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Roviditések jegyzéke

2D: kétdimenzids

3D: haromdimenzids

5FU: 5-fluorouracil

aSMA: a-smooth muscle actin (a-simaizom aktin) / alfa 2 aktin

ACTAZ2: a-simaizom aktin / alfa 2 aktin

APC: adenomatosis polyposis coli tumor szupresszor

AREG: amphiregulin

ARID1A: adenine-timine rich interaction domain 1A (adenin-timin gazdag interakcios
domén 1A)

BCLi: BCL-xL inhibitor A-1155463

BSA: bovine serum albumine (szarvasmarha szérum albumin)

BTC: p-cellulin

CAF: cancer associated fibroblast (tumor asszocialt fibroblaszt)

CCL: C-C motif chemokine ligand (C-C motivum kemokin ligand)
CDH1: cadherin 1 / E-cadherin

CDKN2A: ciklin dependens kinaz inhibitor 2A

cDNS: complementary DNS (komplement DNS)

CK1: kazein kindz 1

CM: conditioned medium (kondicionalt médium)

CMS: consensus molecular subtypes (konszenzus molekularis altipusok)
COL1AZI: I-tipusu kollagén, alfa 1

CRC: colorectal cancer (vastag- és végbél daganat)

CSF3: colony stimulating factor 3 (koldnia stimulalé faktor 3)

CTGF: connective tissue growth factor (kotdszoveti novekedési faktor)
CV: coefficient of variation (variacios koefficiens)

CXCL: C-X-C motif chemokine ligand (C-X-C motivum kemokin ligand)
DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole (4',6-diamidino-2-fenilindol)
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Dulbecco modositott Eagle médiuma)
DMSO: dimethyl sulfoxide (dimetil-szulfoxid)



DNS: dezoxiribonukleinsav

DVL: dishevelled fehérje

ECM: extracelluléaris matrix

EDTA: ethylene-diamine-tetraacetic acid (etilén-diamid-tetraecetsav)

EGF: epidermal growth factor (epidermais novekedési faktor)

EGFR: epidermal growth factor receptor (epidermalis ndvekedési faktor receptor)
EMT: epithelial-mesenchymal transition (epitelialis-mezenchimalis 4tmenet)
EpCAM: epithelial cell adhesion molecule (epitelialis sejt adhézids molekula)
EREG: epiregulin

EV: extracellularis vezikula

FAP: fibroblast activation protein (fibroblaszt aktivacios fehérje)

FBS: foetal bovine serum (magzati borji savo)

FGF: fibroblast growth factor (fibroblaszt novekedési faktor)

FSP1.: fibroblast specific protein-1 (fibroblaszt specifikus fehérje-1)

FVIla: aktiv VII-alvadasi faktor

FZD: frizzled receptor

GAP: GTPase-activating protein (GTPaz aktivalo protein)

GAPDH:  glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase  (glicerinaldehid-3-foszfat-
dehidrogenaz)

GDP: guanosine-diphosphate (guanozin-difoszfat)

GEF: guanine-nucleotide exchange factor (guanin nukleotid kicserél6 faktor)
GSK3p: glikogén szintaz kinaz 33

GTP: guanosine-triphosphate (guanozin-trifoszfat)

HBEGF: heparin binding EGF-like growth factor (heparin k6t6 EGF-szer{i novekedési
faktor)

HGF: hepatocyte growth factor (hepatocita novekedési faktor)

HPRT1: hypoxanthine phosphoribosyltransferase (hipoxantin foszforibozil-transzferaz)
HSP90: heat shock protein-90 (hdésokk fehérje-90)

HSP90i: HSP90 inhibitor PU-H71

1CAF: inflammatorikus (gyulladasos) CAF

IFNYy: interferon-y

IGF: insulin-like growth factor (inzulinszerti névekedési faktor)



IL: interleukin

KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (Kirsten patkany szarkéma virusos
onkogén homolog)

LGR5: leucine rich repeat containing G protein-coupled receptor 5 (leucin gazdag
ismétlodéseket tartalmazod G fehérje kapcsolt receptor 5)

LRP5/6: low-density lipoprotein receptor-related protein 5 and 6 (kis stiriiségii lipoprotein
receptorhoz kapcsolt fehérje 5 és 6)

LUM: lumican

MAPK: mitogén aktivalt protein kinaz

MEK: mitogén aktivalt protein kinaz kinaz (=MAP2K, p42/44)

MEK:i: MEK inhibitor Trametinib

mRNS: messenger RNS (hirvivé RNS)

mIiRNS: mikro RNS

MMP: matrix metalloproteinaz

MVB: multivesicular body (multivezikularis test)

myCAF: myofibroblaszt-szerit CAF

NCF: normal colon fibroblaszt

NTA: nanoparticle tracking analysis (nanopartikulum detektal6 vizsgalat)

PAR: proteaz-aktivalt receptor

PBS: phosphate-buffered saline (foszfat pufferes so oldat)

PCR: polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)

PDAC: pancreatic ductal adenocarcinoma (hasnyalmirigy duktalis adenokarcindma)
PDGF: platelet-derived growth factor (vérlemezke eredetii novekedési faktor)

PDPN: podoplanin

PFA: paraformaldehid

P13K: phosphoinositide 3-kinase (foszfatidilinozitol 3-kinaz)

PORCN: porcupine

PTKZY: protein-tyrosine pseudokinase 7 (protein tirozin pszeudokinaz 7)

RNF43: ring finger protein 43 (gytirtisujj fehérje 43)

RNS: ribonukleinsav

RREB1: RAS responsive element binding protein 1 (RAS-érzékeny elemet koto fehérje
1)



RT-gPCR: reverse transcription quantitative PCR (reverz transzkripcios kvantitativ PCR)
SFRP1/2: secreted frizzled-related protein 1/2 (szekretalt frizzled-receptor kapcsolatos
fehérje 1/2)

SOX: sex determining region Y (SRY)-box transcription factor (SRY-box transzkripcios
faktor)

TCF/LEF: T-cell factor/lymphoid enhancer-binding factor family (T-sejt faktor
faktor/limfoid enhanszer faktor csalad)

TGFa/p: transforming growth factor alpha/beta (transzformal6 novekedési faktor a/p3)
TGFBR2: transforming growth factor beta receptor 2 (transzformald novekedési faktor B
receptor 2)

TKR: tirozin kinaz receptor

TME: tumor microenvironment (tumor mikrokérnyezet)

TNFa: tumor nekrozis faktor-o

TP53: tumor protein 53 gén

VEGFA: vascular endothelial growth factor-A (vaszkularis endotelialis névekedési
faktor-A)

VIM: vimentin

WiIs: Wntless/Evi

ZNRF3: zinc and ring finger protein 3 (cink és gytirisujj fehérje 3)



1. Bevezetés

1.1. A Whnt jelatviteli atvonal és Wnt mikroniche

A Whnt jelatviteli utvonal egy evolicidsan igen konzervalt szigndl transzdukcios
ut a gerinces ¢élélényekben. Szdmos fejlédési folyamatban szerepet jatszik: a sejtek
polaritasanak kialakitdsaban, a sejtek differencidlodasdban, a sejtosztodasban ¢s
migracidban, valamint a szoveti regeneracioban. Ugyanakkor a karcinogenezisben is
fontos szerepe van a Wnt jelatvitelnek és mikroniche-nek tobb tumortipus esetén is (lasd
a kovetkezd fejezetekben). Harom Wnt szignalizacios utvonal 1étezik: a kanonikus
Wnt/B-katenin ut, a nem kanonikus planaris sejtpolaritas Gt és a nem kanonikus
Wnt/kalcium Utvonal. Onkogenezisben a kanonikus Wnt/B-katenin tUtvonal a
leggyakrabban érintett: a mutdciok altal aktivalt szignalizacios ttvonal kiils6 Wnt
ligandok nélkiil is fenntartja a tumorsejtek osztodasat, Ossejt fenotipusat. Mivel a
tumorigenezisben a Wnt/B-katenin Gtvonal érintett, ezért a tovabbiakban ezt részletezem
[1,2].

A Wnt ligandok az FZD (Frizzled) receptoron és a ko-receptor LRP5 vagy LRP6-
on (low-density lipoprotein receptor-related protein 5 vagy 6) keresztiil hatnak. Az igy
kialakult aktiv trimer komplex a membranhoz kéti a citoplazmatikus DVL (Dishevelled)
effektor fehérjét. Ezutan a membranko6tott DVL a citoplazmaban talalhato Gn. destrukcios
fehérje komplexet képes kotni, igy a B-katenin nem bontodik le a destrukcios komplex
altal. A destrukcios komplex komponensei tobbek kozott az APC, AXINT, GSK3p, CK1
fehérjék. A destrukcios komplex inaktivacioja kovetkeztében a B-katenin felhalmozodik
a citoplazmaban, majd a sejtmagba jutva a TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid enhancer-
binding factor) transzkripcios faktorhoz koét, mikozben leszoritja a Groucho/TLE
represszort, €s igy a Wnt célgének (pl. AXIN2, LGRS, MYC) expresszi0jat fokozza. Wnt
ligand hidnyaban, amikor a Wnt utvonal inaktiv, a destrukciés komplex kindz enzimei
foszforilaljak a B-katenint. A foszforilalt B-katenint ubiquitinalhatja az SCF--TrCP E3
ubiquitin ligaz, igy végiil a proteaszomak altal lebontodik (1. abra). A Wnt/B-katenin
utvonal negativ visszacsatoldssal torténd szabalyozasa az RNF43 (ring finger protein 43)
¢és ZNRF3 (zinc and ring finger protein 3) fehérjék révén valosul meg. E két

membranfehérje ubiquitilalni képes az FZD receptort, s az igy megjeldlt receptor



lizoszomalisan lebontddik. Tovabba az RNF43 képes fokozni a destrukcios komplex

aktivitasat, igy gatolva a f-katenin sejtmagi lokalizacigjat [3-5].
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1. abra. A Whnt jelatviteli ut aktiv és inaktiv dllapotban, valamint az utvonal egyes
komponensei (a szerzd sajat dbrdja).

A Wnt ligandok 40 kDa-os, ciszteinben gazdag fehérjék. Szekrécidjukhoz egy
zsirsavval, a palmitoleinsavval torténé modositasuk, azaz palmitoilalasuk sziikséges. Ezt
a folyamatot minden Wnt fehérjén a porcupine (PORCN) palmitoil-transzferaz végzi.
Ezért a Wnt szekrécio gatlasa a PORCN-en keresztiil széleskoriien alkalmazott modszer,
példaul az LGK974 inhibitorral. E poszttranszlacios modositas sziikséges az FZD
receptorhoz vald kapcsolodashoz, valamint a hidrofob karakter kialakitasahoz, ugyanis a
Wnt fehérjék szekrécios vezikulakon, illetve exoszomakon utaznak a célsejtig. E
membran partikulumokhoz valé kapcsolodast szabalyozzak a Wls (Wntless/Evi) fehérjék
az altal, hogy a Wnt-ek palmitoilalt formajat képesek kotni (2. abra). Masik modja a
jelatvitelnek, hogy direkt sejt-sejt kapcsolat révén valosul meg a Wnt ligand és FZD

receptor kapcsolat juxtakrin moédon [6-9].
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2. abra. A Wnt ligandok szekrécidja és a folyamat egyes lépései, komponensei (a szerzd
sajat abrdja).

Tumorokban a fokozott Wnt/B-katenin aktivitas tobb utvonalon is megvalosulhat.
A destrukcios komplex komponenseinek (APC, AXIN1) génjében figyelheték meg
inaktivald mutaciok, vagy a B-katenin génjében (CTNNB1) aktivalé mutaciok. Ezekben
az esetekben Whnt-fliggetlen tumorokrol beszélhetiink. Végiil a harmadik lehetdség,
amikor az FZD receptor szabalyozasaban figyelhet6 meg hiba. Ebben az esetben az
RNF43 vagy ZNRF3 funkcidvesztéses mutaciot szenved és a negativ visszacsatoldsos
szabalyozas megsziinik. Ilyenkor Wnt ligandra nézve hiperszenzitiv, Wnt-fliggd tumor
novekedés tapasztalhatd. Leggyakrabban az APC mutdciot vastag- és végbél
daganatokban (esetek kétharmadaban), de melanomas, endometrium karcinomas és
gyomor adenokarcinomas paciensekben is megfigyelhet6 (esetek 10-15%-a). A B-katenin
génjében (CTNNB1) leggyakrabban a hepatocellularis és endometrium daganatok
egynegyedében taldlunk mutacidt, ugyanakkor a colorectdlis daganatok 5%-aban is
megfigyelhetd. Az RNF43 mutacidja az endometrium és gyomor daganatok 10-15%-ban
talalhaté meg, mig PDAC-ben és CRC-ben 5-8%-o0s gyakorisaggal figyelheté meg. A

ZNRF3 leginkabb adenokortikalis karcinomakban (esetek 20%-a) szenved mutaciot, mig
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az AXIN1 és AXINZ ritkan, az esetek 5-8%-aban mutalédik CRC-ben, hepatocellularis és
endometrium daganatban [3,10].

1.2. A BCL-2 apoptotikus utvonal jelentésége tumorokban

Az apoptozis, avagy programozott sejthalal nélkiilozhetetlen bioldgiai folyamat a
szovetek homeosztazisdhoz. Két apoptotikus utvonal ismert: a kiilsd, halal ligandok altal
indukalt és a belsd, mitokondrialis utvonal. Ezt a bels0 Utvonalat szabalyozzdk a
mitokondriumokban a BCL-2 fehérjecsalad anti-apoptotikus és pro-apoptotikus tagjai. A
kiilonb6z6é apoptotikus jelek (pl. toxin, virus, szabad gyokok, citokinek, hormonok)
hatasara komplexet képeznek a mitokondrium kiilsé membranjan, aminek kovetkeztében
a citokrom-c kikeriil a citoplazméba. Ez a folyamat, az apoptoszoma, mas néven kaszpaz
aktivalo komplex kialakulasat serkenti, mely a kaszpaz kaszkadot inditja be [11,12].

A BCL-2 anti-apoptotikus fehérje tulzott expresszidja figyelhetd meg szamos
daganatban, mely altal csokken a tumorsejtek apoptdzisa, sot a tumorellenes szerekkel
szemben is joval ellenallobbak lesznek [13-15]. Az anti-apoptotikus BCL-2 homologjai
a BCL-xL, MCL-1, BCL-W és BCL-B [16], mig a fehérjecsalad pro-apoptotikus tagjai a
BAK, BAX, BOK, BID, BIM, BAD [17,18]. Tehat a BCL-2 fehérjecsalad bizonyos
tagjainak célzott terapiaja tobb tumor tipus esetén is lehetséges, illetve vizsgalat alatt all

[11,19].

1.3. A RAS jelatviteli ut jelentosége tumorokban

Szamos jelatviteli ut szabdlyozza a sejtek osztddasat, tulélését és apoptozisat.
Egyik ilyen a TKR (tirozin-kinaz receptor) — RAS jelatviteli ut (3. abra), melynek
komponensei PDAC-ben és CRC-ben is gyakran mutacioval rendelkeznek. A TKR-0k
jellemzden extracellularis ligand-kotd egységbdl, transzmembran doménbdl és
intracellularis tirozin kinézt tartalmazo6 egysé€gbdl allnak. Miutan a ligand (pl. novekedési
faktorok) bekotddott, a TKR-ok dimerizalédnak és az intracelluldris egység
autofoszforilalodik, majd aktivalja az intracellularis RAS fehérjét [20].

A RAS protoonkogének (HRAS, NRAS, KRAS) kdzponti elemei e jelatvitelnek

és guanozin nukleotidok hasitasara képesek. Inaktiv allapotban GDP-t (guanozin-
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difoszfat), aktivalt allapotban GTP-t (guanozin-trifoszfat) kotnek a RAS fehérjék.
Aktivalasukat a GEF (guanine-nucleotide exchange factor) szabdlyozza, mig az
inaktivalast a RAS sajat GTPaz aktivitasa €¢s a GAP (GTPaz aktivald protein) fehérje
szabalyozza. A RAS mutacioval rendelkez6 tumorsejtekben ez a ciklus nem megfelelden
mikodik, igy a RAS altal indukalt jelatvitel folyamatosan aktiv [21,22].

A RAS — MAPK (mitogén aktivalt protein kindz) jelatviteli Ut kovetkezd elemei
a RAF szerin-treonin kinazok (ARAF, BRAF, CRAF), melyek koziil a BRAF szenved
leggyakrabban mutaciot daganatokban [23]. A RAS altal foszforilalt RAF az ttvonal
kovetkezd tagjat, a MEK-et képes foszforilalni. A MEK egy kettds specificitasu kinaz,
minthogy tirozint és szerin/treonint is képes foszforilalni. Kdvetkezd 1épésben az ERK
aktivalodik foszforilacio révén, s kozvetiti a mitogén jelet a sejtmagba [24]. A RAS —
MAPK utvonal elemeinek szelektiv gatlasa intenziv kutatds alatt all szamos
tumortipusban. Ugyanakkor az egyes gatloszerek ellen kialakuld rezisztencia komoly

problémat jelent [25-27].
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3. abra. A RAS jelatviteli ut sematikus dabrdja és két gatloszere (trametinib, PU-H71),
melyeket kisérleteinkben hasznaltunk (a szerzo sajat abraja).

A RAS képes egy masik utvonalat, a PI3K/AKT tutvonalat is aktivalni, mely a
sejtciklus szabalyozasaban és az apoptozis elkeriilésében jatszik fontos szerepet. Ez

részben a BCL-2 géncsalad transzkripciojanak a szabalyzasaval valosul meg [11]. A RAS
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altal aktivalt PI3K az itvonal tovabbi elemeit, az AKT, mTOR ¢és az S6 fehérjéket képes
aktivalni [28]. Az AKT-tal komplexet alkot a HSP90 (hdsokk fehérje 90) dajkafehérje és
stabilizalja, mely nélkiilozhetetlen a kindz funkcidjanak fenntartdsdhoz. Tovabba a
HSP90 a MAPK tutvonal valamennyi tagjat és a TKR-okat is stabilizalja, kolcsonhat
veliik. Ezért a HSP90 szelektiv gatlasa potencialis tumorellenes terapiaként [27,29-32].

1.4. Az organoid technologia

Az elmult évtizedekben a 3D organoid technologia hatalmas fejlédésen ment
keresztiil, az egyik legkorszeriibb szovettenyésztési eljarasnak tekinthetd. Az organoidok
— mas hagyomanyos sejttenyésztési modszerekhez képest — megtartjak az egészséges €s
beteg szovetek, szervek in vivo tulajdonsagait, funkcioit, valamint 6nszervez6dék. Ezért
a fejlédéstan, dssejtbiologia, regenerativ orvostudomany és a tumorbioldgia kedvelt
modelljei. Mar szamos egészséges és beteg szovetbdl hoztak létre organoidokat és
készitettek biobankokat. A legtobb epitelidlis organoid az adott szovet funkcionalis
részeit tartalmazza és nem tartalmaz mezenchimalis, stromalis, immun és ideg sejteket
[33-36].

Organoidok 0Ossejtekbdl keletkezhetnek: pluripotens dssejtekbdl, melyek vagy
embrionalis 0Ossejtek vagy indukalt pluripotens Ossejtek. Masik lehetdség, hogy
multipotens feln6tt szoveti dssejtekbdl szarmaznak. Tenyésztésiikhoz és az dssejt funkcid
fenntartdsahoz nélkiilozhetetlen a szovetspecifikus mikrokdrnyezet, avagy niche
létrehozasa, mely elsdsorban novekedési faktorokat és morfogéneket jelent (pl. EGF,
Wnt). Tovabba az organoidok ndvesztéséhez sziikséges az extracellularis matrix (ECM)
fobb komponenseit (pl. laminin, kollagének) tartalmaz6 3D-s gél (pl. Matrigel). Ez nem
csupan mechanikus vaz, hanem a sejtek sejtkapcsolo strukturaik segitségével az ECM
fehérjékhez kotddnek, mely befolyasolhatja az egyes sejtek fenotipusat, valamint a sejt-
sejt k6lcsonhatasokat [37,38].

A tumorok nagymértékli genetikai €s sejtes heterogenitast mutatnak az egyes
betegek kozt és az adott betegen beliil is. Ennek modellezésére az organoid technologia a
jelenleg elérhetd legjobb modszer [39-42]. Az egyik legfontosabb példa a tumorok
heterogenitdsara a tumordssejtek ¢és differencidlt tumorsejtek egyidejii jelenléte a

daganatokban. Colon adendmaban ¢s CRC-ben az LGRS egy széleskoriien elfogadott
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tumordssejt marker [43,44]. Ugyanakkor szamos mas molekulat is ajanlottak, mint
tumordssejt marker CRC-ben és mas daganatokban is: CD44 [45-47], CD24 [47], CD133
[48,49], CD9 [50], PTKY7 [51]. E markerekkel jellemzett sejtek altalanos tulajdonsaga a
nagyfoku metasztatikus képesség, intenziv osztddas, kemorezisztencia, EMT-re valo
hajlam és agressziv fenotipus.

Mivel az organoidok jol reprezentadljak az egyes betegek daganatainak
tulajdonsagait €s  heterogenitasat, igéretes eszkdzei a személyre szabott
gyogyszertesztelésnek €s a gyogyszerkutatdsnak is. Valamint szamos mas betegség
mechanizmusainak pontosabb megismeréséhez is kivaldé modellrendszert biztosit az
organoid technologia [52-54] (4. abra).

(o)

A ’

mtéti minta

p O enzimatikus 3D organoidok
- /—" )g( ) _emesztés étrehozdsa
3 oA _“.'f"

Intratumordlis heterogenitds

2
‘ﬂé’ hatéanyag sziirés
Wq"m betegség mechanizmus

4, abra. A beteg eredetii organoidok eloallitasa és egyes felhaszndlasi lehetéségei (a
szerzo sajdt abrdja).

Az onkobioldgiai kutatdsok fontos terlilete a tumor mikrokdrnyezet szerepének
pontosabb megismerése a tumorprogresszioban és gyodgyszerrezisztenciaban. Ennek

vizsgalatara és modellezésére is kitlind eszkdz az organoid technologia. Az organoidokat
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lehetséges kiilonbozo stromalis sejtekkel (pl. fibroblasztok, immunsejtek, endotél sejtek)
egyiitt tenyészteni, ugynevezett kokultaraban [55].

Osszességében megallapithatd, hogy az organoid modellrendszer egy igen
sz¢leskortien felhasznalhatd technologia az orvostudoményi kutatasok és a személyre
szabott orvoslas teriiletén. Az egyedi gén-hatdéanyag kolcsonhatdsban, a személyre
szabott terapia kivalasztasaban, a progndzis felallitasban, de a preklinikai terapids szerek

tesztelésében is jol hasznosithatok [56].

1.5. A pancreas duktalis adenokarcinoma jellemzoi

A hasnyalmirigy, avagy pancreas, Osszetett felépitésii, endokrin és exokrin
részeket tartalmazé mirigy, melynek joval nagyobb tomegét (90%-at) az exokrin
allomany teszi ki. Az endokrin Langerhans-sziget sejtek (o-, B-, 6-, PP-sejtek) peptid
hormonokat (gliikagon, inzulin, szomatosztatin, pancreatikus polipeptid) termelnek,
melyek elsésorban a gliikkdz anyagcesere szabalyozasaban jatszanak szerepet, valamint az
exokrin pancreast szabalyozzak. Az exokrin pancreas funkcionalis alapegységei a tubulo-
alveolaris acinusok, melyek az emésztGenzim tartalmu pancreasnedvet termelik. Az
acinusok lumenébdl a fadgszerlien elagazo kivezetd jaratok, avagy duktusok vezetik el a
pancreasnedvet, mely végiil a duodenumba iiriil. A duktalis hamsejteknek fontos szerepe
van a pancreasnedyv eléallitasaban is: a szekrétum nagyobb részét képezd kationokat (pl.
K*, Mg**, Ca™) és anionokat (pl. HCOs,, CI, SO4, HPOy) tartalmazo folyadékot
termelik. E duktalis epitél sejtekbol alakulhat ki a pancreas duktalis adenokarcindéma
(PDAC), mely a hasnyalmirigy leggyakoribb tumoros elvaltozédsa. A hasnyalmirigy
daganatos esetek 85-90%-aban PDAC-t diagnosztizalnak. Emellett a ritkabb, exokrin
hasnyalmirigy daganatok ko6zé tartozik az acinaris sejtes karcinoma, az invaziv
karcinomaval tarsult intraduktalis papillaris-mucin6zus neoplazia és malignus cisztikus
daganatok. Ritka esetekben neuroendokrin tumorok is kialakulhatnak a pancreasban,
melyek lehetnek funkcionéld, azaz hormontermeld tumorok és nem funkcional6 tumorok
is. Tovabba ismertek kevert pancreas daganatok, melyek egyszerre endokrin és exokrin
eredetiiek is lehetnek [57-59].

Noha a hasnyalmirigyrak csupan a tizenkettedik leggyakoribb daganattipus, a

betegek atlagos 5-éves talélési rataja mindossze 10% koriili, mely a legrosszabb az Gsszes
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tumortipust tekintve, s igy a hetedik leggyakoribb oka a rosszindulati elvaltozasbol
szarmaz6 halalozasoknak [60]. Ennek hatterében a korai tiinetek hianya, igy a késoi
diagnozis all. Tovabba a hasnyalmirigy daganatos betegek minddssze 10-20%-a mthetd,
valamint nincs igazan megfeleld korszerii kezelési stratégia sem. A Klinikumban
elsésorban a FOLFOXIRI-t (5-fluorouracil, folinsav, oxaliplatin, irinotecan) és a
gemcitabint alkalmazzak adjuvans kezelésként. Ugyanakkor tovabb sulyosbitja a
helyzetet, hogy a hasznalt kemoterapias és sugarterapias kezelésekkel szemben is igen
ellenalléak a tumorsejtek [61,62]. Egy in vivo széles skalaju gyogyszer szirési
vizsgalatban a HSP90 (hdésokk fehérje 90) inhibitor PU-H71 és MEK (mitogén aktivalt
protein kinaz kinaz, MAP2K) inhibitor trametinib szinergisztikus hatast mutatott PDAC
egér modellben. A vizsgélatban jelentdsen nott a talélés és szamottevd toxicitas sem volt
megfigyelhetd, ezért ez a preklinikai eredmény igéretes és relevans kiindulépontja lehet
tovabbi klinikai vizsgalatoknak, valamint mas daganattipusok esetén valo
alkalmazhatosagnak [27].

A PDAC agressziv lefolyasa, a betegek alacsony tulélése €és a hatékony terdpia
hianya a betegek kozti és az egy betegen beliili daganat heterogén genetikai hattérének,
ezaltal heterogén fenotipusanak is nagyban kdszonhetd. A leggyakoribb és klinikailag
legjelentdsebb szomatikus mutaciok a KRAS (93%), TP53 (72%), CDKN2A (30%),
SMAD4 (32%), GNAS (8%), RNF43 (7%), ARID1A (6%), TGFBR2 (5%), RREB1 (5%)
¢s PBRM1 (4%) génekben figyelhet6k meg. Mutécios szempontbdl egy érdekes ritka
csoport a vad tipusu KRAS-sal rendelkez6 PDAC-k. Ezekben az esetekben gyakoriak a
KRAS altal medialt RAS-MAPK jelatviteli Gtvonal egyéb tagjaiban (pl. BRAF) a
mutaciok, valamint kiilonb6z6 csirasejtes mutaciok (pl. BRCA2, ATM, PALB2) [63].
Erdekes modon, a Wnt/B-katenin jelatviteli utvonal elemei (pl. APC, AXIN2) elenyészd
esetben hordoznak mutaciot PDAC-ben, noha egyes daganokban (pl. vastag- és végbél
daganatok) a mutacioik kulcstényez6i a tumor indukalasanak. Ennek ellenére
megfigyelték, hogy a PDAC tumorigenezis soran fiiggetlenednek a tumorsejtek a kiilsé
Whnt ligandoktol, melyek nélkiilozhetetlenek az egészséges hasnydlmirigy mitkodéséhez,
valamint a PDAC korai stddiumaiban. Ezek a Wnt fehérjék szarmazhatnak a
mezenchimalis stromalis sejtekbdl, de az epitél tumorsejtek is képesek autokrin médon

Whnt ligandokat szekretalni maguk szamara (5. abra). Végiil ennek a Wnt-fiiggetlen
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fenotipusnak a kialakuldsa Osszefiigg a mutaciok felhalmozddasaval, leginkabb a TP53

inaktivaléo mutacioival [64].

e . Tumorsejt
l... Fibroblaszt .eredetu Wnt
@ eredetlWnt ®
[ ¥
®

5

Wnt nem-szekretald Wnt szekretalo Wnt-fiiggetlen
PDAC PDAC PDAC

v
Wnt-fiiggé PDAC

—

Malignus transzformacié

5. abra. A PDAC organoidok Wnt-niche fiiggésének valtozdsa a tumorigenezis sordn (a
szerzd sajat abrdja).

1.6. A colorectalis karcinéma jellemz6i

A vastag- ¢és végbél az emésztérendszer utols6 szakasza, melynek f6 funkcioja a
viz és a benne oldott anyagok, elektrolitok visszaszivasa, valamint az emészthetetlen
anyagok eltavolitasa [65]. A colon epitéliumaban bemélyedések figyelheték meg, melyek
a colon kriptak. Ezeknek a kriptdknak az aljan talalhatok az dssejtek, melyek a colon
lumenét borito epitél sejteket potoljak [66].

A vastag- és végbél daganat (CRC) a harmadik leggyakrabban diagnosztizalt
daganatos megbetegedés és a masodik legfébb tumoros elvaltozasbol adodo halalozasi ok

vilagszerte [67]. Ennek hatterében a korai specifikus tiinetek hianya all, ezért gyakran
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mar eldrehaladott stddiumban diagnosztizaljak a betegeket, amikor a tulélési valosziniiség
mar joval alacsonyabb [68].

A vastagbél harom egységre tagolhato a tumor anatomiai helyzete alapjan:
proximalis colon, disztalis colon és rectum. A proximalis colon magaban foglalja a
vakbelet, a felszallo- és harant vastagbelet, mig a disztalis colon a leszall6 vastagbelet és
a szigmabelet tartalmazza. A proximalis colon daganataira jellemz6bb a mikroszatellita
instabilitas, a CpG-sziget metilator fenotipus és a BRAF mutéacid, mig a disztalis colon
tumorjaiban gyakrabban figyelhetd meg a kromoszéma instabilitds. Az orokletes CRC-
ket tekintve a nonpolyposis vastagbélrak (HNPCC, Lynch szindroma) a proximalis
colonban jellemzdbb, a familiaris adenomatosus polyposis (FAP) eredetii CRC a disztalis
colonban fordul el6 gyakrabban [69,70].

A CRC kialakulasa harom Utvonalon keresztiil torténhet meg, mely csoportositas
a genetikai okok mellett a szovettani megjelenést IS nagyban figyelembe veszi. A
klasszikus, adenéma-karcinoma utvonal magyarazza a sporadikus CRC-k 85-90%-at. A
bél hamsejtjei eleinte kis adendmakat fejlesztenek, majd azok ndvekedve a mutaciok
felnalmozodasaval karcinomava valnak. Erre az utvonalra jellemzé a kromoszoma
instabilitas, mely mikroszatellita stabil CRC-t eredményez. A kromoszoéma instabil
fenotipusi CRC-re jellemz6 els6 mutacios esemény leggyakrabban a Wnt-ttvonal
tagjanak, az APC-nek az inaktivacidja, majd a KRAS aktivalé mutacio és végiil a TP53
funkciovesztéses mutacio. Ezt a klasszikus, hierarchikus CRC tumorigenezist irja le a
Vogelstein modell (6. abra). Masodik utvonal a fogazott neoplazia utvonal, mely a
sporadikus CRC-k 10-15%-aban jatszik szerepet. Ebben az esetben a colon normal epitél
sejtjein eleinte hyperplasticus polypok alakulnak ki, majd szesszilis fogazott adenoma,
végiil rosszindulati tumor alakul Ki. Ezt az utvonalat leggyakrabban KRAS vagy BRAF
aktivalo mutacié indukalja, majd jellemzové valik a tumorszupresszor gének (pl. MLH1,
MINT1, MINT2, MINT3) magas metilaltsaga, azaz CpG-sziget metilator fenotipust
mutatnak ezek a CRC-k. Ebben az esetben mikroszatellita stabil és instabil tumor is
kialakulhat, atto6l fliggéen, hogy mely géneket érint az epigenetikai csendesités. A
mikroszatellita instabilitds a hibas DNS javitas miatt alakul ki, melynek hatterében a
hibajavité (mismatch repair) gének inaktivacioja all. A hibajavitdé gének inaktivacidja
csiravonal mutaciok kovetkeztében is kialakulhat és ez 6roklé CRC-ben, Lynch

szindromaban is megfigyelhetd. Végiil a harmadik utvonal a gyullad4sos Gtvonal, mely
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az 0sszes CRC kevesebb, mint 2%-at magyarazza. A gyulladasos bélbetegségben (Crohn-
betegség és colitis ulcerosa) kialakuld kronikus gyulladés kovetkeztében diszplazidk
alakulnak ki a bélhamban, melyek egyre kiterjedtebbek lesznek az epitéliumban, végiil
kialakul a tumor [69-74].

Normal colon Korai adenéma Késéi adendma Karcinéma
epitélium

TP53és
APC KRAS egyéb
mutacio mutacio mutdciok

S S AN

invaziv
tumorsejt

—

novekvo kromoszoma instabilitas

6. abra. A klasszikus, hierarchikus CRC tumorigenezis, melyet az uigynevezett Vogelstein
modell ir le. A CRC tumorigenezis adenoma-Karcinoma utvonalaként is ismert (a szerzé
sajat abraja).

Egy Ujabb CRC besorolasi rendszer a daganat molekularis profiljara,
génexpresszios mintazatara épil, mely a CMS (consensus molecular subtypes)
klasszifikacio és eszerint négy csoport kiilonithet6 el (7. abra). Fontos megjegyezni, hogy
ez a klasszifikacios rendszer elsdsorban a kutatés-fejlesztésben haszndlatos, még nem
terjedt el a klinikumban, noha a hatékonyabb célzott terapias stratégidkhoz ez
elengedhetetlen lenne. A CMS1-re jellemz6 az immunsejtek nagyfoku infiltracioja és a
mikroszatellita instabilitdas. Azaz CMS1l-ben a DNS mismatch repair gének
nagymértékben mutaciot szenvednek, emiatt a CMS1 tumorok hipermutaltak. Tovabba,
CMS1-ben a BRAF mutacio kiemelkedden gyakori. A CMS2 tekinthetd a kanonikus,
klasszikus tipusnak, melyre jellemzé az APC mutacioval jellemzett fokozott Wnt
jelatvitel és a MYC jel aktivacioja, mely a Wnt utvonal egyik célgénje. CMS3-ban a

metabolikus utvonalak szenvednek szabalyozasi zavart, elsésorban a szénhidrat és zsirsav
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oxidacio. Valamint CMS3-ra kiilonosen jellemz6 a KRAS mutacioé és alacsony a CpG-
sziget metilaltsag a tobbi altipushoz viszonyitva. A CMS4 a mezenchimalis altipus, mely
a legagresszivabb CRC altipusnak tekintheté. Az ebbe a csoportba tartozo betegeknek a
legalacsonyabb az atlagos talélési valdszintisége. Ennek hatterében tobbek kozott a
jelentds stromalis infiltracio (pl. fibroblasztok) és a nagyfoku epitelidlis-mezenchimalis
atmenet (EMT) 4&ll. CMS4-re jellemz6é az emelkedett TGFB szignalizacio, az
extracellularis matrix Aatalakitds ¢és az angiogenezis. Végiil kis gyakorisaggal
megfigyelheték olyan CRC tumorok is, melyek kevert CMS fenotipust mutatnak és

olyanok is, amelyek semmilyen CMS csoportba nem besorolhatok [75,76].
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7. abra. A CRC CMS klasszifikacios rendszer és az egyes csoportok jellemzoi (a szerzo
sajat abraja).

Noha a CRC esetek 70-80%-aban sebészi uton eltavolithatdo a tumor, mégis a
mitott betegek kozel felében kiujul a daganat és/vagy metasztazis alakul ki. A CRC
betegek szamara az S-fluorouracil (5FU) kemoterapiat alkalmazzak folinsavval
kiegészitve (leucovorin), melyet oxaliplatinnal és/vagy irinotecan-nal kombinalnak
(FOLFOX, FOLFIRI, FOLFOXIRI) el6rehaladott, metasztatikus CRC esetekben, de a

gyogyszerrezisztencia igy is komoly problémat jelent [77,78]. Ennek megoldasara
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molekularisan célzott kiegészité kezeléseket hasznalnak (pl. EGFR inhibitor cetuximab),
de ezek csak a tumor genetikai tesztelése utan alkalmazhatok és tovabbi célzott terapias
stratégiakra van sziikség [79].

Néhany éve 1] terapias célpontokat talaltak CRC-ben. A CRC 6ssejtek tilélés¢hez
¢és az adendma-karcinoma atmenet soran sziikséges a BCL-2 csaladba tartoz6 BCL-XL
antiapoptotikus fehérje. Ezért a BCL-XL szelektiv gatlasa az A-1155463 inhibitorral
igéretes organoid modell rendszerben [19]. Masik igéretes célpont a BET (bromodomain
fehérje) gatlo (+)-JQ1 epigenetikai inhibitor, melyet egy organoidon alapuld gyogyszer-
szlirési vizsgalatban fedeztek fel [80]. Ugyanakkor ennek a két inhibitornak a

kombinacioban, més kemoterapidkkal valé alkalmazasar6l még nincs irodalmi adat.

1.7. A tumor mikrokornyezet

A tumor mikrokornyezet (TME), avagy tumor mikroniche magaba foglalja
mindazon komponenseket a daganatban, melyek nem rosszindulati tumoros sejtek, és ez
egy igen komplex része a tumoroknak. Ide tartoznak a stromalis sejtek (pl. fibroblasztok,
endotél sejtek, immunsejtek), az extracellularis matrix (ECM) alkotoelemei (pl. laminin,
kollagén), és az itt talalhato kiilonb6z6é molekulak, névekedési faktorok (pl. Wnt, EGF)

¢s szubcellularis komponensek (pl. extracellularis vezikulak) (8. abra).

szekretalt faktorok (pl. Wnt,
novekedési faktorok, EV) — " o

immunsejtek

extracellularis
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fibroblaszt

tumorsejt
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8. abra. A tumor mikrokornyezet és az egyes dsszetevdi (a szerzd sajat dbrdja).
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A tumorsejtek és a TME kozt zajlo kolcsonos interakeiok elengedhetetlenek a daganatok
evolucidja szempontjabol: ndvelik a tumorsejtek heterogenitasat, eldsegitik a klondlis
A kovetkezd alfejezetekben olyan TME tényezOket részletezek, melyeket

munkam soran részletesen vizsgaltam a fent emlitett daganat tipusokban.

1.7.1. A tumor asszocialt fibroblasztok

A tumor asszocialt fibroblasztok (CAF) a TME igen jelentés sejtjei, melyek
kiilonféle novekedési faktorokat, gyulladdsos citokineket, és ECM fehérjéket
szekretalnak, ezzel segitve a tumor progressziot. A CAF-ok mezenchimalis eredetliek,
viszont a daganaton beliil eltérd fenotipussal rendelkezhetnek. Heterogenitasukkal
Osszefligg, hogy tokéletes, minden CAF-ra jellemz6 markert nem talaltak még.
Ugyanakkor tobbségiikben megfigyelhet6 az aSMA (a-simaizom aktin), VIM (vimentin),
FSP1 (fibroblaszt specifikus fehérje-1), FAP (fibroblaszt aktivacios fehérje) expresszio,
ezért ezeket fibroblaszt markereknek (is) tekinti a szakirodalom [84,85].

A fibroblasztok nyugvd sejtek szerte a testben, melyek aktivalttd valnak a
sebgyogyulasi reakcioban és hegesedést okoznak. Daganatokban is hasonldé molekularis
folyamatok zajlanak le, de ebben az esetben kronikus sebgyogyulas, fibrozis
tapasztalhat6. Emiatt alakul ki tumorokban az ugynevezett dezmoplasztikus reakcio
[86,87]. Ennek a folyamatnak stimulaloi kiillonbdzé novekedési faktorok, foképp a TGFp,
de emellett a PDGF és az FGF is [88-91].

A CAF-ok szamos mechanizmus révén pozitiv szabalyozoi a tumorigenezisnek.
A CAF-0k closegitik a tumor novekedését, részben példaul az angiogenezis
serkentésével, mely szekretalt CXCL12 és endotél progenitor sejtek toborzasaval valosul
meg [92]. A CAF-ok képesek kiilonboz6 ECM degradald matrix metalloproteinazokat
(MMP) termelni, ezzel a tumorsejtek invazios képességét segitik el [93]. A tumordssejt
niche-nek a fenntartasaban is szerepet jatszanak a CAF-ok. Kiilonféle szekretalt faktorok
révén (periostin, HGF, Wnt ligandok) indukaljak a Wnt aktivitast az éssejt fenotipust
tumorsejtekben [94,95]. A daganat attétképzését, a metasztatikus kolonizaciot is nagyban
segitik a CAF-ok. Kiilonb6z6 daganatokban szamos molekularis mechanizmust

detektaltak mar. A tenascin-C és a VEGFA mediatorai emlddaganat tid6
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metasztazisainak [96]. CRC-ben az 1L11 eldsegitette a tumorsejtek kolonizaciojat, mig
egy masik vizsgalatban a szekretalt stanniocalcin-1 jatszott szerepet a CRC sejtek
tiidében val6 hatékony megtapadasaban [91,97].

A CAF-ok nem egységes sejttipus, szamos CAF alpopulaciot azonositottak mar
kiilonb6z6 daganatokban. PDAC-ben két csoport figyelheté meg: az aSMA-t magasan
expresszald, elsésorban ECM komponenseket termelé myofibroblaszt-szerti CAF-ok
(myCAF) és a gyulladasos citokineket szekretald inflammatorikus CAF-ok (iCAF). Az
1CAF iranyba valo6 polarizaciot tumor-eredeti IL1a indukélja, mig a myCAF fenotipus

iranyaba valo eltolodast a tumor altal szekretalt TGF[ serkenti [98,99] (9. abra).

nyugvé fibroblaszt
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fibroblaszt aktivacio

TGFB
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myofibroblaszt jellegl gyulladasos tumor
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9. abra. A PDAC-ben megfigyelhetd két CAF alpopuldcio és polarizaciojuk (a szerzé
sajat abrdja).

CRC-ben is megtalalhato e két CAF populacio, ugyanakkor ebben a szovetben a
kanonikus Wnt szignalizacid jatszik szerepet a myCAF fenotipus megjelenésében,
szemben az iCAF fenotipussal. Ebben a modellben az iCAF-ok EMT gének expressziojat
indukaltak, mig a myCAF-ok visszaforditottak ezt a génexpressziods valtozast [100]. CRC
szovetmintak egysejt RNS szekvenalasaval CAF-A és CAF-B populéciokat detektaltak.
A CAF-B csoport megfeleltetheté a myCAF-oknak a génexpresszios profiljuk alapjan,
mig a CAF-A populacioban a myofibroblaszt markerek csokkent kifejezddése volt
mérheté [101]. Egy masik vizsgalat soran adhézidos/sebgyogyulasi és perivaszkularis

csoportokba soroltdk a CRC eredetli CAF-okat. Az adhézids/sebgyogyulasi CAF
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populécié tovabb klasszifikalhatdo egyéb alpopulaciora, tobbek kozott myCAF-okra a
kollagén expresszio alapjan €s ICAF-okra a kemokin expresszio alapjan [102]. Egy 2021-
es tanulmanyban egy SOX2 és SFRP1/2-t magasan expresszald CAF populaciot irtak le
CRC-ben, melyek a Wnt/B-katenin atvonalon keresztiil segitik a tumorprogressziot [103].
Annak ellenére, hogy a CAF-ok kritikus jelentéséglieck a tumorprogresszidban,
csoportositasuk még nem teljesen megoldott CRC-ben.

Egysejt RNS szekvenalassal négy fibroblaszt populaciot tudtak elkiiloniteni
normal bélszovetben. Az S2 fibroblasztok a bél epitél kriptainak kozelében talalhatok:
els6sorban Wnt ligandokat, SOX6-ot ¢s CD142-t (F3, tromboplasztin, szoveti faktor)
expresszalnak jelentés mértékben. F6 funkciojuk az epitél Ossejtek niche-jének
fenntartasa ¢€s differencidlodasuk szabalyozasa. Gyulladasos bélbetegségben e négy
fibroblaszt alpopulacié aranya megvaltozott, s a podoplanint (PDPN), gyulladasos
citokineket (pl. IL33), immunsejt modulatorokat (pl. CCL19, CCL21) termel6 S4

populacié aranya nétt meg (10. abra).

Egészséges colon i Gyulladasos hélbetegség

epitélium fenntartasa T-sejt toborzas,
redox kiegyenslilyozatlansag

S2, CD142+/PDPN- fibroblaszt: gy ™| “ ) S4, CD142-/PDPN+ fibroblaszt:

10. abra. Egészséges és gyulladasos colonbol izolalt két legfobb fibroblaszt populdcio és
tulajdonsdagaik (a szerzo sajat abrdja).
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Ugyanakkor ezeknek a stromadlis fibroblaszt populdcioknak a jelenléte CRC szdvetben
még nem ismert [104]. Minthogy az S2 fibroblaszt populacio egészséges szovetre, az S4
csoport gyulladasos szovetre jellemzo, ez felveti a kérdést, hogy megfeleltethetok-e a
myCAF és iCAF fibroblaszt alpopulacioknak.

1.7.2. Az extracellularis vezikulak

Az extracellularis vezikulak (EV-K) foszfolipid kettés membrannal hatarolt
partikulumok, melyek az intercellularis kommunikacié egyik modjanak tekinthetdk, igy
a tumor-stroma kozti kapcsolatban is jelentdsek. Az elsé EV megfigyelések és leirasok
az 1960-as évekbdl szarmaznak [105,106]. Szamos biologiailag fontos molekulat (pl.
RNS-ek, fehérjék) képesek szallitani védett mddon, ugyanakkor a felsziniikon is képesek
kiilonb6z6 molekulakat hordozni (pl. DNS, fehérjék) [107-111]. Az EV kibocsatas
minden él6lényre jellemz6, az élet mindharom doménjében megfigyelheto:
eukariotakban, prokaridtakban és archeakban is [112].

Az EV-k szamos szempontbol, kémiai tartalmuk, funkcidjuk és biogenezisiik
alapjan igen heterogének. Keletkezésiiket tekintve két f6 csoport figyelhetd meg. Az
exoszomak endoszomalis eredetiiek, a multivezikularis testnek (MVB) vagy az
amphiszémanak (hibrid organellum, mely az MVB ¢és autofagoszoma egyesiilésével
keletkezik) a sejtmembrannal vald egyesiilése révén jutnak az extracellularis térbe. A
masik utvonal a plazmamembranrol lefiiz6d6 EV biogenezis, és az igy képz6dé EV-ket
Osszefoglaloan ektoszomakként emliti a szakirodalom. Ugyanakkor pontos molekularis
markerek nem ismertek a két keletkezési utvonal elkiilonitésére, ezért elsdsorban fizikai
¢és kémiai tulajdonsagok alapjan jellemzik az egyes EV csoportokat [113,114]. Egyik
lehet6ség a méret és eredet szerinti csoportositas: exoszomak (30-100 nm, MVB eredetil),
ektoszomak (100-1000 nm, plazmamembran eredetli) és apoptotikus testek (1-5 um)
[115]. Az endoszomalis eredetii EV-k potencialis markerei a CD63, CD81 és CD9
tetraspanin transzmembran fehérjék, melyek az MVB-ben feldisulnak, ugyanakkor ezek

csak az exoszomak egy alpopulacigjat jelolik [116] (11. abra).
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11. abra. Az extracellularis vezikulak harom klasszikus csoportja és az exoszomak altal
szallitott jelentosebb molekulak (a szerzo sajat abrdja).

Mivel a gyakorlatban nehéz az EV-ket eredetiik alapjan elkiiloniteni, ezért elsdsorban
méret szerint csoportositjuk Oket a kisérletekben: kis EV (small EV, sEV) és nagy EV
(large EV, IEV) a differencial centrifugalas és ultracentrifugalas soran kapott iiledekek
alapjan [114,117].

Nagy érdeklédés ovezi az EV-k tumorfejlédésben betoltott szerepét. Szamos
tanulmany bizonyitja, hogy az EV kibocsatas mértéke megemelkedik tumorsejtekben a
nem malignus sejtekhez viszonyitva. Ennek hatterében az EV biogenezisben ¢és a
vezikularis transzportban fontos molekuldk megvaltozott expresszidjat és mikodését
sejtik [118-120]. Az EV-k igen fontosak a tumor és a stroma kozti kommunikacioban, de
a tumorsejtek kozti kommunikacioban is jelentds funkciojuk van [121]. A tumorsejt
eredetli EV-k képesek a stromadlis fibroblasztokat aktivalni és tigy befolyasolni, hogy azok
kialakitsak a tumorprogresszidbhoz megfelelé tumor mikrokornyezetet €és segitsék az
EMT-t és a metasztazis képzést [122,123]. Tovabba a tumorsejt eredeti EV-k
befolyasolhatjdk a tumor mikrokdrnyezetben az endotél sejteket, ezzel ndvelve az

angiogenezist [124]. A tumorsejt eredetii EV-k a tumor ellenes immunitas gatlasaban is
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apoptdzisat indukalni, valamint a regulatoros T sejtek expanziojat eldsegiteni [125,126].
Egy masik mechanizmus, amikor a tumorsejt eredeti EV-k a stromaban talalhatd
makrofagokat a tumor asszocialt M2-tipus felé polarizaljak [127-129].

EV-ken keresztiil a tumorok fejlédéséhez, novekedéséhez kulcsfontossagi
molekulak, novekedési faktorok, receptor fehérjék is képesek szallitddni. Ilyenek tobbek
kozott az epidermalis ndvekedési faktor receptor (EGFR), vagy az amphiregulin (AREG).
Ezek az EV-k tumorsejt és stromalis sejt eredetiick egyarant lehetnek [130-132]. Az EV-
k tovabbi jelentdsége a tumor mikrokornyezetben a kemorezisztencia kialakitasaban van.
Egyes tumorsejtek képesek EV-ken keresztiil ATP-koté kazetta (ABC) transzporter
fehérjéket cserélni, melyek segitségével eltavolithatjak a tumorellenes vegytileteket a
sejten kiviili térbe [133,134]. Ugyanakkor az EV-ken keresztiil a tumorsejtek a
kemoterapias szereket is eliminalhatjak [135,136]. Végiil az EV-k valtozatos miRNS
tartalma is kiilonb6zé modon képes kemorezisztenciat kialakitani szamos tumortipusban
[137].

A EV kutatas egyik legnagyobb hajtoereje az EV-k biomarkerként vald
alkalmazésa, mivel a kibocsato sejtre jellemzd molekularis mintazatot szallithat védett
modon és koncentraltan. Tovabbi nagy eldnylik, hogy kiilonboz6 testfolyadékokbdl (pl.
vér, vizelet, nyal, gerincvel6i folyadék, anyatej, ondo) izolalhatok, igy kevéssé invaziv és
konnyen nyerhetd folyadék biopszias modszernek tekinthetok. Ugyanakkor szamos
nehézség var megoldasra: a tumor eredetli EV-k elvélasztidsa az egészséges szovetbol
szarmazd EV-kt6l, vagy a megfelelé mennyiségl és tisztasagu EV izolalasa [138,139].
Masik fontos motivacidja az EV kutatasnak az EV-k, valamint a liposzomak terapias
eszkozként valo felhasznalasa. Segitségiikkel bizonyos sejtek elvileg specifikusan
célozhatok, tartalmuk pedig modosithato kiilonbozé terapias molekulakkal, ugyanakkor
ezen a téren is tovabbi kutatasok nélkiilozhetetlenek [140,141].
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2. Célkituzések

PhD munkam soran két, népegészségiigyileg kiemelkedé jelentéséggel

rendelkezé tumortipusra, a CRC-re és a PDAC-ra fokuszaltam, és kiilonb6z6 tumor

mikrokornyezeti tényezOk funkcionalis jelentdségét vizsgaltam a tumorprogresszidban

beteg eredetii organoid modellekkel.

Ehhez az alabbi célokat tliztem ki:

1.

Kutatocsoportunk korabbi eredményei alapjan colorectalis adendmaban és tiid6
adenokarcinomaban a Wnt mikroniche-t kialakito, Wnt szekretal6 sejtek aranya
kapcsolatban 4ll az EV kibocsatas intenzitasaval, valamint a proliferald sejtek
szamaval. Arra kerestik a valaszt, hogy ez a jelenség PDAC-ben is
megfigyelhet6-e.

Egy tanulmany négy stromalis fibroblaszt populacidt azonositott egészséges bél
szOvetben, melyek ardnya megvaltozott gyulladasos bélbetegségben. Vizsgaltuk,
hogy CRC-ben is megtalalhatok-e ezek a fibroblaszt populaciok.

Tovabba arra kerestiik a valaszt, hogy ezek a kiilonb6zo fibroblasztok hogyan
befolyasoljak a tumorigenezist, illetve ennek mi lehet a molekularis
mechanizmusa.

Elemeztiik, hogy a fibroblaszt alpopulaciok mennyire érzékenyek potencialis 1j
kombinacios terapidkra a CRC organoidokhoz viszonyitva, mely hatéanyagokat
korabban sikeresen alkalmaztak mas modellrendszerekben.

Emellett a hasznalt kombinacios terapias szerek kdlcsonhatasat is elemeztiik a

beteg eredetli CRC organoidokon ¢€s fibroblasztokon.
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3. Modszerek

3.1 A kisérletekhez sziikséges engedélyek

A human eredeti mutéti szovetmintdk felhasznalasa az Egészségligyi
Tudomanyos Tanacs Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsag (ETT-TUKEB)
engedélyével (No 52614-4/2013/EKU, 51323-4/2015/EKU, 580-5/2021/EUIG) és a

betegek irdsos hozzajarulasaval tortént.

3.2. Human PDAC organoid kultarak

A human PDAC organoidok létrehozésat korabban publikalt mdodszerek alapjan
végeztiik [142]. A miitét soran eltavolitott tumorszovet darabokat néhany milliméteres
darabokra vagtuk, majd kétszer PBS-sel mostuk. Ezutan kollagenaz I1 (5 mg/ml, GIBCO)
¢és 0,4% DNaz 1 (Sigma) tartalmu teljes PDAC organoid médiumban (lasd késobb)
emésztettiik 3 oraig 37°C-on, 30 percenkénti razas mellett. Az emésztés utan ismét
kétszer PBS-sel mostuk a sejteket, majd a centrifugéalassal nyert sejt pelletet ndvekedési
faktor csokkentett, fenolvorés mentes Matrigel (Corning) cseppekben tenyésztettiik teljes
PDAC organoid médiumban. A teljes PDAC organoid médium az alabbiakat tartalmazta:
DMEM/F12 médiumban 2% antibiotikum/antimikotikum mix, B27 és N2 kiegészitd
(Gibco), gastrin (10 nM, Sigma), HEPES (10 mM, Sigma), 1% glutamin (Sigma), N-
acetil-cisztein (1 mM, Sigma), human R-Spondinl (500 ng/ml, R&D Systems), A83-01
(TGFp receptor gatlo, 0,5 uM, Tocris), Rho kinaz inhibitor Y-27632 (anoikis gatlasa, 10
uM, Sigma). Egyes kisérletekben tovabbi faktorokkal, inhibitorokkal egészitettiik ki a
teljes PDAC organoid médiumot: egér Wnt3a (100 ng/ml, Peprotech), PORCN inhibitor
(Wnt szekrécio gatlo) LGK974 (250 nM, Tocris).

A PDAC organoidok passzéaldsdra minden 7-10. napon volt sziikség. Ekkor
mechanikusan lettek egymastol elvalasztva kisebb sejtcsoportok, majd centrifugalas utan
ujra Matrigel-ben tenyésztettiik 0ket. A PDAC organoidok jellemzdi az 1. tablazatban
lathatoak.
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1. tablazat. A PDAC organoidok tulajdonsagai, mutacioik (csak a leggyakoribb
,, hotspot” mutdciokat vizsgaltuk: KRAS 12-61. kodon, TP53 DNS-kot6 domén). A nutlin-
3 érzékenység ket mutans TPS53 allél hianyat jelzi (vagyis legaldbb egy vad tipusu allél

jelenlétet).

EGF Nutlin-3
Organoid | nélkil | jelenlétében | KRAS | TPS3 | Beteg | Beteg

talél calel mutacio mutacio | életkora | neme
PDAC . . , )
org #1 igen igen 3’ UTR S96P 52 no
PDAC . . nem "
org #2 igen igen detektalt R248Q 63 nd
PDAC igen igen nem nem 68 no
org #3 g g detektalt | detektalt

3.3. Human CRC organoid kultirak

A humén CRC organoidok létrehozasat korabban publikalt modszerek alapjan
végeztiik [143]. A miitét soran eltavolitott tumor szovet darabokat néhany milliméteres
darabokra vagtuk, majd kétszer PBS-sel mostuk. Ezutan kollagenéz II (5 mg/ml, GIBCO)
¢és 0,4% DNaz 1 (Sigma), 125 pg/ml diszpaz I1 (Invitrogen), 20% FBS (Gibco), 1%
penicillin/streptomycin (Invitrogen), DMEM high glucose tartalmt emészté médiumban
emésztettiik 60 percig 37°C-on, 15 percenkénti rdzas mellett. Az emésztés utdn ismét
kétszer PBS-sel mostuk a sejteket, majd a sorozatos centrifugalassal nyert, bél kriptakban
és sejtcsomokban gazdag pelletet novekedési faktor csokkentett, fenolvorés mentes
Matrigel (Corning) cseppekben tenyésztettiik teljes CRC organoid médiumban. A teljes
CRC organoid médium az aldbbiakat tartalmazta: DMEM/F12 médiumban 1%
antibiotikum/antimikotikum mix, 1% penicillin/streptomycin  (Invitrogen), B27
kiegészit6 (Gibco), HEPES (10 mM, Sigma), 1% glutamin (Sigma), N-acetil-cisztein (1
mM, Sigma), nikotinamid (10 mM, Merck), A83-01 (0,5 uM, Tocris), SB202190-
monohydrochloride (p38 gatlo, 10 uM, Sigma), EGF (50 ng/ml, Peprotech), Rho kinaz
inhibitor Y-27632 (10 uM, Sigma).

A CRC organoidok passzaldsara minden 7-10. napon volt sziikség. Ekkor
mechanikusan lettek egymastol elvalasztva kisebb sejtcsoportok, majd centrifugalas utan
ujra Matrigel-ben tenyésztettiik 6ket. Egyes kisérletekben az organoidok 5 nM aktiv VII-
alvadasi faktorral (FVIIa) (Invitrogen), 50 ng/ml HGF-fel, 50 ng/ml IL6-tal (Peprotech),
fibroblaszt-kondicionalt médiummal, vagy anti-HGF ellenanyaggal (5 pg/ml, R&D
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Systems) blokkolt fibroblaszt-kondicionalt médiummal voltak kezelve négy napig. A

CRC organoidok jellemzdi a 2. tablazatban lathatoak.

2. tablazat. A CRC organoidok tulajdonsagai, mutdcioik (csak a leggyakoribb ,, hotspot™
mutdciokat vizsgaltuk, KRAS 12-61. kodon, TP53 DNS-k6t6 domén). A nutlin-3
szenzitivitas legalabb egy vad tipusu allél jelenlétét jelzi.

CR#(;Zorg nem igen dert‘eel:élt V274A 74 férfi
CR;IBOFQ nem igen dototar | V274A 75 férfi
R0 | nem nem dotektdt | detektite | 4 ferf

3.4. Human PDAC fibroblaszt kultarak

A PDAC organoidok novesztése soran a tenyésztéedény aljara vandorolt stromalis
fibroblaszt sejteket a 3D PDAC organoidok passzalasa utan Tryple-lel (Gibco)
atpasszaltuk, ¢és PDAC fibroblaszt médiumban tenyésztettiik 2D-ben. A PDAC
fibroblaszt médium az aldbbiakat tartalmazta: DMEM high glucose, 1% glutamin
(Sigma), 5% FBS (Gibco), 1% antibiotikum/antimikotikum mix.

3.5. Human CRC és normal colon fibroblaszt kulturak

A mitét soran eltavolitott tumor szovet (3. tablazat) darabokat néhany
milliméteres darabokra vagtuk, majd kétszer PBS-sel mostuk. Ezutan kollagenaz II (5
mg/ml, GIBCO) és 0,4% DNaz I (Sigma), 125 pg/ml diszpaz II (Invitrogen), 20% FBS
(Gibco), 1% penicillin/streptomycin (Invitrogen), DMEM high glucose tartalmi emészté
médiumban emésztettiikk 60 percig 37°C-on, 15 percenkénti razas mellett. Az emésztés
utan ismét kétszer PBS-sel mostuk a sejteket, majd a sorozatos centrifugéaldssal nyert,

egysejt gazdag pelletet CRC fibroblaszt médiumban tenyésztettik 2D-ben. A CRC

31



fibroblaszt médium az aldbbiakat tartalmazta: DMEM high glucose, 1% glutamin
(Sigma), 10% FBS (Gibco), 1% antibiotikum/antimikotikum mix.

A human normal colon fibroblaszt sejtvonalat (CCD-18Co, ATCC) is CRC
fibroblaszt médiumban tartottuk. Az ELISA kisérletekhez és a kondicionalt médium
gyljtéshez a fibroblasztok FBS-mentes médiumban voltak tartva 3 napig, miutan
haromszor PBS-sel mostuk 6ket. Egyes kisérletekben a fibroblasztok 5 nM aktiv VII-
alvadasi faktorral (FVIIa) (Invitrogen), 10 ng/ml TGFp-val (Peprotech) vagy 5 ng/ml

IL1a-val (Peprotech) voltak kezelve négy napig szérum-mentes médiumban.

3. tablazat. A CRC-CAF sejtkulturak alapitasahoz bevont betegek klinikai adatai.

CAF Nem Eletkor Tumor Differencidltsig | Stadium
GG 0| T ey, ooz | v
G| w0 | | cmer | oo
S 0| 0 ey, ez | v
((;: EE 7 nd 55 adenizlr(c):ri]néma Grade 2 T3NOMO
A N P <P B
C(,:A\Ff:C]jO ferfi " adenizlr(c):ri]néma Grade 2 T3NOMO
C(/:A\IT:C]._3 né at aden(izlr?:?néma Grade 2 T4aN1amo
C(/:A\IT:C]._4 nd 56 aden(izlr?:?néma Grade 2 T3N1bMO
C?Aszcl_S ferfi 70 adenﬁiziiliirsléma Grade 2 T3NOMO
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C?AFT:C£6 no 65 aden&gllrz?néma Grade 3 TSNOMO
C?AFT:C£7 ferfi 62 aden&gllrz?néma Grade 2 T3NOMO
C?AFT:C£8 ferfi 82 aden&gllrz?néma Grade 2 TLNOMO
C?AFT:C£9 nd 70 aden&gllrz?néma Grade 3 T3NOMO
C?AFT:CZ-O nd 69 aden&gllrz?néma Grade 2 T3N1bMO

3.6. Extracellularis vezikula mérés NTA modszerrel

Az extracellularis vezikulakkal (EV) torténd kisérletekben az International
Society for Extracellular Vesicles (ISEV) iranyelveit kovettiik [114]. Az organoidokat a
mérés eldtt 2 napig kezeltiik, majd a feliiliszojukbdl differencial centrifugéalassal 16 °C-
on (300 g 5 perc, 2000 g 20 perc, 12500 g 20 perc) eltavolitottuk a sejttormeléket,
apoptotikus testeket és nagy EV-ket. Az igy nyert feliiliszoban talalhaté kisebb EV-ket
10-szeres PBS (0,1 um-es sziirével sziirt) higitassal mértiik. Kontrollként iires médiumbol
is mérést végeztiink, melyet a mintdkkal megegyezden kezeltiink. Az EV-k mennyiségét
¢és méreteloszlasat a ZetaView Z-NTA (Particle Metrix) miiszerrel mértiikk Nanoparticle
Tracking Analysis (NTA) modszerrel. Az 6sszes mérésben 11 pozicidt vizsgaltunk az
alabbi bedllitasokkal: 25 °C, auto expose, gain 28,8, offset 0, shutter 100, sensitivity 80.
Az elemzést a ZetaView Analyze 8.05.10. szoftverrel végeztiik. Az organoidok
sejtszamat a feliiliszo eltavolitdsa utan Biirker-kamrdban megszamoltuk, és a mért

eredményeket minden esetben sejtszamra normalizaltuk.

3.7. Immuncitokémia

Az organoidokat vagy fibroblasztokat 8 kamras Falcon Culture Slide (BD
Biosciences) targylemezeken tenyésztettiik. A médium eltavolitdsa és PBS mosas utan
4% PFA-val 30 percig fixaltuk a sejteket. A fixaloszer PBS-es kimosasa utan blokkolo
pufferrel (0,2% BSA, 5% FBS, 0,3% Triton X-100 PBS-ben) blokkoltuk és

permeabilizaltuk az organoidokat 2 6raig szobahdn. Ezutan blokkold pufferben oldott
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elsédleges ellenanyaggal inkubaltuk a mintakat éjjelen at 4 °C-on (az antitestek listaja a
4. tablazatban talalhatd). Mésodik nap az elsédleges ellenanyagot moso pufferrel (0,3%
Triton X-100, 4% NaCl PBS-ben) eltavolitottuk, majd fluorokrémmal konjugalt
masodlagos ecllenanyaggal (4. tablazat) inkubaltuk az organoidokat vagy a
fibroblasztokat 2 o6raig szobah6én. A masodlagos antitesteket is blokkold pufferben
oldottuk. A masodlagos antitestet szintén moso pufferrel tavolitottuk el, majd DAPI DNS
festék tartalmu médiummal (ProLong Diamond antifade mountant containg DAPI,
Thermo Fisher) fedtiik le a mintdkat. A mintakat konfokalis mikroszkoppal (Leica TCS
SP8) fotoztuk és az Imagel szoftverrel értékeltiik.

4. tablazat. A kisérleteink soran hasznalt ellenanyagok

Ellenanyag Gyarto Katalogus szdm
human CD142-PE BioLegend 365204
human CD44-PE BD Pharmingen 555479
human podoplanin-APC BioLegend 337022
human aktiv kaszpaz-3 R&D Systems AF835
human CD142 BioLegend 365202
human foszfo-p42/44 Cell Signaling 9101
human foszfo-S6 Cell Signaling 2211
human HGF R&D Systems AF-294-NA
human K167 Abcam ab16667
human K167 Invitrogen 14-5699-82
human lumican Abcam ab168348
human PORCN Abcam ab105543
human vimentin R&D Systems MAB2105
human aSMA Sigma A5228
egér IgG Alexa 488 Invitrogen A21202
egér IgG Alexa 568 Invitrogen A10037
nyul IgG Alexa 488 Invitrogen A21206
nyul IgG Alexa 568 Invitrogen A11011
nyul IgG Alexa 750 Invitrogen A21039
patkany IgG Alexa 568 Invitrogen Al11077
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3.8. Paraffinba agyazott szovetek immunfestése

PFA-val fixalt és paraffinba agyazott metszeteket deparaffinizaltuk xilollal és
rehidrataltuk leszallo alkoholsorral. A metszeteket ligos Tris-EDTA pufferben (10 mM
Tris, ImM EDTA, 0,05% Tween-20 desztillalt vizben, pH=9,0) forraltuk 15 percig, majd
20 percig szobah6n hagytuk kihlilni. Moséas utan blokkold pufferrel blokkoltuk a
metszeteket, majd éjen at 4 °C-on az elsddleges ellenanyaggal, aztan 2 6raig szobahdn a
fluorokrommal konjugalt masodlagos antitesttel inkubaltuk a metszeteket. A metszeteket
DAPI DNS festék tartalmtt médiummal (ProLong Diamond antifade mountant containg
DAPI, Thermo Fisher) fedtiik le. A mintdkat konfokalis mikroszkoppal (Leica TCS SP8)
fotoztuk és az Imagel szoftverrel értékeltiik. A haszndlt ellenanyagok a 4. tablazatban

talalhatoak.

3.9. Aramlasi citometria és sejt szortolas

Az organoidokbol vagy fibroblaszt sejtekbol TrypLE-lel egysejt-szuszpenziot
hoztunk 1étre, majd FACS pufferben (1 mM EDTA, 25 mM HEPES, 1% BSA PBS-ben)
szuszpendaltuk a sejteket. A sejteket elsddleges antitesttel, majd masodlagos antitesttel
jeloltik 20 percig 4 °C-on FACS pufferben. 10000 eseményt mértiink a Cytoflex
(Beckman Coulter) aramlasi citométerrel, vagy a sejtpopulaciokat Sony SH800S
sejtszorterrel valogattuk szét. Az egyes kisérletekben mindig egyenlé mennyiségii

szortolt sejtet hasznaltunk. A hasznalt ellenanyagok a 4. tablazatban talalhatok.

3.10. ELISA

A szortolt CD1423ecs00 &5 CD142™M39% fibroblasztokat (100 000 sejt/lyuk, 48-
lyuka lemez) 2 napig novesztettiik, majd elvontuk az FBS-t és tovabbi 3 napig
tenyésztettiik oket. A sejttdrmeléket centrifugdlassal eltavolitottuk a kondicionalt
médiumbol (300 g, 5 perc) és a HGF (hepatocita novekedési faktor) mennyiséget
detektaltuk ELISA-val (Bio-Techne, DHGOOB) a gyarto utasitasai szerint. Az optikai
denzitast HiPo MPP-96 Microplate Photometer-rel (Biosan) detektaltuk.
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3.11. RNS izolalas és mRNS mérés

A sejt- és organoid tenyészetekbdl Qiazol lizis pufferrel (Qiagen) készitettiink
mintat az RNS izolalashoz, majd a miRNEasy Micro Kit-tel (Qiagen) a gyart6 utasitasai
szerint izolaltuk a teljes RNS-t. Az RNS koncentraciot NanoDrop (ND-1000
Spectrophotometer) késziilékkel mértiik meg. 150 ng teljes RNS felhasznalasaval cDNS-
t készitettlink SensiFAST cDNA Synthesis Kit-tel (Bioline) a gyart6 utasitasai szerint. A
kvantitativ PCR mérésekhez a SensiFAST SYBR no-ROX Kit-et (Bioline) hasznaltuk, a
primerek az 5. tablazatban talalhatoak. A génexpressziés méréseket BioRad CFX384
Touch real-time PCR gépen végeztiik (384-lyuki lemez, 5 pl/lyuk). Az eredményeket az
alabbi képlettel szamoltuk ki: relativ génexpresszio = 22 (ACt = Clyizsgalt gen —
Cthousckeeping gén). Housekeeping génként (haztartasi gén) a HPRT1 és GAPDH gént
hasznaltuk. Amennyiben a Ct érték (ciklus szam) nagyobb volt, mint 36, Ggy az adott
gént nem expresszaltnak vettilk. A heatmap abrdnal a ACt értékeken z-score

normalizaciot végeztiink és ezt abrazoltuk (www.heatmapper.ca).

5. tablazat. A kisérleteink soran haszndalt primerek.

Gén Primer 1 Primer 2
ACTA2 CTGACCCTGAAGTACCCGAT GTCATTTTCTCCCGGTTGGC
AREG CCTACTCTGGGAAGCGTGAA AGTAGTCATAGTCGGCTCCC
AXIN2 CTGGCTATGTCTTTGCACCA CTTCACACTGCGATGCATTT
BTC ACTGCATCAAAGGGAGATGC CATGTGCAGACACCGATGA
CDH1 GGATGTGCTGGATGTGAATG AGCCAGTTGGCAGTGTCTCT
COL1Al1 | AACGATGGTGCTAAGGGTGA CCATCTTTGCCAGGAGAGCC
CTGF CGAAGCTGACCTGGAAGAGA CCGTCGGTACATACTCCACA
CXCL1 GTCCGTGGCCACTGAACT TTTCCGCCCATTCTTGAGTG
CSF3 GGACACTCTCTGGGCATCC CAGCTGCAGTGTGTCCAAG
EGF CAGATCTCGATGGTGTGGGA | CCTCCATCATAATCACAGGAGC
EPCAM CTGGCCGTAAACTGCTTTGT CATCATTGTTCTGGAGGGCC
EREG TCCATCTTCTACAGGCAGTCC | TGCACTGTCCATGCAAACAA
FAP GGAAATGAGCTTCCTCGTCC GGTGGATCTCCTGGTCTTTG
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http://www.heatmapper.ca/

GAPDH | GGGTGTGAACCATGAGAAGT | CAGTGATGGCATGGACTGTG
HBEGF TTATCCTCCAAGCCACAAGC CCCATGACACCTCTCTCCAT
HGF CAAGCAATCCAGAGGTACGC TGGTGTCTGATGATCCCAGC
HPRT1 TGAGGATTTGGAAAGGGTGT TCCCCTGTTGACTGGTCATT
IL11 GACAAATTCCCAGCTGACGG CGCAGGTAGGACAGTAGGT
IL6 ATTCCAAAGATGTAGCCGCC AGTGCCTCTTTGCTGCTTTC
KRAS-seq CCCAGGTGCGGGAGAGA AACAGTCTGCATGGAGCAGG
LGRS AGTGCTGTGCATTTGGAGTG AGGGCTTTCAGGTCTTCCTC
TGFA CCTGCCTAGTCTGCGTCTTT CCAACACAATACCCAGAGCG
TP53-seq | TGAAGCTCCCAGAATGCCAG CTTCAGGTGGCTGGAGTGAG
TROY GATGCACAGTGTGTGACGTG CATGTCTTGAAAGCCGACAA
VEGFA | AAGGAGGAGGGCAGAATCAT | CACACAGGATGGCTTGAAGA
WNT10a | ACTCGCAACAAGATCCCCTA TAAGCGGTGCAGCTTCCTAC
WNT11 | CAGGATCCCAAGCCAATAAA | TATCGGGTCTTGAGGTCAGC
WNT4 ACAGTCGTTTGTGGATGTGC CCAGCACGTCTTTACCTCAC
WNT5a | CAAGGGCTCCTACGAGAGTG CTTCTCCTTCAGGGCATCAC
WNT5b TTTGGGAGAGTCATGCAGAT TAGCCGTACTCCACGTTGTC
WNT7b | TCAACGAGTGCCAGTACCAG CAGTTGCTCAGGTTCCCTTG

3.12. Szekvenalas

A cDNS-bdl Phusion High Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher) kittel

amplifikaltuk a KRAS és TP53 gén egy szakaszat az 5. tablazatban talalhato primerekkel,

az anellacios homérseklet 65 °C volt. A megfeleld PCR terméket 2% agardz gélbdl

izolaltuk Gel Purification Kit-tel (Macherey-Nagel). A szekvenalas Applied Biosystems

3500 Genetic Analyzer késziilékkel (Life Technologies) tortént a Semmelweis Egyetem

I. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetben, Dr. Bodor Csaba laborjaban. Az

adatokat a Chromas 2.6 szoftverrel (Technelysium Pty Ltd) elemeztiik és az organoidok

mutacioi az 1. és 2. tablazatban lathatok.
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3.13. Eletképességi teszt

Az ¢l6 sejtek mennyiségének meghatarozasahoz a lumineszcencia alapu
CellTiter-Glo 3D Cell Viability Assay-t (Promega) hasznaltuk a gyart6 utasitasai szerint
96-lukt lemezen és Fluoroskan FL (Thermo Fisher Scientific) eszkozzel detektaltuk a
lumineszcenciat. 5000 organoid sejtet és/vagy 5000 fibroblasztot tettiink 6 pl 3D matrixba
¢és 4 napig novesztettiik Oket, majd 6 napig kezeltiik kiilonb6z6 inhibitorokkal és
kemoterapias szerekkel: Trametinib (GSK1120212), PU-H71, A-1155463, (+)-JQ1
(Selleck Chemicals), 5-fluorouracil (Tocris) €s irinotecan (MedChemEXpress). Az Gsszes
vegyiiletet DMSO-ban oldottuk. A relativ életképességet az alabbi képlettel szamoltuk
ki: életképesség % = (adott kezelés értéke — atlagos pozitiv kontroll) / (4atlagos oldoszer
kontroll — atlagos pozitiv kontroll) x 100. Oldészer kontrollként DMSO-t, pozitiv
kontrollként 5 uM staurosporint hasznaltunk (MedChemExpress) [54].

Az IC50 értékeket (fél maximalis gatldo koncentracio) az AAT Bioquest 1C50

calculator (https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator) online programmal hataroztuk

meg. A hatdéanyag kolcsonhatasokat (szinergizmus és antagonizmus) a Chou-Talalay
modszerrel, a CompuSyn szoftverrel (https://www.combosyn.com/) vizsgaltuk, melyben
szinergizmus: CI<0,75, antagonizmus: CI>1,25 (CI: kombinacids index) [27,144,145].

3.14. Bioinformatikai és statisztikai elemzések

CD142 (F3), valamint PDPN (podoplanin) intenzitast és a pozitiv sejtek

mennyiségét a Human Protein Atlas adatbazisban (https://www.proteinatlas.org/)

elemeztiik CRC esetében.

A statisztikai analizisek a Microsoft Excel, IBM SPSS v25 és GraphPad Prism
szoftverek segitségével torténtek. Az adatok statisztikai értékeléséhez Mann-Whitney U-
tesztet, parositott és parositatlan t-probat, valamint ANOVA-t Tukey post-hoc teszttel
hasznaltunk *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005 ¢értékekkel. Nem szignifikansnak
tekintettiik az eredményt p>0,05 esetében. Atlag+SD-t, a box plot-okon a mediant, a 25-
és 75-percentiliseket abrazoltuk. Normal colon fibroblasztok esetén a mintaclemszam (n)
technikai parhuzamosokat jeldl, a beteg eredetli CAF-ok esetén a mintaelemszdm

bioldgiai parhuzamosakat jelent.
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4. Eredmények

4.1. A Wnt szekréci0 nem befolyasolja az extracellularis vezikula

kibocsatast és a sejtosztodast PDAC-ben

Korabban kutatdcsoportunk azt talalta, hogy a Wnt fehérjét szekretald sejtek
aranya korrelal az EV kibocsatas mennyiségével egészséges intesztinalis organoidokban
¢és bél adenéma organoidokban [146]. Valamint ugyanilyen kapcsolatot figyeltiink meg
normdl egér bronchialis, tiid0 adenokarcindma és egészséges egér hasnyalmirigy
organoidokban is [147]. Ezért kivancsiak voltunk, hogy ez szovet specifikus, vagy mas
tumorokban is megfigyelhetd jelenség. Vizsgalatainkban az egyik legagresszivebb
tumortipusra fokuszaltunk, a pancreas duktalis adenokarcinomara (PDAC), mely
progresszioja soran fiiggetlenné valhat a kiils6 Wnt szignaltol [64].

Annak eldontésére, hogy PDAC organoidjaink Wnt-fiiggdek vagy fliggetlenek, a
kanonikus Wnt3a tartalma és Wnt3a nélkiili médiumban tenyésztettiik dket. Erdekes
moédon az Gsszes organoidunk életképes volt kiilsé Wnt3a fehérje nélkil is, sot
egységesen expresszaltdk a PORCN enzimet, mely nélkiilozhetetlen a Wnt fehérjék
szekrécidjahoz (12.A-B abra). Tovabba PDAC organoidjaink egységes Wnt
génexpresszios profillal rendelkeznek (Wnt7a, Wntl0a, Wntll), mely nagyban
kiilonbozik a stromalis PDAC fibroblasztok Wnt génexpresszios profiljatol (Wnt5a)
(12.C abra). Mindezek arra engednek kovetkeztetni, hogy a PDAC organoidok képesek
Wnt ligandokat eldallitani sajat maguk szdmara. Ennek bizonyitasara a Wnt szekréciot
gatlo LGK974-gyel kezeltik organoidjainkat. Ahogy vartuk, a kezelést kdvetden
szignifikansan csokkent az AXIN2, LGR5 és TROY Wnt célgének expresszidja a PDAC
organoidokban (12.D abra), tehat a PDAC organoidok képesek maguk szamara
létrehozni a Wnt mikroniche-t. Ugyanakkor az LGK974 hatdsira nem tapasztaltunk
csOkkenést a KI67+ 0sztodo sejtek aranyaban, sem novekedést az aktiv kaszpaz-3 pozitiv
apoptotikus sejtek aranyaban (12.E abra).

crcr

intenzitasara, sem pedig az EV-k méretére, az EV-k méreteloszlasanak ¢és

crer

abra). Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy noha a Wnt fehérjék Kkritikus
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jelentdséglick a sejtosztodasban egészséges hasnyalmirigy duktalis organoidokban

[142,147], ez a jelenség a tumorigenezis soran nem megfigyelhetd.
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12. abra. A Wnt aktivitds nincs kapcsolatban a sejtosztodassal és az EV kibocsatdssal
humdn PDAC organoidokban. A) Immunfestés a KI67 osztédasi markerre és a
konfokalis mikroszkoppal készitett képek kvantifikalasa (az egyes organoidok osztodasi
ratajabol szarmazo adatok). A reprezentativ kép a PDAC organoid #1-et mutatja. A
kisérletekben rekombindns Wnt3a-t haszndltunk (Mann-Whitney U-teszt). B)
Immunfestées a PORCN enzimre és a konfokalis mikroszkoppal készitett képek
kvantifikalasa (az egyes organoidokbdl szdarmazo adatok). C) A PDAC organoidok és
fibroblasztok Wnt expresszios profilja (RT-qPCR, n=3). Az adatok a HPRT1
housekeeping génre normalizadltak és z-score transzformaltak. A voros és zold szinek a
magas és alacsony RNS expressziot mutatjak, a fekete szin az RNS hianydra utal (36<Ct).
D) Az AXIN2, LGR5, TROY RNS szintjének valtozasa LGK974 kezelés hatdsdra (valtozas
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meértéke, RT-QPCR, n=3, pdrositott t-proba). E) KI67+ és aktiv kaszpdz-3+ sejtek
szazalékos aranya az organoidokban LGK974 kezelés hatasara és nélkiil (konfokdlis
mikroszkoppal készitett képek kvantifikalasa, Mann-Whitney U-teszt). F) Reprezentativ
kép NTA mérésrél és kvantifikaldsa LGK974 kezelés hatdsdra és kezelés nélkiil (108 sejtre
normalizalva, n=6, a hdrom organoid vonal kétszer mérve, egymintdas t-proba).
**p<0,01; ***p<0,005,; nem szignifikans (n.s.), ha p>0,05. Méretarany: 50 um.

4.2. CD142-t magasan expresszalo stromalis sejtek megtalalhatok CRC-
ben

Vizsgélataink tobbi részében a masodik legtobb haldlozassal jellemezhetd
tumortipusra, a CRC-re, illetve mikrokornyezetére koncentraltunk. A tumor-asszocialt
fibroblasztok (CAF) heterogenitasa kritikus jelentdségli a CRC progresszidjaban,
valamint a CD142 és PDPN két fibroblaszt alpopulaciot jelolhet CRC-ben [104].
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13. abra. CRC CAF sejtkulturdk jellemzése. A) CRC tumor mintak szdzaléka, melyek
erds, kozepes, gyenge immunfestédést mutatnak, illetve nem festédnek CD142-re vagy
PDPN-re (Human Protein Atlas adatbazisbol nyert adatok elemzése az intenzitasi értékek
felhaszndlasaval). A CDH1-et (E-cadherin) pozitiv kontrollként haszndltuk. B) Relativ
RNS mennyiség mezenchimalis (ACTA2, FAP) és epitelialis (CDHI, EpCAM) markerek
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eseteben CAF és CRC organoid vonalakban (RT-qPCR, GAPDH haztartasi génhez
normalizalva). C) oSMA immunfestés CRC beteg eredetii CAF sejtkulturakra. A sejtek
nagy része pozitiv VoIt a vizsgalt fehérjére. A DAPI festés a sejtmagokat jeloli (konfokalis
mikroszkopia, méretardany. 40 um).

Hogy teszteljiikk ennek a két markernek a jelenlétét CRC-ben, eldszor a Protein Atlas
adatbazist elemeztiik. A tumorsejtek jellemzden csak alacsony vagy kozepes CD142 és
PDPN expressziot mutattak (13.A abra). Azért, hogy ennek a két molekuldnak a
stromalis expressziojat vizsgaljuk, CAF-okat izolaltunk CRC betegek tumorszovetébal.
Ezek a sejtkultirak a mezenchimalis ACTA2 (az a-simaizom aktin aSMA fehérjét
koédolja) és FAP expresszidval rendelkeztek, igy megerdsitettiik, hogy az izolalt sejtek
valoban fibroblasztok (13.B-C abra). Tovabba nem detektaltuk az epitelialis marker
CDH1 és EpCAM expressziojat a beteg-eredetti CAF sejttenyészetekben (13.B abra).
Aramlasi citometriaval igazoltuk a CD142 és PDPN jelenlétét a CAF-okon és
kereskedelmi forgalomban elérheté normal colon fibroblasztokon (NCF) (14.A abra),
viszont a CD142-re nagyobb heterogenitast tapasztaltunk a PDPN-hez viszonyitva (14.B
abra). S6t, a CD142 heterogenitdas megmaradt a CAF-ok tenyésztése, tobbszori
passzalasa soran is (14.C abra). Ezért tovabbi kisérleteinkben a CD142-re fokuszaltunk.
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14. abra. A fibroblasztok heterogenitist mutatnak CD142-re. A) CDI142 és PDPN
fehérje expresszio NCF és CAF kulturakban. A horizontalis vonalak az izotipus kontroll
fluoreszcencia intenzitasdt jelolik (reprezentativ dramldsi citometria dbrdak). B)
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Variacios koefficiens (CV) a CD142 és PDPN geometriai atlagara aramlasi citometrids
meérésekbol (CAF: n=8, NCF: n=4). C) Reprezentativ aramldsi citometrids képek CAF

crer

szam). Mann-Whitney U-teszt (B) **p<0,01; ***p<0,005

A szortolt CD1423200 g5 CD142™M39% fenotipus kiilonbség megmaradt 7 nap
tenyésztés utan is mind a CAF-okban, mind pedig normal fibroblasztokban (NCF) (15.A-
B abra), tehat ez a két fibroblaszt populacié fenotipusosan stabilnak bizonyult. A CD142
in vivo stromalis heterogenitasat igazolva, CRC beteg-eredetli tumorszévet metszeteket
vizsgaltunk és CD142+ stromalis sejteket figyeltiink meg, ugyanakkor a tumorsejtek
negativak voltak erre a markerre (15.C abra). Az eltér6 stromalis CD142 expresszio tehat

kiilonb6z6 funkcidval rendelkezo fibroblaszt szubpopulaciokat jelolhet CRC-ben.
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15. abra. A CD142-re szortolt fibroblasztok stabil fenotipust mutatnak. A) Szortoldsi
stratégia CD142-re (bal panel) és a CDI142 detektilisa a szortolt sejteken 7 nap
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tenyésztés utan (aramlasi citometria). B) CD142 fluoreszcencia intenzitds geometriai
atlaganak ardanya szortolt CAF és NFC vonalakbol, 7 nap tenyésztés utan (aramlasi
citometria, CAF: n=11, NCF: n=3). A piros vizszintes vonal a kiilonbség hidanyat jeloli a
két populdcio kozt (arany=1). C) CDI142 és a mezenchimdlis marker vimentin (VIM)
detektalasa CRC beteg eredetii szoveti metszeten (konfokdlis mikroszkopia, méretarany:
100 um). A csillagok a VIM negativ tumorfészkeket jelolik. Parositott t-proba (B)
**p<0,01

4.3. A CD142 stimulacidoja fibroblasztokon nem befolyasolja a CRC

organoidokat kokultiraban

Epitelidlis CRC organoidjaink nagyon alacsony CD142 expresszidval
rendelkeznek (16.A abra), mely a Protein Atlas adatbazis elemzésével nyert

eredményekkel parhuzamban van.
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16. abra. Az FVlla-nak nincs hatisa sem a CRC organoidokon, sem pedig a
fibroblasztokon. A) CDI142 sejtfelszini fehérje mennyisége (geometriai atlag) CRC
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organoid sejteken és CAF-okon (aramlasi citometria, CAF: n=12, CRC organoid: n=S8,
négy organoid vonal kétszer mérve). B) Organoidok relativ atmérdje és a KI67+ osztodo
CRC organoid sejtek aranya EGF és/vagy FVIla jelenlétében vagy hianyaban
(eredmények a kontrollhoz viszonyitva, EGF tartalmi médium, FVIla nélkiil, n=4). C) A
Sejtosztodas intenzitisa CAF kulturdkban FVIla jelenlétében vagy hianyaban (n=35). D)
Fénymikroszképos kép CRC organoid és CAF kokulturdardl (méretardany: 20 um). E)
Relativ organoid atméré és KI67+ CRC organoid sejtek aranya EGF, FVIla, CAF-0k
Jjelenlétében és/vagy hianyaban (n=4). Mann-Whitney U-teszt (4), parositott t-préba (C),
ANOVA (B, E) n.s.: p>0,05; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005

Minthogy CRC organoidjaink EGF fliggék, amikor elvontuk az EGF-et a médiumbol, az
organoidok atméréje és a KI67+ osztddo sejtek aranya szignifikansan lecsokkent (16.B
abra). Amikor a CD142 ligandjaval, aktiv VII-es faktorral (FVlla) kezeltik az
organoidokat, nem tapasztaltunk valtozast az organoidok atmérdjében és a KI67+ 0szt6do
sejtek aranyaban, EGF hianyaban és jelenlétében sem (16.B abra). Tovabba az FVIla a
CAF-0k osztodasat sem befolyasolta (16.C abra).

Amikor a CRC organoidokat a fibroblasztokkal egyiitt tenyésztettiik kokultiraban
(16.D abra), a CAF-0k novelték az organoidok atmérdjét és a KI67+ osztddod sejtek
szamat, de csak EGF hianyaban (16.E abra). Ezen eredmények alapjan a fibroblasztok
novekedési faktorok révén fejthetik ki hatasukat. Az FVIIa jelenléte kokultiraban sem
befolyasolta az organoidok osztddasat, novekedését fliggetleniil az EGF jelenlététdl (16.E
abra). Osszességében elmondhatd, hogy az FVlla-val indukalt CAF-ok nem
okon mas faktorok vagy sejttipusok jelenlétével egyiitt, ezek az eredmények felvetik
annak a lehetdségét, hogy a CD142 csak markere egy specifikus fibroblaszt

populécidnak.

4.4. ATGFp a CD142™%9 fibroblasztok felhalmozdédasat okozza, melyek
kevert myCAF és iCAF tulajdonsagokkal rendelkeznek

A TGFB az egyik legfébb fibroblaszt aktivator molekula CRC-ben [91].
Kutatdcsoportunk korabbi vizsgalatdban bizonyitotta, hogy a TGF megemeli kiilonb6z6
gének expressziojat (ACTA2, FAP, IL11, IL6, HBEGF) CAF-okban és NCF-ekben,
melyek a fibroblaszt aktivacioval kapcsolatban allnak [131]. Ezért teszteltiik, hogy a
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TGFB befolyasolja-e a CD142 expresszidjat, melynek soran el6szor NCF-eket kezeltiink
TGFB-val. Az NCF-ek heterogenitast mutattak CD142-re és TGFB hatasara
megemelkedett a CD142™M%9% populacié aranya (17.A-B abra). Hasonloképpen, TGFf
kezelésre novekedett a CD142M%% sejt populacid aranya CRC beteg-eredetli CAF
sejtkulturakban is (17.A-B abra). Tehat feltételezhetéen a CD142 egy aktivalt fibroblaszt
populaciét jelol CRC-ben.
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17. abra. A CD142M39%  fibroblasztok kevert myCAF és iCAF fenotipussal
rendelkeznek. A) Reprezentativ dramldsi citometrias abrak kezeletlen és TGFf-val kezelt
NCF-ekrdl és CAF-okrol. B) CD142 fluoreszcencia intenzitas (geometriai atlag) aranya
TGFp kezelt és kezeletlen NCF és CAF vonalakbol (CAF: n=11, NCF: n=7). A piros
vizszintes vonal a kiilonbség hianyadt jeloli a két csoport kozt (arany=1). C-D) 4 jelolt
gének RNS szintjének osszehasonlitisa frissen szortolt CD142M9% g CD 4231300 CAF-
okbol (C) és NCF-ekbol (D). Az RNS szintek a GAPDH haztartasi génhez lettek
normalizalva és a normalizalt RNS szintek aranyat abrazoltuk (CAF: n=5-7, NCF: n=3).
E) A CDI142 fehérje szintjének (geometriai atlag) aranya IL1a-val kezelt és kezeletlen
CAF és NCF kulturdk esetében (CAF: n=11, NCF: n=4). Parositott t-proba (B-E)
*p<0,05; ***p<0,005

Mivel az egészséges colonra jellemz6 a CD142+ fibroblasztok jelenléte, melyek

az epitelialis 6ssejteknek formalnak mikrokérnyezetet [104], ez felveti annak a
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lehetdségét, hogy inkdbb myCAF funkcidval rendelkezd fibroblasztokat jelolnek a
CD142M% CAF-ok, mint iCAF-okat. Bar a szortolt CD142™M%%% CAF-ok magasabb
szinten expresszaltak a myCAF-okra jellemzé ACTA2-t és COL1A1-et a CD1423/csony
CAF-okhoz képest, de nem talaltunk kiilonbséget a CTGF expresszidoban, mely szintén
myCAF marker. Tovabba a CD142™M%9% CAF-okban magasabb IL6 RNS szintet mértiink
a CD1423csony CAF-okhoz viszonyitva, viszont a tobbi iCAF marker (IL11, CSF3,
CXCL1) nem mutatott szignifikans eltérést (17.C abra). Ezen eredmények azt tamasztjak
ala, hogy az eltéré6 CD142 expresszio alapjan nem kiilonithetd el sem tisztan myCAF,
sem tisztan iCAF fenotipus. Hasonl6an a CRC beteg-eredetii CAF-okhoz, a CD142M9%
normal colon fibroblasztok csak a magasabb IL6 expresszioban kiilonboztek a
CD1423asony NCF-ekt6] (17.D abra).

Az IL1a az iCAF iranyba vald polarizaciot indukalja PDAC-ben [99]. Erdekes
moddon sem a CAF-0k, sem az NCF-ek esetében nem befolyasolta a CD142 expressziot
az ILlo kezelés (17.E abra). Mindezen eredmények azt jelzik, hogy a CD142M%9%
fibroblasztok kevert myCAF ¢és iCAF tulajdonsdgokkal rendelkeznek, és aktivalt
allapotban vannak. A TGFp tovabba kiszelektalja ezt a populaciot és/vagy a CD14231acsony

fibroblasztokban megemeli a CD142 fehérjeszintet.

45. A CD142™Ma9 fihroblasztok HGF szekrécio révén serkentik a CRC

organoidok osztodasat

Annak érdekében, hogy vizsgéalhassuk a két fibroblaszt populaci6 hatasat a CRC
organoidokon, CD142M39% &5 CD 1423800y NCF-eket szortoltunk és modellként a CRC
organoidokkal kokultiraban tenyésztettiik 6ket. A CD142™%% fibroblasztok megemelték
a CRC organoidok KI67+ osztodo sejtjeinek aranyat, az organoidok atméréjét és az
organoid formalasi hatékonysagot a CD1423%°W fiproblasztokhoz viszonyitva (18.A
abra). Fontos megjegyezni, hogy nem talaltunk kiilonbséget az életképes sejtek
arinyaban a CD142M39% &5 CD14230" NCF és CAF populaciok kozt (18.B abra),
valamint a CD142™M93 g5 CD 142310 CAF-ok nem kiilonboztek a K167+ proliferald
sejtek aranyaban sem (18.C abra). Tehat az eltér6 CDI142 szinttel jellemezhetd
fibroblasztok eltéré mértékben segitik a CRC organoidok osztddasat és koloniaképzési

hatékonysagat.
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18. abra. A CD142™39% fibroblasztok HGF szekrécio révén novelik a CRC sejtek
osztodasi intenzitasdat. A) A CRC organoidok atmérdje, relativ KI67+ organoid sejtek
aranya és relativ organoid kolonidk szama kokultiraban CDI142 szortolt NCF-ekkel
(n=38; négy organoid vonal kétszer tesztelve). Az eredmények értékelése a kokulturak
inditasa utan 7 nappal tortént. A bal panel reprezentativ féenymikroszkopos képeket mutat
(méretarany: 100 um) B) Tripankék életképességi festés szortolt fibroblasztokon (relativ
arany, CAF: n=7, NCF: n=4) és C) KI67 immuncitokémia szortolt CAF-okon a 7. napon
(N=7, reprezentativ konfokalis mikroszkoppal késziilt képek és kvantifikdilas, méretarany:
40 um). D) A jelolt gének RNS szintjének ardnya CD142™9% 65 CD 42380 CAF-ok
kozt (bal panel, n=3-6) és a HGF RNS szintjének aranya CD142 szortolt CAF-ok és NCF-
ek esetén (jobb panel, CAF: n=10, NCF: n=3). Az RNS mennyiségek a GAPDH génhez
lettek normalizalva és a normalizalt RNS szinteket abrazoltuk. A vords vizszintes vonal a
kiilonbség hidanyat jeloli a két populacio kozt (arany=1). E) A HGF fehérje mennyisége
CD142Ma93s g5 CD 4238 fibroblasztok kondicionalt médiumdaban (ELISA; CAF:
n=12, NCF: n=6). F) Relativ HGF RNS szint FVIla kezelt fibroblasztokban. A GAPDH
génhez normalizalt, majd kezeletlen fibroblasztokhoz (voros vizszintes vonal) viszonyitott
adatok (RT-gPCR, n=4). G) Relativ koloniaformdlasi hatékonysdag a jeldlt kezelések
hatasara. A kontroll EGF mentes médium (n=4, négy organoid vonal, reprezentativ
fenymikroszkopos képek és kvantifikacio, méretarany: 100 um). Parositatlan t-proba (A
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bal diagram), pdrositott t-proba (A kézépsd és jobb diagram, B, D, F), Mann-Whitney U-
teszt (C, E), ANOVA (G) n.s.: p>0,05; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005

Ezutan ennek a jelenségnek a hatterében 1évé molekularis mechanizmusra voltunk
kivancsiak. Ezért szamos novekedési faktor és Wnt ligand génjének az RNS szintjét
mértiik, melyek CAF-ok altali szekrécidja ismert (18.D abra). Noha a FVIla nem
befolyasolta a HGF RNS szintjét sem CAF-okban, sem NCF-ekben (18.F abra),
szignifikans kiilonbséget talaltunk a CD142M9% és CD142233° NCF-ek és CAF-ok
HGF génexpresszidjaban (18.D abra), melyet fehérje szinten is igazoltunk (18.E abra).

Végiil a HGF jelentdségét validalva, rekombinans HGF-fel kezeltik az
organoidokat, melynek hatasara nétt az organoid formalasi hatékonysag, szemben az IL6-
tal, mely szintén masik fibroblaszt eredetii molekula (18.G abra). Ezen feliil a HGF-et
antitesttel blokkolva a fibroblaszt-eredetii kondicionalt médiumban (CM) csokkent az
ujonnan kialakult CRC organoidok szama (18.G abra). Tehat kisérleteink alapjan a
CD142™%% fibroblasztok altali nagyobb HGF szekrécio hozzajarul az e két fibroblaszt

populacid kozott megfigyelhetd eltérd tumor inicializacids képességhez.

4.6. Uj kombinaciés terapiak szinergisztikusan hatnak a beteg-eredetii

CRC organoidokon

Mivel a fibroblasztok kritikus jelent6ségii mikrokdrnyezetet biztositanak az éssejt
funkcidju CRC sejtek szamara [94,148], ezeknek a niche sejteknek a terapias célzasa
elényos lehet. Azért, hogy vizsgalhassuk a CD142M49% g5 CD1422¢0 fiproblasztok
valaszat a kiilonb6z6 terapias szerekre, eldszor a CRC organoidokat teszteltik 1j
kombinacios terapiakra. A MEKZ1/2 inhibitor Trametinib (MEKIi) és a HSP90 inhibitor
PU-H71 (HSP90i) kombinacidé korabban hatékonynak bizonyult in vivo egér PDAC
modellben, sulyos mellékhatasok nélkiil [27]. Kivancsiak voltunk e két vegyiiletnek a
hatékonysagara CRC-ben, ezért organoidjainkat MEKi és HSP90i-vel kezeltiik. Az
ERK1/2 (p42/44) és az mTOR utvonalban szerepld riboszomalis S6 fehérje csokkent
foszforilacidjat detektaltuk a kombinacidés kezelés hatasara (19.B abra), mely a
hatéanyagok hatékonysagat jelzi a CRC organoidokban, minthogy a megcélzott
molekulaktol ,,downstream” talalhato fehérjék [27]. Ellentétben a CRC betegek
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kezelésében hasznalt hagyomanyos S-fluorouracil (5FU) és irinotecan (irino)
kemoterapias szerekkel, melyek kombinacioban kisérleteinkben antagonisztikusan
hatottak, a MEKi és HSP90i szinergisztikus (azaz egymas hatasat er6sitd) kombinacioban
viselkedett az 6sszes tesztelt CRC organoid vonalon (19.A abra, 19.C abra, 6. tablazat).

Frissen publikalt kutatasok szerint a bromodomén epigenetikai inhibitor JQ1 és a
BCL-xL inhibitor (BCLi) hatékonyan ¢és szelektiven pusztitia a CRC organoidokat,
szemben az egészséges colon organoidokkal [19,80], ezért kisérleteinkbe bevontuk e két
gatloszert is. Erdekes modon a BCLi szinergisztikusan hatott a JQ1-gyel, MEKi-vel és
HSP90i-vel val6 kombinacioban is (19.D 4abra). Hasonloképpen, a JQ1 is

szinergisztikusan viselkedett az Gsszes inhibitorral valé kombinaciéban (19.D abra és 6.

tablazat).
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19. abra. Kombindcios terdpiak szinergizmusa CRC organoidokon. A) Reprezentativ
fénymikroszkopos képek a CRC organoidokrol a jelolt kezelések jelenlétében. A
kombindcios terapiak IC50 koncentracioban alkalmazva. (méretardany: 100 um). B)
Foszfo-S6 és foszfo-p42/p44 relativ szintie CRC organoid sejtekben MEKi+HSP90i
hatdsara (n=4, négy organoid vonal). C-D) Szinergisztikus vagy antagonisztikus hatds a
jelolt kombinacios terapidk alkalmazasakor (CI: kombindcios index). Szinergizmus:
CI<0,75 (vorés vonal), antagonizmus: CI> 1,25 (kék vonal). Parositott t-proba, **p<0,01
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A CD44 egy agressziv, 0ssejt fenotipussal rendelkez6 CRC tumorsejt populaciot
jelol [45], a lumican (LUM) pedig egy mezenchimalis marker, mely magas szinten
expresszalodik CRC-ben kollagén felhalmozdodas és az EMT soran [149]. Meglep6
moédon a CD44+ organoid sejtek nagy szazaléka pozitivitast mutatott LUM-ra is (20.A
abra), mely feltételezhetéen egy plasztikus sejtallapotot jelez EMT-ben [150].
kezeltiik (6. tablazat), ahol a sejteknek csak egy része ¢l tul, ezzel biztositva a mintak
Osszehasonlithatosagat (20.B abra). Egyik kezelés sem befolyasolta a CRC organoidok
LUM fehérje expresszio intenzitasat (20.C abra), viszont meglepé modon a JQ1 hatasara
a CD44 szintje megnétt (20.C abra). Tehat a JQI1 kezelés az agressziv CD44Ma9%

fenotipus iranyaba val6 eltolodast eredményezi a tulélo CRC sejtekben.
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20. abra. A CD44™M39% goressziv tumorsejt populdcio feldusul JQ1 hatdsdra. A) A CD44
és a LUM szintje CRC organoid sejtekben (aramlasi citometria). A piros szamok a dupla
pozitiv sejtek szdazalékat jelzik a négy organoid vonalban (n=4). B) Immuncitokémia a
Jjelolt fehérjékre (konfokalis mikroszkopia, méretardany 20 um). Az organoidokat az egyes
sejtek CD44 és LUM szintjére. Reprezentativ aramlasi citometridas abra (bal panel) és a
geometriai atlag kvantitativ elemzése (jobb panel, n=4-8). Parositott t-proba, *p<0,05
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4.7. A HSP90i hatasara csokken a CD142™M9% fibroblasztok aranya

Miutan a CRC organoidok kemoszenzitivitdsit meghataroztuk az egyes
hatéanyagokra, a fibroblasztok érzékenységét is vizsgaltuk. A fibroblasztok (CAF és
NCF) életképesek voltak Matrigelben az altalunk hasznalt tenyésztési koriilmények
kozott (21.B abra). A normal colon fibroblasztok nagyobb rezisztenciat mutattak a
MEKi, MEKi+HSPi, MEKi+BCLi, HSP90i+JQ1 kezelésekkel szemben, viszont joval
érzékenyebbek voltak a BCLi, JQ1 és BCLi+JQ1-re a CRC organoidokhoz viszonyitva
(21.A-B abra, 6. tablazat). Figyelemre mélto, hogy a MEKi-nak még nagy d6zisban sem
volt teljes a hatasa sem NCF-ek, sem pedig CAF-ok esetében (21.C abra).
Eredményeinket CAF-okon is megerdsitettiik az egyszeres kezelésekre (21.B abra, 21.D
abra, 6. tablazat).
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21. abra. A HSPY90i csokkenti a CD142™%% fibroblasztok ardnydt. A) A CRC
organoidok és NCF-ek relativ IC50 értékei a hasznalt vegyiiletekre. Mindegyik kezelés
esetén az organoidok atlag IC50 értékét vettiik egynek az dsszehasonlitashoz (CRC
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organoid: n=4, NCF: n=3). B) Az NCF-ek és CAF-ok életképessége 3D Matrigel
kulturaban és a jelzett hatéanyagok IC50 koncentrdcioju jelenlétében (reprezentativ
fénymikroszkopos képek, méretarany. 20 um). C) NCF-ek és CAF-ok életképességi gorbéi
novekvé koncentracioju BCLi-re és MEKi-re. D) A CRC organoidok (n=4) és CAF-ok
(n=4) relativ IC50 értékei a jelzett inhibitorokra. E) Relativ CDI142 mennyiség és a
CD142M39% NCF-ek relativ szdzalékos ardanya (aramlasi citometria, n=4) a kezeletlen
(voros vonal) sejtekhez viszonyitva. Parositatlan t-proba (A, D), parositott t-proba (E)
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005

crer

CD142™M%% fibroblaszt populacié méretének csokkenését tapasztaltuk a HSP9O0i-re,
viszont sem a BCLi, sem a JQ1, sem pedig a MEKI hatasara nem detektaltunk valtozast
a CD142 szintjében (21.E abra). Osszességében elmondhato, hogy a JQ1 kiszelektalja a
CD44™9%/LUM+ CRC sejtpopulaciot és a MEKi nem hatékony a fibroblasztokon, mint
fontos tumor niche sejteken. Mivel a CRC organoidok ¢és fibroblasztok érzékenyek a
BCLi-re és a HSP90i negativan szelektalja a tumorprogressziot tamogatdo CD142M%9%
fibroblasztokat, ez a szinergisztikus kombinacio hatékonyan pusztithatja a tumorsejteket

és stromalis fibroblasztokat is CRC-ben.
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22. abra. A HSP90i+BCLi kombindcio kokulturakban is szinergisztikusan hat. A)
Immuncitokéemia NCF ¢és CRC organoid kokulturarol (konfokalis mikroszkop,
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méretarany: 40 um). B) Reprezentativ fénymikroszkopos képek kokulturdakrol (NCF és

e 7.

Eletképességi gorbe kokultirdkbol HSP90i-re, BCLi-re és kombindcidjukra. D) A
HSP90i+BCLi szinergisztikus hatasa NCF és CRC organoid kokulturakban (CI:
kombindacios index, szinergizmus: CI<0,75).

Annak bizonyitasara, hogy a fibroblasztok és a CRC sejtek kolcsonhatdsa nem
befolyasolja a HSP90i+BCLi kombinacio hatékonysagat, NCF és CRC organoid
kokultarakat hoztunk létre (22.A-B abra). A kombinacidos kezelés jelentésen
csOkkentette a sejtek €letképességét a HSP90i és BCLi szimpla kezelésekhez viszonyitva
(22.B-C abra) és erds szinergizmust figyeltink meg a HSP90i és BCLi kozt
kokultarakban is (22.D abra). Ezen eredményeink tehat tovabb erdsitik, hogy a
HSP90i+BCLi kombinacioé hatékonyan célozhatja a CRC tumorsejteket és a stromalis
fibroblasztokat is.

6. tablazat. 4 kisérletekben hasznalt hatoanyagok IC50 értékei a CRC organoidokra,
CAF-okra és NCF-ekre

Vegyiiletek
(M) Orgl | Org2 | Org3 | Org4 | CAF1 | CAF2 | CAF3 | CAF4 NCF
MEKi 19 18 14 28 193 188 151 127 | 309 | 397 | 273
HSP90i 306 | 349 | 402 | 302 53 225 132 119 | 380 | 503 | 326
JQ1 669 | 1196 | 1824 | 2050 | 134 202 146 131 | 203 | 130 | 227
BCLi 1336 | 2565 | 738 | 1344 | 451 689 358 328 | 237 | 128 | 368
Vegyiiletek (nM) | Orgl Org2 | Org3 | Org4 NCF
MEKIi+JQ1 131 274 180 100 305 | 255 | 237
MEKIi+BCLi 36 70 71 140 860 | 571 | 832
HSP90i+JQ1 196 691 194 770 | 1271 | 1372 | 1364
HSP90i+BCLi 54 280 68 793 356 | 453 | 417
MEKIi+HSP90i 33 72 71 104 258 | 253 | 218
JQ1+BCLi 193 138 72 257 35 36 31
5FU 18073 | 23603 | 47720 | 36287 - - -
Irinotecan 649 486 554 1025 - - -
5FU+Irinotecan | 104340 | 102170 | 79700 | 152560 - - -
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5. Megbeszélés

5.1. A Wnt mikroniche vizsgalata PDAC-ben

A legtobb organoid fenntartasahoz nélkiilozhetetlenek az endogén médon termelt
vagy az exogén modon a tenyészté folyadékhoz hozzaadott Wnt fehérjék [151]. igy a
Wnt utvonal nem csak a morfogenezisben és a sejttipusok differencialodasaban fontos,
hanem a tumor mikroniche, mikrokérnyezet kialakitasahoz is elengedhetetlen.
Vizsgalatainkban eldszor a PDAC-re koncentraltunk, mely egy rendkiviil rossz taléléssel
jellemezhet6 tumortipus.

Bizonyitottuk, hogy szemben mas daganat- és szovettipusokkal [146,147],
PDAC-ben a Wnt jelatvitel gatlasa nem eredményez EV kibocsatas csokkenést, valamint
sem az osztddo, sem az apoptotikus sejtek aranya nem valtozott, noha a Wnt célgének
expresszidja csokkent (23. abra). Ez felveti annak a lehetdségét, hogy a Wnt ttvonal
aktivacidja indirekt modon, a sejtosztodas altal indukalja az EV kibocsatast. Ezzel
megegyezben a fokozott sejtosztodas jellemzé a tumorokban, melyek altalanosan tobb
EV-t is termelnek, mint az egészséges szovetek. Tovabba az emelkedett EV szekrécid
magyarazhat6 a fokozott MVB-plazmamembran fuzidval [120].

Egy vizsgalatban genetikailag moédositott TP53 ¢s CDKN2A mutdns PDAC
organoidok Wnt hianyaban is képesek voltak tulélni és osztodni. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy ezek a genetikai eltérések segiteneck a PDAC tumorsejteknek
elkeriilni a Wnt megvonasbol eredd szeneszcenciat és apoptozist [64]. Ezzel 6sszhangban
az altalunk alapitott Wnt-fiiggetlen PDAC organoidok is mind TP53 mutaciot hordoznak.
Erdekes médon TP53 mutans tiidé adenokarcindma organoidok nem egységesen
tartalmaznak PORCN+ Wnt szekretalo sejteket, és a Wnt szekrécid/aktivitas gatldsa
sejtosztodas és EV kibocsatas csokkenéshez vezetett [147]. Noha mindkét tumor
organoid modell TP53 mutaciét hordoz, a két tumortipus mutacios profilja csak részben
fed at [63,152]. Ezért feltételezziik, hogy a PDAC organoidok olyan mutaciokkal is
rendelkeznek, ami miatt a Wnt aktivitds és a sejtproliferaci6 nem kapcsolt az EV

kibocsatassal.
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23. abra. A Wnt aktivitds nincs kapcsolatban a sejtosztodassal és az EV kibocsatassal
PDAC organoidokban.

5.2. A fibroblaszt heterogenitas vizsgalata CRC-ben

Tovabbi kisérleteinkben az egyik leggyakoribb, ezért egészségiigyi szempontbodl
kiemelkedé tumorral, a CRC-vel foglalkoztunk. Beteg eredetli organoid és stromalis
fibroblaszt kokultardk alkalmazasaval egy daganatot tamogatd fibroblaszt populaciot
azonositottunk CRC-ben, mely magas CD142 expresszioval rendelkezik. Bizonyitottuk,
hogy ennek a jelenségnek a hatterében a CD 1423850 ¢ CD142M493 CAF-ok eltérd HGF
szekrécioja all és a nagyobb HGF mennyiség megemeli az osztddo sejtek aranyat CRC
organoidokban. Igazoltuk tovabba, hogy a bromodomén epigenetikai inhibitor JQI
kiszelektalja a CD44™9%/LUM+ CRC sejt populaciot, a HSP90 inhibitor hatasara pedig
csokken a CD142™M%9 fibroblasztok aranya. Minthogy az organoidok és fibroblasztok is
érzékenyek a BCL-xL inhibitorra, a BCLi+HSP90i szinergisztikus kombinacid hatékony
lehet CRC-ben. Ezért in vivo modellben érdemes lenne vizsgalataink ellenérzése és
eredményeink remélhetdleg tovabbi preklinikai kutatdsok alapjat képezhetik.

Gyulladassal jaré betegségekben a CD142 expresszidja megemelkedhet szdmos
citokin, példaul interferon-y (IFNy), tumor nekrézis faktor-o (TNFa), IL6, IL1J, I1L33
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hatasara kiilonb6zd sejttipusokban [153-157]. A mi rendszeriinkben a TGFf, mint {6
fibroblaszt aktivalo faktor megemelte a fibroblasztok CD142 expresszidjat, mely
jelenséget human tiid6 fibroblasztokban is megfigyeltek mar [158]. Fontos megjegyezni,
hogy CRC-ben a fokozott TGFp jelatvitel rossz prognézissal és fokozott metasztatikus
potenciallal tarsul [159-161]. Tovabba CD142™¥9% emlé adipocita progenitor sejtek
nagyfoku miofibroblaszt iranyba vald differencialodasi kapacitassal birnak TGFf
jelenlétében [162]. Ugyanakkor az ILla, mely PDAC-ben az iCAF iranyba valo
eltolodast eredményezi [99], nem befolyasolta a CRC fibroblasztok CD142 szintjét.

A CD142 3alland6 expressziot mutat a szubendotelidlis szovetekben és az
adventitidban, ahol hemosztatikus rétegként, a véralvadasban jatszik szerepet a
véralvadasi kaszkad tagjaként. Normal embrionalis tiid6 fibroblasztokban a CD142 FVlla
altali aktivacioja a CCN1 matrixfehérje fokozott expressziojat valtotta ki. A CCN1 az
endotél sejtek avp3-integrinjeinek ligandjaként szolgal, mely integrin adhézios
receptorként miikodik, valamint szamos sejtes folyamatot szabalyoz, mint sejtadhézio,
migracié és metasztazis képzés [163]. A CD142-FVIla jelatvitel PDGF-en (vérlemezke
eredetli novekedési faktor) keresztiil fokozza a sejtmigraciot egészséges dermalis
fibroblasztokban [164]. A CD142-FVIla altal stimulalt proteaz aktivalt receptorok (PAR)
képesek kiilonboz6 tirozin-kinaz receptorokat is aktivalni, példaul az EGF-receptort
keratinocitakban, = PDGF-receptorf-t  monocitdkban, endotél  sejtekben  ¢és
fibroblasztokban, valamint az IGF1-receptort emlétumor sejtekben [165-167]. Ezek
ellenére, amikor fibroblasztjainkat FVIla-val kezeltilk, nem taldltunk hatést
kisérleteinkben. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a CD142 csak markerként szolgal egy
CRC fibroblaszt populacié esetében. Mindemellett nem zarhaté ki, hogy a CD142
aktivacioja a CRC CAF-okon valamely mas faktor jelenlétével egyiitt nyilvanul csak
meg, illetve a teljes in vivo tumor mikrokornyezet sziikséges hozza.

Korabbi tanulmanyok bizonyitottak, hogy a CAF-ok kiilonb6z0, az EGF csaladba
tartozd molekulak forrasai, és koziiliik némely EV-ken keresztiil szallitodik a tumor
mikrokdrnyezetben [108,168]. Noha az EGF csalad tagjainak expresszidjaban nem
talaltunk kiilonbséget a CD142320W &5 CD142M3% fibroblaszt populaciok kozott, a
CD142™M¥9% CAF-ok tobb HGF-et termeltek, mely kozponti jelentdségli az organoidok
osztodasahoz. Eredményeinkkel parhuzamban, a CAF-ok feldisuldsa rossz progndzist

eredményez CRC-ben, és a CAF-ok altal szekretalt molekulak, mint példaul a HGF,
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niche-t biztositanak az agressziv, dssejt fenotipussal rendelkezé tumorsejteknek [94]. A
HGF/c-Met, mely a HGF receptora, szamos olyan jelatviteli utat aktival (RAS, PI3K vagy
Whnt/B-katenin), melyek a tumorsejtek osztodasat serkentik [169]. Mindemellett a CAF-
eredetit HGF szamos tumortipusban pozitiv serkent6je a tumor progresszionak [170—
172], melyek alatamasztjak az eltér6 HGF szekrécié fontossagat a tumor-stroma
kommunikécioban.

A sejtes plaszticitas a human daganatok kozponti tulajdonsaga [150]. Az
organoidok az epitelialis tumorok egyik jelenlegi legjobb in vitro modelljének
tekintheték. Ugyanakkor egy friss publikacioé az in vivo szdvetek szélesebb spektrumu
sejtes plaszticitasarol szamolt be az organoidokkal 6sszehasonlitva [173]. Erdekes modon
egy CD44+/LUM+ sejtpopulaciot figyeltiink meg CRC organoidokban, mely populacid
egy agressziv, koztes EMT allapotot képviselhet [174], és ennck a sejtpopulacionak a
részletesebb jellemzésére vilagitja ra a figyelmet.

A MEKIi és HSP90i egy szinergisztikus kombinécios célzott terapianak bizonyult
PDAC egér modellben és sulyos toxicitas sem volt megfigyelhet6 [27]. Kisérleteinkben
bizonyitottuk in vitro, hogy CRC-ben is hasonléan hatékony lehet. Ramesh ¢és
munkatarsai bizonyitottak, hogy az egészséges colon epitél sejtek a BCL-2 anti-
apoptotikus fehérjétol fiiggenek, a tumorigenezis soran azonban mar az adendéma
stadiumtol kezdve inkabb a BCL-xL anti-apoptotikus fehérje szerepe valik fontossa.
Ezért a BCL-xL gatlasa potencialis terapias stratégia lehet CRC-ben [19]. Mindemellett
az epigenetikai inhibitor JQ1 joval hatékonyabbnak bizonyult CRC organoidokon, mint
egészséges colon epitelidlis organoidokon [80]. Erdekes modon a JQI és HSP90i
kombinaciot sikeresen alkalmaztak in vitro akut mieloid leukémiaban [175]. Noha a
MEK:i és JQ1-et mar hasznaltak kombinacioban beteg eredetit CRC organoidokon [176],
tudomasunk szerint mi vagyunk az elsok, akik igazoltuk, hogy a vizsgalt vegyiiletek
hatékonyak kombinacioban és szinergisztikusak CRC organoid rendszerben. Minthogy i)
aJQI kiszelektalja a CD44™9%/LUM+ CRC sejtpopulaciot, ii) a MEKi kevéssé hatékony
a fibroblasztokon, iii) a CRC organoidok és fibroblasztok is érzékenyek a BCLi-re,
valamint iv) a HSP90i negativan szelektalja a tumorprogressziot segitd CD142Ma9%
fibroblasztokat, a szinergisztikus BCLi+HSP90i hatékony kombinacio lehet mind a
tumorsejtekre, mind pedig a fibroblasztokra CRC-ben (24. abra). Ezért tovabbi in vivo
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preklinikai vizsgalatokra alkalmasnak tartjuk a vizsgalt vegyiileteket/kombinaciokat, és

reményeink szerint eredményeink tovabbi kutatasok alapjat képezhetik.

Tumor-asszocialt
fibroblasztok (CAF)

2 CD142m9% CAF
‘ CRC

organoidok

BCLi + HSPQOI

CRC
organoidok

24. abra. A BCLi+HSP90i hatékony kombindacios terapia lehet, mely a CRC sejteket és a
tumorigenezist serkenté CD142™9% CAF-okat is célozza.
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6. Kovetkeztetések

A tumor mikrokdrnyezet kozponti szerepet jatszik a tumorsejtek kozotti
heterogenitas kialakitasaban, igy példaul az 6ssejt fenotipussal jellemezheté tumorsejt-
populacié fennmaradasaban is. Igy kivanatos lenne mind a tumorsejtek, mind a
mikrokornyezet komponenseinek a terdpids célzasa, melyhez a mikrokdrnyezet
megértése nélkiilozhetetlen. Vizsgalatainkban ezért két fontos tumortipus, a PDAC és a
CRC mikrokornyezetének kiillonb6zo elemeit tanulmanyoztuk.

Munkdm soran a Wnt mikroniche szerepérdl kaptunk pontosabb képet PDAC-
ben. Noha colon adenémaban és tiidé adenokarcinomaban a Wnt szekrécio intenzitasa
kapcsolatban all a proliferalod sejtek aranyaval és az EV kibocsatas mértékével, ilyen
kapcsolat nem figyelhet6 meg PDAC-ben annak ellenére, hogy a Wnt célgének
expresszidja csokkent a Wnt szekrécid gatlasanak hatasara.

A CRC fibroblasztokon a CD142-t vizsgaltuk, melyet egészséges és gyulladasos
colon stromajabol irtak le. A CRC fibroblasztok nagymértékii heterogenitast mutattak
CD142-re, és a TGFB kezelés novelte a CAF-0k CD142 expresszidjat. A CD142-t
magasan expressszalo fibroblasztok kevert iCAF és myCAF fenotipust mutattak,
fokoztak a CRC organoidok osztodasat és az 0j organoidok kialakuldsat a CD142-t
alacsonyan expresszalo fibroblasztokhoz viszonyitva. Ennek a jelenségnek a hatterében
a CD142™M fibroblasztok magasabb HGF szekrécioja all.

A MEK inhibitor trametinib-re a CRC fibroblasztok magas fokt rezisztenciat
mutattak, viszont a BCL-xL inhibitorra a fibroblasztok és a CRC organoidok is
érzékenyek voltak. Tovabba a HSP90 inhibitor hatasara csokkent a tumorprogressziot
segité CD142™¥9 fibroblasztok aranya, az epigenetikai inhibitor JQ1 pedig kiszelektalta
az agressziv fenotipussal jellemezhet6 CD44™9%/LUM+ CRC organoid sejtpopulaciot.
Mindemellett az 0Osszes vizsgalt kombinacié szinergisztikusan hatott a CRC
organoidokon, azaz a kombinacids hatasa két hatdanyagnak nagyobb, mint kiilon-kiilon
hatasaiknak az Osszege. Ezért a BCLi+HSP90i potencialis kombinacios terapia lehet

CRC-ben, minthogy hatékonyan pusztitja a tumorsejteket és a fibroblasztokat is.
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7. Osszefoglalas

A tumor mikrokornyezetben jatszodo folyamatok, illetve a stroma egyes
komponensei, sejtjei nagyban befolyasoljak a daganatos betegségek progresszidjat és
prognozisat. Az extracellularis vezikuldk (EV) a sejtek kozti kommunikacid egyik
modjanak tekinthetok, mivel biologiailag fontos molekulakat képesek szallitani. A
stromat nagyrészt tumor asszocialt fibroblasztok (CAF) teszik ki, melyek niche-t
biztositanak a tumorprogressziohoz kiilonboz6 szekretalt faktorok révén, ezért terapias
célzasuk elonyds lehet. A beteg eredetli organoidok megtartjdk a kiinduldsi szovet
genetikai és sejtes jellemz6it és heterogenitasat, ezért a human tumorok egyik legjobb in
vitro vizsgalati eszkozének tekinthetok, s6t a tumor mikrokornyezet modellezésére is
alkalmasak.

Munkam soran két magas mortalitasii tumortipusra fokuszaltam. A pancreas
duktalis adenokarcindma (PDAC) Wnt mikroniche és EV kibocsatas kozti kapcsolatot
vizsgaltam, colorectalis karcinomaban (CRC) pedig a fibroblaszt heterogenitas szerepét
a tumorigenezisben.

PDAC-ben a Wnt aktivitas nincs kapcsolatban a sejtproliferacioval és az EV
Kibocsatassal, ellenben mas tumortipusokkal, mely az EV szekrécio eltérd
mechanizmusara enged kovetkeztetni kiilonb6z6 daganatokban. Ezen ismeretek fontosak
lehetnek az EV-alapu diagnosztikai eljarasok fejlesztéséhez.

A CRC fibroblasztok heterogének CD142-re, és a CD142™M% fibroblasztok
novelték a CRC organoidok osztodasat és organoid formalasi hatékonysagat, melynek
hatterében a megemelkedett HGF szekrécié all a CD1423%%¢°" CAF-okhoz viszonyitva.

Az epigenetikai inhibitor JQI pozitivan szelektalja az agressziv fenotipusu
CD44M9[ UM+ CRC sejteket, a MEK inhibitor nem pusztitia hatékonyan a
fibroblasztokat, a HSP90 inhibitor viszont csdkkenti a tumor progressziot segitd
CD142™%* CAF-ok aranyat, valamint a BCL-XL inhibitorra érzékenyek a fibroblasztok
¢s CRC tumorsejtek egyarant. Ezért a BCLi+HSP901 kombinacios szinergisztikus terapia
potencialisan fontos lehet CRC betegek szamara, s tovabbi in vivo preklinikai

vizsgélatokra érdemes.
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7.1. Summary

Complex processes and cells of the tumor microenvironment are critical in the
progression and the prognosis of cancers. Extracellular vesicles (EV) are a special way
of intercellular communication since they carry biologically active molecules. Cancer
associated fibroblasts (CAF) are the most abundant cells in the tumor stroma and they
provide a niche for tumor progression by secreted factors, thus, therapeutic targeting of
CAFs may be beneficial. Patient-derived organoids maintain genetic and cellular
heterogeneity of tissues, therefore, they are one of the best in vitro models of cancers,
moreover, organoids are appropriate for investigating tumor microenvironment.

In my work, | focused on two cancer types with high mortality. | studied the
relationship between the Wnt microniche and EV release in pancreatic ductal
adenocarcinoma (PDAC). Furthermore, | focused on the role of fibroblast heterogeneity
in the tumorigenesis of colorectal cancer (CRC).

We found that Wnt activity is uncoupled from cell proliferation and EV release in
PDAC, in contrast to CRC and lung adenocarcinoma. These results suggest distinct
mechanisms of EV secretion in various cancers and it may be important in developing
EV-based diagnostic tools.

CRC fibroblasts showed heterogeneity for CD142. CD142"" fibroblasts
increased the proliferation intensity of CRC organoids, and also the organoid forming
efficiency compared to CD142'°" fibroblasts. We observed a higher HGF secretion from
CD142"9" fibroblasts, which provide the molecular mechanism of this phenomenon.

The epigenetic inhibitor JQ1 enriched for the CD44"9"/_UM+ CRC organoid cells
known to have a more aggressive phenotype. CAFs were resistant to the MEK inhibitor,
however, the HSP90 inhibitor decreased the percentage of CD142"9" cells in fibroblast
cultures. In addition, both CRC organoids and CAFs were sensitive to BCL-XL inhibitor.
Thus, the BCLi+HSP90i synergistic combination may be effective to target both tumor
promoting CAFs and CRC cells. Based on these findings, we suggest them for further in

vivo preclinical trials.
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