inhibitor stabilizalta a Bim alapszintjét, és visszaallitotta a Bim TGFp altal modositott szintjét
ApcN-KRas organoidokban (23M. abra).
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23. abra. A KRas onkogén noveli a TGFp hatasaval szembeni rezisztenciat Apc mutans
organoidokban az Erk1/2 foszforilacidja altal. (A) A KRas onkogén hatasa az R-Spondinl nélkiil
szelektalt ApcN mutans organoidok szdmara azonos szamu bélkriptabol kiindulva. (B) Az elpusztult
ApcN és ApcN-KRas organoidok aranya a TGFf koncentracio és a kezelés idejének fiiggvényében (4
oOras stimulacio kiilonbozé dozisokkal vagy 3 ng/ml kiilonboz6 idétartamokig), 48 ora utan elemezve
(n=3). (C) TGFp-val vagy anélkiil 16 6ran at inkubalt ApcN és ApcN-KRas organoidok Bim és foszfo-
p38 immunoblotja. (D) A proapoptotikus és antiapoptotikus gének expresszidja ApcN és ApcN-KRas
organoidokban TGFf hianyaban vagy jelenlétében (3 ng/ml 8 oran keresztiil, RT-gPCR). (E) Akt,
foszfo-Akt (T308), Smad2/3, foszfo-Smad2 és Smad7 szintek az ApcN és ApcN-KRas organoidokban
16 o6raval a TGFP hozzaadasa utan. (F) A BH3-mimetikumok (1 uM) hatasa az aktiv kaszpaz-3-ra
ApcN-KRas organoidokban. Immunblot (balra) vagy aramlasi citometrias (jobbra) elemzés. (G) A
PI3K-gatlo LY294002 (10 uM) ill. wortmannin (5 uM) hatasa az ApcN és ApcN-KRas organoidok
apoptozisara TGFp jelenlétében vagy hianyaban. Az inhibitorokat 1 éraval a TGFp el6tt alkalmaztuk,
és az eredményeket 48 6ra mulva elemeztiik. (H) Foszfoproteinek elemzése protein array-vel, a foszfo-
Erk1/2 jel kiemelésével. (I) Foszfo-Erk1/2 ¢és Erkl/2 immunoblot. (J) A foszfo-Erkl/2
immunofluoreszcencia konfokalis képei ApcN-KRas és ApcN organoidokban (skala: 50 pum.) (K)
ApcN-KRas vékonybél (si) és vastagbél (co) organoidok esetében a TGF[ (4 6ra) altal kivaltott organoid
pusztulast a MEK1/2 inhibitor (PD98059, 20 uM) fokozta, mig ApcN esetében nem volt hatasa. (L) A
MEK1/2 inhibitor U0126 (20 uM) hatasa a TGFp altal kivaltott (1 6ra) apoptozisra az ApcN és ApcN-
KRas organoid tenyészetekben 48 6ra utan. (M) A PD98059 (20 uM, Inh1) és U0126 (20 uM, Inh2)
MEK /2 inhibitorok hatasa a Bim szintre ApcN-KRas organoidokban (TGFf 1 6ra, majd elemzés 16
ora mulva).

Eredményeink jelentdségének tovabbi igazolasa céljabol kolorektalis adenoma betegek
tumorszdveteibdl organoidokat tenyésztettiink R-Spondinl hidanydban. A KRAS mutéans
daganatokbol szarmazo organoidok lényegesen jobban ellenalltak a TGF[P altal kivaltott
apoptozisnak, mint a KRAS mutaciot nem tartalmazo daganatokbol szarmazo organoidok, ami
jol egyezik az egérmodell rendszerben tapasztalt megfigyeléseinkkel (24A. abra). Ezen kiviil
az onkogén KRAS altal kivaltott rezisztenciat csokkentették az ERK1/2 foszforilaciot gatlok,
mig a MEK1/2 inhibitor nem volt hatassal a TGF altal kivaltott apoptozisra a KRAS onkogén
hidnyaban (24B. dbra). Adataink tehat azt mutatjak, hogy a KRAS onkogén részben gatolja az

alacsony dozisi TGFp altal kivaltott apoptozist az ERK1/2 titvonal aktivalasaval és a BIM

expressziojanak gatlasaval a CRC adendma fazisaban.

B pis [T B ke |7

A B . L
- | KRas 1o, @ P7 | KRas 80— 24. abra. A KRAS onkogén noveli a
2 aPe o P8 *% TGFp hatasaval szembeni
2 = 6o 80— 60— rezisztenciat human adenéma/CRC
2o 50 L organoidokban foszfo-ERK1/2
52 4o 40 révén. (A) A TGFp altal kivaltott
%3 40 organoid pusztulds 6sszehasonlitdsa
T 20 (Pt5-7: adenoma, Pt8: karcinoma

& 20 .
o | beteg). (B) A MEK1/2 kinaz inhibitor
PD98059 hatdsa a KRAS mutans

0 6 ¢ £ L& > LS : S -

TGFR (h) &Gl & O humén organoidok érzékenységére a

& & TGFB  altal kivaltott  organoid
= = A
? 3 pusztulassal szemben

56



W ener . zol tan 34 22

Az Apc és KRas mutaciok modositjak az adenomasejtek TGEp érzékenységét in vivo

Eredményeink in vivo jelentdségének megerdsitésére az egér TGFP1 aktiv formajat (TGFACT)
[100, 101] adeno-asszocialt virus 9-es tipust (AAV9) vektorba klonoztuk. A vektor altal kodolt
fehérje expresszidjat a transzdukalt sejtek feliiluszdjabol torténdé immunprecipitacioval
igazoltuk (25A. abra). Ezutan LApc egerekben Apc deléciot indukaltunk tamoxifen injekcidval
(LApcA/A), majd 21 nap mulva, amikor az egerekben mar lathatok az adendmak, az allatokat
AAV9-TGFACT-tal vagy a human szérumalbumint (HSA) kodolé AAV9 kontrollal injektaltuk.
Az AAV9-TGFACT-tal injektalt egerek szérumabol szarmazé TGFB immunprecipitatumokban

kimutathato volt egy olyan sdv, mely a TGFA®T-nak felelt meg az injekci6 utani 5. napon. Ezt

a jelet az AAV9-HSA-val injektalt egereknél nem tudtuk megfigyelni (25A. abra).

Az aktiv kaszpaz-3 immunfestése azt mutatta, hogy az injekcié beadasa utdn 5 nappal a TGFACT
megnovelte az apoptotikus sejtek aranyat a Prox1 altal detektalt adendmakban, mig a WT
bélkriptakra nem volt szignifikans hatasa (25B-C. abra). Az apoptotikus Lgr5+ adenoma sejtek
aranyanak jelentés novekedését is megfigyeltiik TGFACT jelenlétében (25D. abra). Ezen kiviil
azt talaltuk, hogy mig a TGFp az ApcN-ben fokozta az apoptozist, az ApcN-KRas

adendomakban nem volt hatasa (25E. abra).
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25. abra. A bélham TGFp hatasra valé érzékenységét az Apc és KRas mutaciok in vivo is
szabalyozzak. (A) Az aktiv TGF immunprecipitacios analizise 293T sejttenyészetek feliiliszojaban és
tamoxifennel, valamint AAV9-HSA-val vagy AAV9-TGFACT-tal injektalt LApPCA/A egerek
szérumaban. (B és C) LApPCA/A belek Prox1 és aktiv kaszpaz-3 immunfestése és kvantifikacioja. (D) Az
aktiv kaszpadz-3+ apoptotikus Lgr5+ sejtek mennyiségi meghatarozasa LAPCA/A belekben. (E) 20
adenéma régioban az apoptotikus sejtek mennyiségi meghatarozasa ApcN és ApcN-KRas egerekben 5
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nappal az AAV9-HSA vagy AAVI-TGFACT injekci6é utan. Kruskal-Wallis vagy Mann-Whitney U-
tesztek (C—E). Méretarany: 50 um.

Megbeszélés: egér és human 3D bélorganoid tenyészetekkel és transzgenikus in Vivo
modellekkel tehat megmutattuk, hogy a TGFf apoptozist indukal a BH3-only Bim fehérje altal
bél adendéma sejtekben, beleértve az Lgr5+ dssejteket is. Eredményeink arra utalnak, hogy a
daganatképzés kezdeti stadiumara jellemz0 Apc mutacid6 noveli a TGFB altal kivaltott
sejthalélra valo érzékenységet, mig a progresszidban fontos KRas mutacio noveli a sejthalallal
szembeni rezisztenciat in vitro és in vivo, mely eredményt késobb egy masik kutatocsoport is
megerdsitette [40]. A TGFp altal kivaltott apoptozissal szembeni rezisztencia ellenére azonban
a KRas mutans organoidok még mindig érzékenyek voltak a BH3 mimetikumokra, aminek
klinikai jelent6sége lehet. Eredményeink Osszhangban vannak azzal a ténnyel, hogy a
sztromasejtekbdl szarmazd TGFP csak a betegség késobbi szakaszaiban segiti el6 a CRC
progressziojat egy mezenchima fliggd mechanizmuson keresztiil [36]. Adataink megerdsitik
tovabba azt a modellt, hogy a tumor progresszié fokozatosan atalakitja a proapoptotikus TGF[3
jeleket olyan mechanizmusokka, amelyek eldsegitik a tumor ndvekedését és metasztazisat
[102]. A TGFB/BMP/SMAD utvonal 1ényeges elemei gyakran mutaltak CRC betegekben, ami
szelekcios nyomast jelez ennek a jelatviteli rendszernek a genetikai inaktivalasara a
tumorsejtekben [103, 104]. Ezzel 6sszhangban a Smad4 genetikai inaktivalasa Apc mutans

hattérben fokozza a daganatképzddést és elésegiti a rosszindulatu daganat fenotipust [105].

A TGFB-ra adott sejtvalaszok sejttipustdl €s kontextustol fliggenek, és a TGF[ sokféle itvonalat
hasznalhat az apoptozishoz [94]. Eredményeink szerint a Bim, a mitokondrialis Bcl2
fehérjecsalad proapoptotikus, csak BH3-at tartalmazoé tagja, a TGFp altal kivaltott apoptdzis
kritikus molekuldja béladenoma sejtekben. A tumorsejtek apoptozisa érzékeny a Bim
fehérjeszint valtozasaira, és ismert, hogy a kiilonboz0 tirozin kinaz gatlok (TKI-k) kozvetithetik
az apoptozist a Bim fokozasa révén [106-108]. Ezenkiviil az alacsony Bim szintek
Osszefliggésbe hozhatok a TKI-rezisztenciaval [109, 110]. A csak BH3-at tartalmaz6 fehérjék
hatasat utdnzé gyodgyszerekrél kimutattdk, hogy apoptdzist indukalnak kiilonb6zd
tumormodellekben [111]. Kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy nem csak a korai bél adenomat
modellezé Apc mutans organoidok nagyon érzékenyek a BH3 mimetikumokra, hanem késoi

CRC sejtek is, melyekben a TGFB mar nem valt ki apoptozist.

Erdekes modon azt taldltuk, hogy a TGFB egyik fontos célcsoportja az Lgr5+ adendémasejt
populacio. Ez azt jelzi, hogy a TGFp az adenoma Ossejteket is megcélozza, amelyek eldsegitik

a daganatképz6dést, és a rakterapiak elsédleges célpontjat képezik. Eredményiink, amely
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szerint a TGFp apoptozist indukalhat a adendma Ossejtekben, kiilondsen érdekes, mivel a rakos
Ossejtek rezisztencidja szamos, a klinikdkon hasznalt citotoxikus szerrel szemben is kimutathato
[41]. Vizsgalataink tehat azt mutattak, hogy mind a WT intesztinalis kriptak, mind a KRas
mutaciot hordozo adendmasejtek jobban ellenallnak a TGF altal kivaltott sejthalalnak, mint

az Apc mutans adenémak, valamint az Lgr5+ &ssejtek is a TGFP célpontjai in vivo (26. abra).

APC KRAS SMAD2/4 TP53 Tovabbi genetikai valtozasok

. . a
Normal epitélium Korai adenoma  Atmeneti  Kgssiadenoma  Karcinoma Metasztazis
adenoma

/_A

A TGF altal kivaltott apoptozissal szembeni érzékenység

26. abra. Az onkogén mutaciok modositjak az intesztinalis tumorsejtek TGFp-val szembeni
érzékenységét

5.3 Az EV-k szekrécidja az Apc mutacio altal aktivalt Wnt utvonal és mas
CRC progresszios faktorok befolyasolé hatasa alatt all (V1)

Mivel az EV-k nagy mennyiségben lehetnek jelen a testnedvekben, igéretes eszkozt
jelenthetnek a tumorok korai diagnosztizalasaban. Ez a feltételezés azon a tényen alapul, hogy
a tumorsejtek a normal sejtekhez képest tobb EV-t bocsatanak ki [9], és a rakos sejtekbol
szarmazd EV-k cargo-ja tumorspecifikus molekulakat hordoz membrannal koriilvett, védett
kornyezetben. Az EV termelés €s azok molekularis dsszetétele azonban nagymértékben fiigg a
tenyeésztési koriilményektdl, az izoldlasi modszerektdl €s a mindkét paramétert kritikusan
befolyasold kiils6 tényezoktdl [10]. Az EV-kre fokuszaldé munkak tobbsége korabban
hagyomanyos 2D sejttenyészeteket hasznalt CRC-ben és PDAC-ben. Sajnos a hosszu ideig
szarmaznak. Igy az EV vizsgalatokhoz olyan modellrendszerre van sziikség, amely jobban
reprezentalja a daganatok in vivo tulajdonsagait. Ezen talmenden a sikeres EV alapu
diagnosztika nagyban fiigg a daganatbol szarmazé EV-k mennyiségétdl a testfolyadékokban.
Kovetkezd 1épésként tehat a CRC tumorsejtekben az EV termelést befolyasolo tényezdket
vizsgaltuk, valamint arra is kivancsiak voltunk, hogy az EV-k milyen szerepet toltenek be a
CRC sejtek és a fibroblasztok, mint az egyik legfontosabb sztromalis sejttipus kozotti

kommunikacidban.
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A CRC organoidok dltal kibocsatott EV-K kimutathatok 3D tenyészetek kondicionalt
médiumaban

Az SW1222 CRC sejtvonal 3D matrixban lumentartalmi komplex megakoloniakat is képez,
amelyek differencialatlan és differencialodott rakos sejteket egyarant tartalmaznak [79, 80]. Az
EV detektalashoz sziikséges 3D tenyészetek beallitdsdhoz kétféle 3D extracellularis matrixot
(ECM) hasznaltunk: bazalis membran Kivonatot (BME), valamint Matrigel-t. A kiilonb6z6
méretti partikulumok kimutatasara alkalmas tunable resistive pulse sensing (TRPS) mérések azt
mutattak, hogy mind a BME mind pedig a Matrigel esetében a hattér partikulumszam
elhanyagolhaté ahhoz képest, amikor a 3D matrix kolonidkat is tartalmazott (27A-B. abra).

Ezen kiviil az SW1222 kolénidk feliilluszojaban a kisebb méretli partikulumok magasabb

crer

A sejttenyészetek feliilusz6jabol szarmazd EV-k azonositasara és értékelésére anti-CD63-mal
vagy anti-CD81-gyel bevont magneses gyongyoket hasznaltunk, és fluoreszcensen jelolt anti-
CD63 vagy anti-CD81 antitestekkel és aramlasi citometriaval detektaltuk az EV-ket. A CD63
¢s a CD81 a kisebb EV-k markereinek tekintheték, a plazmamembranrol leftiz6dé nagyobb EV-
ket pedig altalaban Annexin V-tel lehet megjeldlni. Korabbi tanulmanyokkal Gsszecsengve
[112] korrelaciot figyeltiink meg a sejtszam és a pozitiv gyongyok szazalékos aranya kozott két
sejtvonalban is (27D-E. abra), tovabba a sejtszam és a partikulumszam kozott is (27F. abra),
ami azt mutatja, hogy a gyongy alapti médszer hasznalhat6 az EV-k szemikvantitativ mérésére.
Mivel a sejtszdm és a pozitiv gyongyok kozotti korrelacid csak egy adott sejtszam-kiiszobérték
felett volt érvényes, hasonld sejtszamokat hasznaltunk valamennyi  tovabbi
Osszehasonlitasunkban, és az 0sszes eredményt sejtszamra normalizaltuk. Tovabba csak akkor
fogadtuk el a kisérleti eredményeket valosnak, ha nem a legalacsonyabb szazalékban pozitiv
gyongyoket tartalmazo mintiban volt a sejtszam legalacsonyabb a mintak koziil. Erdekes
modon az SW1222 sejtek altal kibocsatott EV-k csak az anti-CD63-mal bevont gyongyokhoz
kotodtek, a streptavidin altal fedett kontroll gyongyokhéz nem, mely igazolja a beallitott
rendszer specifitasat (27G. abra).
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27. abra. 3D tenyészetekbdl szarmazo EV-k kimutatasa. (A) Matrigel-bdl vagy BME-matrixbol,
azonos szamu SW1222 sejttel vagy anélkiil inditott tenyészetekbdl szarmazd kondicionalt médium
partikulumszama. A koloniakat 12 napig tenyésztettiik, majd a tapkdzeg cseréje utan 48 o6ra mulva
mintat vettlink (TRPS, 100 nm poérusméreti membran, n=3, parositott t-teszt). (B) Az EV-k
méreteloszlasa az SW1222 koloniakbol szarmazo feliiliszoban Matrigelben (sziirke) vagy BME-ben
(narancssarga). (C) Kiilonb6zé porusméretii NanoPore membranokkal mért partikulumkoncentraciok
(TRPS, n=4, ANOVA). A Matrigel sejtmentes kontroll hattér partikulumszamat kivontuk a mintak
értekébdl. (D-E) A pozitiv gyongyok szazalékos aranya novekvo sejtszamit 2D HT29 (D) vagy SW1222
(E) tenyészetekben (aramlasi citometria, n=2-3, ANOVA). Mivel az SW1222 tenyészetek esetében a
CD81+ gydngyodk aranya még magas sejtszam (1x10° sejt) mellett is 5% alatt volt, csak az anti-CD63
bevonatu gyongyok eredményeit hasznaltuk. (F) Partikulumkoncentracié kiilonboz6 sejtszamoknal
HT29 sejttenyészetekben (TRPS, 400 nm porusméret, n=3, ANOVA). (G) Az anti-CD63-mal vagy
streptavidinnel (Str, kontroll) bevont és anti-CD63-mal kimutatott pozitiv gyongyok szazalékos aranya.
A gyongyoket 3D tenyészet kondicionalt médiumaban (SW1222), vagy sejt nélkiili Matrigel
feliiluszoban (médium) inkubaltuk (aramlasi citometria, n=3, t-teszt). Minden kisérletben 400 pl
feliiluszot hasznaltunk a jelzett sejtszambol az EV-K kimutatasara.

Ezutan mas CRC sejtvonalakat is felhasznaltunk. A 2D tenyészetekben CD63+/Annexin V-
EV-ket detektaltunk gyongyalapu mddszerrel, valamint Annexin V+ nagy EV-ket is ki tudtunk
mutatni aramlasi citometridval az Osszes sejtvonalban (28A-B. abra). Hasonloképpen, a
Matrigelben 1év6 3D kolonidk, illetve a 3D matrixbdl eltavolitott és szuszpenzios koriilmények
kozott tovabb tenyésztett koloniak is termeltek CD63+/Annexin V- EV-ket (28C-D. ébra).
Ezzel parhuzamosan CD81+ EV-ket is detektaltunk (28E-F. abra). Erdekes modon azonban a
nagyobb méretli, Annexin V+EV-k nagyobb mennyiségben voltak jelen a szuszpenzios

tenyészetekben, mint a 3D matrixban novesztett kolonidkrol szarmazoé kondicionalt médiumban
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(28G. abra). Ezekben a kisérletekben az Annexin V+ EV-k érzékenyek voltak Triton X-100-zal
valo lizisre egy korabban publikalt, aramlédsi citometrian alapuldé modszerrel [112].
Osszefoglalva eredményeink arra utalnak, hogy a nagyobb EV-k jelentdsen magasabb szinten
mutathatok ki szuszpenzids koloniak esetében, mint 3D Matrigel tenyészetekben. A
szuszpenzios tenyésztési koriilmény azonban az aktiv kaszpaz-3+ apoptotikus sejtek szdmanak

novekedését is eredményezte (28H. abra), ami azt mutatja, hogy a szuszpenzids allapot nem

optimalis a koloniak szamara.
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28. abra. Az EV-k kimutatasa CRC organoidokbol. (A) A jelzett sejtvonalak sejtjeit 2D-ben
tenyésztettiik, az EV-ket anti-CD63-mal bevont gyongyokkel izolaltuk, majd anti-CD63-mal vagy
annexin V-tel detektaltuk, és a pozitiv gyongyok szazalékos aranyat aramlasi citometriaval mértiik. A
bal és a kdzépso panelen az SW1222 sejtekbol szarmazd reprezentativ dramlési citometrikus mérések
lathatok. Jobb oldali panel: az aramlési citometria eredményeinek szamszerisitése. (B) Az annexin
V+ események kimutatasa az EV kapuban 2D tenyészet feliiliszojabol. A legnagyobb, apoptotikus
testeket tartalmazo EV-ket a mérés elott centrifugalassal tavolitottuk el. Ezekben a kisérletekben az EV-
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ket kozvetleniil aramlasi citometridval mértiik. (C-D) A pozitiv gyongydk szazalékos aranya
Matrigelben 3D tenyésztett, kiilonbdz6 CRC sejtvonalakbdl szarmazoé koldnidk feliiluszojabol (C), vagy
48 oras szuszpenzios tenyésztés utan (D). (E-F) A Matrigel tenyészetek (E) vagy szuszpenzios
tenyészetek (F) feliiliszojaban inkubalt CD8 1+ gyongyok szazalékos aranya. Az adatokat 500 000 sejtre
normalizaltuk (dramlési citometria, n=3). (G) Az Annexin V+események szdma az SW1222 sejtek
kondicionalt feliiliszojaban, amelyek 3D tenyészetekbdl vagy szuszpenzidban tartott kolonidkbol
szarmaznak Matrigelb6l vald eltavolitas utdn (aramlasi citometria). Bal oldali és kozépsé panel:
reprezentativ aramlasi citometrids mérések szuszpenzios tenyészetekb6l. Az Annexin V + események
meghatarozasa Triton X-100 hozzdadésa el6tt és utan tortént, mely az EV-ket lizalja. Jobb oldali panel:
a mintak mennyiségi meghatarozasa sejtek jelenlétében vagy anélkiil, valamint 12 500 g-vel 20 percig
valod centrifugalas el6tt vagy utan. Az EV-k nem mutathatok ki a feliiluszobol centrifugalas utan (n=3,
t-teszt). (H) Az aktiv kaszpaz-3 események szazalékos aranya SW1222 sejtek kiillonb6z6 tenyésztési
koriilményei kozott (dramlési citometria, n=3-5, t-teszt). A pozitiv gyongyok szdzalékos ardnyat
sejtszamra normalizaltuk. (I) A CRC betegekbdl szarmazé organoidok morfolédgiaja (skala: 50 pm). (J)
Az EV-t megkotott, anti-CD81 vagy anti-CD63 bevonatl gyongyok szazalékos aranya. Az EV-ket a
gyongyok felszinén anti-CD81 vagy anti-CD63 ellenanyaggal detektaltuk (aramlasi citometria, n=3, t-
teszt). A pozitiv gyongyok szazalékos aranyat 300 000 sejtre normalizaltuk. (K) Méreteloszlas és az
EV-k szama organoid tenyészetekb6l (TRPS 400 nm pérusméretii membrannal). (L) Differencialt
ultracentrifugéléssal izolalt CRC organoidok transzmisszios elektronmikroszkdpos képe (nyilak).

Kisérleteinkben az 6sszes CRC betegbdl szarmazo organoid CD63+ és CD81+ EV-t termelt 3D
tenyészetekben (281-J. abra), és az EV-k jelenlétét az organoid tenyészetek feliiliszojaban
TRPS-sel (28K. abra) és transzmissziods elektronmikroszkoppal (TEM) is megerdsitettiik (28L.
abra). Tovabbi kisérleteinkben harom CRC beteg eredetli organoid vonalat (CRCI1-3)
hasznaltunk. Annak vizsgalatara, hogy a CRC organoidok mely ttvonalakban tartalmaznak
mutéciodkat, a talélésiiket R-Spondinl vagy EGF nélkiil, illetve nutlin-3 jelenlétében teszteltiik
(lasd [113, 114]). A nutlin-3 meggatolja a p53-nak az MDM2 ubiquitin ligazhoz valo kotédését,
igy a normal p53-mal rendelkezd sejtekben megall a sejtciklus, majd apoptézison mennek
keresztiil. Varakozasainknak megfelelden mindegyik organoid vonal ndvekedést mutatott,
amikor a Wnt agonista R-Spondinl hianyzott, de egyik sem élte til az EGF hianyat, és nem
voltak érzékenyek nutlin-3-ra, mely eredmények megegyeztek a KRAS és TP53 szekvenalasi
adatokkal (nem mutatott adatok). gy mindhdrom organoid tenyészetben a Wnt tatvonal aktiv,

valamint p53 mutansak, de a KRAS ttvonalban nem volt eltérés a normalhoz képest.

Az ellenanyaggal fedett gyongyokkel izolalt EV-k esetében figyelheté meg a legkisebb miRNS
hatter

Az EV izolalas és a detektalt miRNS-ek kozotti Osszefiiggés vizsgalatara 14 miRNS-t
elemeztiink harom kiilonb6zé mddszerrel izolalt EV preparatumban. Mig a miR-484-et vagy a
miR34a-5p-t csak az egyik kereskedelmi forgalomban 1évé EV RNS izolaciés modszer mutatta
ki, a legtobb mas miRNS jelen volt a differencialt ultracentrifugalassal eldallitott EV

preparatumban is, bar eltéré mennyiségben (29A-B. abra). Erdekes modon antitesttel (anti-
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CD63, anti-CD81) bevont gyongyok hasznalatakor a 14 mért miRNS-bdl minddssze 8 miRNS-
t tudtunk kimutatni (29C. 4bra), és ez az izolalasi modszer eredményezte a legalacsonyabb nem

specifikus hatteret. igy az EV izolalasi modszer nagymértékben befolyasolja a detektalt miRNS

profilt.
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29. abra. CRC organoid eredetii EV-k miRNS profilozasa. (A-C) A jelzett miRNS-ek 35-Ct értékei
az EV-k kiilonb6z6 modszerekkel torténd izolalasa utan. UC: differencidlt centrifugalas ¢&s
ultracentrifugalas (A), Kit: ExoRNEasy Serum/Plasma Starter Kit (Qiagen, B), Gyongy: anti-CD63
bevonatu gyongyok (C). Minden esetben azonos sejtszamot és médiumtérfogatot hasznaltunk a
kisérletekben (TagMan assay, n=3).

A Kollagén I ECM fehérje hatasara nagyobb EV mennyiség mérheté a CRC organoidok
kondicionalt médiumaban

Miutan bizonyitottuk, hogy az organoidok altal kibocsatott EV-k kimutathatok a 3D
tenyészetek kondicionalt médiumaban, ezt a rendszert kivantuk alkalmazni az EV kibocsatast
befolyasold tényezOk azonositasdra. Az extracellularis matrix (ECM) 0Osszetételében
bekovetkezett valtozasok, példaul az I-es tipust kollagén felhalmozddasa kdzponti jelentdségli
a CRC progresszidjaban [115], és a kollagén I-et kodol6 COL1Al és COL1A2 gének
expresszios szintje a betegek csokkent tulélésével erds korrrelaciot mutat (30A. abra). A The

Cancer Genome Atlas (TCGA) adatsornak az Oncomine adatbazisban valo elemzése azt
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mutatta, hogy a CRC betegek magasabb COL1A1 ¢s COL1A2 szintet mutatnak az egészséges
kontrollokhoz képest (30B. dbra).
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30. abra. A Matrigel kollagén I-re valé kicserélése megnovekedett EV szintet eredményez a CRC
organoidok kondicionalt médiumaban. (A) A jelzett gének Kaplan-Meier tG1élési diagramja (alacsony
expresszio: z-score normalizalt adatok <-0,5*SD, magas expresszids csoport: expresszios szint >
0,5*SD, kozepes: -0,5*SD<z-score normalizalt érték < 0,5*SD). A log rank tesztbdl szdrmazo p-értéket
mutatjuk (a COL1A1 proba azonositoja: 202311 _s_at, a COL1A2 esetében: 202404 s _at). (B) A jelzett
gének normalizalt expresszios szintje a TCGA génkészletben (Oncomine adatbazis analizis,
www.oncomine.org, A_23_P207521 riporter a COL1Al esetében és A 23 P255247 a COL1A2
esetében). (C) Az egyik CRC organoid vonal vimentin whole-mount immunfestése, Matrigelben vagy
kollagénben tenyésztve. (D) A human CRC organoidok kondicionalt médiumaban inkubalt
CD81+ gyongyok relativ szazaléka. Paronkénti kisérleteket végeztiink, és minden kisérletben a
sejtszamra normalizalt kollagén adatokat 0sszehasonlitottuk a normalizalt Matrigel eredetii adatokkal
(n=4). A pozitiv gydngyok szazalékos aranya az organoidok nélkiili Matrigel és
kollagéntenyészetekben <1% volt. (E) Az aktiv kaszpaz-3 +apoptotikus sejtek mennyiségi
meghatarozasa CRC organoidokban (konfokalis mikroszkopos képek kvantifikaldsa). Méretarany: 20
um. Parositott (D) vagy parositatlan (E) t-tesztet végeztiink.
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A betegekbdl szarmazé CRC organoidok sejtjei invaziot mutattak, amikor kollagén I-ben
tenyésztettiik Oket, és az epitelialis-mezenchimalis tranziciora (EMT) jellemz6 marker, a
vimentin expresszioja is ezzel parhuzamosan megemelkedett, valamint magasabb EV szintet
tapasztaltunk a tenyésztés utani 2. napon (30C-D. 4bra). Ugyanakkor ebben az idépontban még
nem lattunk massziv apoptozist (30E. abra). Ezek az adatok egyiittesen azt jelzik, hogy az ECM

Osszetétele kritikus az EV felszabadulas szempontjabol a CRC tumorigenezisben.

Az Apc mutacio néveli az EV szekréciot 3D organoidokban

Széles korben clfogadott, hogy az EV szekrécid megemelkedik a daganatokban a normal
szovetekhez képest. Az azonban még nem ismert, hogy ez kiilonbozé mutacidknak
tulajdonithato-e. Mivel a CRC sejtek a daganatképzddés késoi szakaszat képviselik, és sokféle
mutaciot hordoznak, ezért jol meghatirozott genetikai hattérrel rendelkezd egérmodellt
alkalmaztunk. CRISPR-Cas9 segitségével Apc mutaciot vittiink be vad tipusa (WT)
intesztinalis organoidokba, majd a béldaganatok adenoma stadiumat képviselé Apc mutans
organoidokat kiszelektaltuk a kiilsé Wnt-agonista R-Spondin1 hianyaban (31A. 4bra). Erdekes
modon a CD81+ EV szekrécid massziv novekedését figyeltiik meg az Apc mutaciot kovetden

(31B. abra).

Az Apc mutacié a Wnt utvonalat aktivalja. Annak tesztelésére, hogy a Wnt itvonal aktivalasa
fokozott EV szekréciohoz vezethet-e, a WT bélorganoidokat Wnt3a-val vagy a GSK-3 inhibitor
CHIR99021-gyel kezeltiik, amelyek a Wnt jelatviteli Gtvonal ismert aktivatorai. Az Apc
mutaciohoz hasonléoan mind a Wnt3a, mind pedig a CHIR99021 a Ki67+ proliferald sejtek
aranyanak novekedését, valamint a Mucin2+ kehelysejtek szazalékos aranyanak csokkenését
eredményezte. Emellett a Mucin2, valamint az enterocita marker Alpi RNS-szintjének
csokkenését, és az dssejt marker Lgr5 Wnt célgén emelkedését figyelhettiik meg (31C-F. abra).
Erdekes médon mind a Wnt3a, mind a CHIR99021 massziv emelkedést eredményezett az EV
szekrécioban az Apc mutacidhoz hasonloan (31G. abra), anélkiil, hogy megndvekedett volna az
apoptotikus sejtek szama (31H. ébra). Eredményeink alatamasztjak azt a hipotézist, hogy az
Apc mutacio noveli az EV szekréciot azaltal, hogy aktivalja a Wnt utvonalat az organoidokban.
Mivel az Apc mutaci6 altalaban korai esemény az intesztinalis daganatképzddésben, adataink

arra utalnak, hogy mar az adenoma stadiumban fokozott EV kibocsatas kovetkezik be.
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31. abra. Az intesztinalis organoidok EV kibocsatasa megemelkedik az Apc mutaciét kovetéen.
(A) Az egér bél organoidok morfoldgiaja az Apc mutacié elétt (bal és kdzépsd képek) és utan (jobb
panel). R-Spondinl (RSpo) nélkiil csak az Apc mutans organoidok élnek tul (jobb oldali panel), a vad
tipustiak (WT, ko6zépso panel) azonban nem. Méretarany: 100 um. (B) CD81+ gyongyok szazalékos
aranya, azonos sejtszamra normalizalva (aramlési citometria). Az anti-CD81-bevonatt gyongydket WT
vagy Apc mutans (sgApc) tenyészetek feliiliszojaban inkubaltuk, és az EV-kotott gyongyoket anti-
CD81-gyel (n=4) detektaltuk. (C) Wnt3a-val kezelt WT, Apc mutans és WT organoidok konfokalis
mikroszkopos felvételei (100 ng/ml 3 napig, méretarany: 50 um). A Ki67+ (D) vagy Mucin2+ sejtek
(E) szazalékos aranya ApC mutacid vagy a jelzett kezelések jelenlétében. A Wnt utvonalat aktivalo
CHIR99021-gyel (3 uM 3 napig) kezelt organoidok esetében az eredményeket az 1%-0s DMSO-ban
tartott kontroll mintakkal hasonlitottuk ossze. (F) A jelzett gének relativ RNS szintjei (QPCR, n=15). (G)
A CDB81+ gyongyok relativ szazaléka (aramlasi citometria). Az eredményeket minden esetben a
sejtszamra normalizaltuk, majd 6sszehasonlitottuk a kezeletlen kontroll mintaval. Az organoidok nélkiili
Matrigel kontroll mintak minden mérésnél < 1% pozitivitast adtak a CD81+ gydngyodkre nézve (n=>5).
(H) Az aktiv kaszpaz-3+ sejtek szazalékos aranya Apc mutacio és a jelzett kezelések utan (n=10).

Megbeszélés: a legtobb tanulmany 2D sejttenyészeteket hasznalt az EV-k funkcidinak
azonositasara CRC-ben és mas rakos megbetegedésekben. Kiilonbozo sejtvonalak és eltérd
tenyésztési  koriilmeények alkalmazasa azonban alacsony konzisztencidju adatokat
eredményezett. Ez részben azzal magyarazhato, hogy ezek a sejtvonalak kiilonb6zd betegeket
reprezentalnak, és a 2D-s tenyésztési protokollok soran szelektiv eldnyhdz jutottak a gyorsan

0szt0do, a 2D koriilményekhez jol alkalmazkodd daganatsejtek. A 3D organoid technoldogia
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kivalé modellt képvisel, amely fenntartja az in vivo daganatok Sejtes heterogenitasat
mezenchimalis sejtek nélkiil [13, 70, 116, 117]. Munkank 0ttor6 jelentdségii volt a 3D organoid
technologianak EV elemzésre vald alkalmazasaban koézvetlen, CRC betegekbdl szarmazd
mintak felhasznalasaval. Erdekes modon a 2D és 3D szuszpenzios kulturakkal ellentétben a 3D
matrixban 1év6 koloniak és organoidok feliiluszoiban elsésorban a kisebb méretti EV-ket tudtuk

detektalni.

Bar az in vivo és in vitro vizsgalatok megemelkedett EV felszabadulast mutatnak a
tumorsejtekbdl [9, 118, 119], az e hatasért felel6s tényezokkel csak néhany kutatas foglalkozott.
Példaul a p53 jelenléte kritikus a tiidorak sejtvonalakban a DNS kérosodas utani fokozott EV
felszabadulas szempontjabol [120]. A KRAS mutaciok egy masik fontos genetikai eseményt
jelentenek szamos raktipusban; a CRC-ben a mutans KRAS-sal végzett vizsgalatok tobbnyire
az EV-k molekularis cargo-jaban bekovetkezett valtozasokra dsszpontositottak, és néhany RNS
szelektiv becsomagolasat mutattdk ki [121, 122]. igy azon megallapitsaink, miszerint az
organoidokbodl valdo EV felszabadulas indukaldédik az Apc mutacié utan, ami egy Kritikus
genetikai esemény CRC-ben, kiilondsen érdekes lehet az EV alapt diagnosztikai eszk6zok
fejlesztésében. Vizsgalataink tovabba azt jelzik, hogy az Apc mutacio a Wnt tutvonal
indukalasaval fejti ki hatdsat az EV felszabadulasra. A Wnt aktivitas €és a sejtproliferacio
szorosan Osszefiigg a bélhamban és a béladendmakban. Mivel azonban minden adatunkat a
sejtszamra normalizaltuk, a megnovekedett sejtszdm nem magyarazza a magasabb EV
kibocsatast. Eredményeink tehat ravilagitanak az organoid technologia erejére az EV-k
jellemzésére vonatkozo vizsgalatokban, és tampontot adnak az EV-k diagnosztikai markerként

valo hasznalatadhoz CRC-ben.

5.4 Az EV Kkibocsatas Korrelaciot mutat a Wnt aktivitassal egér
hasnyalmirigy duktalis sejtekben, de nem mutathaté ki kapcsolat human
PDAC organoid modellben (VII, VIII)

Eredményeink szerint tehat a Wnt aktivitds és az EV szekrécio intenzitdsa szorosan Osszefiigg
bél adendma sejtekben. Annak vizsgalatara, hogy ez éltalanos jelenség-e mas sejttipusokban is,
eldszor egér hasnyalmirigy duktalis organoidokat hasznaltunk, melyek duktalis eredetét és EV
tobbsége pozitiv volt porcupine-ra (Porcn), mely enzim a Wnt fehérjék palmitoilalasa altal
kulcsfontossagli szerepet jatszik a szekrécidjukban [123] (32C. abra). Ezen kiviil néhany
sejtben nukleéris B-katenint figyeltink meg (32D. abra), amely a Wnt Utvonal aktivitasat

mutatja. A PORCN blokkolasa gatolja a Wnt fehérjék poszttranszlacidos modosulasat, ami a
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crer

inhibitor LGK974 alkalmazasa csokkentette a Ki67+ proliferalo sejtek aranyat (32E. abra), de
nem volt hatassal az aktiv kaszpaz-3+ apoptotikus sejtekre (32F. abra). Az inhibitor az Lgr5,
AXin2 és Troy (Tnfrsf19) Wnt célgének alacsonyabb RNS szintjét eredményezte (32G. abra), és

csokkentette az EV-k szamat az organoidok kondicionalt médiuméban (32H. &bra).
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32. abra. A Wnt szekrécié befolyasolja az EV-k mennyiségét egér pancreas duktalis (PD)
organoidokban. (A) Duktalis, endokrin és acinus markerek relativ RNS szintje (RT-qPCR). (B) EV-k
(nyilak) kimutatasa egér pancreas duktalis organoidok kondicionalt médiumaban (TEM). (C) Porcupine
(Porcn) immunfestés és a konfokalis mikroszkopos képek kvantifikalasa. (D) f-katenin kimutatasa PD
organoidokban (konfokalis mikroszkdp). A nyilak a nuklearis B-katenint tartalmazo sejteket jelolik. (E)
Immunfestés a Ki67 proliferacios markerre Porcn inhibitor jelenlétében (LGK974) vagy hianyaban
(Ctr). Reprezentativ konfokalis mikroszkopos képek (bal oldali panelek) és azok mennyiségi értékelése.
(F) Aktiv kaszpaz-3+ sejtek kvantifikalasa az inhibitor jelenlétében/hianyaban. (G) Az Axin2, Lgr5 és
Troy (Tnfrsf19) relativ RNS szintjei LGK974 kezelés utan (RT-gPCR, n=6). A Hprtl haztartasi génre
normalizalt adatokat 6sszehasonlitottuk a kezeletlen kontrollal. (H) NTA mérések reprezentativ képei
és azok kvantifikalasa (n=5). Az adatokat 10° sejtre normalizaltuk, majd dsszehasonlitottuk. A (C, E)
panelek esetében harom kisérletb6l 15-20 képet elemeztiink. Mann-Whitney U-teszt (E, F), parositott
vagy parositatlan t-tesz (G, H), **p < 0,01 és ***p < 0,005 értékkel. Mérerarany: 500 nm (B), 50 um
(C-E) vagy 10 um (D, nagyitott panelek).

Ezutan a duktalis eredetii tumortipusra, a PDAC-ra fokuszaltunk. A PDAC betegekbdl inditott
organoid vonalak expresszaltak a KRT19, PDX1 és SOX9 duktalis markereket, mig nem tudtuk
kimutatni a PTF1A és CPA1L acinus markerek, illetve a CHGA és INS endokrin hasnyalmirigy
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markerek expressziojat (33A. abra). Az 0sszes organoid vonalunkat EGF nélkiil tartottuk fenn,
bizonyitva, hogy az EGF receptor jelatviteli ttvonal mindegyikben mutalt, bar nem minden
organoid vonal hordozott mutaciét a KRAS-ban. Az organoidok noggin hianyaban is
fenntarthatok voltak, ami a PDAC organoidok masik fontos jellemzéje [65]. Ezen tilmenden a
legtobb PDAC organoid vonalunk TP53 mutéciot is hordozott, és ezeket nutlin-3 jelenlétében
is fenn tudtuk tartani, amely a sejtciklus leallashoz és apoptdzishoz vezet vad tipusta pS3-mal
rendelkezé sejtekben (nem mutatott adatok) [113]. Ezek az eredmények egyiittesen azt
bizonyitjak, hogy tenyészeteink PDAC eredetli organoidokat tartalmaztak. Anti-CD63-mal
fedett gyongyok és aramlasi citometria segitségével EV-ket detektaltunk a PDAC organoid
vonalak kondicionélt médiumaban (33B. dbra), melyet TRPS ¢és NTA, valamint TEM felvételek
is igazoltak (33C-E. abra).
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33. abra. A PDAC betegekbdl szarmazé organoidok EV-ket bocsatanak ki. (A) Duktalis, acinaris
és endokrin markerek RNS szintjei a PDAC organoid vonalakban (n=5, RT-qPCR). (B) A
CD63+ gyongyok szazalékos aranya PDAC organoidok kondicionalt médiumabol valo inkubalés utan,
aramlasi citometriaval kimutatva. (C) Partikulumok kimutatasa organoid tenyészetekb6l TRPS-sel 300
g és 2000 g centrifugdlds utan. 400 nm-es poérusméretli membrant (185-1100 nm mérési tartomany)
alkalmaztunk. (D-E) NTA mérés (D) és transzmisszios elektronmikroszkdp (TEM) reprezentativ képe
(E). Méretarany: 100 nm (E)

A PDAC progresszioja soran a tumorsejtek fliggetlenné valhatnak a kiils6 Wnt ligandumoktol
[65]. Annak eldontésére, hogy organoidjaink a Wnt-fiiggd vagy Wnt-fiiggetlen csoportba
tartoznak-e, Wnt3a-val vagy anélkiil tenyésztettiilk 6ket, mely a Wnt fehérjék prototipusanak

tekinthetd [65]. Organoid vonalaink még exogén modon hozzaadott Wnt3a fehérje hianyaban
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is novekedtek (34A. abra), és egységesen PORCN expressziot mutattak (34B. abra). A PDAC
sejtekre jellemzé Wnt géneket, mint példaul a WNT7A, WNT10A és WNT11, magasabb szinten
expresszaltak, mint a PDAC betegekbdl szarmazo fibroblasztok (34C. abra), ami azt mutatja,
hogy a PDAC organoidok képesek Wnt fehérjéket termelni maguk szamara. Ezen ellentétben
nem tudtuk kimutatni a stromalis WNT5A gén RNS-ét [65] PDAC organoidokban (34C. abra).
Viarakozasainknak megfelelden az LGK974 Wnt szekrécid gatlo alkalmazasa az AXIN2, LGR5
és TROY Wnt célgének csokkent expresszidjat eredményezte PDAC organoidokban (34D.
abra). Egy korabbi publikacioval 6sszhangban, amely szerint bizonyos mutaciok (pl. a TP53-
ban) a Wnt fehérjék megvonasaval szembeni rezisztenciat okoznak PDAC organoid sejteknél
[65], nem talaltunk valtozast sem a KI67+ o0sztdodo sejtek aranyaban, sem pedig az EV
szekrécioban LGK974 kezelés utan (34E-F. abra). Hasonloképpen nem taladltunk kiilonbséget
az apoptotikus sejtek szazalékos ardnydban (34G. dbra). Osszefoglalva eredményeink azt
mutatjak, hogy mig a Wnt fehérjék aktivitasanak gatlasa dont6 hatassal van a sejtproliferaciora
¢s az EV szekréciora normal hasnyalmirigy duktélis organoidokban, ezt a kapcsolatot nem

tudtuk kimutatni PDAC-ban.
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34. abra. A PDAC organoidokban a Wnt szekrécié nem kapcsolodik a sejtproliferaciéhoz és az
EV termeléshez. (A) Immunfestés a KI67 proliferacios markerre és a konfokalis mikroszkopos képek
kvantifikalasa harom organoid vonalra. Reprezentativ képek az 1. szamt organoidrol lathatok. Egyes
kisérletekben organoidokat tenyésztettiink rekombinans WNT3A-val vagy anélkiil. (B) PORCN-ra
immunfestett organoidok konfokalis mikroszkopos elemzése. (C) A jelzett Wnt gének expresszios
szintje PDAC organoidokban és fibroblasztokban (RT-qPCR, n=3). A haztartasi génre normalizalt
adatokat z-értékre transzformaltuk. A piros és a zold szin magasabb, illetve alacsonyabb RNS szintet
jelez. A fekete szin az expresszid hianyara (Ct>36) utal. (D) Az AXIN2, LGR5 és TROY (RT-gPCR)
RNS szintje. Az LGK974-gyel tenyésztett és HPRT1-re normalizalt mintak eredményeit
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Osszehasonlitottuk a kezeletlen kontrollokkal (n=3 harom organoid vonalbol). (E) A KI67+ sejtek
szdzalékos ardnya az organoidokban LGK974-gyel vagy anélkiil (konfokalis mikroszkopos képek
elemzése). (F) Az NTA mérések reprezentativ képei (bal oldali panel) és azok mennyiségi értékelése
(jobb oldali panel, 10° sejtre normalizalva, n=5) kontroll mintdkban és LGK974 kezelés utan. (G) Aktiv
kaszpdz-3+ sejtek ardnya a PDAC organoidokban. Az A, B, E, G panelek esetében a kisérleteket
haromszor megismételtiilk minden organoid vonalra. Mann—Whitney U-probat (A, E, G), parositott t-
probat (D, F) alkalmaztunk **p < 0,01 és ***p < 0,005 szignifikancia értékekkel. p>0,05 nem volt
szignifikans. Méretarany: 50 um (A, B).

5.5 A CD44 expresszios szintje kiillonbozo EV Kkibocsatasi intenzitassal
rendelkezé CRC sejtpopulaciékat jelol (VI, 1X)

aktivitas fokozott EV kibocsatast indukal intesztinalis adenoma sejtekben. A tumorsejtek kozott
azonban molekularis és fenotipusos heterogenitas figyelhetd meg, mely felveti az eltérd EV
kibocsatassal és cargo-val jellemezheté CRC sejtek jelenlétét. Az eltéré EV szekrécioval
jellemezhetd CRC sejtpopulaciok azonositasa érdekében a CD44-re, a CD133-ra és PTK7-re
fokuszaltunk, melyek sejtfelszini molekuldk, és magas expressziojuk aggressziv viselkedésli

CRC sejteket azonosit.

A CD44 és CD133 nagy osztodasi intenzitdassal rendelkez6 CRC organoid sejtpopuldciokat jelol
Szamos olyan molekulat publikaltak mar, amelyek agressziv sejtpopulaciokat jeleznek CRC-
ben, ezek kozé tartozik példaul a CD44, a CD133 és a PTK7. Ezen molekulak intratumoralis
heterogenitasdnak tanulmanyozéasara CRC betegekbdl szarmazd organoidokat hasznaltunk. A
vizsgalt markerek RNS-ét minden organoid vonalunkban ki tudtuk mutatni. Bar a CD44, a
CD133 ¢és a PTK7 RNS szintje eltérd volt az egyes betegekbdl szarmazo organoidok kozott,
azonban minden organoidban jelentdsen magasabb szintet észleltiink ezen markerek esetében,
mint a kontrollként hasznalt ZEB1 mezenchimalis markernél (35A. abra). Immunfestéssel
elvégzett kisérleteink azt mutattak, hogy mig a CD133 és a PTK7 a CRC sejtek apikalis
felszinén lokalizalodott, a CD44 esetében nem talaltunk ilyen aszimmetrikus eloszlast (35B.
abra). Ezen kiviil sejtes heterogenitast figyeltiink meg a CD44, CD133 és PTK7 expresszidja
tekintetében ugyanabbdl a betegbdl szarmazo6 organoid vonalon beliil és az organoidok kozott
is (35B. abra). Fontos megemliteni, hogy mindharom molekulat a vizsgalatainkban hasznalt

mind a négy organoid vonalban ki tudtuk mutatni (35B. abra).
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Kovetkez6 Iépésként CRC sejteket szortoltunk CD44, CD133 és PTK7 szint szerint tigy, hogy
az adott markerre nézve a legmagasabb és a legalacsonyabb expressziot mutatd sejteket
valasztottuk el egymastol (36A. dbra). Varakozéasainknak megfelelden ezek a sejtpopulaciok a
markerek kiilonb6z6 szintjeit mutattak kozvetleniil a szortolas utan (36A. abra). Mig a
koloniaképzd képességben nem talaltunk kiilonbséget a PTK7"9" és a PTK7'% sejtek
osszehasonlitasakor, a CD44M9" és CD133M9" sejtek tobb organoidot képeztek a CD44'™" és
CD133'°% sejtekhez képest (36B. abra). Ezen kiviil az organoidok atmérdje, valamint a KI67+
proliferald sejtek aranya nagyobb volt a CD44"" ¢s CD133M9" sejtekbdl kialakult
organoidokban az adott marker alacsony szintjét tartalmazo sejtekbdl szarmazo6 organoidokkal
vald 6sszehasonlitasban, mely eltérés nem volt megfigyelheté a PTK7 esetében (36C-D. abra).
Erdekes modon egyetlen szubpopulaciéban sem talaltunk eltérést az aktiv kaszpaz-3+
apoptotikus sejtek aranyaban (36E. abra). Eredményeink tehat azt jelzik, hogy a PTK7-tel
ellentétben a CD44 ¢és a CD133 magas proliferacios potenciallal rendelkezd CRC sejteket jelez.
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36. abra. A CD44"" és a CD133"9" sejtekbél szarmazé organoidok tobb proliferalé sejtet
tartalmaznak, mint a CD44'°" és a CD133"" organoidok. (A) A CD44, CD133 és PTK7 szortolasi
stratégiaja és szintjiik a szortolt populaciokban. (B) Az adott markerek alacsony és magas szintjére
szortolt sejtekbdl kialakult organoidok szama (1-2 szortolas négy organoid vonalbdl). (C) Az
organoidok atmérdje a szortolt sejtek Matrigel-ben valo tenyésztése utan. (D) A K167+ proliferal6 sejtek
szazalékos aranya. A (C) és (D) esetében a kvantifikacio (bal oldali panel) és reprezentativ képek (jobb
panel) lathatok (két szortolds négy organoid vonalbdl). (E) Az aktiv kaszpaz-3+ apoptotikus sejtek
szdzalékos ardnyanak Osszehasonlitdsa a CD44'°% és CD44Mdh CD133"" ¢s CD133M", valamint a
PTK7'™ ¢s PTK 7" organoidokban (az adatokat négy organoid vonalbol gytjtéttiik). Méretarany: 25
um (C, D), Mann—Whitney U teszt (B-D).
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A CDA44M" CRC sejtekbdl szdarmazo organoidok tobb EV-t bocsdtanak ki, mint a CD44'™"
organoidok

Annak meghatarozasara, hogy a sejtek heterogenitasa hogyan befolyasolja az EV szekrécio
intenzitasat, a CD44, CD134 vagy PTK7 szintjiik alapjan szortolt sejteket 3D koriilmények
kozott tenyésztettiik. A szortolt sejtekbdl szarmazd organoidok megtartottak ezen molekulak
magas vagy alacsony expresszios mintazatat a 7. napon is, melyet RT-gPCR-rel (37A. abra) és
immuncitokémiaval (37B. dbra) bizonyitottunk. Ezért igy dontottiink, hogy a szortolas utani 7.
napon vizsgaljuk az organoidokbol szarmazo EV-ket. A PTK7"9" vagy CD133"9" sejtekbdl
szarmazo organoidok EV szekrécidja nem kiilonbozott a PTK7'9Y, illetve CD133'Y sejtekhez
képest NTA méréseink alapjan (37C. abra). Ezzel szemben magasabb EV szekréciot talaltunk
a CD44"9" organoidok esetében (37C. abra).
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37. dbra. A CD44"9" sejtek tobb EV-t bocsatanak ki a CD44"° CRC sejtekhez képest. (A) Az adott
gének relativ RNS szintje kozvetleniil a CD44, CD133 vagy PTK?7 alapjan tortént szortolds utan (d0),
illetve a tenyésztésiik 7. napjan. Az adatokat a haztartasi kontrollra normalizaltuk, és a CD44"%,
CD133"" vagy PTK7'" populacid expresszids szintjét 1-nek vettiik (RT-qPCR, n=4 négy organoid
vonalbdl). (B) Immunfestés CD44-re, CD133-ra és PTK7-re kdzvetleniil a szortolds utan (d0), vagy a
3D tenyésztés 7. napjan (konfokalis mikroszkopos elemzés, 3. organoid vonal). (C) EV koncentracié az
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organoidok kondicionalt médiumaban 7 nappal a szortolas utan (négy organoid vonalbol, sejtszamra
normalizélva). (D-E) EV koncentracié a CD44"9" és CD44"° szortolt sejtekbdl szarmazod organoidok
kondiciondlt médiumaban (NTA). Az organoidokat Matrigel/kollagén I-ben (1:1 ardnyban) (D), vagy
kollagén I-ben (E) tenyésztettiik. Méretarany: 50 um (B). Parositott t-probat (A) és Mann—Whitney U
tesztet (C, D, E) alkalmaztunk.

A kollagén I felhalmozodik a CRC progresszidja soran, és ez jelentds valtozashoz vezet az
ECM osszetételében. Erdekes modon a CD44M" sejtekbdl szarmazé organoidok esetében
magasabb EV szintet mutattunk ki kollagén I tenyészetek kondicionalt médiumaban, valamint
kollagén I és Matrigel keverékében (1:1 aranyban) is a CD44'°" sejtekhez képest (37D-E. 4bra).
Mivel az 6sszes EV kibocsatasi adatot sejtszamra normalizaltuk, ez a megkdzelités biztositotta
azt, hogy az EV mennyiségben megfigyelt kiilonbségek ne az eltérd sejtproliferaciot tiikrozzek.

fgy adataink azt mutatjak, hogy a magas CD44 szint egy nagy EV szekrécioval jellemezhet6
CRC sejtpopulaciot jelez.

A CD44"" 65 a CD44'™ CRC sejtb6l szarmazé EV-K cargo-ja csak néhdany miRNS-ben
kiilonbozik

Kovetkezé 1épésként osszehasonlitottuk a CD44"9" s CD44'°% CD133"9" ¢s CD 133" illetve
a PTK7M9" ¢s PTK7'9% sejtek altal képzett organoidokbol szarmazé EV-k cargo-jat. Mivel az
EV-k altal szallitott miRNS-ek kiemelkedd jelentdségliek a sejt-sejt kommunikacioban, ezekre
a molekuldkra Osszpontositottunk. A tiszta EV preparatum eldallitasdhoz organoidok
kondicionalt médiumabol az EV-ket anti-CD63 és anti-CD81 bevonatu gyongyokkel izolaltuk,
amely modszer a tobbihez képest a legalacsonyabb nem specifikus miRNS hatteret
eredményezi (lasd korabban). Ezutan az EV miRNS-eket miRNS array-vel elemeztiik (38A.
abra). Kontrollként sejtmentes Matrigel mintakbdl kondicionalt médiumot gytijtottiink, a
detektalt miRNS-eket hattérnek tekintettiik és kizartuk a tovabbi elemzésbdl. Tovabba csak
azokra a mMiRNS-ekre fokuszaltunk, amelyek legalabb egy kisérleti koriilmény Osszes
parhuzamos bioldgiai mintdjaban kimutathatok voltak. Ezen kritériumok alkalmazasaval a 377
elemzett miIRNS-bol 26, 26, illetve 19 miRNS-t detektaltunk, amikor Osszehasonlitottuk a
kiilonbozé CD44, CD133 vagy PTK7 fehérjeszinttel jellemezhetd organoidokat (38B. abra).
Csak egy olyan miRNS-t talaltunk, amely eltérd szinttel volt jellemezheté a CD133M9" és
CD133"" organoid eredetii EV-kben, és egyetlen miRNS sem volt specifikus a PTK7"9" gs
PTK7"% CRC sejt eredetii EV-kre. Mésrészt bioinformatikai elemzésiink azt mutatta, hogy a
miR-95, amiR-100 és a miR-365 specifikusak voltak a CD44"9"-ra, a miR-345 pedig a CD44'"
organoid eredetii EV-kre (38B. abra). Kovetkez6 1épésként az EV cargo miRNS-eket a miR-

19b szintjére normalizaltuk, melynek szintje a legstabilabbnak mutatkozott a mintak kozott.
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Ezeket a normalizalt értékeket linedris diszkriminancia analizishez (LDA) hasznaltuk, hogy a
kisérleti csoportok kozott eltéré mennyiségben jelen 1évé miRNS-eket talaljunk. Amikor csak
azokra a miRNS-ekre dsszpontositottunk, amelyek mind a CD44"9" mind a CD44"" organoid
eredetii EV-kben kimutathatok voltak, ez a bioinformatikai moédszer magasabb miR-20a szintet
mutatott a CD44'°" sejthdl szarmazé EV-kben, mint a CD44"9" sejtek altal kibocsatott EV-kben
(38C. abra). A miR-27a, miR-92a ¢és miR-203 szintjei kozott is talaltunk kiilonbséget a
CD133"M9" és CD133'" organoidok altal kibocsatott EV-k kozott. A kiilonbozé PTK7
alpopulaciokbol szarmaz6é EV-k azonban nem mutattak eltérést a cargo miRNS mintazatban
(38C. abra). Igy arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a CRC szubpopulaciok altal kibocsatott
EV-k miRNS cargo-jaban csak kismértéki kiilonbség figyelheté meg.
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38. abra. Nincs jelentds eltérés a CD44"" és CD44'°%, CD133"9" és CD133"Y, illetve a PTK7M" és
PTK7'"9" sejtek altal kiboesatott EV-k miRNS cargo-ja kozott. (A) Az EV izolalas és a miRNS cargo
elemzésének 1épései. (B) A szortolt sejtek altal képzett organoidokbol a 7. napon izolalt EV-k kzos és
eltéré miRNS-ei Venn diagramon abrazolva. A miRNS-ek szadma €s szazaléka lathato. (C) A normalizalt
miRNS szintek LDA elemzése. Az adott kisérleti csoportokhoz tartozé Osszes mintaban jelen 1évo
mMiRNS-eket elemeztiik.

A CD44"h ¢5 CD44"" CRC organoid eredetii EV-k dézisfiiggd hatdst fejtenek ki a
fibroblasztokra
Mivel adataink azt mutattdk, hogy szdmos tényezd indukélja az EV felszabadulast CRC

sejtekb6l, az organoid rendszert az EV-k tumor-sztroma kommunikacioban betoltott
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szerepének tisztazasara is alkalmaztuk. Eldszor a CRC organoid eredetii EV-knek human
vastagbél fibroblasztokra kifejtett hatasat teszteltiik. A fibroblasztok kritikus szerepet jatszanak
a CRC sejtek mikrokornyezetének kialakitdsaban. Humén vastagbél fibroblaszt sejteknek a
CRC organoidok kondicionalt médiumabol eldallitott alacsony doézisit EV-kel vald kezelése
utan nem talaltunk szignifikans eltérést a fibroblasztok aktivacidjaban, vagy a migraciojukban
sebgyodgyulasi tesztekben, és a mikroarray kisérletek is csak korlatozott valtozast mutattak a
génexpresszios mintazatban (nem mutatott adatok). Ezekben a kisérletekben azonban alacsony

EV mennyiséget alkalmaztunk, mely felveti az EV do6zis fontos szerepét.

Kovetkezé 1épésként azt vizsgaltuk, hogy a CD44M9" és CD44'° CRC sejtekbél szarmazo eltérd
mennyiségli EV-knek, valamint az EV-k eltérd6 miRNS cargo-janak milyen funkcionalis
jelentdsége lehet fibroblasztokban. Erdekes médon azonos sejtszamra normalizalt mennyiségii
EV-k hasznalatakor (lasd az 39A. abran az I. kisérleti beallitast) a CD44"9" organoidok 4ltal
szekretalt EV-k nagyobb aranyban indukaltak K167+ proliferalo sejteket vastagbél fibroblaszt
tenyészetekben, mint a CD44'°% sejtbél szarmazé EV-k (39B. 4bra). Ezt a kiilonbséget nem
figyeltik meg az azonos szami CD133"9" ¢s CD133"%, vagy PTK7"9 és PTK 7Y sejtekbol
szarmazo6 EV-k tesztelésekor (39C-D. abra). Annak eldontésére, hogy ez a hatas a CD44M9" ¢és
CD44""" sejtek eltéré EV kibocsatasatol, vagy a kiilonbozd miRNS cargo-tol fiigg-e, a
kisérleteket emelkedé mennyiségli EV-vel is megismételtiik ugy, hogy az 6sszehasonlitaskor a
kiilonb6z6 sejtpopulaciokbol szarmazd EV-kbdl azonos szamut alkalmaztunk (lasd a |Il.
kisérleti beallitast az 39A. 4bran). Erdekes modon azt figyeltik meg, hogy a KI67+
fibroblasztok szazalékos aranya az EV dézistdl fiiggott (alacsony dozisnal nem volt hatas), de
fliggetlen volt attol, hogy CD44"9" vagy CD44'°" organoidokbdl izolaltuk-e 6ket (39E. abra).
Tovabba nem talaltunk kiilsnbséget abban, hogy a CD44"M" ¢s CD44'°% sejtekbél szarmazo
EV-bél a fibroblasztok mennyit vesznek fel (39F. abra). Ezen kisérleteinkben szortolt sejtekbol
szarmazd organoidokat membranjelold festékkel kezeltiink, majd a jelolt EV-ket gytjtottiik.
Ezek az eredmények tehat azt mutatjak, hogy nem az eltéré miRNS cargo, hanem az EV-k
szama a kritikus tényezd. Tovabba az aktivacids markerek expresszios intenzitdsa a vastagbél
fibroblasztokban [54] az EV-k szamatol fiiggott, és ismét nem talaltunk kiilsnbséget a CD44'°"
és a CD44"9" sejtekbsl szarmazd EV-k hatasa kozott (39G. abra). Erdekes modon a
mesterségesen eldallitott liposzomak hasonld, dozisfiiggd hatassal voltak mind az osztodo
sejtek aranyara, mind az aktivacios markerek expressziojara a fibroblasztokban (39H-I. abra),
ami arra utal, hogy a CD44'"" ¢s CD44"9" sejtekbdl izolalt EV-k kozos miRNS cargo-ja sem

jatszik fontos szerepet.
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39. abra. Az EV-k fibroblasztokra kifejtett hatasa a dozistol, és nem a miRNS cargo-tol fiigg. (A)
A kisérleti elrendezések sematikus abrazolasa. A fibroblasztokat vagy azonos sejtszambol szarmazo
EV-kkel (bal oldali panel, I. felallas), vagy kiilonb6z6 CRC alpopulaciokbdl szarmazd azonos EV
szamokkal (jobb panel, II. felallas) kezeltiik. (B) A KI67+ colon fibroblasztok szazalékos aranya 10°
sejtb8l szdrmazé EV alkalmazasakor. Az EV-ket a CD44"d" vagy CD44"" sejt eredetii organoidok
feliiluszojabol gytijtottiik a 7. napon, és a fibroblasztokat 48 oran keresztiil kezeltiik (konfokalis
mikroszkopos képek kvantitativ értékelése, 1. kisérleti beallitas). A kontroll mintak nem kaptak EV-t.
(C-D) A KI67+ fibroblasztok szazalékos aranya EV-k alkalmazasakor (10° sejtbél). A CD133M" és
CD133""(C) vagy PTK 79" és PTK7'°% (D) sejt eredetii organoidok feliilisz6jabol a 7. napon gyijtottiik
a mintat (L. felallas). (E) A proliferald fibroblasztok szazalékos ardnya emelkedd szami CD44"9" vagy
CD44"°" organoid eredetti EV alkalmazasakor (II. kisérleti felallas). (F) Fluoreszcens EV jelre pozitiv
colon fibroblasztok. Az EV-ket Dil membranfestékkel jelolt CD44"9" vagy CD44'°" organoidokbol (org
#2) gyljtottik, majd a fibroblasztokat 24 o6ran keresztiil kezeltik a jelolt EV-kkel. Reprezentativ
konfokalis mikroszkopos képek (bal panel) és kvantifikalasuk. A kezeletlen sejtek nem mutattak piros
jelet (nem mutatott adatok). A phalloidint a sejtek vizualizalasara hasznaltuk. (G) A jelzett gének RNS
szintje CD44"9" vagy CD44'°" organoidbdl szarmazo, kiilonbzé dozisban alkalmazott EV-kkel kezelt
fibroblasztokban (II. beallitas). Az adatokat a HPRT1 haztartasi génre normalizaltuk, majd
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Osszehasonlitottuk a kontroll (Ctr) mintakkal, amelyek nem kaptak EV-t (RT-gPCR, n=4 négy organoid
vonalbol). (H) A K167+ fibroblasztok szazalékos aranya kiilonb6z6 szamu liposzomaval kezelve. (1) Az
adott gének relativ RNS szintje, amikor a colon fibroblasztokat kiilonb6z6 mennyiségii liposzomaval
kezeltiik (RT-gPCR, n=4 fiiggetlen kisérletekbol). Kruskal-Wallis és Dunn tesztet (B, C, D, H), Mann-
Whitney U-tesztet (F), vagy parositott t-probat (G, 1) alkalmaztunk. Az EV és a liposzomaszam
2x10%/200 uL tapkdzeg (1x) és 6x10°%200 uL (3%) a Il-es felallasban. Méretarany: 10 um (F).

Megbeszélés: Kisérleteinkben a kiilonb6zé EV kibocsatasi képességgel rendelkezé CRC sejt
alpopulaciok azonositasat tiiztiik ki célul. Azokra a molekuldkra 6sszpontositottunk (PTK7,
CD133, CD44), amelyek az agressziv viselkedésti CRC sejtpopulaciok markerei [124-126].
Ezen markerek koziil azt talaltuk, hogy a CD44 magas szintje egy olyan CRC sejtpopulaciot
jelolt a betegekbdl szarmazd organoidokban, amelyek nagyobb proliferacios kapacitassal €s

magasabb EV kibocsatassal rendelkeznek, mint a CD44'°" sejtek.

Szamos tanulmany kimutatta a miRNS-ek jelenlétét kiilonbozo testnedvekben. A keringd
MiRNS-ek jelent6s része az EV-kben koncentralodik [127], és stimulalhatjak, vagy gatolhatjak
a célsejtek proliferacidjat [128]. Vizsgalatainkban 26 miRNS-t észleltink a CD44"9" vagy
CD44"°% CRC sejtekbdl szarmazé EV-kben. Egy metaanalizis arra utalt, hogy a kimutatott
mMiRNS-ek tobbsége jelen volt a CRC-s betegek plazmamintajaban, Osszehasonlitva az
egészséges kontrollokkal is [129]. Megjegyzendd, hogy harom miRNS-t (miR-95, miR-100,
miR-365) csak a CD44"9" sejtpopulaciobol szarmazé EV-kben észleltiink, mig a CD44°% sejtek
altal kibocsatott EV-kre egyetlen miRNS (miR-345) bizonyult specifikusnak.

Azt talaltuk, hogy az EV-k névekvo szama nemcsak az aktivalt fibroblasztokra jellemz6 gének
expresszidjat indukalta, hanem a proliferaciojukat is. Ez a hatas ugyanakkor fiiggetlen attol,
hogy az EV-ket CD44"9" vagy CD44'°" sejtekbél izolaltuk-e. Bar az EV-k miRNS cargo-jat
altalaban az intercellularis kommunikacio fontos szerepldjének tekintik, a két EV-csoportban
eltéréen jelenlévd miRNS-ek valoszinlileg nem gyakorolnak jelentds hatast modelliinkben.
Ezen tGlmenden liposzomak alkalmazasakor hasonld dozisfliggd hatast figyeltiink meg a
fibroblasztokon, ami arra utal, hogy a kiilonb6zé6 CRC alpopulaciok kozott az EV-k kozos
mMIRNS cargo-ja sem jatszik dominans szerepet. Mivel a tanulmanyban hasznalt liposzomakat
foszfokolinbol és koleszterinbdl allitottuk eld egyiittmiik6dd partneriink segitségével tovabbi
cargo nélkiil, ez felveti annak lehetségét, hogy az EV-k és liposzomak lipidmolekuldk
atvitelével fejtik ki dozisfiiggd hatasukat a fibroblasztokra. Ezt az elképzelést Sun és
munkatarsai munkaja is alatamasztja, akik kimutattak, hogy a koleszterin indukalta a
prosztataraksejtek szamos funkciojat, példaul a proliferaciot és a migraciot [130]. Ezen

tilmenden a sejten beliili és a sejten kiviili jelek atprogramozhatjak a koleszterin anyagcserét
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tobb daganatban, és eldsegithetik a daganatképzédést [131]. A lipidfelvétel tovabba nem csak

a rakos sejtek, hanem a fibroblasztok proliferaciojat is indukalhatja [132].

Eredményeink tehat arra utalnak, hogy (i) a fibroblaszt aktivaciot az EV-k vagy liposzomak
dozisfiiggé modon indukaljak, feltehetéen lipidkomponenseik révén, valamint (i) a CD44M9"
CRC sejtek magasabb EV szekrécidja, és nem azok kiilonb6z6 miRNS cargo-ja a fontos
tényezd a CD44MI &5 CD44'°V sejtekbdl szarmazé EV-k eltérd hatasaiban. A CRC sejtekbdl

szarmaz6 EV-k hatasa tehat elsésorban dozisfiiggd, és nem a miRNS cargo-n mulik (40. abra).

Tumorsejtek kilonbozé . o
CD44 szinttel
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40. abra. A CD44"9" és CD44'°" sejtek altal kiboesatott EV-k dézisfiiggé és miRNA cargo
fiiggetlen hatasa.

5.6 Az EV-k EGF aktivitast kozvetitenek a bél éssejt niche-ben (X)

A CRC kialakulasaban kézponti szerepet jatszanak az Lgr5+ intesztinalis 6ssejtek. Az LGR5+
sejtekben fellépé APC mutéacié a tumorigenezis elsd 1épésének tekinthetd a CRC betegek
jelentds részénél, mely hossza tdva adenomaképzéshez vezet. Az Lgr5+ Ossejtek egy specialis
mikrokornyezetben, az Gssejt niche-ben (ISCN) helyezkednek el, mely biztositja az &ssejt
tulajdonsagok fennmaradasat. Ehhez a niche-hez tartoznak példaul a Wnt, R-Spondin fehérjék,
az EGF csalad tagjai, illetve a Bmp gatlo molekulai (pl. noggin), melyek jelentds része az
dssejtek kortili fibroblasztokban termelddnek. Kovetkezd 1€épésként tehat arra koncentraltunk,
hogy bizonyitsuk a fibroblasztokbol szarmazo EV-k szerepét az ISCN kialakitasaban és
fenntartasaban, valamint meghatarozzuk a fibroblaszt EV-k cargo-jaban az aktiv molekulat,

mely CRC-ben is fontos szerepet jatszhat.

Az intesztindlis fibroblasztok dltal szecernalt EV-k jellemzése
Az EV-k altal a bélham ISCN-ben kozvetitett jelek tanulmanyozasara kereskedelmi

forgalomban elérhetd normal human colon fibroblasztokat (HCF) és C57BI/6J egerekbdl izolalt
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intesztinalis fibroblasztokat (egér vékonybél fibroblaszt — MIF) is felhasznaltunk. A HCF
tenyészetek egységesen pozitivak voltak aSMA-ra (41A-B. abra), mely igazolta a fibroblaszt
tenyészetek tisztasagat. Az anti-CD63-mal vagy anti-CD81-gyel bevont gyongyokkel
ellentétben (41C-D. abra) a streptavidinnel boritott kontroll gyongyok nem voltak képesek
megkotni az EV-Ket, bizonyitva a CD63+, illetve CD81+ EV-k jelenlétét a fibroblaszt kulturak
kondicionalt médiumaban (41D. abra). Ezen kiviil az anti-CD63-mal bevont gyongyokhoz
kotott EV-k negativak voltak Annexin V-re, amely els6sorban a nagyobb méreti EV
alpopulacio markere (41D. abra). TEM-mel is kimutattuk az EV-k jelenlétét a HCF eredetii
kondicionalt feliilisz6 ultracentrifugalt pelletjében (41E. dbra). Tovabba a TRPS és az NTA azt
mutattak, hogy az EV-k mérete a kisebb tartomany felé tolodott el az EV preparatumokban
(41F-G. abra). A HCF-hez hasonloan a MIF tenyészetek is pozitivak voltak aSma-ra (41H.
abra), és a kondicionalt médiumban kimutattuk az EV-k jelenlétét anti-CD81-gyel bevont
gyongyokkel (411. abra). Adataink tehat azt mutatjak, hogy mind a human, mind az egér

intesztinalis fibroblasztok kondicionalt médiumaban kimutathatok az EV-k.
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41. abra. A human colon (HCF) és az egér vékonybél fibroblasztok (MIF) altal kibocsatott EV-k
jellemzése. (A) HCF-ek aSMA immunfestése. (B) Az aSMA szintjének aramlasi citometrias analizise
HCF-ekben. (C) A HCF eredetli kondicionalt médiumban inkubalt, anti-CD63 vagy anti-CD81-mal
bevont pozitiv gyongyok szazalékos aranya. (D) A pozitiv gyongydk aranya sejtmentes médiumban
vagy HCF eredetii kondicionalt médiumban torténd inkubalast kovetéen, anti-CD63-mal vagy Annexin
V-tel kimutatva. A gydngyok vagy anti-CD63-mal, vagy kontrollként streptavidinnel voltak bevonva
(n=3). A (C) és (D) kisérleteket kiilonboz6 sejtszamokkal végeztiikk. (E) TEM képek HCF eredetii EV-
krél, melyeket ultracentrifugalassal (UC) izolaltunk. A nyilak az EV-ket mutatjak. (F-G) HCF eredeti
feliiluszo mintak EV méreteloszlasa UC utan TRPS-sel (F, membran pérusméret: 200 nm, melynek
mérési tartomanya: 85-500 nm), vagy NTA-val (G) mérve. (H) MIF-ek aSma immunfestése. (I) Az anti-
CD81-bevonatu pozitiv gyongyok szazalékos aranya, amelyeket MIF eredetii kondicionalt médiumban
inkubaltunk és anti-CD81 antitesttel detektaltunk aramlasi citometriaval. Méretarany: 50 pm (A, H).
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Az intesztinalis fibroblaszt eredetii EV-K nem modositjak az ISC aktivitast az ISC niche faktorok
jelenletéeben

Az ISC-k a Lieberkiihn kriptak aljan talalhatok, és az Gsszes bélhamseijttipus eldallitasaért,
valamint az organoidokban a kriptaszerii struktarak megjelenéséért is felelések (,,budding”).
fgy az ¢16, kriptaképzd (budding) vagy elpusztult organoidok szdmanak meghatrozasa egy
robusztus és egyszerli modszert biztosit az ISC aktivitds detektaldsara. Az exogén modon
hozzaadott EGF, a Bmp-t gatld noggin, valamint a Wnt agonista R-Spondinl koézponti
jelentdségiieck az ISC populacié fenntartasaban vékonybél (SI) organoidokban [20]. A HCF-
ekbdl szarmazod kondicionalt médium ultracentrifugalasa (UC) utan az EV-k az tiledékbol
voltak kimutathatok, a feliiluszobol nem (42A. abra). Az UC éltal izolalt koncentralt HCF, vagy
MIF-eredeti EV-k nem befolyasoltak a taléld vagy kriptaképzd Sl-organoidok szamat (42B-C.
abra). Igy sem a vastagbél, sem a vékonybél fibroblaszt eredetii EV-k nem hordoznak olyan
molekulakat, melyek serkentd, vagy gatld hatast fejthetnek ki az ISCN kialakulasaban, ha az

Osszes 1ényeges niche faktor jelen van a médiumban.
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42. abra. A fibroblasztokbdl szarmazé EV-k nem moédositjak az intesztinalis organoidok tulélését
az 0Osszes niche faktor jelenlétében. (A) A sejtmentes médiumban, vagy HCF eredetii feliiluszoban
inkubalt, anti-CD63-mal bevont pozitiv gyongyok szazalékos aranya az ultracentrifugalas (UC) el6tt,
vagy az EV-ben dusitott tiledékben és az EV depletalt feliiluszoban UC utan (UC). A gyongydkhoz
kotott EV-ket jelolt anti-CD63 antitesttel detektaltuk. A pozitiv gyongydk kimutathatok a
sejttenyészetek kondicionalt feliiluszojaban az UC elétt és a pelletben az UC utan. (B) Az elpusztult
organoidok, vagy a kettonél tobb kriptat tartalmaz6 organoidok relativ szazalékos aranya HCF eredetti
EV-k jelenlétében vagy hianyaban. A kisérleteket az Gsszes 1ényeges niche faktor (R-Spondinl, EGF,
noggin) jelenlétében végeztiik (n=3). (C) Az elpusztult, vagy kriptat tartalmazo organoidok szazalékos
aranya a jelzett kezelések esetében. Az EV-ket MIF tenyészetekbdl izolaltuk (n=3). Statisztikai teszt:
parositatlan t-proba (A), vagy parositott t-proba (B, C).

A fibroblaszt eredetii EV-k nem modositjak az ISCN-ben hato IFNy és TNFa hatasat
Annak tesztelésére, hogy a fibroblaszt eredetii EV-knek van-e kombinatorikus hatasa mas, az
ISCN-ben hat6 faktorokkal, a TNFa-t és az IFNy-t valasztottuk, melyek hatasa jol ismert az

ISC-kre és/vagy a bélkriptakra, és mindketté kozponti szerepet jatszik az intesztinalis
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immunvalaszban. Varakozasunknak megfeleléen az IFNy az SI organoidok pusztuldsdhoz
vezetett [133], a TNFa pedig cisztaszer(i organoidok megjelenését eredményezte anélkiil, hogy
az aktiv kaszpaz-3+ apoptotikus sejtek aranyat modositotta volna (1d. korabban és 43A-C. abra).
Erdekes modon azonban a fibroblaszt eredetii EV-k hozzaadasanak sem IFNy, sem pedig TNFa

jelenlétében nem volt hatdsa ezekre a paraméterekre (43A-C. dbra).
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43. abra. A fibroblaszt eredetii EV-k nem modositjak az ISCN-ben hato IFNy vagy TNFa hatasat.
(A) Az elpusztult organoidok relativ ardnya az 6sszes l1ényeges niche faktor, valamint IFNy (10 ng/ml)

srer

organoidok szazalékos aranya a jelzett kezelések alkalmazasakor. TNFa-t (50 ng/ml) és HCF eredetii
EV-ket hasznaltunk 4 napig (n=4). (C) Az organoidokbol szarmazé aktiv kaszpaz-3+ sejtek
reprezentativ képei és azok kvantitativ értékelése (n=10-12, skala: 50 pm). ANOVA-t Tukey post hoc
teszttel (A, B), és Kruskal-Wallis probat Dunn post hoc teszttel (C) alkalmaztunk.

A fibroblaszt eredetii EV-K EGF aktivitast kozvetitenek az ISCN-ben

A Wnt faktorok erdsen hidrofob molekuldk, és a Wnt aktivitds magasabb, ha liposzémakhoz
kotve adjak 6ket [134]. Annak vizsgalatara, hogy egyes niche faktorok EV-khez kotve érik-e el
a célsejteket, eldszor az ISCN-ben 1évé Wnt fehérjékre koncentraltunk. Ellentétben az Sl
organoidokkal, ahol a Paneth-sejtek Wnt fehérjéket termelnek, a vastagbél organoidok —a
Paneth-sejtek hianya miatt- kiilsé Wnt faktoroktol fliggenek [17]. A HCF eredetii EV-k jelent6s
menekité hatast mutattak a vastagbél organoidok tilélésére, amikor a Wnt3a hianyzott a
tenyészté médiumbol (44A-B. abra), mely azt bizonyitja, hogy az EV-k hozzajarulnak a normal
Whnt aktivitashoz az ISCN-ben.

Annak tesztelésére, hogy a tobbi fontos ISC niche faktor is fibroblaszt eredetii EV-khez kétédve
hat, az R-Spondinl-et, a noggint vagy az EGF-et egyesével eltavolitottuk a médiumbol. Amint
varhato volt, a faktorok egyikének hianya jelent6sen csokkent organoid tuléléshez vezetett mar
a 4. napon, ami az ISC aktivitas elttinését mutatta (44C-E. abra). Mig a fibroblaszt EV-k nem
befolyasoltak az organoidok R-Spondinl vagy noggin hidnyaban megfigyelt csokkent tulélését
(44C. abra), a HCF EV-K jelent6s menekitd hatast mutattak nem csak Sl-ben, hanem vastagbél
organoidokban is, ha az EGF-et elvontuk a médiumbol (44D-F. abra). Ezt a megfigyelést
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megerdsitettiik SI organoidokban MIF eredetii EV-kkel is (44G. abra), ami arra utal, hogy mind

a vastagbél, mind a vékonybél fibroblasztok képesek EGF aktivitast biztositani.
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44. abra. A fibroblasztokbdl szarmazé EV-k Wnt és EGF aktivitast tovabbitanak az intesztinalis
ossejt niche-ben (ISCN). (A) Reprezentativ képek Wnt3a (100 ng/ml) és human colon fibroblaszt
(HCF) eredetti EV-k jelenlétében vagy hianyaban (méretarany: 20 um). (B) Az ¢él6 colon organoidok
szamanak kvantifikalasa 4 nap utan (n=3). (C) A vékonybél (SI) organoidok tulélése 4 nappal a noggin
vagy R-Spondinl1 eltavolitasa és/vagy HCF eredetii EV-k hozzaadasa utan. (D és E) Reprezentativ képek
(D) SI organoidokrol az EGF eltavolitasa, vagy HCF eredetli EV-k hozzaadasa utan, valamint az
eredmények kvantifikaldsa a 4. napon (E) (n=5). (F) Az ¢l6 colon organoidok aranya az adott
kezeléseknél. Az EV-ket HCF feliiliiszobol izolaltuk (n=3). (G) Az €16 SI organoidok mennyiségi
meghatarozasa EGF hianyaban, vagy egér vékonybél fibroblasztbol (MIF) szarmazo EV-k hozzaadasa
utan. (H-I) Reprezentativ képek (H) és az SI organoidokban megfigyelhetd Ki67+ proliferalo sejtek
mennyiségi meghatarozasa (I) EGF hianyaban, vagy HCF eredetii EV-k jelenlétében (n=10-12 harom
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kisérletbdl). (J) Az aktiv kaszpaz-3+ apoptotikus sejtek szazalékos aranya SI organoidokban a jelzett
kezelésekkel a 3. napon (n=10-12 harom kisérletbdl). (K) Az elpusztult SI-organoidok relativ szazalékos
aranya ultracentrifugdlds (UC) utani HCF eredett feliiluszo6 alkalmazasakor. Az UC eltavolitja az EV-
ket a feliiluszobol. EGF-et vagy UC utani EV-ket az EV mentesitett UC feliilluszoéval adtunk az
organoidokhoz (n=3). (L) Az elpusztult organoidok aranya, ha HCF eredetii EV-ket alkalmaztunk
kiilonboz6 higitdsokban (1%, 10x, 100x) EGF hianyaban. (M) Reprezentativ képek human colon
organoid tenyészetekbodl a jelzett kezelésekkel. Az EV-ket HCF eredetli kondicionalt médiumbol
ultracentrifugaltuk. (N) Az elpusztult human colon organoidok szamszerisitése (n=3). ANOVA és
Tukey post hoc tesztet (B, N), Kruskal-Wallis tesztet és Dunn post hoc tesztet (I, J) vagy ANOVA-t és
Tukey post hoc tesztet (C, E, F, G, K, L) alkalmaztunk. Méretarany: 50 um, vagy 25 pm (M).

A fibroblaszt eredetit EV-K helyreallitottak tovabba a Ki67+ proliferald és aktiv kaszpaz-3+
apoptotikus sejtek aranyat, amikor az EGF hianyzott a tapoldatbol (44H-J. abra). Ezen kiviil az
elpusztult organoidok szazalékos aranyanak jelentds novekedését figyeltik meg, amikor a
HCF-b6l szarmazo kondicionalt médiumbdl eltavolitottuk az EV-ket, és amely helyreallt EV-k
jelenlétében (44K. abra). Ez arra utal, hogy az EGF aktivitas jelentOs részben a fibroblaszt
feliilaszok EV tartalmahoz kothet6. Mindemellett a HCF eredetii EV-k dozisfliggd hatast
mutattak az organoidok pusztulasara EGF hianyaban (44L. abra). Erdekes médon a HCF
eredetli EV-k akkor is megakadalyoztdk az organoidok pusztulasat, amikor az EGF human
colon organoid tenyészetekbdl hianyzott, mely azt bizonyitja, hogy az EGF aktivitas EV-ken

keresztiil a human ISCN-ben is tovabbithato (44M-N. abra).
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45, abra. Az EGF receptor blokkolasa gatolja a fibroblaszt eredetii EV-k hatasat. (A) Konfokalis
felvételek foszfo-EGF receptorra immunfestett organoid tenyészetekbdl a jelzett kezelésekkel. Az EV-
ket HCF tenyészetek kondicionalt médiumabdl izolaltuk. (B) Foszfo-EGF receptor immunfestés egér
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vékonybél metszetben. (C) Az elpusztult organoidok aranya a jelzett kombinaciokkal valo kezelés utan.
A gefitinibet 30 perccel a tobbi kezelés elétt alkalmaztuk 1 uM-os koncentracioban (n=4). ANOVA és
Tukey teszt (C). Méretarany: 50 um

Annak tovabbi bizonyitasara, hogy az EGF aktivitast az ISCN-ben EV-k is tovabbithatjak,
immunfestést végeztiink foszforilalt EGF receptorra, és ebben az esetben is megfigyeltiik az
EV-k menekité hatdsat exogén hozzaadott EGF hianyaban (45A. abra). Varakozasunknak
megfelelden egér bélszovet metszetekben a Lieberkiihn kriptak sejtjei pozitivitast mutattak
foszfo-EGF receptor immunfestésre (45B. abra), mely igazolta a festési protokollunk
specifitasat. Emellett az EGF receptort gatlo gefitinibet is alkalmaztuk kisérleteinkben.
Hasonldan az exogén modon hozzaadott EGF-hez, az inhibitor jelenléte is blokkolta az EV-k
menekitd hatasat (45C. abra).

Ezutan Lgr5-EGFP-IRES-CreER egerekbdl SI organoidokat izolaltunk, melyek az EGFP zold
fluoreszcens fehérjét fejezik ki az ISC-kben [19]. Annak érdekében, hogy az EGFP+ zold ISC
populacié mérete nagyobb legyen az Sl organoidokban, mely megkonnyiti az ISC-k elemzését,
a GSK3-at gatlo, Wnt Gtvonalat aktivalo CHIR99021-et alkalmaztuk [135]. Amikor az EGF-et
eltavolitottuk a tapoldatbol, jelentds csokkenést tapasztaltunk a kriptaképzo6 és az EGFP+ sejtet
tartalmazo organoidok aranyaban, és a fibroblaszt eredetii EV-k menekitési hatast fejtettek ki
(46A-B. 4bra). Erdekes médon az EGFP+ sejtek teljesen eltiintek EGF hianyéban, azonban
tovabbra is tudtunk zo6ld sejteket detektalni az SI organoidokban HCF eredeti EV-k
jelenlétében (46C-D. abra). Kisérleteink tehat tovabbi bizonyitékkal szolgalnak arra nézve,

hogy az EGF aktivitas jelentds részben az EV-ken keresztiil tovabbitodik az ISCN-ben.
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46. abra. A fibroblasztokbél sziarmazé EV-k menekitik az Lgr5-EGFP+ intesztinalis
6ssejtpopulaciot EGF hianyaban. (A) A kett6nél tobb kriptaval rendelkezé LgrS-EGFP organoidok
szazalékos aranya a 4. napon a jelzett kezelések utan. Az EV-ket HCF-bdl izolaltuk (n=4). (B) Az
EGFP+ sejteket tartalmaz6 organoidok aranya (n=4). A Wnt utvonalat aktivalo CHIR99021-et a
kezelések el6tt 3 nappal alkalmaztuk. (C) Reprezentativ konfokalis mikroszkopos képek, melyek az
EGF eltavolitasa és/vagy az EV-k hozzaadasa utan késziiltek (méretarany: 50 um). (D) Az EGFP+ sejtek
szazalékos aranya az organoidokban (n=10-11 harom kisérletb6l). ANOVA-t és Tukey post hoc tesztet
(A, B), vagy Kruskal-Wallis és Dunn post hoc tesztet (D) alkalmaztunk.

A fibroblaszt eredetii EV-k amfireguling tovabbitanak az ISCN-ben

RNS elemzésiink azt mutatta, hogy mind a HCF-ek, mind a MIF-ek az EGF csalad tagjainak
széles skalajat expresszaltak, mint példaul az EGF, a bétacellulin, az amfiregulin, az epiregulin
¢s a HBEGF, bar az egyes EGF csaladtagok relativ mRNS szintje az egér és a human sejtek
kozott eltérést mutatott (47A-B. abra). Ezzel szemben ezeknek a fehérjéknek az RNS szintje
nagyon alacsony volt, vagy egyaltalan nem volt kimutathaté SI organoidokban (47B. abra). A
fibroblaszt tenyészetekbdl anti-CD63 antitesttel bevont gyongyodkkel izolalt EV-k
amfiregulinra pozitivaknak bizonyultak (47C-D. abra), és kapillaris alapti Western-blottal is
kimutattuk az amfiregulint a HCF eredet(i, EV-ben feldusitott ultracentrifugalt tiledékben (47E.
abra). Kisérleti eredményeink tehat arra utalnak, hogy az EGF csalad tagjai koziil legalabb az
amfiregulint a fibroblaszt eredeti EV-k szallitjdk az ISCN-ben. Gyongyokon alapuld
vizsgalataink azt is megerdsitették, hogy az UC utani iiledékben megfigyelheté EGF aktivitas
nem az EV izolalas soran fellépd szennyezési miiterméknek kdszonhetd. Tovabbi kisérletként
amfiregulint adtunk a tapoldathoz, majd az UC utan a feliiliszot és az iiledéket SI organoid
tenyészetekben alkalmaztuk. Frdekes modon ebben az esetben csak a feliiluszonak volt
menekitd hatasa az organoidok pusztulasara, ami azt mutatja, hogy az exogén moddon

hozzaadott amfiregulin nem centrifugalodott le aspecifikus modon a kisérletekben (47F. abra).

Az EGF csaladtagok ellen altalunk hasznalt antitestek a novekedési faktorok extracellularis
doménjeit ismerik fel, ami arra utal, hogy az EV-k altal szallitott amfiregulin képes lehet a
receptorahoz kotédni. Amikor az amfiregulint neutralizal6 ellenanyaggal blokkoltuk fibroblaszt
eredetli EV-kben, mieldtt azokat az organoidokhoz adtuk volna EGF aktivitas hidnyaban,
jelentds csokkenést figyeltiink meg a kriptaképzd organoidok aranydban, ami a csokkent
dssejtaktivitast mutatja (47G. abra). Osszességében a fibroblasztokbol szarmazé EV-k aktiv

amfiregulint szallitanak EGF aktivitasként az ISCN-ben.
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47. abra. Az EGF csaladtagok jelen vannak az EV-ken. (A) Az EGF csalad tagjainak relativ RNS
szintjei HCF-ben (RT-gPCR). A HPRT1 haztartasi génre normalizalt expresszids szinteket
Osszehasonlitottuk az EGF relativ szintjével. (B) Az EGF csalad tagjainak expresszios szintje MIF-ben
és vékonybél organoidokban. A MIF-ekben a haztartasi kontrollra normalizalt Egf RNS-t 100%-nak
vettiikk (n=3, RT-qPCR). (C-D) A pozitiv anti-CD63 bevonatt gyongyok relativ szazalékos aranya HCF
eredetli EV-kkel val6 inkubalas utan, az adott EGF csaladtagok elleni antitestekkel valo kimutatas utan
(C), valamint egy reprezentativ aramlési citometrias mérés anti-amfiregulin (AREG) antitest
hasznalatakor (D). Az EV-ket UC utan PBS-ben szuszpendaltuk a gyonggyel valé izolalas el6tt (n=3,
ctr: minta kontroll primer antitesttel). (E) Kapillaris WES immunblot elemzés két HCF eredeti
ultracentrifugalt mintabol (EV1, EV2) AREG-re (34 kDa) és EV-markerekre (CD81: 29 kDa, ALIX:
108kDa). A kontroll minta sejtmentes médiumbol késziilt. (F) A kriptat tartalmazd organoidok
szazalékos aranya, amikor amfiregulint tartalmazo médiumot (AREG, 50 ng/ml), vagy HCF eredeti
mintakat (EV) ultracentrifugaltunk, és a feliiluszot (fu), vagy a pelletet (p) alkalmaztuk (n=3). Az
AREG-et nem tudtuk a médiumbdl ultracentrifugalni. (G) A kriptat tartalmazd organoidok aranya,
amikor a HCF eredetii EV-ket kontroll, vagy neutralizalé anti-amfiregulin antitesttel el6inkubaltuk az
organoidokon val6 alkalmazasuk el6tt (n=5). ANOVA és Tukey post hoc teszt.

A fibroblaszt eredetii EV-knek nincs szerepiik az ISCN fenntartasaban olyan modellben, ahol
az EGF nélkiilozhetd

Az egér intesztinalis adenoma organoidok fliggetlenek az ISC niche faktoroktol, beleértve az
EGF csalad tagjait is [16]. A fibroblaszt eredetii EV-k szerepének egy EGF fiiggetlen modellben

vald tanulmanyozasahoz Apc mutadns SI organoidokat hasznaltunk, melyeket korabban a
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CRISPR-Cas9 technoldgiaval hoztunk 1étre (Id. fentebb). Mig a HCF eredetii feliiluszé dramai
hatassal volt az Apc mutans sejtek koloniaképz6 hatékonysagara (48A. dbra), ez a novekedés
sem az EGF-nek, sem az EV-knek nem volt tulajdonithato (48B. abra), melyet az UC utani
feliilaszo, vagy tiledék hozzaadasaval bizonyitottunk. Az EGF-hez hasonldan tehat a fibroblaszt
eredetii EV-knek is fontos szerepiik van a normal ISCN fenntartasaban, de nélkiilozhetok EGF

fiiggetlen adenomasejtek szamara.

A 48. abra. A fibroblaszt eredetii EV-knek nincs

z 1500 B;e 1209 nSL szerepiik az Apc mutans egér organoidoknal.
% 2 —— (A) Az Apc mutans organoidokbdl szarmazé sejtek
=) < altal képzett 0j organoidok relativ szazalékos
£ 10007 <380 aranya HCF eredetil médium
R ED jelenlétében/hianyaban (n=3). (B) Az Apc mutans
x8& 500 kS 40- organoidok relativ ardnya EGF vagy fibroblaszt
£ | © eredeti EV jelenlétében és hianyaban (n=4).
2 S Parositott t-probat (A) és ANOVA-t Tukey post
2 hoc teszttel (B) alkalmaztunk.
HCFfu - + EGF - + -
EV - - +

Megbeszélés: az erbsen hidrofob Wnt fehérjék kritikus faktorok az ISCN-ben. Farin és
munkatarsai azt talaltdk, hogy az ISC-k plazmamembranja Wnt fehérjékben gazdag, a termeld
¢és a fogado sejtek kozotti atvitelt azonban nem azonositottak [136]. Masok bizonyitottak, hogy
a Wnt fehérjék EV-ken keresztiil utazhatnak az intercellularis térben [137], melyet mar szamos
modellben igazoltak, példaul tiid6fibrozisban vagy szivbetegségekben [138-140]. A Wnt-k
kotédhetnek lipoproteinekhez, amelyek szintén stabilizaljak 6ket [134, 141]. Erdekes médon a
makrofagokbol szarmazdé EV-k Wnt fehérjéket hordoznak az ISC-k szamara a bélham
regeneracioja soran [142]. Vizsgalatainkkal bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy a fibroblaszt
eredetii EV-k Wnt aktivitast hordoznak az ISCN-ben a WT-organoidok esetében is.

Az EGF csalad tagjai membranhoz kotott molekuldkként szintetizalddnak, majd protedzok
altali hasitas utan szecernalodhatnak. Erdekes modon az EGF csalad tagjai, beleértve az
amfiregulint is, parakrin, autokrin és juxtakrin médon hatnak [143, 144]. Eredményeink
megegyeznek egy korabbi publikacioval, amely azt mutatta be, hogy az EGF csalad egyes
tagjait, példaul az amfiregulint az EV-k szallitjak, valamint az amfiregulin teljes hosszusagu,
membranhoz kotott formaként van jelen az EV-ken [145]. Az EV-kotott amfiregulin és a
HBEGF tovabba hozzavetdleg 6tszor hatékonyabb a rekombinans fehérjékhez képest [145].
Vizsgalataink szolgaltattak az els6 bizonyitékot a fibroblaszt eredetli EV-k szerepére az EGF
aktivitas, mint példaul az amfiregulin atvitelére nem tumoros sejtek kozott organoid

rendszerben, mely az ISCN modelljeként szolgal. Mivel a neutralizal6 ellenanyag blokkolta a
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fibroblaszt eredeti EV-k hatasait, ez azt jelzi, hogy az amfiregulin megfelel orientacioban van
jelen az EV-k feliiletén. Adataink Osszességében tehat azt mutatjak, hogy a vastagbél és
vékonybél fibroblaszt eredetii EV-k EGF csaladtagokat (pl. amfiregulin) hordoznak, amelyek
az ISC-k niche faktoraként miikodnek. Az EV-k ezaltal hozzajarulnak az ISC fenotipus
fenntartasahoz. Mivel a niche faktorok biztositasa nem csak a homeosztazis, hanem a bélham
sériilései utan is fontos, az EV-k 0j eszkdzként jarulhatnak hozzé jobb regeneracios stratégiak
kidolgozasahoz azaltal, hogy niche faktorokat szallitanak az ISCN =zavaraval jard

betegségekben.

5.7 A fibroblasztokbol szarmazo EV-k a CRC sejtek osztodasat indukaljak
amfiregulin szallitasa altal (V1, XI)

Eredményeink alapjan tehat a fibroblasztokbol szarmazd EV-k EGF aktivitast kozvetitenek
amfiregulin (AREG) szallitasa altal. A CRC progresszidjanak egyik fontos 1épése a KRAS
mutacié megjelenése, mely a CRC sejteket fiiggetlenné teszi az EGF csalad tagjaitol. Igy
kovetkezd kisérleteinkben arra fokuszaltunk, hogy a fibroblaszt eredetli EV-k altalunk

felfedezett AREG transzportja fontos mechanizmus lehet-e a CRC kialakulasaban is.

A fibroblasztok aktivaldsa nem modositia az EV kibocsatds intenzitdsat

A tumorokban 1évo fibroblasztok jellegzetes génexpresszids profillal jellemezhetdk, és ezek a
tumor-asszocialt fibroblasztok (CAF) aktivalt allapotban vannak. A TGFp kritikus szerepet
jatszik a vastagbél fibroblasztok aktivalasaban, indukalja példaul az attétképzés kezdeti 1épéseit
azaltal, hogy serkenti az IL11 szekréciot a fibroblasztokbol [36]. Annak érdekében, hogy az
aktivalt fibroblasztok altal kibocsatott EV-knek a CRC sejtekre gyakorolt hatasat
tanulmanyozhassuk, eldszor a mar korabban emlitett normal human vastagbél fibroblasztokat
(NCF) alkalmaztunk, melyeket TGFp-val aktivaltunk. Amint azt korabban mar publikaltak, a
TGFp csokkentette a KI67+ proliferald sejtek aranyat [37], és novelte az aSMA expresszid
intenzitasat, amely a bél myofibroblasztjainak altalanos markere (49A-B. abra). Ugyanakkor
nem talaltunk valtozast az aktiv kaszpaz-3+ apoptotikus sejtek szazalékos aranyaban (49C.
abra). Varakozasainknak megfeleléen az FAP, az ACTA2 (mely az aSMA-t kodolja), az L6,
az IL11 és a HBEGF RNS szintjének novekedését figyeltiik meg, mely bizonyitotta, hogy a
TGFp kezelés jellegzetes transzkripcios valtozasokhoz vezetett (49D abra). Emellett a TGFf

nagyobb sebzési teriiletet eredményezett sebgyogyulasi vizsgalatunkban (49E abra), amely az
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mikroszkopos képek (A) és kvantifikalasuk (B). Az aSMA intenzitast az ImageJ szoftverrel hataroztuk
meg. (C) Az aktiv kaszpaz-3+ apoptotikus NCF sejtek aranya kontroll vagy TGFP kezelt mintakban
immuncitokémia és konfokalis mikroszkopos képek alapjan. (D) Az adott RNS-ek valtozasa NCF-ekben
(RT-gPCR, n=6, parositott mintak). (E) Relativ sebzési teriilet a kezdeti értékhez (bal oldal) és a
kezeletlen mintak teriiletéhez képest kiilonb6z6 idépontokban (jobb panel) konfluens fibroblaszt
tenyészetekben (parositott mintak). Az adatokat harom ismétlésbol nyertiik (B-C). Mann—-Whitney U-
probat (B, C) vagy parositott t-tesztet (D, E) alkalmaztunk. Méretarany: 50 um (A).

Ellenanyaggal fedett gyongyok alkalmazéasaval nem talaltunk megndvekedett CD81+ vagy
CD63+ EV szintet TGFp alkalmazasa utan (S0A. abra), az NTA szintén nem mutatott eltérést
D. abra). Minthogy az adatokat Sejtszamra normalizaltuk, ezaltal kizartuk annak a lehet6ségét,
hogy a TGFp kezelés utan a proliferalo sejtek szazalékos aranyanak valtozasa befolyasolja
kovetkeztetéseinket. gy eredményeink azt mutatjdk, hogy a TGFp altal indukalt NCF

aktivacionak nincs jelentds hatdsa az EV szekréciora.
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50. abra. A TGFp nincs hatassal a normal colon fibroblasztokbol (NCF) szarmazé EV-k
mennyiségére. (A) A pozitiv gyongyok szazalékos aranya kontroll vagy TGFp-val kezelt (10 ng/ml, 4
nap) NCF kondicionalt médiumban torténé inkubalas utan (sejtszamra normalizalva). (B-D)
Reprezentativ képek (B), az EV-k koncentracioja (C, 100 000 sejtre normalizalva) és méretiik modusa
(D) a kontroll és a TGFB-val kezelt NCF feliiluszokban (NTA). Mann-Whitney U-préba.

A TGFPp daltal indukalt fibroblaszt aktivacio modositia az EV-k miRNS cargo-jat

Az NCF-¢k aktivalasa soran az EV-k cargo valtozasanak meghatarozasahoz el6szor a miRNS-
ekre koncentraltunk. Korabban igazoltuk, hogy az antitesttel bevont gyongyokkel izolalt EV-
kb6l szarmazo miRNS preparatumok kisebb nem specifikus miRNS-hattérrel rendelkeznek mas

modszerekhez képest (1d. fentebb). Igy miRNS elemzésiinkh6z anti-CD63-mal és anti-CD81-
A

9 T2 gyel bevont gyongyoket alkalmaztunk. A 377
33 — O™ 2.2 — O™ . P yor .

SOEYEhGG o5 N2G0G MiRNS-t elemz6 sziirés 209 miRNS-t mutatott
=S=000FFF ==000FF~

ki a hat vizsgalt minta koziil legaldbb az
egyikben (51A. abra). Erdekes modon azt
talaltuk, hogy négy miRNS (hsa-miR-101, 382,
424 és 642) csak a TGFpB-val kezelt sejtekbol
szarmazo6 EV-mintakban volt jelen (51B. dbra).

fgy az NCF aktivalasa kis mértékben, de

miRNS-ek

megvaltoztatja az EV cargo miRNS profiljat.

51. abra. A TGFp kis mértékben mddositja az
= NCF-eredetii fibroblaszt EV-k miRNS profiljat.
= Nem detektalt (A) miRNS-ek jelenléte/hianya a kezeletlen/kezelt

mm Detektalt NCF EV mintakban. Csak azok a miRNS-ek
B lathatok, amelyek legalabb az egyik mintdban jelen

Csak a TGF mintakban jelen voltak. (B) miRNS-ek, melyek minden TGFp-val

miR-101 kezelt mintaban jelen voltak, és hianyoztak minden

miR-382 kontrollbol.

miR-424

miR-642

A fibroblasztokbol szarmazo EV-k serkentik a CRC sejtek osztodasat AREG transzportalasa
dltal, a TGEp hatasatdl fiiggetleniil

Adataink szerint az EGF csalad legalabb egyik tagja, az AREG, fibroblaszt eredetti EV-ken
keresztiil utazik az 3ssejt niche-ben (ld. fentebb). fgy az EV-k fontosak lehetnek a csak WT
KRAS-t és BRAF-ot tartalmazo, egyben EGF-fiiggé organoidok szamara olyan esetekben,

amikor nincsenek jelen az EGF csalad tagjai mas forrasbol. E16sz6r NCF eredetii EV-ket adtunk
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a betegekbdl szarmazd, EGF-fliggd organoid vonalainkhoz. AREG hianyaban jelentds

csokkenést figyeltiink meg a K167+ proliferald organoid sejtek szazalékaban, amelyre az NCF

eredetii EV-k menekitési hatast gyakoroltak (52A-B. abra).
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52. abra. Az NCF eredeti EV-k AREG transzportilasa altal a CRC organoid sejtek
proliferaciéjat indukaljak. (A, B) Reprezentativ konfokalis mikroszkopos képek (A) és a KI67+ sejtek
mennyiségi meghatarozasa (B) CRC beteg eredetli organoid vonalakban. 2,5x10” NCF eredetii EV-t
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alkalmaztunk. (C, D) A CRC organoidok sejtszama (C) és atmérgje (D). (E) Az aktiv kaszpaz-3+ sejtek
szazalékos aranya a CRC organoid vonalakban AREG, kontroll vagy TGFp kezelt NCF eredetti EV-k
jelenlétében vagy hianyaban. (F) Az NCF eredetii EV-k hatasa a CRC organoidokra. Az NCF-eket
TGEFp-val el6kezeltik (TGFB EV), vagy kezeletleniil tenyésztettilk az EV-k 6sszegylijtése elott (Ctr
EV). (G) AREG kimutatasa kontrollbol (Ctr EV) vagy TGFB-val kezelt NCF-ekbsl (TGFB EV) izolalt
és latex gyongyokhoz kotott EV-ken (aramlasi citometria). Kruskal-Wallis és Dunn teszt. Méretarany:
100 um (A).

Tovabba az EGF-receptor blokkolasa a gatlo gefitinib altal, vagy az EV-k eldinkubalasa
neutralizalo anti-AREG antitesttel gatolta az EV-k hatasat (52B-D. abra), mely bizonyitotta az
az aktiv kaszpdz-3+ apoptotikus organoid sejtek ardnya megnétt AREG hianyéaban, és ezt a
hatast a kontroll vagy TGFp-kezelt NCF-eredetti EV-k menekitették (52E. 4bra). Erdekes
modon nem figyeltiink meg kiilonbséget a KI67+ sejtek szazalékos aranyaban, amikor a CRC
organoidokat azonos szamu kontroll, vagy TGF-aktivalt NCF-bdl izolalt EV-vel kezeltiik
(52F. abra). Az AREG mind a kontroll, mind pedig az aktivalt NCF-eredetti EV-ken jelen volt,
melyet az EV-ket megkoté gyongyok, anti-AREG and éaramlési citometria segitségével
mutattunk ki (52G. abra). Bar a TGFp tehat az EV-k miRNS cargo-jat kis mértékben
mind pedig az aktivalt fibroblasztokbol szarmazo EV-k AREG-fiiggé CRC sejtproliferaciot
indukaltak EGF aktivitastol fiiggé organoidokban.

Az EV-k nem modositjak az EGF-fiiggetlen CRC sejtek osztodasat

Kovetkez6 1épésként egy olyan 3D CRC sejtes modellrendszert teszteltiink, amely fiiggetlen az
EGF aktivitastol. Az SW1222 sejtek altal 3D alkotott megakolonidk hasonlitanak az
organoidokhoz, ¢és ezeknek a sejteknek nincs sziikségilk az EGF csalad tagjaira.
Viarakozasunknak megfelelden a rekombinans AREG nem novelte meg a KI67+ sejtek aranyat,
¢és sem a kontroll, sem a TGFf-aktivalt NCF eredetii EV-k nem modositottak a proliferalo sejtek
szamat (53A-B. abra). Ezek az adatok arra utalnak, hogy a fibroblasztok altal kibocsatott EV-k
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53. abra. Az EV-k nem médositjak a CRC sejtek osztodasat EGF-fiiggetlen 3D modellben. (A, B)
A KI67+ sejtek szazalékos aranya az SW1222 sejtekbdl szarmazo koldnidkban a jelzett kezelések
jelenlétében. Reprezentativ konfokalis mikroszkopos képek (A) és kvantitativ értékelésiik (B). Az EV-
ket kontroll vagy TGFp-val kezelt NCF tenyészetekbdl izolaltuk. Kruskal-Wallis és Dunn teszt.
Meéretarany: 50 pm.

A normoxias fibroblasztokbdl izolalt EV-knek nincs hatdasuk EGF-fiiggo organoidokban kiilso
EGF jelenlétében

Tovéabbi kisérleteinkben normoxia vagy hipoxia alatt ndvesztett human vastagbél
fibroblasztokbol EV-t izolaltunk, majd EGF-fliggd 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 hipoxidban
tenyésztettiik (54A-C. abra), és ezt a jelenséget EV-mentes feliiliszéval nem tudtuk kimutatni.
A leukémias beteg eredetiit THP-1 monocita sejtvonalbol, mint negativ kontrollbol izolalt EV-
knek, illetve a liposzomaknak nem volt hatasa (54A-D. abra), ami arra utal, hogy a nagyobb
organoidképzési hatékonysag specifikusan a fibroblaszt EV-khez kapcsolodik hipoxiaban. Bar
hipoxia esetében a fibroblaszt EV-knek EGF aktivitas-fliiggetlen hatasuk is volt kisérleteinkben,
normoxids fibroblasztokbo6l szarmazo EV-k esetében ezt nem figyeltik meg EGF-fiiggd
Normoxia —» Normoxia B Hipoxia —» Normoxia organoidoknal kiilséleg adott EGF

150 NS 200+ jelenlétében.
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A TGFp nem modositia az EV kibocsatast CRC beteg eredetii fibroblasztokban

Eredményeinknek egy masik modellrendszerben vald bizonyitasara a betegek peritumoralis
(normal) vastagbélmintaibol (PTF) és CRC szovetébdl (CRC-F) is fibroblaszt tenyészeteket
hoztunk 1étre. Az NCF-ekhez hasonloan a TGF csokkentette a proliferald sejtek aranyat és
novelte az aSMA expresszi6 intenzitasat, amely a bél miofibroblasztjainak altalanos markere
mind a CRC-F-ekben, mind pedig a PTF-ekben (55A-B. abra). Tovabba az FAP, ACTA2, IL6,
IL11 és HBEGF megnovekedett RNS szintjét figyeltik meg (55C. abra). Az NCF-ekkel
ellentétben a TGFP az IL6+ sejtek megjelenését indukalta mind a PTF, mind a CRC-F esetében

(55D-E. abra), ami sejtes heterogenitast eredményezett a fibroblaszt tenyészetekben.
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55. abra. A TGFp mind a PTF-eket, mind pedig a CRC-F-eket aktivalja. (A, B) aSMA ¢és KI67
immunfestés kontroll és TGFB-kezelt (4 nap) PTF-ek vagy CRC-F-ek esetében (konfokalis
mikroszkopia; (A) és ezek mennyiségi meghatarozasa (B)). Az aSMA expresszios intenzitasat az
Imagel szoftverrel hataroztuk meg. (C) A jelzett mRNS-ek szintjének valtozasa a TGFp-val kezelt
fibroblasztokban a kezeletlen kontrollokhoz képest (RT-gPCR, n=4). Paronkénti Gsszehasonlitast
végeztiink a kontroll és a kezelt mintak k6zo6tt. (D) IL-6 és aSMA kimutatiasa PTF-ekben és CRC-F-
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ekben. (E) Az IL6+ sejtek aranya a jelzett kezelések utan. (F) A TGFp-val kezelt fibroblasztok relativ
sebzési teriilete a kontroll konfluens fibroblaszt tenyészetekhez képest (n=3). (G-H) A SA-B-
galaktozidaz aktivitassal rendelkezd sejtek ardnya. Reprezentativ mikroszkopos képek (G) és ezek
mennyiségi értékelése (G-H, n=3, parositott mintak). Mann—Whitney U-probat (B, E) vagy parositott t-
tesztet (C, F, G, H) alkalmaztunk. Méretarany: 50 pm.

A fibroblaszt tenyészetek TGFB-ra adott vélaszdnak tovabbi jellemzése érdekében
sebgyogyulasi vizsgalatot is végeztiink. Erdekes modon nem észleltiink kiilonbséget a sebzés
teriiletén a TGFpP kezelés utan sem PTF-ekben, sem CRC-F tenyészetekben (55F. ébra).
Ezenkiviil a CRC-F-ek esetében kevesebb sejt mutatta a sejtszeneszcenciara jellemzo
szeneszcencia-asszocialt (SA)-B-galaktozidaz aktivitast, mint a parositott PTF mintakban (55G.

abra). A TGFP egyik fibroblaszt alpopulacidban sem volt hatassal a szeneszcens sejtek aranyara

(55H. abra).

Mindemellett NTA-val, valamint anti-CD63-mal és anti-CD81-gyel bevont gyongyokkel
elvégzett vizsgalataink szerint a TGF altal indukalt fibroblaszt aktivalds nem moédositotta a
kibocsatott EV-k mennyiségét sem PTF-ekben, sem CRC-F-ekben (56A-D. abra).
Osszefoglalva tehat azt talaltuk, hogy a TGFpP hasonlé valtozast indukalt mind PTF-ekben,
mind CRC-F-ekben.
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56. abra. A TGFp nem modositja az EV Kkibocsatast a PTF vagy CRC-F fibroblasztokbdl. (A, B)
A PTF vagy CRC-F sejtekb6l szarmazé EV-k koncentracidja (A, 100 000 sejtre normalizalva) és a
méretiik médusa (B) TGFB-val végzett el6kezeléssel vagy anélkiil (10 ng/ml, 4 nap, NTA adatok). (C,
D) Az anti-CD63 (C) vagy anti-CD81 bevonatu (D) pozitiv gyongyok szazalékos aranya (sejtszamra
normalizalva). Mann—-Whitney U-teszt.

A CRC-F-b6l szarmazo EV-K proliferdaciot indukalnak az EGF-fiiggé CRC organoidokban

Mivel nem taldltunk kiilonbséget a PTF és a CRC-F tenyészeteink kozott az aktivaciojuk
tekintetében, igy tovabbi kisérleteinkben a CRC-F fibroblasztokra koncentraltunk. Az NCF-
ekhez hasonldan a kontroll és a TGFB-kezelt CRC-F eredetii EV-ken is kimutattuk az AREG-
et aramlasi citometriaval (57A. abra), és ezek az EV-k helyreallitottak a K167+ CRC sejtek
aranyat az EGF-fiiggd organoidokban exogén hozzaadott EGF hidnyaban (57B-C. abra). Nem
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tapasztaltunk tovabba kiilonbséget az osztdédd CRC sejtek szamaban, amikor a CRC-F
tenyészeteket TGFp-val el6kezeltiik, majd azonos szamu EV-t alkalmaztunk (57B-C. abra).
Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy a fibroblaszt eredetii EV-K egy aktivalastol fliggetlen

mechanizmuson keresztiil, AREG transzportja altal indukaljak a CRC sejtek proliferaciojat,
mely csak EGF aktivitastol fliggd CRC organoidokban figyelheté meg.
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57. abra. A CRC-F sejtekbol szarmazé EV-k a TGFp-val végzett elokezeléstol fiiggetleniil novelik
a proliferalé CRC organoid sejtek aranyat. (A) Az AREG kimutatasa kontroll vagy TGFp-val
elokezelt CRC-F sejtekbdl izolalt és latex gyongyokhoz kotott EV-ken (dramlasi citometria). (B, C) A
kontroll, vagy kezelt CRC-F-bdl szarmazo EV-kkel, illetve AREG-gel kezelt organoidokban a K167+
CRC sejtek szazalékos aranya (parositott fibroblaszt és organoid mintak). Kruskal-Wallis és Dunn teszt
(C), méretarany: 50 pm.

Megbeszélés: bar a sztromasejtek, példaul a fibroblasztok kritikus szerepet jatszanak szamos
tumortipus progresszidjaban, pontos aktivacios mechanizmusuk és a fibroblaszt alpopulaciok
szerepe még mindig kevéssé ismert. Vizsgalatainkban bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy a
TGFp kritikus szerepet jatszik a fibroblaszt heterogenitas kialakitasaban mind a PTF-ekben,
mind a CAF-okben. A sejtes heterogenitasanak fontossagat a normal human vastagbél
fibroblasztokban is igazoltak eltérd expresszidos profillal rendelkezé alpopulaciok

azonositasaval [146].
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A peritumoralis fibroblasztokat gyakran hasznaljak normal fibroblaszt kontrollként [54]. Egy
tanulmany azonban csak korlatozott mértéki kiilonbséget talalt a génexpresszidban a PTF-ek
¢s a CRC-F-ek kozott, és az aSMA, amelyet altalaban az aktivalt fibroblasztok markereként
tartanak szamon, a PTF-ekben is jelen volt [54]. Ezen kiviil a TGFf-t a fibroblaszt aktivacio f6
indukaldjanak tekintik CRC-ben [36], ami jellegzetes gének, példaul az IL11 expressziojahoz
vezet [36]. Erdekes médon mind a PTF-ek, mind a CRC-F-ek tobb 1L11-et, ACTA2-t, HBEGF-
et, IL6-ot és FAP-ot termeltek, amikor TGFB-val kezeltiik 6ket, ami arra utal, hogy ezek a sejtek
tovabb aktivalhatok in vitro. Kisérleteinkben a PTF-ek és a CRC-F-ek hasonldan viselkedtek a
TGFP kezelést kdvetéen a vizsgalt paraméterekben, mint példaul a sejtes heterogenitas,
génexpresszios valtozasok, sebméret a sebgydgyulasi vizsgalatokban vagy a sejtek
szeneszcencija. Igy ezek az eredmények azt mutatjak, hogy vagy a PTF-ek mar el6re aktivalt

allapotban voltak, vagy a CRC-F-ek elvesztették aktivalt funkcidikat a rendszeriinkben.

Vizsgalatainkban egy ij mechanizmust azonositottunk, mely szerint a fibroblaszt eredetii EV-
k CRC tumorigenezist serkenthetnek AREG altal. Valtozast talaltunk tovabba az EV cargo-ban
a miR-101, 382, 424 és 642 esetében, amelyek csak a TGFB-val kezelt aktivalt fibroblasztok
altal kibocsatott EV-kben voltak jelen. Ezeknek a miRNS-eknek a CRC proliferacidjaban és
apoptozisaban betoltott szerepe ellentmondasos [147-149]. Eredményeink alapjan az EV-k altal
indukalasaban, azonban a fibroblaszt aktivalast koveté6 EV cargo miRNS valtozasai nem
jatszanak kozponti szerepet a CRC proliferacié indukalasaban. Tovabba, ellentétben a miR-
92a-3p hatasaval [150], nem talaltunk kiilonbséget a CRC sejtek osztodasaban vagy
apoptozisaban, ha normal fibroblasztokat, CRC-F-eket hasznaltunk, vagy ha ezeket a sejteket
elokezeltik TGFp-val, ami arra utal, hogy az AREG altal kozvetitett EV hatas fiiggetlen a

fibroblaszt aktivaciotol.

A 3D organoid modell segitségével vizsgalatainkban bizonyitottuk, hogy a fibroblaszt eredetii
EV-k AREG-et szallitanak, és novelik az osztodd CRC sejtek szamat olyan organoid
vonalakban, amelyek kiils6 EGF aktivitastol fiiggenek. Ezzel szemben EGF fiiggetlen
modellrendszerben nem hatasosak. Bar a TGFp altal aktivalt NCF-ek EV-ket szecernalnak,
mMIRNS tartalmukban jellemzd kiilonbséggel a kontrollokhoz képest, nem talaltunk kiilonbséget
az EV-k hatasaban, amikor az NCF-eket TGF[-val eldaktivaltuk. Hasonloképpen, a TGFp altal
eldaktivalt CRC-F-ekbdl szarmazd EV-k nem modositottak a proliferaldé CRC organoid sejtek
aranyat. Mindezek az adatok a fibroblaszt eredeti EV-k altal szallitott AREG kritikus szerepét

bizonyitjdk nem csak az ISC-k niche faktoraként a normal bélhamban, hanem a CRC
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tumorigenezisének korai szakaszaban is, amikor az EGF jelatviteli uitvonal még nem mutalt (58.
abra).
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58. abra. A fibroblaszt EV-k altal szallitott AREG kozponti szerepe a normal ISC niche-ben,
valamint a CRC tumorigenezis korai fazisaban.

5.8 A sejtfelszini IFITML1 szint eltéré6 EV felvétellel jellemezheté CRC
sejtpopulaciokat jelol (XI1)

Mivel az EV-k molekularisan szerkeszthet6k és specifikus molekulakkal toltheték fel,
amelyeket aztan védett modon szallitanak, tovabba az EV-ket hatékonyan veszik fel a célsejtek,
igy a tumorterapia szempontjabol is igéretes eszkozoknek tekinthetok [11]. Még nem
megfeleléen ismertek azonban azok a molekulak és mechanizmusok, amelyek fontosak az EV
felvételben. Tovabba még az sem tisztazott, hogy az EV-k bizonyos CRC alpopuléaciokat

masoknal hatékonyabban megcélozhatnak-e.

Az interferon altal indukalt transzmembran (IFITM) csalad tagjai a sejtek kiilonbozo
kompartmentjeiben szabalyozzak a membannal burkolt virusok sejtbe vald bejutasat, igy
jelentésen hozzajarulnak a sejteknek a virusok széles korével szembeni rezisztenciajahoz [151].
Az IFITM fehérjék koziil az IFITM1 a plazmamembranban mitkédik [152, 153]. Minthogy az
EV-k is membrannal burkoltak, igy mindezen irodalmi adat alapjan az IFITMI1-r6l
feltételezhetd, hogy szabalyozza az EV felvételt is.

Az Ifitm1 expresszioja megemelkedik az Apc mutacioja utan
A p53 elvesztése és a Wnt utvonal aktivacioja altal indukalt géncsoport (a p53 altal elnyomott
invazios géncsoport, PSIS) hozzajarul az invaziv tulajdonsag kivaltasaért (1d. fentebb). Annak

érdekében, hogy olyan géneket talaljunk, amelyek szerepet jatszhatnak a CRC sejtek
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rosszindulatt viselkedésében ¢és a CRC sejtek EV felvételében, az IFITM1-re koncentraltunk,
mely a PSIS és az interferon altal indukalt géncsalad egyik sejtfelszini tagja. Az oncomine
adatok elemzése (TCGA colorectalis adatsor, http://www.oncomine.org) azt mutatta, hogy az
IFITM1 magasabb szinten van jelen a CRC mintakban a normal vastag- és végbélhez képest
(59A. abra), ami arra utal, hogy az IFITM1-et a Wnt itvonal szabalyozza. Ennek a hipotézisnek
a tesztelésére organoid kultardkat hoztunk létre WT egér vékonybélbdl, melyekben Apc
mutaciot indukaltunk a Wnt utvonal folyamatos aktivalasa céljabol. Vérakozéasainknak
megfeleléen az ismert Wnt célgének (Lgr5, Axin2 és Myc) RNS szintje jelentésen
megemelkedett (59B. abra). Ezenkiviil az Apc mutacio a Prox1 expresszidjanak nagymértékii
emelkedését is eredményezte [66], €s tobb, mint 2500-szoros emelkedést tapasztaltunk az Ifitm1l

expresszidjaban is (59C. abra).

Az IFITMI szabéalyozdsanak tovabbi vizsgalataira CRC betegek normal vastagbelébdl és
daganatabol organoid tenyészeteket készitettiink. Ezen Kiviil mintakat vettiink vastagbél
adenomaval diagnosztizalt betegektdl is. Az adenéma és a CRC organoidokat a WWnt agonista
R-Spondinl és Wnt3a nélkiil tenyésztettiik, igy a mintakat a konstitutivan aktiv Wnt utvonallal
rendelkez6 organoidokra tudtuk kiszelektalni. Erdekes modon nem csak az AXIN2, LGR5 és
MYC, hanem az IFITM1 esetében is magasabb RNS szintet észleltiink mind az adenéma, mind

a CRC organoidokban a normal colon organoidokkal valo dsszevetés soran (59D. abra).

Annak eldontésére, hogy az Ifitml expresszidja specifikus-e az Lgr5+adenéma/CRC
ssejtekre, az Lgr5M9 és Lar5'™ egérbél adenoma sejtekbdl szarmazo, nyilvanosan elérhetd
microarray adatokat elemeztiik [42]. Mig a Cd44 és a Cd133 (két masik, gyakran CRC 6ssejt
markernek tekintett gén) RNS szintje magasabb volt az Lgr5"9" sejtpopulacioban, az Ifitm1-
ben nem talaltunk kiilonbséget (59E. abra). Hasonloképpen, mig a CD133 RNS szintje
magasabb volt az LGR5"" mint az LGR5'" huméan CRC organoid sejtekben RNS expresszios
adatsorok alapjan [44], nem talaltunk kiilonbséget az IFITM1 expresszidjaban a két
sejtpopulacio kozott (57F abra). Elemzéseink tehat arra utalnak, hogy az IFITM1 a Wnt Gtvonal
szabalyozasa alatt all, de nem specifikus az &ssejt jellemzokkel rendelkezé6 LGR5"" CRC

sejtekre.
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59. abra. Az Apc mutacio Ifitm1 expressziot indukal az intesztinalis organoidokban. (A) Az adott
probakhoz tartoz6 TCGA adatsor expressziés elemzése az Oncomine adatbazisban
(http://www.oncomine.org). (B) A jelzett gének relativ RNS szintje WT és Apc mutans egér vékonybél
organoidokban (RT-qPCR, n=4). (C) Az Ifitml és a Wnt célgén Prox1 relativ RNS szintje (RT-qPCR,
n=4). (D) AXIN2, LGR5, MYC, IFITM1 RNS szintek normal (WT), adenéma és CRC betegekbdl
szdrmaz6 organoidokban (RT-gPCR). (E) Az Lgr5"e" és Lgr5"" egér adendma sejtek expresszios szintje
kozti eltérés (a GSE83513 adatkészlet bioinformatikai elemzése a GEO2R online szoftverrel). (F) Az
LGR5, CD44, CD133 és IFITM1 expresszios szintjének dsszehasonlitasa az LGRS és LGR5'" sejtek
kozott CRC beteg eredetli organoidokban (GSE83513 adatkészlet). Parositatlan t-probat (A, D),
parositott t-tesztet (B, C), vagy t-tesztet Benjamini és Hochberg tobbszoros hipotézis korrekcioval (E,
F) alkalmaztunk.

A CRC betegekbdl szarmazo organoidok heterogenitdst mutatnak az IFITM1 expressziora

Bar az IFITM1 membrantopologidja még nem teljesen ismert, a legijabb publikaciok azt
sugalljak, hogy a fehérje C-terminalis része az extracellularis tér felé néz [152, 153]. Ezekkel a
tanulmanyokkal 9sszhangban csak akkor észleltiink aramlasi citometrias jelet az IFITM1 N-
terminalis része ellen termelt antitesttel, ha a sejteket a jel6lés el6tt permeabilizaltuk (60A—C.
abra). Ezzel szemben a C-terminalis rész elleni antitest permeabilizacié nélkiil is megjeldlte a
sejteket (60A—C. abra), és az immunfestés sejtes heterogenitast mutatott ki az IFITM1
expresszidjara nézve ugyanabbdl a betegbdl szdrmazd organoidok kozott (60D-E. &bra).
Tovéabba a Protein Atlas adatainak elemzése (http://www.proteinatlas.org) azt mutatta, hogy
ugyanabbol a mintabol szarmazé tumorsejtek heterogének az IFITM1 jelenlétére (60F. abra).
fgy az IFITM1 expresszioja heterogén az ugyanazon organoid vonalhoz tartozé CRC sejtek

kozott 1s.
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60. abra. Az IFITM1 expresszios szintje heterogén a human CRC organoidokban. (A) Az IFITM1
topologidja és az N-terminalis és C-terminalis végekre specifikus antitestek kotohelyei. (B) Aramlasi
citometria az IFITM1 N-terminalis (N-term) vagy C-termindlis (C-term) részére specifikus
antitestekkel. A mintakat vagy kézvetleniil jel6ltiik, vagy fixaltuk és permeabilizaltuk a jel6lés elétt. (C)
CRC organoidok whole-mount immuncitokémiaja az IFITM1 fehérje N-terminalis vagy C-terminalis
részéhez kot6do antitestekkel. Az immunfestést permeabilizacidval vagy anélkiil végeztiik (org #1). (D,
E) IFITM1 expresszio négy CRC organoid vonalban, a fehérje C-terminalis részét felismerd antitesttel.
Reprezentativ képek (D) és a konfokalis képek kvantifikacidja (E) (whole mount immunfestés). (F) Az
IFITM1-re 0%, <25%, 25-75%, vagy >75% pozitiv CRC sejtet tartalmaz6 CRC minték szazalékos
aranya (a Protein Atlas, www.proteinatlas.org adatainak elemzése alapjan). Méretarany: 50 um (C, D).

Az IFITM1M" CRC populdcié tobb proliferdlé sejtet tartalmaz

Ezt kovetden az IFITM1M9" s IFITM 1Y CRC organoid sejteket sejtszorterrel elvalasztottuk
(61A. abra), a kiilonbséget az IFITM1 fehérje expresszios szintjében aramlasi citometriaval €s
kapillaris alapti immunblot vizsgalattal ellendriztiik (61A-B. abra), majd a mintakbol RNS
analizist végeztiink. Mig az AXIN2, LGR5 vagy MYC Wnt célgének RNS-ében nem talaltunk
kiilonbséget, az IFITM 1M sejtek a VIM és a ZEB1 mezenchimalis markergéneket alacsonyabb
szinten fejezték ki (61C. dbra). Emellett a CD133 csokkent RNS expressziojat figyeltiik meg
(61C. abra). Meglepé modon nem észleltiink kiillonbséget a két szortolt sejtpopulacié altal
képzett organoidok szdméaban (61D. &bra). Az IFITM1M" sejtekbdl szarmazoé organoidok
atmérdje azonban szignifikdnsan nagyobb volt, tobb KI67+ proliferald sejtet tartalmaztak, de
nem volt kiillonbség az aktiv kaszpaz3+ apoptotikus sejtek szazalékos aranyaban (61E-G. dbra).

Ezzel parhuzamosan a MUC2 (kehelysejtek) és az ALPI (enterocitak) differencialodési
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markerek RNS-ében alacsonyabb szintet figyeltink meg IFITMI1M" sejtbdl szarmazé
organoidokban (61H. abra), amely a proliferald és mas sejttipusok aranyai kozotti eltolodast
mutatjak. Bar a klasszikus 6ssejt-jellegii markerek nem expresszalodnak erésen az IFITM1MO"
sejtekben, az IFITM1'°" populaciéhoz képest nagyobb proliferacios potenciallal rendelkezd

organoidokat allitottak eld.
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61. abra. Az IFITM1"9" CRC sejt eredetii organoidok tobb proliferalé sejtet tartalmaznak, mint
az IFITM1'" organoidok. (A) Az IFITM1"9" és IFITM1"" sejtek fluoreszcencidn alapuld szortolasi
stratégiaja és elemzése aramlasi citometriaval. (B) Két CRC organoid vonalbdl szortolt sejtek IFITM1
fehérjeszintje (kapillaris alapt WES immunoblot). Az aktint haztartasi kontrollként hasznaltuk. (C) A
jelzett gének relativ RNS szintjei a szortolt sejtekben (RT-qPCR, n=4). (D) 20 000 szortolt sejt altal
képzett organoidok szama a 7. napon. Minden pdtty egy szortolasi kisérletet jelent. (E) Reprezentativ
képek (bal oldali panel) és a CRC organoidok atmérdje (jobb oldali panel), amelyek az IFITM 1" vagy
IFITM1M" szortolt sejtekbdl szarmaznak. (F) A KI67+ proliferald sejtek szazalékos aranya.
Reprezentativ konfokalis mikroszkopos képek €s mennyiségi értékelésiik (whole-mount immunfestés).
(G) Az aktiv kaszpaz-3+ apoptotikus sejtek szazalékos aranya az IFITM1M" vagy IFITM1'°Y CRC
sejtekbdl szarmazo organoidokban (whole-mount immunfestés). Harom kisérlet képeit elemeztiik. (H)
Az ALPI (enterocita marker) és a MUC2 (kehelysejt marker) relativ RNS szintje szortolt sejtek altal
képzett organoidokban (RT-qPCR, n=3). Méretarany: 50 um (E, F). Parositott t-probat (C, H) és Mann-
Whitney U-probat (D-G) alkalmaztunk.
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Az IFITM1MO" 5 az TFITMI1'"" CRC sejtek nem kiilonboznek az EV kibocsatds intenzitdsdaban

Az IFITMI sejtfelszini fehérje részt vesz membrannal koriilvett virusok sejtekbe torténd
felvételének gatlasaban [154, 155], ami felveti annak a lehet6ségét, hogy az IFITM1 az EV-k
forgalmat is befolyasolja. Ennek tanulmanyozasahoz el6szor meghataroztuk az IFITM1
expresszios mintazat stabilitdsat a szortolt sejtpopulacidkban. Az organoid eredetii CRC sejtek
¢letképesek voltak Matrigel-lel bevont lemezeken (62A. abra), és nem talaltunk kiilonbséget a
sejtfelszini IFITM1 expresszioban a 2D vagy 3D koriilmények kozott tenyésztett sejteknél
(62B. abra). A szortolt sejtek megtartottdk tovabba IFITM1M" vagy IFITM1'°Y expresszios
mintazatukat a 7. napon is (62C. abra). Ezen kiviil az IFITM1"9" CRC sejtek magasabb IFITM1
expressziot mutattak immuncitokémiaval még 3 nap utdn is 2D, illetve 7 nap utan 3D
tenyészetekben (62D. 4bra). Igy az IFITM1 expresszios mintdzata mind a révid tava 2D, mind

a 3D tenyészetekben megmarad.
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62. abra. Az IFITM1"" ¢ IFITM1'™Y CRC sejt eredetii organoidok nem kiilonboznek egymastél
az EV Kkibocsatasukban. (A) Egy és négy napig 2D koriilmény kozott tenyésztett, disszocialt CRC

organoid sejtek tenyészete és életképességiik a 4. napon (tripankék festés). (B) Az IFITM1 sejtfelszini
szintje 2D vagy 3D Matrigel tenyészetekben (4. nap, fixalatlan sejtek aramlasi citometriaja, Ctr: izotipus
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antitest kontroll). (C) A szortolt sejtek (dO) és a szortolt sejtekbdl szarmazo organoidok (d7) relativ
IFITM1 RNS szintjei. Az IFITM1°" mintak RNS-szintjét (a haztartasi kontrollra normalizalva) minden
kisérletben 1-nek vettilk (RT-qPCR, n=4). (D) IFITM1 immunfestés kozvetleniil a szortolas utan,
illetve 2D vagy 3D koriilmények kozott a jelzett idétartamig végzett tenyésztés utan (immunfestés és
whole-mount immunfestés). (E, F) Az anti-CD63 vagy anti-CD81-mal bevont pozitiv gyongyok
sz4zalékos ardnya sejtmentes médiumban (Ctr), illetve IFITM1'" vagy IFITM1"" organoid eredetii
kondicionalt médiumban torténd inkubalas utan. (dramlasi citometria). Reprezentativ mérések (E) és az
adatok kvantifikalasa (F). Az adatokat sejtszamra normalizaltuk. (G, H) Az organoid feliiliszok NTA
elemzése ultracentrifugalas utan. Reprezentativ NTA képek (G) és sejtszdmra normalizalt adatok (H).
Méretarany: 50 um (A, D). Parositott t-proba (C), vagy Mann—-Whitney U teszt (F, H).

Ezutan 6sszehasonlitottuk az IFITM1M9" és az IFITM1'°" sejt-eredeti organoidok kis EV (SEV)
kibocsatasat. Nem talaltunk kiilonbséget a SEV koncentracioban a két szortolt sejtpopulaciobol
szarmazo organoidok kozott sem a gyongyalapt szemikvantitativ modszerrel (62E-F. ara), sem
pedig NTA-val (62G-H. abra). Hasonl6 adatokat kaptunk, amikor a szortolt sejteket egy masik
matrixban, kollagén I-ben vagy kollagén I és Matrigel keverékében tenyésztettiik (63A-D.
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val6 inkubalas utan (dramlasi citometria). Az organoidokat 50% Matrigel/50% kollagén I-ben (A) vagy
kollagén I-ben (B) tenyésztettiik. (C-D) Reprezentativ NTA mérések, a sejtszamra normalizalt
partikulumszamok és méretiik (modus). Az IFITM1M" &s IFITM1'" sejt eredetli organoidokat
Matrigel/kollagén I-ben (C) vagy kollagén I-ben (D) tenyésztettiik, a kondicionalt médiumot 12 500 g-
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vel 20 percig centrifugaltuk, és az els6sorban kis EV-ket (SEV) tartalmazo feliiluszot NTA mérésekben
alkalmaztuk. Mann-Whitney U-teszt.

Az IFITM1M9" CRC sejtek kevesebb EV-t vesznek fel

Kovetkez6 1épésként azt vizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 Ifitm1 expresszids szinttel rendelkezo
sejtpopulaciok eltéré EV felvételi képességekkel rendelkeznek-e. A kérdés megvalaszolasara
WT és Apc-mutans egér bélorganoidokbdl szarmazo sejteket tenyésztettiink 2D koriilmények
kozott rovid ideig, és 12500 g centrifugalassal izolalt EV-kkel kezelést végeztiink (k6zepes EV-
frakcio, mEV). Az EV-ket membranfestékkel elokezelt fibroblasztokbodl izolaltuk (64A. abra).
Nem talaltunk novekedést az aktiv kaszpaz-3+ sejtek szazalékos aranyéaban a jelolés hatasara,
ami azt mutatja, hogy a kezelés nem indukalt apoptézist a fibroblasztokban (64B. abra). Mivel
az EV-ket nem kozvetleniil jeloltiik, és a sejteket a festék elvondsa utdn mostuk, igy ez kizarta
annak a lehet6ségét, hogy festék aggregatumot mértiink. Az EV-ket kimutattuk a fibroblaszt
tenyészetek feliiliszojaban NTA-val, amikor mEV-ket vagy sEV-ket izolaltunk (64C. abra).
TEM-mel igazoltuk tovabba az EV-K jelenlétét ultracentrifugalas utan (64D. abra). Ezen kiviil
a kapillaris alapu immunoblot a TSG101 sEV marker jelenlétét csak a sEV preparatumokban
mutatta ki, mig a kalnexint az mEV frakcioban tudtuk detektalni (64E. abra) [156]. Az Apc
mutans organoidok, amelyek az Ifitm1-et magasabb szinten fejezték ki, kevesebb fibroblasztbol

szarmazd mEV-t akkumulaltak, mint a vad tipusu bélorganoidok (64F. abra).
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64. abra. Az Apc mutans intesztinalis organoid sejtek kevesebb EV-t vesznek fel a WT sejtekhez
képest. (A) Colon fibroblasztok a membranba épiil6 fluoreszcens Dil-vel torténd jel6lés utan. (B) Az
aktiv kaszpaz+ apoptotikus fibroblasztok szazalékos aranya jelolés nélkiil (Ctr) és Dil jeloléssel
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(immunfestés €és konfokalis mikroszkop, parhuzamos kisérletekbdl késziilt felvételek). (C) NTA
mérések human colon fibroblasztbol szarmazo 12 500 g-os iiledékbdl (bal oldali panel, kdzepes méretii
EV-k, mEV) és az ultracentrifugdlas utdni pelletbdl (jobb panel, sEV). (D) Transzmisszios
elektronmikroszkopia (TEM) ultracentrifugalt fibroblaszt tenyészet kondicionalt médiumabol. A nyilak
az sEV-ket jelolik. (E) Centrifugdlt (mEV), ultracentrifugalt (sEV) fibroblaszt EV mintdk és a
sejtlizatum kapillaris alapi Western-blot analizise a jelzett fehérjékre. (F) A fluoreszcens EV jellel
rendelkez6 WT és Apc mutans (sgApc) egér intesztinalis organoid sejtek szazalékos aranya. Az mEV-
ket olyan fibroblasztokbol izolaltuk, amelyeket a fluoreszcens membranjelold Dil festékkel
elokezeltiink. Méretarany: 50 um (A), 100 nm (D). Mann-Whitney U-teszt.

Annak vizsgalatara, hogy az EV-felvétel intenzitasa kiilonbozik-e a CRC sejt alpopulaciok
kozott, ezutan IFITM1M9 és IFITM1'° sejteket szortoltunk, és jelslt mEV-kkel vagy sEV-kkel
tenyésztettilk 6ket. Konfokalis mikroszkopos vizsgalatunk szerint az IFITM1M" CRC sejtek
kevesebbet vettek fel mind a HT29 CRC sejtvonal eredetii, mind pedig a human vastagbél
fibroblaszt eredetii mEV-kbdl az IFITM1'°Y CRC sejtekhez képest (65A-B. 4bra). Ezen kiviil a
fibroblaszt eredetii EV-kkel kezelt IFITM1M9" sejtek alacsonyabb jelintenzitast mutattak a
mEV-kre, mint az IFITM'" sejtek (65C. abra). Eredményeink tehat arra utalnak, hogy az EV
felvételben megfigyelhetd kiilonbség nem korlatozdodik egy adott sejttipusbol szarmazd EV-re.
Fontos megjegyezni, hogy az mEV-k és az sSEV-k jelenlétét NTA-val és transzmisszios
elektronmikroszkoppal is igazoltuk HT29 sejtek kondicionalt médiumaban (65D-E. abra).
Mindemellett a mintak Triton X-100-zal val6 kezelésére az EV jel eltlint a sejtekb6l (65F. abra),

ami azt bizonyitja, hogy kisérleteinkben membrannal kortilvett EV-ket vizsgéltunk.

Kovetkezd kisérletként a CRC organoid sejteket fibroblaszt eredetii jelolt EV-kkel kezeltiik 2D
tenyészetekben, majd a legmagasabb és legalacsonyabb fluoreszcens jellel rendelkez6 sejteket
kiszortoltuk. Ezek magas, illetve alacsony EV felvételi képességii sejtpopulaciokat képviselnek
(65G. abra). Mig az AXIN2 és a MYC szintjében nem talaltunk kiilonbséget, az IFITM1
szignifikdnsan magasabb RNS szintjét mértiik az alacsony EV-felvétell sejtekben (65H. abra).
Mivel az IFITM1 expressziojaban nem talaltunk novekedést az EV-kkel végzett kezelés utan
(651. abra), ez megerdsiti, hogy az IFITM1"9" sejtek kevesebb EV-t vesznek fel. Mindemellett
a magas IFITM1 szinttel jellemezhetd sejtek tobbsége a jelolt fibroblaszt eredetli mEV-ekkel
végzett kezelés utdn negativ volt a fluoreszcens jelre (65J. dabra). Tovabba az
mEV+ sejtpopulacion beliil az IFITM1'°Y sejtek felhalmozodasat figyeltiik meg aramlasi
citometriaval elvégzett kisérleteinkben (65K. dabra). Amikor azokra a sejtekre
Osszpontositottunk, amelyek mEV-t vettek fel, akkor a magasabb mEV felvételt jellemz6

llow

magasabb jelintenzitast tapasztaltunk az IFITM sejtpopulacion beliil (65L. abra). Hasonlo
eredményt kaptunk, amikor a CRC organoid sejteket jelolt fibroblasztokbol vagy HT29

sejtekbdl készitett sEV-frakcioval kezeltiik (65L. abra). Az adatok egyiittesen tehat azt

109



W ener . zol tan 34 22

bizonyitjak, hogy (i) eltér6 mEV/sEV felvételi képességgel rendelkezd sejtpopulaciok
mutathatok ki CRC-ben, ¢és (ii) az IFITM1"9" jelsli az alacsonyabb EV felvételii sejteket.
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65. abra. Az IFITM1"" sejtek csokkent EV felvevé képességgel rendelkeznek. (A, B) Kozepes
méretli EV (mEV) felvétel IFITM1'° és IFITM1"9" szortolt sejtekben. Reprezentativ képek (bal oldali
panelek) és szamszerUsitésiik (jobb oldali panelek). A szortolt sejteket 2D-ben tenyésztettiik 3 napig, és
Dil-vel jelolt HT29 CRC sejtekbdl (A) vagy human colon fibroblasztokbol (B) szarmazé mEV -ekkel
kezeltilk. Az mEV-k piros fluoreszcenciat mutatnak, a phalloidint pedig a sejtek vizualizalasara
hasznaltuk. (C) A Dil jelintenzitas eloszldsanak eltolodasa az IFITM1'™" és IFITM1"9" sejtekben. A
sejteket Dil-vel jeldlt fibroblasztokbol szarmazo mEV-kkel kezeltiik. (D) NTA mérések a HT29 CRC
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sejttenyészet kondicionalt médiumabol centrifugalt mEV és ultracentrifugalt sEV frakcioibol. (E) TEM
kép a HT29 sejttenyészet kondicionalt médiumanak ultracentrifugalasa utani EV-t tartalmazo tiledékbol.
A nyilak az EV-ket jelolik. (F) A mEV-k fluoreszcens jele IFITM1'" szortolt sejtekben 3 napos 2D
koriilmények kozotti tenyésztés utan. A mEV-ket Dil-jelzett fibroblasztokbol gyt;jtottiik, és a mintakat
szaponinnal vagy Triton X-100-zal kezeltiik. A triton X-100 hasznalatakor az EV jel elttinik. (G) Dil-
val jelolt, fibroblaszt eredetii SEV-kkel elékezelt CRC organoid sejtek szortolasa 2D tenyészetekbdl.
(H) Az IFITM1, AXIN2 és MYC relativ RNS szintjei a szortolt EV+ és EV- CRC sejtekben (RT-gPCR,
n=3). Az EV+ mintak haztartasi kontrollra normalizalt RNS szintjét mindig 1-nek vettiik. (I) A jelzett
gének relativ RNS-e CRC organoid sejtekben (2D koriilmények kdzott tenyésztve) fibroblaszt eredetii
SEV-kkel vagy anélkiil (RT-qPCR, n=3). (J) IFITM1 szint és a CRC organoid eredetii sejtek EV
felvétele fibroblaszt eredetli mEV jelenlétében/hidnyaban (4ramlési citometria). (K) Az IFITM1M9" és
IFITM1'" sejtek relativ szazalékos aranya mEV-t (bal oldali panel), vagy sEV-t (jobb panel) felvett
sejtekben négy CRC organoid vonalban (aramlasi citometria). (L) A EV-Dil fluoreszcens jel intenzitasa
IFITM1 7% ¢s IFITM1M" sejtekben fibroblasztokbol (bal oldali panel) vagy HT29 sejtekbdl (jobb
panel) szarmazé mEV-kel, vagy sEV-kel végzett kezelés utan. Négy organoid vonalat mértiink (aramlasi
citometria). Méretarany: 20 um (A, B, F), 100 nm (E). Parositott t-proba (H, 1), vagy Mann-Whitney
U-teszt (A, B, L).

A fibroblaszt-eredetii EV-k az IFITM1'°Y CRC organoidok proliferdlo sejtszamdanak jelentds
novekedését eredményezik

A CRC sejt alpopulaciok kozotti eltéré EV felvétel funkcionalis jelent6ségének tesztelésére
elészor fibroblaszt eredetli mEV-ket vagy SEV-ket adtunk a CRC sejtekhez, majd 7 nap

elteltével detektaltuk az IFITM1 expressziot és a KI67-et az organoidokban. Sem a sEV-k, sem
az mEV-k nem eredményeztek valtozast az IFITM1+ CRC sejtek szazalékaban (66A. abra).
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teszt. Csak a relevans dsszehasonlitasokat abrazoltuk.
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Az IFITM17% sejtpopulacion beliil azonban a proliferald sejtek aranya lényegesen jobban
novekedett, mint az IFITM1*"9" sejtpopulacioban EV-k jelenlétében (66B. abra). Amennyiben
fibroblasztokbol szarmazoé mEV-ket vagy SEV-ket adtunk a szortolt IFITM1'®" sejtekhez, az
altaluk képzett organoidokban jelentdsen megnétt a K167+ sejtek szama az IFITM1M9" sejtbsl
szarmaz6 organoidokhoz képest (66C. abra). A proliferdld sejtek szazalékos aranyaban
mutatkoz6 kezdeti kiilonbség tovabba eltiint a két CRC sejt alpopulacio kozott mEV-kkel vagy
SEV-kkel végzett kezelés hatasara (66C. abra). Masrészt nem észleltiink valtozast az aktiv
kaszpaz-3+ apoptotikus sejtek szazalékos aranyaban (66D. abra). Eredményeink tehat azt
mutatjak, hogy a CRC sejt alpopulaciok eltérd mEV vagy sEV felvétele jelentdsen mddositja a

proliferal6 sejtek szazalékos aranyat organoid modellben.

Az IFITM1 inaktivalasa magasabb EV felvételt eredményez CRC organoid sejtekben

Annak tesztelésére, hogy az IFITM1 funkcionalisan fontos-e az IFITM1 expresszioval
jellemezhetd sejtek fokozott proliferacios képességéhez és csokkent EV felvételéhez, az
IFITM1-et a CRISPR-Cas9 rendszerrel inaktivaltuk CRC organoidokban (IFITM1KC sgjtek).
Az IFITM1 nagymértékben csokkent szintjét dramlasi citometriaval és immuncitokémidval
bizonyitottuk (67A-B. abra). Emellett az IFITM1KC sejtekbél szarmazé organoidok
atmérdjének csokkenését is megfigyeltiik (67C. abra). Jellt human vastagbél fibroblasztokbol
izolalt EV-k hasznélatakor azt tapasztaltuk, hogy az IFITM1X° organoidokban az EV+ sejtek
aranya lényegesen magasabb volt az IFITM1"T sejtekhez képest (67D. &bra), ami azt jelzi, hogy
az IFITM1 hidnya indukalta az EV felvételt. Az IFITM1'™" ¢s IFITM1"" populaciokhoz
hasonloan az IFITM1X® organoidokban is lecsokkent a KI67+ sejtek aranya az IFITM1WT
organoidokhoz képest (67E. abra). A fibroblaszt eredetii mEV-k vagy sEV-k azonban nagyobb
hatast gyakoroltak az IFITM1K® organoidok proliferacidjara (67E. 4bra), ami az IFITM1-
hianyos sejtek fokozott EV felvételének funkcionalis hatasat jelzi. Osszességében ezek az
adatok arra utalnak, hogy az IFITM1 nem csak egy olyan marker, amely egy csokkent EV
felvétellel jellemezheté CRC sejtpopulaciot jeldl, hanem ez a molekula funkcionalisan is részt

ennek a folyamatnak a gatlasaban.
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67. abra. Az IFITM1 inaktivalasa nagyobb EV felvételt eredményez. (A) Az IFITM1 sejtfelszini
expresszidja CRC organoid sejteken a molekula CRISPR-alapt inaktivalasaval (IFITM1X°), vagy
anélkiil (IFITM1WT) (4ramlasi citometria, Ctr: izotipus kontroll IFITM1"T sejtekb6l). Reprezentativ
hisztogramok (bal oldali panel) és azok mennyiségi analizise lathato (jobb oldali panel, n=4, a
GeoMean értékeket elemeztiik). (B) IFITM1YT vagy IFITM1K® sejtekbdl szarmazé CRC organoidok
immunfestése. (C) Az IFITM1WT és IFITM1X° organoidok atmérdi a 3D tenyésztés 7. napjan. (D) A
jelolt EV jellel rendelkez6 CRC sejtek szazalékos aranya 2D-tenyészetekben. A sejteket az adott
genetikai hattérrel rendelkez6 organoidokbdl izolaltuk és jeldlt fibroblaszt eredetii mEV-kkel kezeltiik.
(E) A KI67+ organoid sejtek szazalékos aranya EV-k hidnyaban és fibroblaszt-eredetii mEV-K vagy
SEV-k jelenlétében (négy organoid vonal konfokalis mikroszképos képeinek mennyiségi
meghatarozasa). Parositatlan t-préba (A), Mann-Whitney U-préba (C,D) vagy Kruskal-Wallis és Dunn
teszt (E). Méretarany: 50 um (B).

Megbeszélés: az IFITM csalad tagjait molekuldris markerként azonositottak human kolorektalis
daganatokban [157]. Mas publikalt tanulmanyok is Osszekapcsoltak az IFITM1-et a
vastagbélrak progresszidjaval, kimutatva, hogy moddositja a CRC sejtvonalak proliferacios,
invaziv és metasztatikus képességét [158]. A korabbi adatok tobbsége azonban 2D-ben
tenyésztett sejtvonalakat hasznaldé modellekbdl szarmazott, és a mi vizsgalatunk az elsd, ahol

betegekbdl szarmazo organoidokat hasznaltak az IFITM1+ CRC sejtek jellemzésére.

Az IFITM géneket altalaban az I-es ¢és II-es tipusu interferonok szabalyozzak. Genetikailag
modositott egér bél organoidok hasznalataval bizonyitottuk, hogy az Apc mutacié kritikus
tényez6 az Ifitml expresszid szabalyozasaban. Eredményeink megegyeznek Lickert és
munkatarsaival [159], akik a Wnt utvonal szabalyozé hatasat talaltak az Ifitm génekre
gasztrulacio soran. Ezen kiviil megerdsitettiik Andreu és munkatarsai eredményeit [160], amely

szamos Ifitm géncsalad tag szabalyozasat vizsgalta egérbél adenoma modellekben. Erdekes
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modon azonban nem taldltunk kiilonbséget az IFITM1 expresszidjaban az LGR5"9" CRC
sejtekben az LGR5'" sejtekhez képest. Bar az LGR5M9" sejtek Gssejt-jellemzékkel és magas
Whnt aktivitassal rendelkez6 CRC-sejtpopulaciot képviselnek [43], ez a megallapitas arra utal,
hogy az IFITM1 expressziojat nem csak a Wnt aktivacié eréssége szabalyozza, hanem mas

jelatviteli titvonalak is kritikus hatdssal lehetnek.

Az IFITM fehérjék rezisztenciat biztositanak a sejtek szdméra szamos burokkal és burokkal
nem rendelkez6 virussal szemben, nemcsak in vitro, hanem in vivo is [161, 162]. Bizonyos
virusokhoz hasonléan az EV-k is tartalmaznak membranburkot. Bar az IFITM fehérjék
hatdsmechanizmusa nagyrészt ismeretlen, néhany tanulmany azt javasolta, hogy virusellenes
hatasukat a biologiai membranok fluiditasanak, vagy egyéb fizikai tulajdonsagainak
megvaltoztatasaval fejtik ki [163, 164], ami az EV felvételre is érvényes lehet. Adataink szerint
az IFITM1M9" sejtek kevesebb EV-t vesznek fel az alacsony IFITMI expresszioji sejtekhez
képest. Eredményeink tehat azt jelzik, hogy a CRC-n beliil eltéré az EV felvétel intenzitasa. Az
IFITM1 inaktivalasaval tovabba azt is megmutattuk, hogy ez a molekula funkcionalisan fontos
ebben a folyamatban. Erdekes modon az IFITM1'Y populacié kevesebb osztodd sejtet
tartalmazott, mint az IFITM1"9" populacio. A fibroblaszt eredetii EV-k azonban csokkentették
ezt a kiilonbséget az IFITM1M9" ¢s az IFITM1'°" sejtek kozott, és erdsebb stimulald hatasuk
volt a sejtproliferaciora az IFITM1'°% CRC alpopulacidban, amely tobb EV-t vett fel. Ezek az
adatok nem csak a CRC-ben a proliferacid6 komplex szabalyozasat emelik ki, hanem a

tumorsejtek eltérd EV felvételének biologiai jelentdségét is illusztraljak.

Az EV-k membranjukban olyan fehérjéket tartalmaznak, amelyek fokozzak a felvételiiket, igy
hatékony szallitasi rendszert biztositanak a gyogyszerek vagy RNS-ek szaméra az RNS-
interferencia (RNA1) alapi megkozelitésekben. Ennek a megkozelitésnek a hasznalhatosagat a
kozelmultban két elegans tanulmany igazolta, ahol az onkogén KRAS-t specifikusan célz6
RNAI célba juttatasara szerkesztett EV-ket hasznaltak hasnyalmirigy duktalis adenokarcinoma
modellekben [165, 166]. Ezek az eredmények lehetdséget teremtenek olyan szerkesztett EV-
alapu terdpiakra, amelyek mas rakos megbetegedések, példaul a CRC onkogénjeit célozhatjak.
A tervezett cargo-t szallito EV-k megfelelé és hatékony hasznalata azonban kritikusan fiigg
attol, hogy a daganatsejtek felveszik-e dket. Vizsgalatainkkal bizonyitottuk, hogy az IFITM1
gatolja az EV felvételt bizonyos CRC sejtekben. Bar az IFITM1'°¥"®9sejtek kisebb proliferacios
potenciallal rendelkeznek, az EV-k hozzdadasa nagyobb hatassal van osztédasukra, mint az
IFITM1"9" sejteknél (68. 4bra). Igy az IFITMI altal szabalyozott EV felvétel intenzitasa

kritikus tényez6 egyes CRC sejtek fontos tumorigén tulajdonsagainak, példaul
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IFITM1lwnes CRC sejtek IFITM1shies CRC sejtek proliferacidjanak modositasaban.
. . Mivel ez a tény befolyasolhatja az EV-

| | k hatasat a klinikai alkalmazasokban,

ezt figyelembe kell venni, amikor az

‘ EV-ket terapids eszkozként tervezziik

Az [FITM1hehres CRC sejtek nagyobb proliferacios intenzitisa CRC-ben.

® <5, @ 68. abra. Az IFITM1°" és IFITM1"ch

/ Yg °° \ CRC sejtek eltéré EV  felvétele

o Fibroblasztokbdl szarmazo EV-k jelentésen befolyasolja a proliferacié
' ' intenzitasat.

Nagyobb EV felvétel Kisebb EV felvétel

Az EV-k nagyobb hatasa az IFITM1'=¥nes CRC sejtek
osztédasara

5.9 Atfedé miRNS profil organoid és vérplazma eredetii EV-k kozott PDAC-
ben (VIII)

Mivel a daganatb6dl szarmaz6d EV-k védetten és koncentraltan szallitjdk daganatspecifikus
cargo-jukat a testnedvekben, igy igéretes lehetséget rejtenek a daganatok korai felismerésében
[167, 168]. PDAC-ben és mas tumoros megbetegedésekben nehéz in vivo elemezni az EV
kibocsatast és cargo-t, tovabba az EV-k biomarkerként valo lehetséges felhasznalasat és in vivo
szerepilk megértését PDAC-ben ¢és mas hasnyalmirigy betegségekben nagymértékben

akadalyozza a megfeleld modellek hidnya.

Az sEV  izolalas  legelterjedtebb  hagyomanyos modszere a  differencialis
centrifugalas/ultracentrifugalas [169]. A vér azonban nagy mennyiségben tartalmaz
lipoproteineket és egyéb molekularis komplexeket, amelyek az EV-kkel egyiitt tisztitodnak [5],
¢s ezaltal EV-hez nem kapcsolddd molekuldk is kimutatasra keriilhetnek. Szdmos tanulmany
alkalmazta ezt a moddszert a vérben keringd EV-k PDAC-ben torténd elemzéséhez, és az
eredmények kozott nagyfoku eltérés tapasztalhato. Ezért az EV kibocsatasban bekovetkezd
valtozasok és a PDAC-ra specifikus EV miRNS-ek kimutatasa érdekében egy kombinalt
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megkozelitést alkalmaztunk vérplazma mintak, betegekbdl szarmazé organoidok és antitest

alapu EV izolacios protokoll segitségével.

Atfedé miRNS-ek azonositdsa

Ot PDAC betegbdl szarmazo organoid vonalbol végeztiik el az EV-k miRNS profiljanak
azonositasat TagMan low-density array-vel. Valamennyi organoid vonal fiiggetlen volt a kiilsé
EGF aktivitastol, nem igényelt noggint, és csak mutans TP53 allélt hordozott. Annak
érdekében, hogy a lehetd legtobb EV-t izolaljuk, anti-CD63 ¢s anti-CD81 bevonati gyongyok
keverékét hasznaltuk. A Matrigel-eredetli sejt nélkiili feliillaszoban (kontroll minta) kimutatott
mMIRNS-eket kivettiik a tovabbi adatelemzésbol. Amikor az EV miRNS-eket jelenlétiik
(Ct<42), vagy hianyuk alapjan elemeztiik a mintakban, tobb miRNS-t talaltunk, amelyek jelen
voltak az egyes beteg eredetii organoid vonalakbol szarmazo EV-kben, és nyolc miRNS atfedett
az Osszes organoid vonal kozott (69A. abra). Ezutan paronként sszehasonlitottuk a PDAC
organoidokboél szarmazo EV-k miRNS profiljat az adott beteg vérplazmajabol anti-CD81 és
anti-CD63 bevonatu gyongyokkel izolalt EV-k cargo-javal. A mintak (organoidok és plazma)
tehat ugyanattol a betegtdl szarmaztak. Mivel az organoid tenyészet feliilliszo6i €s a vérplazma
kiilonb6z6 mintatipusokat képviselnek, ahol a Ct értékek kozvetlen Osszehasonlitasa nem
informativ, ezért Gigy dontottiink, hogy a miRNS-eket a jelenlétiik, vagy hianyuk alapjan
értékeljilk a mintdkban. A Matrigel kontrollban jelenlévd miRNS-eket eltavolitottuk az
elemzésbol. Nagyobb szamu plazmabol szarmazd EV miRNS-t észleltiink, mint az EV miRNS-
ek szdma volt ugyanabbdl a betegbdl szdrmazo PDAC organoid feliiluszoban (69B. abra). Ezen
kiviil az organoid EV-kben jelen 1évé miRNS-ek 75,6 +9,7%-a (atlag + SD) megtalalhat6 volt
a megfeleld6 PDAC vér EV-kben is (69C. abra és nem mutatott adatok). A parositott PDAC
organoidbol és vérbdl szarmazd EV-k k6zos miRNS listajabol az atfedé halmaz nyolc miRNS-
t eredményezett, amelyeket ,,PDAC organoid k6zos halmaznak” (POCS) neveztiink el (69D.
abra). Igy eredményeink azt mutatjak, hogy a PDAC organoid EV miRNS-ek tulnyomo
tobbsége jelen van a vérmintakban is, valamint kiemelik a betegek kozotti jelentds eltéréseket.
Fontos megemliteni, hogy a POCS miRNS készlet teljes atfedésben volt a mind az 6t organoid

vonalbdl szarmazo kozos EV miRNS készlettel.
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69. abra. A PDAC organoid vonalakbél szirmazé EV miRNS-ek sziirése egy kozos miRNS
készletet azonosit. (A) Az egyes PDAC organoid vonalakban kimutatott miRNS-ek szamabol készitett
Venn-diagram. A <42 Ct értéket pozitiv takintettiik. A kondicionalt médium mintakat azonos sejtszamu
tenyészetekbdl izolaltuk. (B-C) PDAC organoid és vérplazma eredetii EV-K miRNS profiljanak
Osszehasonlitasa harom beteg esetében. A zardjelben 1évé szamok az organoid és/vagy plazma EV-kben
kimutatott miRNS-ek szazalékos aranyat jelzik. Az organoid eredeti EV miRNS-¢k tébbsége a plazma
EV-ben is jelen volt (C). (D) A POCS miRNS csoport tagjai.

Mind a PDAC-ben, mind a CP-ben szenveds betegeknél emelkedett a CD63+ EV-k szama a
vérplazmaban

Mivel a normal human hasnyalmirigyszovethez 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 dsszehasonlitottuk egy masik, nem tumoros
pancreas betegségben (kronikus pancreatitis, CP) szenvedd betegekbdl szdrmazd és normal
vérplazma EV-kkel. El8sz0r megvizsgaltuk az EV-k mennyiségének kiilonbségeit PDAC vagy
CP betegek, illetve kontroll donorok plazmajabdl szarmazé mintakban. Amikor az anti-CD63-
mal bevont gyongyoket a nagyobb EV-k centrifugalassal tortént eltavolitasa utani plazmaban
inkubaltuk, és a gyongyokhoz kotott EV-ket anti-CD63-mal és aramlasi citometriaval mutattuk
Ki, a pozitiv gyongyok szazalékos aranyanak novekedését figyeltik meg a CP és PDAC
mintdkban a kontrollokhoz képest. Ezzel szemben nem talaltunk szignifikéans kiilonbséget a CP
¢és a PDAC csoportok kozott (70A. abra). Az anti-CD63-mal bevont gyongyok altal megkotott
EV-k kimutathatok voltak anti-CD63-mal, de anti-CD81-gyel nem, ami arra utal, hogy ezek az
EV-k csak CD63-ra voltak pozitivak (70B. abra). Ezen kiviil a pozitiv gyongyok szazalékos
aranya lecsokkent, amikor ultracentrifugalast kovetéen az EV mentes feliiliaszoban inkubaltuk
Oket, vagy ha Triton X-100-at adtunk hozza az antitest utan, mely az EV-k membranjat lizalja
(70B-C. abra). Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy anti-CD63 bevonatu gyongyok és

anti-CD63 detektald antitestek hasznalatakor az EV-ket mérjiik, és nem az esetleges szabad
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CD63 fehérjét/fehérjekomplexet a plazmaban. Osszességében elmondhatd, hogy a gyors és
szemikvantitativ gyongy alapti modszerrel és aramlasi citometriaval kimutatott CD63+ EV-k

megndvekedett szama nem specifikus a PDAC-ra.
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70. abra. A PDAC vérplazma tobb EV-t tartalmaz, mint a CP betegek, vagy kontroll személyek
mintai. (A) A CD63+ gyongyok szazalékos aranya az adott betegcsoportok plazmamintaiban vald
inkubalas utan, aramlasi citometriaval kimutatva (n=8-11). CP: kronikus pancreatitis, Ctr egészséges
kontroll személyek. A kisérletekben azonos mennyiségli vért alkalmaztunk. (B) Az anti-CD63-mal
bevont pozitiv gyongyok szazalékos aranya PDAC vérplazmaban vagy ultracentrifugalt (UC)
plazmamintak pelletjében/feliiliszojaban inkubalas utan, anti-CD63-mal vagy anti-CD81-gyel
detektalva (aramlasi citometria, n=4). C) Anti-CD63-mal bevont és anti-CD63-mal detektalt pozitiv
gyongyok szazalékos aranya 0,05%-0s Triton X-100-zal (Triton) t6rtén6 inkubalas elétt (Ctr) vagy utan
(n=4). ANOVA és Tukey post hoc teszt (A) vagy t-teszt (C), ***p<0,005.

A PDAC és CP betegek vérébdl szarmazo EV-K miRNS profilja jelentdsen atfed egymadssal

Ezutan sszehasonlitottuk az anti-CD63 és anti-CD81 bevonati gyongyokkel izolalt EV-k
mMiRNS-profiljat PDAC-ben szenvedd betegek, CP betegek és kontrollok vérébdl low-density
miRNA array-vel. A kiindulasi mintak EV mennyiségének eltérése miatti miRNS kiilonbségek
kizarasara a miRNS szinteket miR-19b-re normalizaltuk, melyet két algoritmus is a mintak
kozotti legstabilabb szinttel jellemezheté miRNS-nek talalt. Kivalasztottuk azon miRNS-eket,
melyek valamennyi PDAC plazmamintabol izolalt EV preparatumban jelen voltak, és
Osszehasonlitottuk a normalizalt szintjeiket a CP és a kontroll vér EV-kkel. Meglepé modon az
0sszes POCS miRNS nem csak a PDAC plazma EV mintakban volt jelen, hanem a CP-kben és
a kontrollokban is (71A. abra). Kimutattunk két miRNS-t, amelyek szignifikansan feldusultak
a PDAC plazma EV preparatumokban (miR-195 és miR-21) a kontroll mintakhoz képest (71B.
abra), azonban egyik sem kiilonb6zott a PDAC és CP vér EV-k 6sszehasonlitasakor (71B. abra).
A vérmintak és a PDAC organoidok komplex megkozelitése soran tehat azonositottuk a PDAC

organoidokra jellemzé EV miRNS-ek halmazat, amelyeket a PDAC betegek plazmajabol
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szarmazd EV-kben is kimutattunk. Azonban az EV miR-ek, amelyek kiilonbséget mutattak a
PDAC és a kontroll vérmintak k6zott, nem kiillonboztek a PDAC és a CP kozott.
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71. abra. A PDAC vér EV-kben nagyobb mennyiségben jelen 1évé miRNS-ek nem specifikusak
erre a betegségre. (A) A PDAC plazma EV mintdk (PDAC) normalizalt miRNS szintjeinek
Osszehasonlitasa a CP és a kontroll személyekkel. A sziirke négyzetek olyan miRNS-eket jelolnek,
amelyek nem voltak detektalhatok a mintdkban (Ct>42). A POCS készlet miRNS-eit piros szinnel
jeloltiik. Az adatokat miR-19b-re normalizaltuk, igy ez a miRNS nem lathaté az abran. (B) Az EV
mintak normalizalt miR-21 és miR-195 szintjei. Kruskal-Wallis és Dunn teszt (B), *p <0,05

A miR-195 nem mutathato ki a PDAC tumorsejtekbdl vagy fibroblasztokbdl szarmazo EV-kben
Ezt kovetéen arra voltunk kivancsiak, hogy a miR-195 és miR-21 tartalmu EV-k
szarmazhatnak-e PDAC tumorsejtekbdl és/vagy sztromasejtekbdl. Ennek vizsgalatara PDAC
daganatokbol szarmazd sztromasejteket tenyésztettiink. Ahogy varhatd volt, ezek a sejtek
fibroblaszt fenotipust mutattak, és megerdsitettiik a CAF markerek jelenlétét (72A. abra) [62].
Mind PDAC sejtvonalbol, mind PDAC organoidokboél szarmazo EV-kben is detektaltuk a miR-
21-et, a miR-195 azonban nem volt kimutathat6 (72B. abra). Hasonloképpen, a miR-195-6t
nem detektaltuk a CAF-okban sem (72B. dbra), ami felveti annak a lehetdségét, hogy a PDAC

betegek vérében megfigyelhet6 EV miR-195 nem a tumor/sztroma sejtekb6l szarmazik.
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72. abra. Mind a PDAC tumorsejtek, mind a sztroma sejtek altal kibocsatott EV-k tartalmaznak
miR-21-et. (A) PDAC mintakbol szarmazé sejttenyészetek immunfestése kiilonboz6 fibroblaszt
markerekre (IL6, aSMA). Méretarany: 10um. (B) Panc10.05 sejtekbél, PDAC organoidokbol és
stromalis fibroblasztokbol izolalt EV-k miR-21 és miR-195 szintjei (n=5).

Magasabb EV mennyiség mérheto hasnyalmirigy duktalis organoidok kollagén tenyészetében

A PDAC sejtvonalak nagyobb mennyiségii EV-t produkaltak mind a klasszikus 2D, mind pedig
3D Matrigel tenyészetekben, mint a kontroll immortalizalt duktalis sejtvonal (Fig73A-B. abra).
Emellett nem csak a PDAC, hanem a CP betegek vérplazmamintai is magasabb EV szintet
mutattak a kontrollokhoz képest (70A. abra). Mindez felveti annak a lehetdségét, hogy nem
csak a mutaciok, hanem mas tényezok is fokozott EV felszabaduldst eredményezhetnek a
hasnyalmirigy duktalis sejtekbdl. A hipotézis tesztelésére a dolgozatban mér kordbban
bemutatott egér hasnyalmirigy duktalis organoid modellt hasznaltuk, amely egy genetikailag

homogén modellrendszert képvisel.

Egy atfogd tanulmany kimutatta, hogy szamos mikrokornyezeti tényez0d, beleértve a PDAC
extracellularis matrixanak (ECM) valtozasat, mint példaul a kollagén felhalmozodasat, mar
jelen van CP-ben is [170]. fgy a CP-ben is ismert szerepet jatsz6 tényezokre fokuszaltunk, mint
a kollagén, IL6, TNFa és IL1B [171, 172]. A hasnyalmirigy duktalis organoidokban Kiterjedt
sejtpusztulast detektaltunk, amikor tiszta kollagén I-ben tenyésztettiik 6ket (73C. abra). Az IL6,
TNFa vagy IL1p nem befolyasolta a mintak EV mennyiségét Matrigel-ben (73D. dbra). A
kollagén-I hozzaadasa Matrigelhez azonban megndvelte az EV szintet a duktalis organoidok
kondicionalt médiumaban (73E. abra). Emellett Osszefliggést talaltunk a ndovekvo
kollagénkoncentracio és az EV szam kozott (73F-G. abra). Kisérleteinkben az adatok
sejtszdmra tortént normalizalasa kizarta azt a lehetdséget, hogy az észlelt EV mennyiségek
kozotti kiillonbségeket a sejtszdm eltérései okoztdk. Nem taldltunk tovabba szignifikans
véltozast az aktiv kaszpdz-3+ apoptotikus sejtek és a proliferald KI67+ sejtek szazalékos

aranyaban, ha 50% kollagént adtunk a Matrigelhez (73H. abra). Az IL6, a TNFa vagy az IL1J
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sem eredményezett jelentds valtozast az EV felszabadulasban, amikor az organoidokat
Kollagén/Matrigelben tenyésztettik (731. 4bra). Osszességében adataink bizonyitékot
szolgaltatnak arra, hogy nem csak a mutacidk, hanem a sejtes mikrokornyezet kritikus
valtozasai is az EV-szint névekedéséhez vezethetnek a hasnyalmirigy duktalis sejtek esetében,
mely magyarazatul szolgalhat a CD63+ EV-k megnovekedett mennyiségére, amelyet nem csak
PDAC-ben, hanem CP betegek vérmintaiban is észleltiink.
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73. abra. Egér hasnyalmirigy duktalis organoidok kollagén I tenyészeteiben magasabb EV szint
mutathaté ki, mint Matrigel-ben. (A) A jelzett sejtvonalak CD63+/CD81+ EV szekrécioja
ellenanyaggal bevont gyongyodkkel és dramlasi citometridval mérve (10° sejtre normalizalva). A ,D”
utani szamok 2D vagy 3D kulturakat jelentenek. A HPDEC immortalizalt normal duktalis sejtvonal, a
tobbi felhasznalt sejtvonal PDAC eredetli. (B) Az EV kibocsatas kvantifikalasa 2D és 3D tenyészetekbdl
(n=4, az adatok 10° sejtre vannak normalizalva). (C) Matrigel-ben, Matrigel-ben és kollagén I-ben (50-
50%) vagy kollagén I-ben tenyésztett organoidok morfologidja 3 és 6 nappal passzalas utan .Méretarany:
100 um. (D) A CD8I1+ gyongyok relativ szazalékos aranya a jelzett kezelések utan (n=4-5). A
tenyészeteket 3 napig kezeltiik, majd 2 napig gytijtottik az EV-ket. (E) CD81+ gyongyok Matrigel-ben
tenyésztett organoidok kondicionalt médiumabol kollagén hidnydban (0%) vagy 50% kollagén
jelenlétében. A pozitiv gyongyoket vagy anti-CD81, vagy anti-CD63 ellenanyaggal detektaltuk. (F-G)
Reprezentativ NTA képek (F) és relativ EV koncentraciok (G) organoid tenyészetek feliiliszoibol mérve
kiilonboz6 kollagéntartalom mellett (n=7). Az adatokat sejtszdmra normalizaltuk, majd a Matrigel
kontrollt mindig 100%-nak vettiik. (H) A KI67+ proliferalo és aktiv kaszpaz-3 + apoptotikus organoid
sejtek relativ szazalékos aranya Matrigel-ben kollagén I nélkiil vagy 50% kollagén I jelenlétében (n = 3).
(1) Az 50% Matrigel/50% kollagénben tenyésztett organoidok kondicionalt médiumaban inkubalt, anti-
CDB81-gyel fedett pozitiv gyéngyok relativ szazalékos aranya (n=15). Parositott t tesztet (D, E, H, 1)
vagy egyutas ANOVA és Tukey post hoc tesztet (G) alkalmaztunk. *p <0,05

Megbeszélés: tudomasunk szerint ez volt az elsé olyan vizsgalat, amely PDAC betegekbdl
szarmaz6 organoidokat hasznalt az EV-K elemzéséhez. A betegekbdl szarmazd EV-k kozotti
nagy eltérések ellenére azonositottunk egy atfedd0 miRNS halmazt. Mivel az organoidok
megtartjak a kiindulasi szovet sejtes heterogenitasat, az eltéré tumoros sejtpopulaciok jelenléte

meghatarozhatja az EV-k cargo-jat, ami nagy kiilonbségeket eredményezhet a betegek kozott.

Melo S és munkatarsai az EV-kotott glipikan-1-rél leirtak, hogy a PDAC korai stadiumaban
felhasznalhato specifikus biomarker [173]. Mas tanulmanyok azonban nem erdsitették meg ezt
a kovetkeztetést [174, 175], minden bizonnyal mas EV izolaciés modszerek vagy cargo
elemzési szempontok alkalmazasa miatt. Mas kdzleményekkel ellentétben mi anti-CD63-mal
¢s anti-CD81-gyel bevont gyongyoket hasznaltunk. Meglepé mdodon a miR-21 és a miR-195
nagyobb mennyiségben volt jelen a PDAC EV preparatumokban, mint a kontrollokban, bar
nem taldltunk kiilonbséget a CP mintdkhoz képest. Ez egyértelmiien ravilagit arra, hogy a

hasnyalmirigytumor EV biomarkereinek keresésekor CP mintakat is be kell vonni a kutatasba.

A PDAC vérplazmara jellemz6 cargo-ju EV-ket nem csak a PDAC tumorsejtek, hanem mas
sejtek, példaul a tumorszovet sztromasejtjei is kivalaszthatjak. Mivel az organoidok csak
epitelialis eredetli sejteket, példaul daganatsejteket tartalmaznak, sztromasejteket azonban nem,
igy kivalé modellt biztositanak annak eldontésére, hogy a vér mely EV miRNS-ei nem
tumorsejt eredetiick. Mig a miR-21 mind a PDAC organoid eredet{i, mind a vér EV-kben jelen
volt, a miR-195-6t nem tudtuk kimutatni az organoid vagy PDAC sejtvonalbdl szarmazd EV-
kben. Ez arra utalhat, hogy a miR-195-6t tartalmaz6 keringé EV-k nem daganatsejtekbol

szarmaznak. Ezt az elképzelést Li és munkatarsai is alatimasztottak, akik a miR-195-6t a CAF-
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ok altal kivalasztott EV-kben mutattak ki cholangiocarcinomaban [176]. Azonban az
emelkedett miR-195 szintet a fibroblaszt eredetii EV-kben sem tudtuk kimutatni, ami arra utal,
hogy kisérleti rendszeriinkben az EV-kbe csomagolt miR-195 nem tumorsejt, vagy sztroéma

fibroblaszt eredetu.

Organoidok segitségével azonositottuk az I-es tipust kollagén felhalmozodasat, mint a
hasnyalmirigy duktalis sejtekbdl kikeriil6 emelkedett EV mennyiség egy lehetséges tényezdjét.
Ez nemcsak PDAC-ben, hanem CP betegekben is magasabb CD63+ vérplazma EV szinthez
vezethet. A PDAC-hoz hasonléan a CP-t tobbnyire dezmoplazia és ECM atrendez6dés kiséri,
a fibronektin, az 1-es és V-0s tipusu kollagén mennyiségi novekedésével [177]. Egy publikaciod
tovabba széleskorl valtozast azonositott az ECM-ben CP betegekben [170]. Eredményeinkkel
Osszhangban egy tanulmany kimutatta, hogy a CD43+ sejtek nagyobb mennyiségben
bocsatanak ki EV-t, ha I-es tipust kollagénen tenyésztik 6ket [178].

Osszességében elmondhatjuk, hogy 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. Organoidok segitségével kimutattuk az atfedést a PDAC sejtekbdl
szarmazo6 ¢és a keringé EV-k miRNS cargo-ja kozott. Ezen tilmenden adataink azt mutattak,
hogy az l-es tipust kollagén felhalmozodasa az ECM-ben lényegesen magasabb EV szintet
eredményezett a hasnyalmirigy duktalis organoid tenyészeteiben, ami lehetséges magyarazatot
ad a CP és PDAC vérmintak emelkedett EV szintjére. Adataink tehat arra utalnak, hogy a
betegekbdl szarmazoé organoidok rendkiviil relevans eszkozt jelentenek az EV-k cargo-janak és
sejtes eredetének vizsgalatdhoz a biomarkerkutatasban. Tovabba bizonyitékot szolgaltattunk
arra vonatkozoan, hogy nem csak a mutaciok, hanem az ECM-ben bekdvetkezett valtozasok is

kritikusan modosithatjak az EV felszabadulasat a hasnyalmirigy duktalis sejtekbdl.
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6. Osszefoglalas és kitekintés

6.1 A dolgozat legfébb uj eredményeinek osszefoglalasa

A dolgozatban egérmodellek ¢és az organoid technologia felhasznalasaval két, a

gasztrointesztinalis rendszert érintd, és kiemelt figyelmet érdemld tumortipus, a CRC és a

PDAC kialakulasaban, valamint progresszidjaban fontos tényezoket vizsgaltuk. Az organoid

technologiat az els6k kozott alkalmaztuk mind a nemzetk6zi tudomanyos €letben, mind pedig

Magyarorszagon (74. abra).

In vivo
egérmodellek

Gasztrointesztinalis tumorok

74. abra. A dolgozat vizsgalatainak osszefoglalo
abraja

Organoid technolégia || Veérmintak

> o

mechanizmusa (Prox1,

Tumorigenezis ] 0\

TGFB) EV-alapt biomarker

) w keresés
Sejtes heterogenitas

J

EV kibocsatast befolyasold tényezdk azonositasa ]

[ szerepe az EV felvételben

=

EV-k szerepe a tumorigenezisben

J

A legfébb 1) eredmények:

Mivel a Prox1 a normal bélhamban csak néhany sejtben expresszalodik és kilitése nem
okoz fenotipusos kovetkezményt, a CRC kialakuldsa soran azonban a Wnt Utvonal
egyik szovetspecifikus célgénje, igy a Proxl, vagy valamely altala szabalyozott
géntermek gatlasa fontos lehet a CRC betegek esetében. Eredményeink szerint a Prox1+
sejtek egy alpopulécidja —a normdl bélhammal ellentétben- Gssejtaktivitast mutat
intestinalis adenomakban/CRC-ben Apc-mutans modellekben. Kimutattuk tovabba,
hogy a Proxl delécidja csokkentette az Lgr5+ adenoma és a CRC &ssejtpopulaciok
méretét, valamint az Ossejtaktivitast. Adataink szerint az Apc mutacié kovetkeztében
kialakul6 magas Wnt aktivitds a Prox1 expresszidjat indukélja, és a Prox1+/Lgr5+
sejtek fliggetlenné valnak a normal bélham Ossejt niche-ben fontos Notch tutvonal
aktivitasatol. Bizonyitottuk, hogy tumor xenograftokban a Prox1+ sejtek jobb taléléssel
rendelkeztek hipoxids, kedvezdtlen korilmények kozott, mely az intenzivebb

autofagianak volt koszonhet6. Emellett a Prox1, valamint az Ifitml a p53
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tumorszuppresszor altal elnyomott, invazidért felelds géncsalad (PSIS) tagjai egy olyan
CRC modellben, melyben a Wnt utvonal nem az Apc mutacié altal indukalddik.
Kimutattuk, hogy a p53 hianya az epitélsejtekben megjelené alacsony szinti
gyulladasos fenotipust atalakitja tumorgatlobol a tumor ndvekedését serkentd
folyamatta.

A TGFp apoptotikus hatasa az egyik f6 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 rendelkezé LgrS+
adendéma sejtek is érintettek. Erdekes modon a CRC tumorigenezise soran megjelend
mutaciok jellegzetes valtozast okoznak a TGFB-val szembeni szenzitivitasban: mig az
Apc inaktivalasa noveli az adenémasejtek szenzitivitasat, a KRas onkogén részleges
rezisztenciat biztosit a TGFp altal kivaltott apoptozissal szemben. Emellett a BH3
mimetikumok, melyek a BIM hatasat utanozzak, sejthalalt indukalnak olyan kés6éi CRC
betegekbdl szarmazo organoidokban is, melyek mar rezisztencidt mutatnak a TGFf
apoptotikus hatdsaval szemben.

az Apc mutacio és a Wnt magas aktivitasa, illetve az ECM o6sszetételének valtozasa
jelentdsen modositjak. A Wnt aktivitds hasnyalmirigy duktalis organoidokban is
indukalja az EV kibocsatast, ugyanakkor a kiils6 Wnt forrastol fliggetlen késéi PDAC
mintédkban ez a kapcsolat nem volt bizonyithato.

A CRC intratumoralis sejtes heterogenitasa egyre novekvo figyelmet kap a terapidkkal
szembeni rezisztencidban. Kimutattuk, hogy a sejtes heterogenitas fontos szereppel
rendelkezik az EV kibocsatas mértékében, és a CD44"M9" sejtek tobb EV-t szecernalnak,
mint a CD44'°" CRC sejtek. Bizonyitottuk tovabba, hogy a CD44M9" és CD44'°% CRC
elsdsorban a dozistdl, és nem a miRNS cargo-t6l fligg.

A bélham Lgr5+ O&ssejtjeiben bekovetkez6 mutaciok a CRC tumorigenezis
kiinduldpontjainak tekinthetok. Az Gssejtek egy specidlis mikrokdrnyezetben, az dssejt
niche-ben talalhatok. Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a fibroblasztok, melyek az
intestindlis kriptdk koriili egyik legfontosabb sejttipus, az EGF csalddba tartozo

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

crer
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¢ Bizonyitottuk, hogy a fibroblasztokbdl szarmazé 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 PSIS gének kozé tartozo, sejtfelszini IFITM1 expressziod
meghatarozza az EV felvétel mértékét CRC-ben, melynek funkcionalis jelentsége is

van: az IFITM1'°" sejtek nem csak tobb EV-t vesznek fel, hanem az EV-knek nagyobb

crer

crcr

CRC sejt alpopulaciok eltérd EV felvételi képességgel rendelkeznek, ezt figyelembe
kell venni az EV alapti célz6 eszk6zok tervezésekor.

e Kimutattuk az atfedést a PDAC organoidokbdl szarmazo és a vérben keringd EV-k
mMIiRNS 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 tulmenden adataink azt mutattak, hogy az I-es tipusu
kollagén felhalmozodasa az ECM-ben lényegesen magasabb EV szintet eredményezett
a hasnyalmirigy duktalis organoid tenyészetekben, ami lehetséges magyarazatot ad a
kronikus pancreatitis €és PDAC vérmintak emelkedett EV szintjére. Ezzel bizonyitékot
szolgaltattunk arra vonatkozoan, hogy nem csak a mutaciok, hanem az ECM-ben
bekovetkezett valtozasok is kritikusan modosithatjak az EV

felszabadulast/hozzaférhetdséget a hasnyalmirigy duktélis sejtekbdl.

6.2 Kitekintés

A dolgozat két kiemelt fontossagu gasztrointesztinalis tumorral, a CRC-vel és a PDAC-vel
foglalkozik, és az organoid technoldgia kozponti szerepet jatszik a tudoméanyos kérdések
megvalaszolasdban. A CRC magas incidenciaja miatt kiemelkedd népegészségiigyi problémat
jelent, a betegség heterogenitdsa miatt azonban kialakuldsaban tobbféle mechanizmus is
szerepet jatszik. A Vogelstein modell szerint az Apc mellett/utan a KRas, illetve a p5S3 mutaciok
feleldsek a progresszioért. Mara azonban kideriilt, hogy a betegek jelentds részében alternativ
utvonalak kozponti fontossaggal birnak a CRC kialakulasaban és fejlédésében. A heterogenitas
ellenére a leglijabb, génexpresszids mintazaton alapulo CRC klasszifikacid négy nagyobb
betegcsoportot eredményezett, melyek koziil a CMS4 csoportra kiilondsen jellemzd a

fibroblasztok nagy szama, az EMT, a rossz prognozis és a kezelési lehetéségek hianya. Sajnos
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azonban nem allnak megfeleld egérmodellek rendelkezésre a CMS4 vizsgalatara, a legjobban
altipusok kialakulasdnak megértésére jelenleg az egyik hasznéalhatdo rendszer az organoid
modell, amely bar csak epitelialis eredetli sejteket tartalmaz, kokulturakban vizsgalhatok a

tumorsejteknek mas sejttipusokkal (pl. immunsejtek, fibroblasztok) vald kélcsonhatasal is.

Az els6k kozott alkalmaztam az organoid technoldgiat Magyarorszagon, mely mara
sz€leskoriien elterjedtté valt a nemzetkozi tudomanyos irodalomban. Az organoidok egyik
jovobeli felhasznalasi lehetdsége a személyre szabott medicina teriiletén a betegekre specifikus
kezelések kivalasztasa lehet, amellyel kapcsolatban munkacsoportunk is tesztel j hatébanyag-
kombinaciokat CRC-ben. Bar a dolgozat az intesztinalis, CRC, hasnyalmirigy duktalis és
PDAC organoidokkal kapcsolatos adatainkat tartalmazza, laboratériumunkban beallitottuk és
alkalmaztuk mar a bronchidlis, valamint tiidérdk eredetli organoid tenyésztést is, €s terveink

kozott szerepel tovabbi tumortipusok bevonasa.

Az organoidok egy masik jelentds alkalmazasi lehetOsége a biomarker-kutatas. A dolgozatban
bemutatott, PDAC-re fokuszalo, orgnoidokat, sejtvonalakat és vérmintakat is bevond komplex
megkozelités jo tampontot adhat tovabbi tumortipusok esetében is biomarkerek azonositasara.
Jovobeli terveink kozott szerepel, hogy mas hasnyalmirigy betegségek esetében is talaljunk
olyan molekuldkat, melyekkel a malignitdsi potencidl megjosolhatdé. Ehhez egy fontos
lehetéség az EV-k felhasznalasa, melyek a tumorsejt-eredetii molekulakat nagy
koncentracioban tartalmazzak, és védetten szallitjak a testnedvekben, igy biztatd diagnosztikai
markerek lehetnek. Ugyanakkor az EV-n alapuldé tanulmanyok gyakran egymasnak
ellentmond6 eredményre jutnak, mely részben az eltéré és nem standard EV izol4cios és
detektalasi modszereknek, a kisérleti koriilmények altal jelentésen befolyasolt EV cargo-nak
koszonhetd. PDAC organoidokon végzett vizsgalataink soran mi is azt tapasztaltuk, hogy az
egyes organoid vonalak altal kibocsatott EV-k cargo-ja jelentésen eltért egymastol. Bar néhany
tanulmany mar megjelent az EV-k klinikai célu tisztitasarol [165], valamint specifikus
molekulakkal valo feltoltési lehetdségérol [166], a szélesebb korii alkalmazasukhoz a vizsgalati
lehetdségek tovabbi fejlesztésére van sziikség, melyben az organoid technoldgia is fontos

szerephez juthat.

127



W ener . zol tan 34 22

7. A dolgozathoz felhasznalt sajat kozlemények

I. Wiener Z, Hogstrom J, Hyvonen V, Band AM, Kallio P, Holopainen T, Dufva O, Haglund
C, Kruuna O, Oliver G, Ben-Neriah Y, Alitalo K. Prox1 promotes expansion of the colorectal
cancer stem cell population to fuel tumor growth and ischemia resistance. Cell Rep.
2014;8(6):1943-1956. IF: 8,358, fiiggetlen idézok: 43

II. Hogstrom J, Heino S, Kallio P, Lahde M, Leppdnen VM, Balboa D, Wiener Z*, Alitalo K*,
Transcription Factor PROX1 Suppresses Notch Pathway Activation via the Nucleosome
Remodeling and Deacetylase Complex in Colorectal Cancer Stem-like Cells. Cancer Res.
2018;78(20):5820-5832. *megosztott utols6 szerzéség. IF: 8,378, fiiggetlen idézok: 14

I1l. Pribluda A, Elyada E, Wiener Z, Hamza H, Goldstein RE, Biton M, Burstain I,
Morgenstern Y, Brachya G, Billauer H, Biton S, Snir-Alkalay I, Vucic D, Schlereth K,
Mernberger M, Stiewe T, Oren M, Alitalo K, Pikarsky E, Ben-Neriah Y. A senescence-
inflammatory switch from cancer-inhibitory to cancer-promoting mechanism. Cancer Cell.
2013;24(2):242-56. IF: 23,893, fiiggetlen idézok: 143

IV. Elyada E, Pribluda A, Goldstein RE, Morgenstern Y, Brachya G, Cojocaru G, Snir-Alkalay
I, Burstain I, Haffner-Krausz R, Jung S, Wiener Z, Alitalo K, Oren M, Pikarsky E, Ben-Neriah

Y. CKlo ablation highlights a critical role for p53 in invasiveness control. Nature.
2011;470(7334):409-13. IF: 36,280, fiiggetlen idézok: 132

V. Wiener Z, Band AM, Kallio P, Hogstrom J, Hyvonen V, Kaijalainen S, Ritvos O, Haglund
C, Kruuna O, Robine S, Louvard D, Ben-Neriah Y, Alitalo K. Oncogenic mutations in intestinal
adenomas regulate Bim-mediated apoptosis induced by TGFpB. Proc Natl Acad Sci U S A.
2014;111(21):E2229-36. IF: 9,674, fiiggetlen idézbk: 42

VI. Szvicsek Z, Oszvald A, Szabo L, Sandor GO, Kelemen A, Sods AA, Paloczi K, Harsanyi
L, Tolgyes T, Dede K, Bursics A, Buzas EI, Zedld A, Wiener Z. Extracellular vesicle release
from intestinal organoids is modulated by Apc mutation and other colorectal cancer progression
factors. Cell Mol Life Sci. 2019;76(12):2463-2476. IF: 6,496, fuggetlen idézok: 36

VII. Sandor GO, So6s AA, Lorincz P, Rojké L, Harko T, Bogy6 L, Tolgyes T, Bursics A, Buzas
El, Moldvay J, Wiener Z. Wnt Activity and Cell Proliferation Are Coupled to Extracellular
Vesicle Release in Multiple Organoid Models. Front Cell Dev Biol. 2021;9:670825.
eCollection 2021. IF: 5,69, fiiggetlen idézok: 7

VIII. Zesld A, Sandor GO, Kiss A, Sods AA, Tolgyes T, Bursics A, Sziics A, Harsanyi L, Kittel
A, Gézsi A, Buzas EI, Wiener Z. Shared extracellular vesicle miRNA profiles of matched
ductal pancreatic adenocarcinoma organoids and blood plasma samples show the power of
organoid technology. Cell Mol Life Sci. 2021;78(6):3105-3120. IF: 9,78, fliggeten idézok: 11

IX. Kelemen A, Carmi I, Seress I, Lorincz P, Tolgyes T, Dede K, Bursics A, Buzas EI, Wiener
Z. CD44 Expression Intensity Marks Colorectal Cancer Cell Subpopulations with Different
Extracellular Vesicle Release Capacity. Int J Mol Sci. 2022;23(4):2180. IF: 6,208, fiiggetlen
idézok: 1

X. Oszvald A, Szvicsek Z, Sandor GO, Kelemen A, Sod6s AA, Paléczi K, Bursics A, Dede K,
Tolgyes T, Buzas EI, Zeold A, Wiener Z. Extracellular vesicles transmit epithelial growth
factor activity in the intestinal stem cell niche. Stem Cells. 2020;38(2):291-310. IF: 6,022,
fligetlen 1dézok: 26

128



W ener . zol tan 34 22

XI. Oszvald A, Szvicsek Z, Péapai M, Kelemen A, Varga Z, Tolgyes T, Dede K, Bursics A,
Buzas EI, Wiener Z. Fibroblast-Derived Extracellular Vesicles Induce Colorectal Cancer
Progression by Transmitting Amphiregulin. Front Cell Dev Biol. 2020;8:558. eCollection 2020.
IF: 5,201, fiiggetlen idézdk: 12

XII. Kelemen A, Carmi I, Oszvald A, Lérincz P, Petévari G, Tolgyes T, Dede K, Bursics A,
Buzas EI, Wiener Z. IFITM1 expression determines extracellular vesicle uptake in colorectal
cancer. Cell Mol Life Sci. 2021;78(21-22):7009-7024. IF: 9,261, figgetlen idézok: 3

8. Egyéb sajat kozlemények

Théry C, Witwer KW, Aikawa E, Alcaraz MJ, Anderson JD, Andriantsitohaina R,...... Wiener
Z,..... Minimal information for studies of extracellular vesicles 2018 (MISEV2018): a position
statement of the International Society for Extracellular Vesicles and update of the MISEV2014
guidelines. J Extracell Vesicles. 2018;7(1):1535750. eCollection 2018.

Lupsa N, Ersek B, Horvath A, Bencsik A, Lajké E, Sillé P, Oszvald A, Wiener Z, Reményi P,
Mikala G, Masszi T, Buzas El, Pos Z. Skin-homing CD8+ T cells preferentially express GPI-
anchored peptidase inhibitor 16, an inhibitor of cathepsin K. Eur J Immunol. 2018;48(12):1944-
1957

Osteikoetxea X, Benke M, Rodriguez M, Paloczi K, Sédar BW, Szvicsek Z, Szabo-Taylor K,
Vukman KV, Kittel A, Wiener Z, Vékey K, Harsanyi L, Szilics A, Turidk L, Buzas EL
Detection and proteomic characterization of extracellular vesicles in human pancreatic juice.
Biochem Biophys Res Commun. 2018;499(1):37-43.

Németh A, Orgovan N, Sédar BW, Osteikoetxea X, Paloczi K, Szabo-Taylor KE, Vukman KV,
Kittel A, Turiak L, Wiener Z, T6th S, Drahos L, Vékey K, Horvath R, Buzas EI. Antibiotic-
induced release of small extracellular vesicles (exosomes) with surface-associated DNA. Sci
Rep. 2017;7(1):8202.

Sédar BW, Kittel A, Paléczi K, Vukman KV, Osteikoetxea X, Szabo-Taylor K, Németh A,
Sperlagh B, Baranyai T, Giricz Z, Wiener Z, Turidk L, Drahos L, Pallinger E, Vékey K,
Ferdinandy P, Falus A, Buzas EI. Low-density lipoprotein mimics blood plasma-derived
exosomes and microvesicles during isolation and detection. Sci Rep. 2016;6:24316.

Kiveld R, Salmela I, Nguyen YH, Petrova TV, Koistinen HA, Wiener Z, Alitalo K. The
transcription factor Prox1 is essential for satellite cell differentiation and muscle fibre-type
regulation. Nat Commun. 2016;7:13124

Szmolka A, Wiener Z, Matulova ME, Varmuzova K, Rychlik 1. Gene Expression Profiles of
Chicken Embryo Fibroblasts in Response to Salmonella Enteritidis Infection. PLoS One.
2015;10(6):e0127708. eCollection 2015.

Tamminen K, Balboa D, Toivonen S, Pakarinen MP, Wiener Z, Alitalo K, Otonkoski T.
Intesztinal Commitment and Maturation of Human Pluripotent Stem Cells Is Independent of
Exogenous FGF4 and R-spondinl. PLoS One. 2015;10(7):e0134551. eCollection 2015.

Gilicze AB, Wiener Z, Toth S, Buzas E, Pallinger E, Falcone FH, Falus A. Myeloid-derived
microRNAs, miR-223, miR27a, and miR-652, are dominant players in myeloid regulation.
Biomed Res Int. 2014;2014:870267. Review.

129



W ener . zol tan 34 22

Holopainen T, Lopez-Alpuche V, Zheng W, Heljasvaara R, Jones D, He Y, Tvorogov D,
D'Amico G, Wiener Z, Andersson LC, Pihlajaniemi T, Min W, Alitalo K. Deletion of the
endothelial Bmx tyrosine kinase decreases tumor angiogenesis and growth. Cancer Res.
2012;72(14):3512-21.

Molnar V, Ersek B, Wiener Z, Témbél Z, Szabo PM, Igaz P, Falus A. MicroRNA-132 targets
HB-EGF upon IgE-mediated activation in murine and human mast cells. Cell Mol Life Sci.
2012;69(5):793-808.

Szabo PM, Wiener Z, Tombol Z, Kovacs A, Pocza P, Horanyi J, Kulka J, Riesz P, Toth M,
Patocs A, Gaillard RC, Falus A, Racz K, Igaz P. Differences in the expression of histamine-
related genes and proteins in normal human adrenal cortex and adrenocortical tumors. Virchows
Arch. 2009;455(2):133-42

Tolgyesi G, Molnar V, Semsei AF, Kiszel P, Ungvari I, Pocza P, Wiener Z, Komloési ZI1, Kunos
L, Galffy G, Losonczy G, Seres I, Falus A, Szalai C. Gene expression profiling of experimental
asthma reveals a possible role of paraoxonase-1 in the disease. Int Immunol. 2009;21(8):967-
75.

Tombol Z, Szabé PM, Molnar V, Wiener Z, Tolgyesi G, Horanyi J, Riesz P, Reismann P,
Patocs A, Liko I, Gaillard RC, Falus A, Racz K, Igaz P. Integrative molecular bioinformatics
study of human adrenocortical tumors: microRNA, tissue-specific target prediction, and
pathway analysis. Endocr Relat Cancer. 2009;16(3):895-906.

Gyorgy B, Tothfalusi L, Nagy G, Pasztoi M, Géher P, Lorinc Z, Polgar A, Rojkovich B,
Ujfalussy I, Poor G, Pocza P, Wiener Z, Misjak P, Koncz A, Falus A, Buzas EI. Natural
autoantibodies reactive with glycosaminoglycans in rheumatoid arthritis. Arthritis Res Ther.
2008;10(5):R110.

Wiener Z, Pocza P, Racz M, Nagy G, Tolgyesi G, Molnar V, Jaeger J, Buzas E, Gorbe E, Papp
Z, Rigo J, Falus A. IL-18 induces a marked gene expression profile change and increased Ccll
(1-319) production in mouse mucosal mast cell homologs. Int Immunol. 2008;20(12):1565-73.

Pos Z, Wiener Z, Pocza P, Racz M, Toth S, Darvas Z, Molnar V, Hegyesi H, Falus A.
Histamine suppresses fibulin-5 and insulin-like growth factor-1l receptor expression in
melanoma. Cancer Res. 2008;68(6):1997-2005.

Molnar V, Tamasi V, Bakos B, Wiener Z, Falus A. Changes in miRNA expression in solid
tumors: an miRNA profiling in melanomas. Semin Cancer Biol. 2008;18(2):111-22. Review.

Gilicze A, Kohalmi B, Pocza P, Keszei M, Jaeger J, Gorbe E, Papp Z, Toth S, Falus A, Wiener
Z. HtrAl is a novel mast cell serine protease of mice and men. Mol Immunol.
2007;44(11):2961-8

Wiener Z, Kohalmi B, Pocza P, Jeager J, Tolgyesi G, Toth S, Gorbe E, Papp Z, Falus A. TIM-
3 is expressed in melanoma cells and is upregulated in TGF-beta stimulated mast cells. J Invest
Dermatol. 2007;127(4):906-14.

Igaz P, Wiener Z, Szabo P, Falus A, Gaillard RC, Horanyi J, Racz K, Tulassay Z. Functional
genomics approaches for the study of sporadic adrenal tumor pathogenesis: clinical
implications. J Steroid Biochem Mol Biol. 2006;101(2-3):87-96. Review.

130



W ener . zol tan 34 22

Wiener Z, Falus A, Toth S. IL-9 increases the expression of several cytokines in activated mast
cells, while the IL-9-induced IL-9 production is inhibited in mast cells of histamine-free
transgenic mice. Cytokine. 2004;26(3):122-31.

Wiener Z, Ontsouka EC, Jakob S, Torgler R, Falus A, Mueller C, Brunner T. Synergistic
induction of the Fas (CD95) ligand promoter by Max and NFkappaB in human non-small lung
cancer cells. Exp Cell Res. 2004;299(1):227-35.

Wiener Z, Andrasfalvy M, Pallinger E, Kovacs P, Szalai C, Erdei A, Toth S, Nagy A, Falus A.
Bone marrow-derived mast cell differentiation is strongly reduced in histidine decarboxylase
knockout, histamine-free mice. Int Immunol. 2002;14(4):381-7

131



W ener . zol tan 34 22

9. Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom Dr. Toth Saranak, akinek vezetésével a PhD fokozatomat megszereztem,
¢s akitél mindig rengeteg szakmai €s emberi tdmogatast kaptam. Nagy halaval tartozom eddigi
mentoraimnak a Genetikai, Sejt- és Immunbiologiai Intézetben, akik mar kezdd kutatoként is
iranyitottak, tanacsokkal lattak el: Prof. Falus Andrasnak, Prof. Buzas Editnek. Mindketten
igazgatoként kotetlen, nagyon inspirativ és motivalo 1égkort teremtettek abban az intézetben,
ahol jelenleg is dolgozom. Halas vagyok nekik, hogy segitettek akkor is, amikor kiilfoldon
toltottem a posztdoktori iddszakomat, és visszavartak az intézetbe. Koszonom Prof. Thomas
Brunner-nek, akinek laboratériumaban Bern-ben, Svajcban néhany hoénapot eltdlthettem
tanulmanytton a PhD képzésem alatt, és ahol a molekularis biologiaba mélyebb bevezetést
kaptam. Szakmai életem egy meghatarozé periddusa kothetd a Helsinki-ben eltoltott
posztdoktori évekhez, ahol Prof. Kari Alitalo munkacsoportjaban rengeteg lehetdséget kaptam
uj modszerek kiprobalasara, egyiittmiikodések kialakitasara kivalo kutatokkal, és a szakmai
érdeklédésem kibontakoztatasara. Koszonet neki ezért az izgalmas periodusért, az élvonalbeli
els6- és tarsszerzO6s munkakért. Halds vagyok Jenny Hogstrom és Ville Hyvonen PhD

hallgatoknak, akikkel egyiitt dolgozhattam Helsinki-ben.

Az elért eredményekben természetesen fontos szerepet jatszott a csapatmunka. Kosz6nom a
Molekularis Onkobiologia Kutatocsoport valamennyi korabbi és jelenlegi tagjanak, hogy velem
dolgoztak/dolgoznak: dr. Szvicsek Zsuzsannanak, dr. Oszvald Adédmnak, dr. Séandor
Gyongyvér Orsolyanak, dr. Kelemen Andrednak, dr. Zedld Anikéonak, Idan Carmi-nak, Soo6s
Andras Aronnak, és valamennyi TDK hallgatonak. Halas vagyok nekik, hogy nagyon emberi,
inspiralo légkort alakitottak ki —a sikereket egytitt értiik el.

Kosz6ndm tovabba a klinikusoknak, Dr. Sziics Akosnak, Dr. Benke Martonnak, Dr. Bursics
Attilanak, Dr. Dede Kristofnak és Dr. Tolgyes Tamasnak, akik rengeteg betegellatasi feladatuk
mellett nyitottak voltak a tudomanyos egylittmiikodésre, €s idejiikbdl aldoztak a mintavételek

megtervezésére €s lebonyolitasara.

Haélas vagyok a Genetikai, Sejt- és Immunbiologiai Intézet valamennyi volt és jelenlegi

munkatarsanak, akik segitették szakmai fejlodésemet.

Végiil, de nem utols6 sorban kdszonom a csaladomnak, hogy vannak, elviselnek, tdmogatnak,
megeértenek, szeretnek. Feleségemnek, aki a mindennapokban megteremtette a koriilményeket
az alkot6 munkahoz, és mindig mellettem 4all. Négy gyermekemnek, akik hatalmas 6romforrast
jelentenek. Sziileimnek, akik a kezdetektdl tamogattak, ma is timogatnak, biztak, és biznak

bennem.

132



W ener . zol tan 34 22

10. Irodalomjegyzék

1. Kinzler KW, Vogelstein B. Lessons from hereditary colorectal cancer. Cell. 1996;87:159-170.

2. Kowal J, Arras G, Colombo M et al. Proteomic comparison defines novel markers to
characterize heterogeneous populations of extracellular vesicle subtypes. Proc Natl Acad Sci U
S A. 2016;113:E968-977.

3. Buzas El, Gyorgy B, Nagy G et al. Emerging role of extracellular vesicles in inflammatory
diseases. Nat Rev Rheumatol. 2014;10:356-364.

4, Karimi N, Cvjetkovic A, Jang SC et al. Detailed analysis of the plasma extracellular vesicle
proteome after separation from lipoproteins. Cell Mol Life Sci. 2018;75:2873-2886.

5. Sodar BW, Kittel A, Paloczi K et al. Low-density lipoprotein mimics blood plasma-derived
exosomes and microvesicles during isolation and detection. Sci Rep. 2016;6:24316.

6. Kowal J, Tkach M, Thery C. Biogenesis and secretion of exosomes. Curr Opin Cell Biol.
2014;29:116-125.

7. Thery C, Witwer KW, Aikawa E et al. Minimal information for studies of extracellular vesicles
2018 (MISEV2018): a position statement of the International Society for Extracellular Vesicles
and update of the MISEV2014 guidelines. J Extracell Vesicles. 2018;7:1535750.

8. Gyorgy B, Szabo TG, Pasztoi M et al. Membrane vesicles, current state-of-the-art: emerging
role of extracellular vesicles. Cell Mol Life Sci. 2011;68:2667-2688.

0. Bebelman MP, Smit MJ, Pegtel DM et al. Biogenesis and function of extracellular vesicles in
cancer. Pharmacol Ther. 2018;188:1-11.

10. Gudbergsson JM, Johnsen KB, Skov MN et al. Systematic review of factors influencing
extracellular vesicle yield from cell cultures. Cytotechnology. 2016;68:579-592.

11. Esmaeili A, Hosseini S, Baghaban Eslaminejad M. Engineered-extracellular vesicles as an
optimistic tool for microRNA delivery for osteoarthritis treatment. Cell Mol Life Sci.
2021;78:79-91.

12. Fearon ER, VVogelstein B. A genetic model for colorectal tumorigenesis. Cell. 1990;61:759-767.

13. Dutta D, Heo I, Clevers H. Disease Modeling in Stem Cell-Derived 3D Organoid Systems.
Trends Mol Med. 2017;23:393-410.

14, Xu H, Lyu X, Yi M et al. Organoid technology and applications in cancer research. J Hematol
Oncol. 2018;11:116.

15. Boj SF, Hwang ClI, Baker LA et al. Organoid models of human and mouse ductal pancreatic
cancer. Cell. 2015;160:324-338.

16. Sato T, van Es JH, Snippert HJ et al. Paneth cells constitute the niche for Lgr5 stem cells in
intestinal crypts. Nature. 2011;469:415-418.

17. Sato T, Stange DE, Ferrante M et al. Long-term expansion of epithelial organoids from human
colon, adenoma, adenocarcinoma, and Barrett's epithelium. Gastroenterology. 2011;141:1762-
1772.

18. Huch M, Dorrell C, Boj SF et al. In vitro expansion of single Lgr5+ liver stem cells induced by
Whnt-driven regeneration. Nature. 2013;494:247-250.

19. Barker N, van Es JH, Kuipers J et al. Identification of stem cells in small intestine and colon by
marker gene Lgr5. Nature. 2007;449:1003-1007.

20. Sato T, Vries RG, Snippert HJ et al. Single Lgr5 stem cells build crypt-villus structures in vitro

without a mesenchymal niche. Nature. 2009;459:262-265.

133



21.

22.

23.

24,

25.
26.
27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.
36.

37.

38.
39.

40.

41.
42.

43.

W ener . zol tan 34 22

Schuijers J, Clevers H. Adult mammalian stem cells: the role of Wnt, Lgr5 and R-spondins.
EMBO J. 2012;31:2685-2696.

de Lau W, Peng WC, Gros P et al. The R-spondin/Lgr5/Rnf43 module: regulator of Wnt signal
strength. Genes Dev. 2014;28:305-316.

Rodilla V, Villanueva A, Obrador-Hevia A et al. Jagged1 is the pathological link between Wnt
and Notch pathways in colorectal cancer. Proc Natl Acad Sci U S A. 2009;106:6315-6320.

Li L, Tang P, Li S et al. Notch signaling pathway networks in cancer metastasis: a new target
for cancer therapy. Med Oncol. 2017;34:180.

Bray SJ. Notch signalling in context. Nat Rev Mol Cell Biol. 2016;17:722-735.
Makinen MJ. Colorectal serrated adenocarcinoma. Histopathology. 2007;50:131-150.

Vogelstein B, Papadopoulos N, Velculescu VE et al. Cancer genome landscapes. Science.
2013;339:1546-1558.

Barker N, Ridgway RA, van Es JH et al. Crypt stem cells as the cells-of-origin of intestinal
cancer. Nature. 2009;457:608-611.

Schwitalla S, Fingerle AA, Cammareri P et al. Intestinal tumorigenesis initiated by
dedifferentiation and acquisition of stem-cell-like properties. Cell. 2013;152:25-38.

Levy DB, Smith KJ, Beazer-Barclay Y et al. Inactivation of both APC alleles in human and
mouse tumors. Cancer Res. 1994;54:5953-5958.

Cancer Genome Atlas N. Comprehensive molecular characterization of human colon and rectal
cancer. Nature. 2012;487:330-337.

Juarez M, Egoavil C, Rodriguez-Soler M et al. KRAS and BRAF somatic mutations in colonic
polyps and the risk of metachronous neoplasia. PLoS One. 2017;12:e0184937.

Olivier M, Hollstein M, Hainaut P. TP53 mutations in human cancers: origins, consequences,
and clinical use. Cold Spring Harb Perspect Biol. 2010;2:a001008.

Boland CR, Goel A. Microsatellite instability in colorectal cancer. Gastroenterology.
2010;138:2073-2087 €2073.

Massague J. TGFbeta in Cancer. Cell. 2008;134:215-230.

Calon A, Espinet E, Palomo-Ponce S et al. Dependency of colorectal cancer on a TGF-beta-
driven program in stromal cells for metastasis initiation. Cancer Cell. 2012;22:571-584.

Calon A, Lonardo E, Berenguer-Llergo A et al. Stromal gene expression defines poor-prognosis
subtypes in colorectal cancer. Nat Genet. 2015.

Massague J. How cells read TGF-beta signals. Nat Rev Mol Cell Biol. 2000;1:169-178.

Guinney J, Dienstmann R, Wang X et al. The consensus molecular subtypes of colorectal
cancer. Nat Med. 2015;21:1350-1356.

Fessler E, Drost J, van Hooff SR et al. TGFbeta signaling directs serrated adenomas to the
mesenchymal colorectal cancer subtype. EMBO Mol Med. 2016;8:745-760.

Sampieri K, Fodde R. Cancer stem cells and metastasis. Semin Cancer Biol. 2012;22:187-193.

Schepers AG, Snippert HJ, Stange DE et al. Lineage tracing reveals Lgr5+ stem cell activity in
mouse intestinal adenomas. Science. 2012;337:730-735.

Cortina C, Turon G, Stork D et al. A genome editing approach to study cancer stem cells in
human tumors. EMBO Mol Med. 2017;9:869-879.

134



44,

45,

46.

47,

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

W ener . zol tan 34 22

Shimokawa M, Ohta Y, Nishikori S et al. Visualization and targeting of LGR5+ human colon
cancer stem cells. Nature. 2017;545:187-192.

Merlos-Suarez A, Barriga FM, Jung P et al. The intestinal stem cell signature identifies
colorectal cancer stem cells and predicts disease relapse. Cell Stem Cell. 2011;8:511-524.

Kozar S, Morrissey E, Nicholson AM et al. Continuous clonal labeling reveals small numbers
of functional stem cells in intestinal crypts and adenomas. Cell Stem Cell. 2013;13:626-633.

Ricci-Vitiani L, Lombardi DG, Pilozzi E et al. Identification and expansion of human colon-
cancer-initiating cells. Nature. 2007;445:111-115.

O'Brien CA, Pollett A, Gallinger S et al. A human colon cancer cell capable of initiating tumour
growth in immunodeficient mice. Nature. 2007;445:106-110.

Dalerba P, Dylla SJ, Park IK et al. Phenotypic characterization of human colorectal cancer stem
cells. Proc Natl Acad Sci U S A. 2007;104:10158-10163.

Snippert HJ, van Es JH, van den Born M et al. Prominin-1/CD133 marks stem cells and early
progenitors in mouse small intestine. Gastroenterology. 2009;136:2187-2194 e2181.

Zeilstra J, Joosten SP, van Andel H et al. Stem cell CD44v isoforms promote intestinal cancer
formation in Apc(min) mice downstream of Whnt signaling. Oncogene. 2014;33:665-670.

Vermeulen L, Todaro M, de Sousa Mello F et al. Single-cell cloning of colon cancer stem cells
reveals a multi-lineage differentiation capacity. Proc Natl Acad Sci U S A. 2008;105:13427-
13432.

Vermeulen L, De Sousa EMF, van der Heijden M et al. Wnt activity defines colon cancer stem
cells and is regulated by the microenvironment. Nat Cell Biol. 2010;12:468-476.

Berdiel-Acer M, Sanz-Pamplona R, Calon A et al. Differences between CAFs and their paired
NCF from adjacent colonic mucosa reveal functional heterogeneity of CAFs, providing
prognostic information. Mol Oncol. 2014;8:1290-1305.

Essex A, Pineda J, Acharya G et al. Replication Study: Wnt activity defines colon cancer stem
cells and is regulated by the microenvironment. Elife. 2019;8.

Ruckert MT, de Andrade PV, Santos VS et al. Protein tyrosine phosphatases: promising targets
in pancreatic ductal adenocarcinoma. Cell Mol Life Sci. 2019;76:2571-2592.

Cancer Genome Atlas Research Network. Electronic address aadhe, Cancer Genome Atlas
Research N. Integrated Genomic Characterization of Pancreatic Ductal Adenocarcinoma.
Cancer Cell. 2017;32:185-203 e113.

Wang VM, Ferreira RMM, Almagro J et al. CD9 identifies pancreatic cancer stem cells and
modulates glutamine metabolism to fuel tumour growth. Nat Cell Biol. 2019;21:1425-1435.

Li C, Heidt DG, Dalerba P et al. Identification of pancreatic cancer stem cells. Cancer Res.
2007;67:1030-1037.

Banerjee S, Nomura A, Sangwan V et al. CD133+ tumor initiating cells in a syngenic murine
model of pancreatic cancer respond to Minnelide. Clin Cancer Res. 2014;20:2388-2399.

Lan L, Evan T, Li H et al. GREML is required to maintain cellular heterogeneity in pancreatic
cancer. Nature. 2022;607:163-168.

Ohlund D, Handly-Santana A, Biffi G et al. Distinct populations of inflammatory fibroblasts
and myofibroblasts in pancreatic cancer. J Exp Med. 2017;214:579-596.

Biffi G, Oni TE, Spielman B et al. IL1-Induced JAK/STAT Signaling Is Antagonized by
TGFbeta to Shape CAF Heterogeneity in Pancreatic Ductal Adenocarcinoma. Cancer Discov.
2019;9:282-301.

135



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

17,

78.

79.

80.

81.

82.

83.

W ener . zol tan 34 22

Driehuis E, van Hoeck A, Moore K et al. Pancreatic cancer organoids recapitulate disease and
allow personalized drug screening. Proc Natl Acad Sci U S A. 2019.

Seino T, Kawasaki S, Shimokawa M et al. Human Pancreatic Tumor Organoids Reveal Loss of
Stem Cell Niche Factor Dependence during Disease Progression. Cell Stem Cell. 2018;22:454-
467 e456.

Petrova TV, Nykanen A, Norrmen C et al. Transcription factor PROX1 induces colon cancer
progression by promoting the transition from benign to highly dysplastic phenotype. Cancer
Cell. 2008;13:407-419.

Harvey NL, Srinivasan RS, Dillard ME et al. Lymphatic vascular defects promoted by Prox1
haploinsufficiency cause adult-onset obesity. Nat Genet. 2005;37:1072-1081.

Elyada E, Pribluda A, Goldstein RE et al. CKlalpha ablation highlights a critical role for p53 in
invasiveness control. Nature. 2011;470:409-413.

Srinivasan RS, Dillard ME, Lagutin OV et al. Lineage tracing demonstrates the venous origin
of the mammalian lymphatic vasculature. Genes Dev. 2007;21:2422-2432.

van de Wetering M, Francies HE, Francis JM et al. Prospective derivation of a living organoid
biobank of colorectal cancer patients. Cell. 2015;161:933-945.

Inokuchi J, Lau A, Tyson DR et al. Loss of annexin Al disrupts normal prostate glandular
structure by inducing autocrine IL-6 signaling. Carcinogenesis. 2009;30:1082-1088.

Kovacs AF, Lang O, Turiak L et al. The impact of circulating preeclampsia-associated
extracellular vesicles on the migratory activity and phenotype of THP-1 monocytic cells. Sci
Rep. 2018;8:5426.

Batlle E, Henderson JT, Beghtel H et al. Beta-catenin and TCF mediate cell positioning in the
intestinal epithelium by controlling the expression of EphB/ephrinB. Cell. 2002;111:251-263.

Gregorieff A, Clevers H. Wnt signaling in the intestinal epithelium: from endoderm to cancer.
Genes Dev. 2005;19:877-890.

Sansom 0OJ, Reed KR, van de Wetering M et al. Cyclin D1 is not an immediate target of beta-
catenin following Apc loss in the intestine. J Biol Chem. 2005;280:28463-28467.

de Sousa EMF, Colak S, Buikhuisen J et al. Methylation of cancer-stem-cell-associated Wnt
target genes predicts poor prognosis in colorectal cancer patients. Cell Stem Cell. 2011;9:476-
485.

Bazigou E, Lyons OT, Smith A et al. Genes regulating lymphangiogenesis control venous valve
formation and maintenance in mice. J Clin Invest. 2011;121:2984-2992.

Van der Flier LG, Sabates-Bellver J, Oving | et al. The Intestinal Wnt/TCF Signature.
Gastroenterology. 2007;132:628-632.

Yeung TM, Gandhi SC, Wilding JL et al. Cancer stem cells from colorectal cancer-derived cell
lines. Proc Natl Acad Sci U S A. 2010;107:3722-3727.

Ashley N, Yeung TM, Bodmer WF. Stem cell differentiation and lumen formation in colorectal
cancer cell lines and primary tumors. Cancer Res. 2013;73:5798-5809.

Maschler S, Gebeshuber CA, Wiedemann EM et al. Annexin Al attenuates EMT and metastatic
potential in breast cancer. EMBO Mol Med. 2010;2:401-414.

Sadanandam A, Lyssiotis CA, Homicsko K et al. A colorectal cancer classification system that
associates cellular phenotype and responses to therapy. Nat Med. 2013;19:619-625.

Ehrlicher AJ, Nakamura F, Hartwig JH et al. Mechanical strain in actin networks regulates
FilGAP and integrin binding to filamin A. Nature. 2011;478:260-263.

136



84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

W ener . zol tan 34 22

Zhou AX, Hartwig JH, Akyurek LM. Filamins in cell signaling, transcription and organ
development. Trends Cell Biol. 2010;20:113-123.

Kim HA, Koo BK, Cho JH et al. Notchl counteracts WNT/beta-catenin signaling through
chromatin modification in colorectal cancer. J Clin Invest. 2012;122:3248-3259.

Sato K, Tsuchihara K, Fujii S et al. Autophagy is activated in colorectal cancer cells and
contributes to the tolerance to nutrient deprivation. Cancer Res. 2007;67:9677-9684.

Cristante E, McArthur S, Mauro C et al. Identification of an essential endogenous regulator of
blood-brain barrier integrity, and its pathological and therapeutic implications. Proc Natl Acad
Sci U S A. 2013;110:832-841.

Surrel F, Jemel 1, Boilard E et al. Group X phospholipase A2 stimulates the proliferation of
colon cancer cells by producing various lipid mediators. Mol Pharmacol. 2009;76:778-790.

Zheng X, Zhou AX, Rouhi P et al. Hypoxia-induced and calpain-dependent cleavage of filamin
A regulates the hypoxic response. Proc Natl Acad Sci U S A. 2014;111:2560-2565.

Hu YL, DelLay M, Jahangiri A et al. Hypoxia-induced autophagy promotes tumor cell survival
and adaptation to antiangiogenic treatment in glioblastoma. Cancer Res. 2012;72:1773-1783.

Ragusa S, Cheng J, Ivanov Kl et al. PROX1 promotes metabolic adaptation and fuels outgrowth
of Wnt(high) metastatic colon cancer cells. Cell Rep. 2014;8:1957-1973.

Munoz NM, Upton M, Rojas A et al. Transforming growth factor beta receptor type Il
inactivation induces the malignant transformation of intestinal neoplasms initiated by Apc
mutation. Cancer Res. 2006;66:9837-9844.

Zeng Q, Phukan S, Xu Y et al. Tgfbrl haploinsufficiency is a potent modifier of colorectal
cancer development. Cancer Res. 2009;69:678-686.

Moustakas A, Heldin CH. The regulation of TGFbeta signal transduction. Development.
2009;136:3699-3714.

Adams JM, Cory S. The Bcl-2 apoptotic switch in cancer development and therapy. Oncogene.
2007;26:1324-1337.

Labi V, Grespi F, Baumgartner F et al. Targeting the Bcl-2-regulated apoptosis pathway by BH3
mimetics: a breakthrough in anticancer therapy? Cell Death Differ. 2008;15:977-987.

Janssen KP, Alberici P, Fsihi H et al. APC and oncogenic KRAS are synergistic in enhancing
Whnt signaling in intestinal tumor formation and progression. Gastroenterology. 2006;131:1096-
1109.

Nakao A, Afrakhte M, Moren A et al. Identification of Smad7, a TGFbeta-inducible antagonist
of TGF-beta signalling. Nature. 1997;389:631-635.

Ley R, Balmanno K, Hadfield K et al. Activation of the ERK1/2 signaling pathway promotes
phosphorylation and proteasome-dependent degradation of the BH3-only protein, Bim. J Biol
Chem. 2003;278:18811-18816.

Brunner AM, Marquardt H, Malacko AR et al. Site-directed mutagenesis of cysteine residues
in the pro region of the transforming growth factor beta 1 precursor. Expression and
characterization of mutant proteins. J Biol Chem. 1989;264:13660-13664.

Dandapat A, Hu CP, Li D et al. Overexpression of TGFbetal by adeno-associated virus type-2
vector protects myocardium from ischemia-reperfusion injury. Gene Ther. 2008;15:415-423.

Heldin CH, Landstrom M, Moustakas A. Mechanism of TGF-beta signaling to growth arrest,
apoptosis, and epithelial-mesenchymal transition. Curr Opin Cell Biol. 2009;21:166-176.

Fearon ER. Molecular genetics of colorectal cancer. Annu Rev Pathol. 2011;6:479-507.

137



104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

W ener . zol tan 34 22

Parsons R, Myeroff LL, Liu B et al. Microsatellite instability and mutations of the transforming
growth factor beta type Il receptor gene in colorectal cancer. Cancer Res. 1995;55:5548-5550.

Takaku K, Oshima M, Miyoshi H et al. Intestinal tumorigenesis in compound mutant mice of
both Dpc4 (Smad4) and Apc genes. Cell. 1998;92:645-656.

Gong Y, Somwar R, Politi K et al. Induction of BIM is essential for apoptosis triggered by
EGFR kinase inhibitors in mutant EGFR-dependent lung adenocarcinomas. PLoS Med.
2007;4:e294.

Costa DB, Halmos B, Kumar A et al. BIM mediates EGFR tyrosine kinase inhibitor-induced
apoptosis in lung cancers with oncogenic EGFR mutations. PLoS Med. 2007;4:1669-1679;
discussion 1680.

Cragg MS, Kuroda J, Puthalakath H et al. Gefitinib-induced killing of NSCLC cell lines
expressing mutant EGFR requires BIM and can be enhanced by BH3 mimetics. PLoS Med.
2007;4:1681-1689; discussion 1690.

Faber AC, Corcoran RB, Ebi H et al. BIM expression in treatment-naive cancers predicts
responsiveness to kinase inhibitors. Cancer Discov. 2011;1:352-365.

Ng KP, Hillmer AM, Chuah CT etal. A common BIM deletion polymorphism mediates intrinsic
resistance and inferior responses to tyrosine kinase inhibitors in cancer. Nat Med. 2012;18:521-
528.

Billard C. BH3 mimetics: status of the field and new developments. Mol Cancer Ther.
2013;12:1691-1700.

Ostrowski M, Carmo NB, Krumeich S et al. Rab27a and Rab27b control different steps of the
exosome secretion pathway. Nat Cell Biol. 2010;12:19-30; sup pp 11-13.

Drost J, van Jaarsveld RH, Ponsioen B et al. Sequential cancer mutations in cultured human
intestinal stem cells. Nature. 2015;521:43-47.

Matano M, Date S, Shimokawa M et al. Modeling colorectal cancer using CRISPR-Cas9-
mediated engineering of human intestinal organoids. Nat Med. 2015;21:256-262.

Vellinga TT, den Uil S, Rinkes IH et al. Collagen-rich stroma in aggressive colon tumors
induces mesenchymal gene expression and tumor cell invasion. Oncogene. 2016;35:5263-5271.

Drost J, Clevers H. Organoids in cancer research. Nat Rev Cancer. 2018;18:407-418.

Fujii M, Shimokawa M, Date S et al. A Colorectal Tumor Organoid Library Demonstrates
Progressive Loss of Niche Factor Requirements during Tumorigenesis. Cell Stem Cell.
2016;18:827-838.

Zomer A, Maynard C, Verweij FJ et al. In Vivo imaging reveals extracellular vesicle-mediated
phenocopying of metastatic behavior. Cell. 2015;161:1046-1057.

Koliopanos A, Friess H, Kleeff J et al. Heparanase expression in primary and metastatic
pancreatic cancer. Cancer Res. 2001;61:4655-4659.

Yu X, Harris SL, Levine AJ. The regulation of exosome secretion: a novel function of the p53
protein. Cancer Res. 2006;66:4795-4801.

Dou Y, Cha DJ, Franklin JL et al. Circular RNAs are down-regulated in KRAS mutant colon
cancer cells and can be transferred to exosomes. Sci Rep. 2016;6:37982.

Cha DJ, Franklin JL, Dou Y et al. KRAS-dependent sorting of miRNA to exosomes. Elife.
2015;4:e07197.

Komekado H, Yamamoto H, Chiba T et al. Glycosylation and palmitoylation of Wnt-3a are
coupled to produce an active form of Wnt-3a. Genes Cells. 2007;12:521-534.

138



124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

W ener . zol tan 34 22

Catalano V, Di Franco S, lovino F et al. CD133 as a target for colon cancer. Expert Opin Ther
Targets. 2012;16:259-267.

Golubkov VS, Prigozhina NL, Zhang Y et al. Protein-tyrosine pseudokinase 7 (PTK7) directs
cancer cell motility and metastasis. J Biol Chem. 2014;289:24238-24249.

Zoller M. CD44: can a cancer-initiating cell profit from an abundantly expressed molecule? Nat
Rev Cancer. 2011;11:254-267.

Gallo A, Tandon M, Alevizos | et al. The majority of microRNAs detectable in serum and saliva
is concentrated in exosomes. PLoS One. 2012;7:e30679.

O'Brien J, Hayder H, Zayed Y et al. Overview of MicroRNA Biogenesis, Mechanisms of
Actions, and Circulation. Front Endocrinol (Lausanne). 2018;9:402.

Carter JV, Galbraith NJ, Yang D et al. Blood-based microRNAs as biomarkers for the diagnosis
of colorectal cancer: a systematic review and meta-analysis. Br J Cancer. 2017;116:762-774.

Sun Y, Sukumaran P, Varma A et al. Cholesterol-induced activation of TRPM7 regulates cell
proliferation, migration, and viability of human prostate cells. Biochim Biophys Acta.
2014;1843:1839-1850.

Huang B, Song BL, Xu C. Cholesterol metabolism in cancer: mechanisms and therapeutic
opportunities. Nat Metab. 2020;2:132-141.

Zettler ME, Prociuk MA, Austria JA et al. OXLDL stimulates cell proliferation through a general
induction of cell cycle proteins. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2003;284:H644-653.

Farin HF, Karthaus WR, Kujala P et al. Paneth cell extrusion and release of antimicrobial
products is directly controlled by immune cell-derived IFN-gamma. J Exp Med. 2014;211:1393-
1405.

Tuysuz N, van Bloois L, van den Brink S et al. Lipid-mediated Wnt protein stabilization enables
serum-free culture of human organ stem cells. Nat Commun. 2017;8:14578.

Yin X, Farin HF, van Es JH et al. Niche-independent high-purity cultures of Lgr5+ intestinal
stem cells and their progeny. Nat Methods. 2014;11:106-112.

Farin HF, Jordens I, Mosa MH et al. Visualization of a short-range Wnt gradient in the intestinal
stem-cell niche. Nature. 2016;530:340-343.

Gross JC, Chaudhary V, Bartscherer K et al. Active Wnt proteins are secreted on exosomes. Nat
Cell Biol. 2012;14:1036-1045.

Martin-Medina A, Lehmann M, Burgy O et al. Increased Extracellular Vesicles Mediate WNT -
5A Signaling in Idiopathic Pulmonary Fibrosis. Am J Respir Crit Care Med. 2018.

Gross JC, Zelarayan LC. The Mingle-Mangle of Wnt Signaling and Extracellular Vesicles:
Functional Implications for Heart Research. Front Cardiovasc Med. 2018;5:10.

Dzialo E, Rudnik M, Koning RI et al. WNT3a and WNT5a Transported by Exosomes Activate
WNT Signaling Pathways in Human Cardiac Fibroblasts. Int J Mol Sci. 2019;20.

Kaiser K, Gyllborg D, Prochazka J et al. WNT5A is transported via lipoprotein particles in the
cerebrospinal fluid to regulate hindbrain morphogenesis. Nat Commun. 2019;10:1498.

Saha S, Aranda E, Hayakawa Y et al. Macrophage-derived extracellular vesicle-packaged
WNTSs rescue intestinal stem cells and enhance survival after radiation injury. Nat Commun.
2016;7:13096.

Singh AB, Harris RC. Autocrine, paracrine and juxtacrine signaling by EGFR ligands. Cell
Signal. 2005;17:1183-1193.

139



144,
145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154,

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

W ener . zol tan 34 22

Berasain C, Avila MA. Amphiregulin. Semin Cell Dev Biol. 2014;28:31-41.

Higginbotham JN, Demory Beckler M, Gephart JD et al. Amphiregulin exosomes increase
cancer cell invasion. Curr Biol. 2011;21:779-786.

Kinchen J, Chen HH, Parikh K et al. Structural Remodeling of the Human Colonic Mesenchyme
in Inflammatory Bowel Disease. Cell. 2018;175:372-386 e317.

Sastre D, Baiochi J, de Souza Lima IM et al. Focused screening reveals functional effects of
microRNAs differentially expressed in colorectal cancer. BMC Cancer. 2019;19:1239.

Shao Q, Xu J, Deng R et al. SNHG 6 promotes the progression of Colon and Rectal
adenocarcinoma via miR-101-3p and Wnt/beta-catenin signaling pathway. BMC Gastroenterol.
2019;19:163.

Savardashtaki A, Shabaninejad Z, Movahedpour A et al. miRNAs derived from cancer-
associated fibroblasts in colorectal cancer. Epigenomics. 2019;11:1627-1645.

Hu JL, Wang W, Lan XL et al. CAFs secreted exosomes promote metastasis and chemotherapy
resistance by enhancing cell stemness and epithelial-mesenchymal transition in colorectal
cancer. Mol Cancer. 2019;18:91.

Rojas JM, Alejo A, Martin V et al. Viral pathogen-induced mechanisms to antagonize
mammalian interferon (IFN) signaling pathway. Cell Mol Life Sci. 2021;78:1423-1444.

Smith SE, Busse DC, Binter S et al. Interferon-Induced Transmembrane Protein 1 Restricts
Replication of Viruses That Enter Cells via the Plasma Membrane. J Virol. 2019;93.

Weston S, Czieso S, White 1J et al. A membrane topology model for human interferon inducible
transmembrane protein 1. PLoS One. 2014;9:e104341.

Smith S, Weston S, Kellam P et al. IFITM proteins-cellular inhibitors of viral entry. Curr Opin
Virol. 2014:4:71-77.

Bailey CC, Zhong G, Huang IC et al. IFITM-Family Proteins: The Cell's First Line of Antiviral
Defense. Annu Rev Virol. 2014;1:261-283.

Haraszti RA, Didiot MC, Sapp E et al. High-resolution proteomic and lipidomic analysis of
exosomes and microvesicles from different cell sources. J Extracell Vesicles. 2016;5:32570.

Liang R, Li X, Zhu X. Deciphering the Roles of IFITM1 in Tumors. Mol Diagn Ther.
2020;24:433-441.

Sari IN, Yang YG, Phi LT et al. Interferon-induced transmembrane protein 1 (IFITM1) is
required for the progression of colorectal cancer. Oncotarget. 2016;7:86039-86050.

Lickert H, Cox B, Wehrle C et al. Dissecting Wnt/beta-catenin signaling during gastrulation
using RNA interference in mouse embryos. Development. 2005;132:2599-2609.

Andreu P, Colnot S, Godard C et al. Identification of the IFITM family as a new molecular
marker in human colorectal tumors. Cancer Res. 2006;66:1949-1955.

Everitt AR, Clare S, Pertel T et al. IFITM3 restricts the morbidity and mortality associated with
influenza. Nature. 2012;484:519-523.

Savidis G, Perreira JM, Portmann JM et al. The IFITMs Inhibit Zika Virus Replication. Cell
Rep. 2016;15:2323-2330.

Chesarino NM, Compton AA, McMichael TM et al. IFITM3 requires an amphipathic helix for
antiviral activity. EMBO Rep. 2017;18:1740-1751.

Li K, Markosyan RM, Zheng YM et al. IFITM proteins restrict viral membrane hemifusion.
PLoS Pathog. 2013;9:1003124.

140



165.

166.

167.

168.

1609.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

W ener . zol tan 34 22

Mendt M, Kamerkar S, Sugimoto H et al. Generation and testing of clinical-grade exosomes for
pancreatic cancer. JCI Insight. 2018;3.

Kamerkar S, LeBleu VS, Sugimoto H et al. Exosomes facilitate therapeutic targeting of
oncogenic KRAS in pancreatic cancer. Nature. 2017;546:498-503.

Li C, Xu X. Biological functions and clinical applications of exosomal non-coding RNAs in
hepatocellular carcinoma. Cell Mol Life Sci. 2019;76:4203-42109.

Chen R, Xu X, Qian Z et al. The biological functions and clinical applications of exosomes in
lung cancer. Cell Mol Life Sci. 2019;76:4613-4633.

Nuzhat Z, Kinhal V, Sharma S et al. Tumour-derived exosomes as a signature of pancreatic
cancer - liquid biopsies as indicators of tumour progression. Oncotarget. 2017;8:17279-17291.

Tian C, Clauser KR, Ohlund D et al. Proteomic analyses of ECM during pancreatic ductal
adenocarcinoma progression reveal different contributions by tumor and stromal cells. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2019;116:19609-19618.

Lesina M, Wormann SM, Neuhofer P et al. Interleukin-6 in inflammatory and malignant
diseases of the pancreas. Semin Immunol. 2014;26:80-87.

Mews P, Phillips P, Fahmy R et al. Pancreatic stellate cells respond to inflammatory cytokines:
potential role in chronic pancreatitis. Gut. 2002;50:535-541.

Melo SA, Luecke LB, Kahlert C et al. Glypican-1 identifies cancer exosomes and detects early
pancreatic cancer. Nature. 2015;523:177-182.

Lucien F, Lac V, Billadeau DD et al. Glypican-1 and glycoprotein 2 bearing extracellular
vesicles do not discern pancreatic cancer from benign pancreatic diseases. Oncotarget.
2019;10:1045-1055.

Lai X, Wang M, McElyea SD et al. A microRNA signature in circulating exosomes is superior
to exosomal glypican-1 levels for diagnosing pancreatic cancer. Cancer Lett. 2017;393:86-93.

Li L, Piontek K, Ishida M et al. Extracellular vesicles carry microRNA-195 to intrahepatic
cholangiocarcinoma and improve survival in a rat model. Hepatology. 2017;65:501-514.

Pandol S, Edderkaoui M, Gukovsky | et al. Desmoplasia of pancreatic ductal adenocarcinoma.
Clin Gastroenterol Hepatol. 2009;7:S44-47.

McNeill B, Ostojic A, Rayner KJ et al. Collagen biomaterial stimulates the production of
extracellular vesicles containing microRNA-21 and enhances the proangiogenic function of
CD34(+) cells. FASEB J. 2019;33:4166-4177.

Varga J, Nicolas A, Petrocelli V et al. AKT-dependent NOTCH3 activation drives tumor
progression in a model of mesenchymal colorectal cancer. J Exp Med. 2020;217.

141



