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1. Bevezetés
A Wnt jelatviteli Gitvonal

A Wnt jelatviteli utvonal egy evolucidsan igen konzervalt szignal
transzdukcios ut a gerinces ¢€l6lényekben. Szamos fejléddési folyamatban
szerepet jatszik: a sejtek polaritdsanak kialakitasaban, a sejtek
differencialodasaban, a sejtosztodasban és migracioban, valamint a szoveti
regeneracioban. Ugyanakkor a karcinogenezisben is fontos Szerepe van a
Wnat jelatvitelnek és mikroniche-nek tobb tumortipus esetén is. Hirom Wnt
szignalizaciés tUtvonal létezik: a kanonikus Wnt/B-katenin t, a nem
kanonikus planaris sejtpolaritas ut és a nem kanonikus Wnt/kalcium utvonal.
Onkogenezisben a kanonikus Wnt/B-katenin utvonal a leggyakrabban
érintett: a mutaciok altal aktivalt szignalizacids utvonal kiilsé Wnt ligandok
nélkdl is fenntartja a tumorsejtek osztodasat, dssejt fenotipusat.

A Wnt ligandok 40 kDa-os, ciszteinben gazdag fehérjék.
Szekréciojukhoz 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  valdé  kapcsoldodashoz, valamint a hidroféb karakter
kialakitasahoz, ugyanis a Wnt fehérjék szekrécios vezikuldkon, illetve
exoszomakon utaznak a célsejtig. E membran partikulumokhoz valo
kapcsolodast szabalyozzak a Wls (Wntless/Evi) fehérjék az altal, hogy a
palmitoilalt formajat a Wnt-eknek képesek kotni.

A BCL-2 apoptotikus titvonal jelentésége tumorokban

Az apoptozis, avagy programozott sejthalal nélkiilozhetetlen
bioldgiai folyamat a szovetek homeosztazisahoz. Két apoptotikus utvonal
ismert: a kiils6, halal ligandok &ltal indukalt és a belsd, mitokondrialis
utvonal. Ezt a bels6 utvonalat szabalyozzak a mitokondriumokban a BCL-2
fehérjecsalad anti-apoptotikus és pro-apoptotikus tagjai. A kiilonb6zo
apoptotikus jelek hatasara komplexet képeznek a mitokondrium kiilsé
membranjan, aminek kovetkeztében a citokrom-c kikeriil a citoplazméba. Ez
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a folyamat, az apoptoszoma, mas néven kaszpaz aktivalo komplex
kialakulasat serkenti, mely a kaszpaz kaszkadot inditja be.

A BCL-2 anti-apoptotikus fehérje tulzott expresszidja figyelhetd
meg szamos daganatban, mely altal csokken a tumorsejtek apoptozisa, sot a
tumorellenes szerekkel szemben is joval ellenallobbak lesznek. Az anti-
apoptotikus BCL-2 homologjai a BCL-xL, MCL-1, BCL-W és BCL-B. Tehat
a BCL-2 fehérjecsalad bizonyos tagjainak célzott terapiaja tobb tumor tipus
esetén is lehetséges, illetve vizsgalat alatt all.

A RAS jelatviteli 1t jelentésége tumorokban

Szamos jelatviteli ut szabalyozza a sejtek osztodasat, tulélését és
apoptozisat. Egyik ilyen a TKR (tirozin-kinaz receptor) — RAS jelatviteli ut,
melynek komponensei pancreas duktalis adenokarcinomaban (PDAC) és
colorectalis karcinomaban (CRC) is gyakran mutacioval rendelkeznek. A
HSP90 (hdsokk fehérje 90) dajkafehérje a RAS utvonal valamennyi tagjat és
a TKR-okat is stabilizalja, k6lcsonhat veliik. Ezért a HSP9O0 szelektiv gatlasa
potencialis tumorellenes terapiaként

Az organoid technolégia

A tumorok nagymértékii genetikai €s sejtes heterogenitast mutatnak
az egyes betegek kdzt és az adott betegen beliil is. Ennek a modellezésére az
organoid technolégia a jelenleg elérhetd legjobb modszer. Mivel az epitelialis
organoidok jol reprezentaljak az egyes betegek daganatainak tulajdonsagait
és  heterogenitasat,  igéretes  eszkdzei a  személyre  szabott
gyogyszertesztelésnek és a gyogyszerkutatasnak is.

A pancreas duktalis adenokarcinéma

Noha a hasnyalmirigyrak csupan a tizenkettedik leggyakoribb
daganattipus, a betegek atlagos 5-éves talélési rataja mindossze 10% koriili,
mely a legrosszabb az Osszes tumor tipust tekintve, s igy a hetedik
leggyakoribb oka a rosszindulata elvaltozasbol szarmazo halalozasoknak.

Erdekesméd, a Wnt/p-katenin jelatviteli ttvonal elemei (pl. APC,
AXIN2) elenyész6 esetben hordoznak mutaciot PDAC-ben. Ennek ellenére
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megfigyelték, hogy a PDAC tumorigenezise soran fiiggetlenedik a kiilsé Wnt
ligandoktol, melyek nélkiilozhetetlenek az egészséges hasnyalmirigy
miikddéséhez, valamint a PDAC korai stddiumaiban. Ezek a Wnt fehérjék
szarmazhatnak a mezenchimalis stromadlis sejtekbdl, de az epitél tumorsejtek
is képesek autokrin médon Wnt ligandokat szekretalni maguk szamara.

A colorectalis karcinoma

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

Egy 14j CRC besorolasi rendszer a daganat molekularis profiljara,
génexpresszios mintazatara épiil, mely a CMS (consensus molecular
subtypes) klasszifikacio €s eszerint négy csoport kiilonitheté el. A CMS4 a
mezenchimalis altipus, mely a legagresszivebb CRC altipusnak tekinthetd.
Az ebbe a csoportba tartozo betegeknek a legalacsonyabb az atlagos ttlélési
valosziniisége. Ennek hatterében tobbek kozott a jelentds stromalis infiltracio
(pl. fibroblasztok) és a nagyfoku epitelialis-mezenchimalis atmenet (EMT)
all. CMS4-re jellemz6 az emelkedett TGFp szignalizacio, az extracellularis
matrix atalakitas és az angiogenezis.

A tumormikrokoérnyezet

A tumor mikrokdrnyezet (TME), avagy tumor mikroniche magaban
foglalja mindazon komponenseket a daganatban, melyek nem daganatos
sejtek. Ez egy igen komplex része a tumoroknak, ide tartoznak a stromalis
sejtek (pl. fibroblasztok, endotél sejtek, immunsejtek), az extracellularis
matrix (ECM) alkotoéelemei (pl. laminin, kollagén) és az itt talalhato
kiilonbozé molekulak, ndvekedési faktorok (pl. Wnt, EGF) és szubcellularis
komponensek (pl. extracellularis vezikulak)

A tumor asszocialt fibroblasztok
A tumor asszocialt fibroblasztok (CAF) nem egységes sejtféleségek,

szamos CAF alpopulaciot azonositottak mar kiilonb6z6 daganatokban.
PDAC-ben két csoport figyelhetd meg: az aSMA-t magasan expresszalo,
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elsésorban ECM komponenseket termelé myofibroblaszt-szerti CAF-ok
(myCAF) és a gyulladasos citokineket szekretald inflammatorikus CAF-ok
(iCAF).

Egy-sejt RNS szekvenalassal négy fibroblaszt populaciot tudtak
elkiiloniteni normal bél szovetben. Az S2 fibroblaszt populécié a bél epitél
kriptainak kozelében talalhatok: elsésorban Wnt ligandokat ¢s CD142-t
(szoveti faktor) expresszalnak jelentés mértékben. F6 funkciojuk az epitél
Ossejt niche fenntartasa. Gyulladasos bélbetegségben e négy fibroblaszt
alpopulacio aranya megvaltozott, s a podoplanint (PDPN), gyulladasos
citokineket termeld S4 populacié aranya nétt meg. Ugyanakkor ezeknek a
stromalis fibroblaszt populacioknak a jelenléte CRC szovetben még nem
ismert. Minthogy az S2 fibroblaszt populacidé egészséges szovetre, az S4
gyulladasos szovetre jellemz0, ez felveti a kérdést, hogy megfeleltethetoek-e
a myCAF ¢és iCAF fibroblaszt szubpopulacioknak.

Az extracellularis vezikulak

Az extracellularis vezikulak (EV-k) foszfolipid kettds membrannal
hatarolt partikulumok, melyek az intercellularis kommunikacio egyik
moddjanak tekinthet6k, igy a tumor-stroma koézti kommunikacioban is
jelentések. Szamos biologiailag fontos molekulat (pl. RNS-ek, fehérjék)
képesek szallitani védett modon, ugyanakkor a felsziniikon is képesek
kiilonb6z6 molekulakat hordozni.



2. Célkitiizések

PhD munkdm soran két, népegészségiigyileg kiemelkedd

jelentdséggel rendelkezd tumortipusra, a CRC-re és a PDAC-ra fokuszaltam,
és kiillonb6zo tumor mikrokdrnyezeti tényezOk funkcionalis jelentdségét
vizsgéltam a tumorprogresszioban beteg eredetli organoid modellekkel.

Ehhez az alabbi célokat tiiztem ki:

1.

Kutatocsoportunk  korabbi eredményei alapjan colorectalis
adenémaban és tiid6 adenokarcinomaban a Wnt mikroniche-t
kialakitd, Wnt szekretalo sejtek aranya kapcsolatban all az EV
kibocsatas intenzitasaval, valamint a proliferdld sejtek szamaval.
Arra kerestik a valaszt, hogy ez a jelenség PDAC-ben is
megfigyelheto-e.

Egy tanulmany négy stromalis fibroblaszt populaciot 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 kiilonbozo
fibroblasztok hogyan befolyasoljak a tumorigenezist, illetve ennek
mi lehet a molekularis mechanizmusa.

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

Emellett a hasznalt kombinacios terapias szerek kolcsonhatasat is
elemeztiik a beteg eredetii CRC organoidokon és fibroblasztokon.



3. Médszerek
A Kkisérletekhez sziikséges engedélyek

A  humén eredeti mutéti szovetmintdk felhasznalasa az
Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag
(ETT-TUKEB) engedélyével (No 52614-4/2013/EKU, 580-5/2021/EUIG,
51323-4/2015/EKU) és a betegek irasos hozzajarulasaval tortént.

Human PDAC organoid kultiurak

A PDAC organoidokat novekedési faktor csokkentett, fenolvoros
mentes Matrigel cseppekben tenyésztettiik teljes PDAC organoid
médiumban. A teljes PDAC organoid médium az alabbiakat tartalmazta:
DMEM/F12 médiumban 2% antibiotikum/antimikotikum mix, B27 és N2
kiegészit6, gastrin (10 nM), HEPES (10 mM), 1% glutamin, N-acetil-cisztein
(1 mM), human R-Spondinl (500 ng/ml), A83-01 (0,5 uM), Rho kinaz
inhibitor Y-27632 (10 uM).

Human CRC organoid kultarak

A CRC organoidokat novekedési faktor csokkentett, fenolvoros
mentes Matrigelben tenyésztettiik teljes CRC organoid médiumban. A teljes
CRC organoid médium az aldbbiakat tartalmazta: DMEM/F12 médiumban
1% antibiotikum/antimikotikum mix, 1% penicillin/streptomycin, B27
kiegészit6, HEPES (10 mM), 1% glutamin, N-acetil-cisztein (1 mM),
nikotinamid (10 mM), A83-01 (0,5 uM), SB202190-monohydrochloride (10
puM), EGF (50 ng/ml), Rho kinaz inhibitor Y-27632 (10 pM).

Human PDAC fibroblaszt kulturak

A PDAC organoidok ndvesztése soran a tenyésztéedény aljara
vandorolt stromalis sejteket a 3D PDAC organoidok passzalasa utan
atpasszaltuk. és PDAC fibroblaszt médiumban tenyésztettik 2D-ben. A
PDAC fibroblaszt médium az alabbiakat tartalmazta: DMEM high glucose,
1% glutamin, 5% FBS, 1% antibiotikum/antimikotikum mix.
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Human CRC és normal colon fibroblaszt kulturak

A CRC beteg-eredetli fibroblasztokat és a humadn normal colon
fibroblaszt sejtvonalat (CCD-18Co) CRC fibroblaszt médiumban tartottuk:
DMEM  high  glucose, 1%  glutamin, 10% FBS, 1%
antibiotikum/antimikotikum mix.

Extracellularis vezikula mérés NTA modszerrel

Az organoidok feliiluszojabol differencial centrifugalassal 16 °C-on
(300 g 5 perc, 2000 g 20 perc, 12500 g 20 perc) eltavolitottuk a
sejttormeléket, apoptotikus testeket ¢€s nagy EV-ket. Az igy nyert
feliilluszoban talalhatd kisebb EV-ket 10-szeres PBS higitassal mértiik
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) médszerrel.

Immuncitokémia

Az organoidokat vagy fibroblasztokat 8 kamras Falcon Culture Slide
targylemezeken tenyésztettiik. 4% PFA-val 30 percig fixaltuk a sejteket.
Majd 0,2% BSA, 5% FBS, 0,3% Triton X-100 PBS-ben tartalmu pufferben
blokkoltuk és permeabilizaltuk a sejteket. Ez utan blokkol6 pufferbe oldott
els6dleges ellenanyaggal, majd masodlagos antitesttel inkubaltuk a mintakat.
Végiil DAPI DNS festék tartalmi médiummal fedtiik le a targylemezeket. A
mintakat konfokalis mikroszkoppal fotoztuk és az Imagel] szoftverrel
értékeltiik.

Paraffinba adgyazott szovetek immunfestése

PFA-val fixalt és paraffinba agyazott tumorszoveteket
deparaffinizaltuk és rehidrataltuk leszallo alkoholsorral. A metszeteket lugos
Tris-EDTA pufferben (10 mM Tris, 1 mM EDTA, 0,05% Tween-20
desztillalt vizben, pH=9,0) forraltuk. Mosas utan blokkoltuk a metszeteket,
majd elsédleges és masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk a metszeteket. A
mintakat DAPI DNS festék tartalmti médiummal fedtiik le.



Aramlasi citometria és sejt szortolas

Az organoidokbol vagy sejtekb8l 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 jeloltiik. 10000 eseményt mértiink le a Cytoflex
aramlasi citométerrel vagy a sejtpopulaciokat Sony sejtszorterrel valogattuk
szét.

ELISA

A szortolt CD1423ony &5 CD142M9% fibroblasztokat 2 napig
ndvesztettiik, majd elvontuk az FBS-t és tovabbi 3 napig tenyésztettiik dket.
A sejttormeléket centrifugalassal eltavolitottuk a kondicionalt médiumbol és
a HGF (hepatocita novekedési faktor) mennyiséget detektaltuk ELISA-val.

RNS izolalas és mRNS mérés

A sejt- és organoid tenyészetekbdl Qiazol lizis pufferrel készitettiink
mintat az RNS izolalashoz, majd a miRNEasy Micro Kit-tel izolaltuk a teljes
RNS-t. 150 ng teljes RNS felhasznalasaval cDNS-t készitettiink a SensiFAST
cDNA Synthesis Kit-tel. A kvantitativ PCR mérésekhez a SensiFAST SYBR
Hi-ROX Kit-et hasznaltuk.

Eletképességi teszt

Az él6 sejtek mennyiségének meghatarozasahoz a lumineszcencia
alapu CellTiter-Glo 3D Cell Viability Assay-t hasznaltuk. 5000 organoid
sejtet vagy fibroblasztot tettiink 6 pl 3D matrixba és 4 napig ndvesztettitk
Oket, majd 6 napig kezeltiik 6ket a kiilonb6z6 inhibitorokkal és kemoterapias
szerekkel: Trametinib, PU-H71, A-1155463 és JQ1, 5-fluorouracil és
irinotecan. A gyogyszer kolcsonhatasok (szinergizmus és antagonizmus) a
Chou-Talalay modszerrel, a CompuSyn szoftverrel lettek meghatarozva.



Bioinformatikai és statisztikai elemzések

CD142 (F3), valamint PDPN (podoplanin) intenzitast és a pozitiv
sejtek mennyiségét a Human Protein Atlas adatbazisban elemeztilkk CRC
esetében. A statisztikai analizisek a Microsoft Excell, 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 tekintettik az eredményt
p>0,05 esetében. Atlag+SD-t, a box plot-okon a mediant, a 25- és 75-
percentiliseket abrazoltuk.
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4. Eredmények

A Wnt szekrécié nem befolyasolja az extracellularis vezikula kibocsatast
és a sejtosztédast PDAC-ben

Korabban kutatdcsoportunk azt taldlta, hogy a Wnt fehérjét
szekretalo sejtek aranya korrelal az EV kibocsatas mennyiségével egészséges
intesztinalis  organoidokban, bél adenoma organoidokban, normal
bronchialis, tiid6 adenokarcinoma és egészséges hasnyalmirigy
organoidokban is. Ezért kivancsiak voltunk, hogy ez szovet specifikus, vagy
mas tumorokban is megfigyelheté jelenség. Vizsgalatainkban az egyik
legagresszivebb  tumortipusra  fokuszaltunk, a pancreas duktalis
adenokarcinomara (PDAC), mely progresszioja soran fiiggetlenné valhat a
kiils6 Wnt szignaltol

Erdekes modon, az 5sszes PDAC organoidunk életképes volt a kiilsé
Wnt3a fehérje nélkiil, s6t egységesen expresszaltdk a PORCN enzimet, mely
nélkiilozhetetlen a Wnt fehérjék szekrécidjahoz. Tovabba PDAC
organoidjaink egységes Wnt expresszios profillal rendelkeznek, mely
nagyban kiilonbozik a stromalis fibroblasztok Wnt expresszids profiljatol.
Mindezek arra engednek kovetkeztetni, hogy a PDAC organoidok képesek
Whnt mikroniche-t fentartani sajat maguk szamara. A Wnt szekrécio gatlast
(PORCN inhibitor LGK974) koévetden szignifikansan csokkent a Wnt
célgének (AXIN2, LGR5, TROY) expresszidja a PDAC organoidokban.
Ugyanakkor az LGK974 hatasara nem tapasztaltunk csokkenést az 0szt6dod
sejtek aranyaban, sem ndvekedést az apoptotikus sejtek aranyaban. Tovabba

s

intenzitasara, sem az EV-k méretére.
CD142-t magasan expresszalé stromalis sejtek megtalalhatok CRC-ben

Vizsgalataink tobbi részében a masodik legtobb haldlozassal
jellemezhetd  tumortipusra, a CRC-re, illetve mikrokdrnyezetére
koncentraltunk. A tumor-asszocialt fibroblasztok (CAF) heterogenitasa
kritikus jelentdségili a CRC progresszidjaban, valamint a CD142 és PDPN két
fibroblaszt szubpopulaciot jelolhet CRC-ben. Azért, hogy teszteljiik ennek a
két markernek a jelenlétét CRC-ben, eldszor a Protein Atlas adatbazist
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elemeztilk. A tumorsejtek csak alacsony vagy kozepes CD142 és PDPN
expressziot mutattak. Azért, hogy ennek a két molekuldnak a stromalis
expressziojat  vizsgaljuk, = CAF-okat izolaltunk CRC  betegek
tumorszovetébdl. Ezek a sejtkultirdk oaSMA-t expresszaltak, igy
megerdsitettiik, hogy az izolalt sejtek valdoban fibroblasztok. Tovabba nem
detektaltuk az epitelidlis marker CDH1 és EpCAM expresszidjat a beteg-
eredetli CAF sejttenyészetekben.

Aramlasi citometriaval igazoltuk a CD142 és PDPN jelenlétét a
CRC CAF-okon, és normal colon fibroblasztokon (NCF). viszont a CD142-
re nagyobb heterogenitast tapasztaltunk a PDPN-hez viszonyitva. Ezért
tovabbi kisérleteinkben a CD142-re fokuszaltunk. A szortolt CD 14231800 &g
CD142™M% fenotipus kiilonbség megmaradt 7 nap tenyésztés utan is a CAF-
okban, valamint az NCF-ekben. A CD142 stromalis heterogenitasat igazolva,
CRC beteg-eredetii tumor szdvet metszeteket vizsgaltunk és CD142+
stromalis sejteket, ugyanakkor a tumorsejtek negativak voltak erre a
markerre.

A CDI142 stimulacioja fibroblasztokon nem befolyasolja a CRC
organoidokat kokultiraban

CRC organoidjaink nagyon alacsony CD142 expresszioval
rendelkeznek. Minthogy CRC organoidjaink EGF fliggdk, amikor elvontuk
az EGF-et a médiumukbol, az organoidok atmérdje és az osztddo sejtek
aranya szignifikansan lecsdokkent. Amikor a CD142 ligandjaval, aktiv VII-es
faktorral (FVIla) kezeltiik az organoidokat, nem tapasztaltunk valtozast az
organoidok atméréjében és a KI67+ osztddd sejtek aranyaban, EGF
hidnyéaban és jelenlétében sem. Tovabba, az FVIla a fibroblasztok osztodasat
sem befolyasolta.

Amikor a CRC organoidokat a fibroblasztokkal egyiitt tenyésztettiik
kokultiraban, a CAF-ok novelték az organoidok atméréjét és az osztddod
sejtek szamat, de csak EGF hianyaban. Az FVIla jelenléte kokultiraban sem
befolyasolta az organoidok osztodasat, fliggetleniil az EGF jelenlététol.
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A TGFp a CD142™M9 fibroblasztok felhalmozédasat okozza, melyek
kevert myCAF és iCAF tulajdonsigokkal rendelkeznek

A TGFp az egyik legfébb fibroblaszt aktivator molekula CRC-ben.
Az NCF-ek heterogenitast mutattak CD142-re és a TGFP hatasara
megemelkedett a CD142™ populacié aranya. Hasonloképpen, a TGFp
hatasara megemelkedett a CD142M9% gejt populaciéo aranya CRC beteg-
eredetli CAF sejtkultarakban is.

Mivel az egészséges colonra jellemzé a CD142+ fibroblasztok
jelenléte, ez felveti annak a lehetéségét, hogy inkabb myCAF funkcioval
rendelkez6 fibroblasztokat jelolnek a CD142™M9% CAF-ok. Bar a szortolt
CD142ma%s CAF-ok magasabb szinten expresszaljak a myCAF-okra jellemz6
ACTA2-t és COL1AL-et a CD1423cs0y CAF-okhoz képest, de nem talaltunk
kiilonbséget a CTGF expresszioban, mely szintén myCAF marker. Tovabba
a CD142m9s CAF-okban magasabb I1L6 RNS szintet mértiink a CD14281acsony
CAF-okhoz viszonyitva, viszont a tobbi iCAF marker (IL11, CSF3, CXCL1)
nem mutatott szignifikans eltérést. Hasonldéan a CRC beteg-eredetii CAF-
okhoz, a CD142™5 normal colon fibroblasztok csak a magasabb L6
expresszioban kiilonbdztek a CD142330W NCF-ektd.

A CD142ma% fibroblasztok HGF szekréciéo révén serkentik a CRC
organoidok osztédasat

A CD142™8 fibroblasztok megemelték a CRC organoidok K167+
0szt6do sejtjeinek aranyat, atmérdjét és az organoid formalasi hatékonysagot
a CD1423sony fihroblasztokhoz viszonyitva. Fontos megjegyezni, hogy nem
talaltunk kiilonbséget az életképes sejtek aranyaban a CD142M98 ¢g
CD1423%cony NCF és CAF populdciok kozt. Valamint a CD142M9% gs
CD142%acsony CAF-ok nem kiilonbdztek a KI67+ proliferald sejtek aranyaban
sem.

Ezutan ennek a jelenségnek a hatterében 1évé molekularis
mechanizmusra voltunk kivancsiak. Ezért szamos novekedési faktor és Wnt
ligand génjének az RNS szintjét mértiik a szortolt fibroblasztokban. Noha az
FVIla nem befolyasolta a HGF RNS szintjét, szignifikansan magasabb HGF
expressziot talaltunk a CD142M% NCF-ek és CAF-okban a CD142akcsony
fibroblasztokhoz képest és ezt a kiilonbséget fehérje szinten is igazoltunk.
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Uj kombinAciés terapiak szinergisztikusan hatnak a beteg-eredetii CRC
organoidokon

Mivel a fibroblasztok kritikus jelent6ségli mikrokérnyezetet
biztositanak az 6ssejt funkcioji CRC sejtek szdmara, ezeknek a niche
sejteknek a terapias célzasa eldnyds lehet. Azért, hogy vizsgalhassuk a
CD142mags g5 CD1423%¢00 fibroblasztok valaszat a kiilonbdzd terapids
szerekre, el6szor a CRC organoidokat teszteltiik 1j kombinacios terapiakra.
Ellenben a hagyomanyos 5-fluorouracil (SFU) és irinotecan kemoterapias
szerekkel, melyek kombinaciéban antagonisztikusan hatottak, a MEKIi
(MEK1/2 inhibitor Trametinib) és HSP90i (HSP90 inhibitor PU-H71)
szinergisztikusan viselkedtek (azaz egymas hatasat erdsité) kombinacidban
az 0sszes tesztelt CRC organoid vonalon.

A BCLi (BCL-xL inhibitor A-1155463) hatékonyan csokkentette a
CRC organoidok életképességét. Erdekes modon a BCLI szinergisztikusan
hatott a JQ1-gyel (bromodomén epigenetikai inhibitor), MEKi-vel és
HSP90i-vel valé kombinacioban is. Hasonloképpen, a JQI s
szinergisztikusan hatott az &sszes inhibitorral vald6 kombinacioban.

A CDA44 egy agressziv, Ossejt fenotipussal rendelkez6 CRC
tumorsejt populaciot jeldl, a lumican (LUM) pedig egy mezenchimalis
marker, mely talexpresszalodik CRC-ben az EMT soran. Meglepé modon a
CD44+ organoid sejtek nagy szazaléka LUM+ is. Az organoidokat az egyes
Egyik kezelés sem befolyasolta a CRC organoidok LUM expresszio
intenzitasat, viszont JQ1 hatasara a CD44 szintje megnditt.

A HSP90i hatasara csokken a CD142M2% fibroblasztok aranya

Miutan a CRC organoidok kemoszenzitivitasat meghataroztuk az
egyes hatdanyagokra, a fibroblasztok érzékenységét is vizsgaltuk. A colon
fibroblasztok nagyobb rezisztenciat mutattak a MEKi, MEKi+HSP;,
MEKi+BCLi, HSP90i+JQ1 kezelésekkel szemben, viszont joval
érzékenyebbek voltak a BCLi, JQ1 és BCLi+JQ1-re, a CRC organoidokhoz
viszonyitva. Figyelemre mélto, hogy a MEKi még a legnagyobb do6zisban
sem pusztitotta el a fibroblasztokat. Eredményeinket CAF-okon is
megerdsitettiik az egyszeres kezelésekre.
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Amikor a fibroblasztokat az egyes terapids szerek IC50

cres

tapasztaltuk a HSP90i-re, viszont sem a BCLIi, sem a JQ1, sem a MEKIi
hatasara nem detektaltunk valtozast a CD142 szintjében.
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5. Kovetkeztetések

A tumor mikrokdrnyezet kdzponti szerepet jatszik a tumorsejtek
kozotti heterogenitas kialakitdsdban, igy példaul az &ssejt fenotipussal
jellemezhetd tumorsejt-populacié fennmaradasaban is. Igy kivanatos lenne
mind a tumorsejtek, mind a mikrokdrnyezet komponenseinek a terapias
célzasa, melyhez a mikrokdrnyezet megértése nélkiilozhetetlen.
Vizsgalatainkban ezért két fontos tumortipus, a PDAC ¢és a CRC
mikrokdrnyezetének kiilonbozé elemeit tanulmanyoztuk.

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

A CRC fibroblasztokon a CD142-t vizsgaltuk, melyet egészséges és
gyulladasos colon stromajabol irtak le. A CRC fibroblasztok nagymértéki
heterogenitast mutattak CD142-re, és a TGFB kezelés novelte a CAF-ok
CD142 expresszigjat. A CD142-t magasan expressszalo fibroblasztok kevert
iCAF és myCAF fenotipust mutattak, fokoztak a CRC organoidok osztodasat
€s az 0j organoidok kialakulasat a CD142-t alacsonyan expresszalo
fibroblasztokhoz viszonyitva. Ennek a jelenségnek a hatterében a
CD142magas fibroblasztok magasabb HGF szekrécioja all.

A MEK inhibitor trametinib-re a CRC fibroblasztok magas foka
rezisztenciat mutattak, viszont a BCL-xL inhibitorra a fibroblasztok és a CRC
organoidok is érzékenyek voltak. Tovabba a HSP90 inhibitor hatisara
csokkent a tumorprogressziot segité CD142magas fibroblasztok aranya, az
epigenetikai inhibitor JQ1 pedig kiszelektalta az agressziv fenotipussal
jellemezhetd6  CD44magas/LUM+ CRC  organoid  sejtpopulaciot.
Mindemellett az sszes vizsgalt kombinacio szinergisztikusan hatott a CRC
organoidokon, azaz a kombinacios hatasa két hatéanyagnak 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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