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1. BEVEZETES

1.1 Pancreas Ductalis Adenocarcinoma

1.1.1 Jelentdsége

A pancreas ductalis adenocarcinoma (PDAC) az 6sszes hasnyalmirigy daganat 90%-at
teszi ki és ez rendelkezik a legrosszabb prognodzissal (4). Minden erdfeszités ellenére
napjainkban is 10% alatti az 5 éves tulélési arany (5). Az egyetlen kurativ opci6 a miitéti
reszekcid. Sajnos még a nagy betegszammal dolgozo centrumokban is a betegek
kevesebb, mint 20%-4nak van reszekdbilis primer betegsége a diagnodzis idejében. A
kezdetben operabilisnak gondolt betegek tobb mint 20%-anal a miitéti exploracié soran

dertil ki tdvoli metasztazis megléte, vagy a betegség lokalis elérehaladottsaga (6).

A prognozis tovabbra is rendkiviil rossz, annak ellenére, hogy egyre szélesebb korii
ismeretekkel rendelkeziink a PDAC-r6l és mar jo ideje léteznek hasnyalmirigy
betegségekre specializalodott centrumok, és egyre ijabb €s jobb diagnosztikai, kezelési

modszereket dolgoznak ki (7).

1.1.2 Patologia

A PDAC epithelialis eredetli tumor, amely az exocrin pancreas mirigy kivezetd csdveinek
hamsejtjeibdl alakul ki. (8). Jelen tudasunk szerint a PDAC kialakulasahoz hosszt id6re
van sziikség, amely alatt az ép ductus ham fokozatosan &talakul &t pre-cancerdzus
allapotuva, amit pancreatikus intraepithelialis neoplasianak hivunk (PanIN), amely
kezeletleniil PDAC-4 alakul iddvel (8). Genetikai szinten a PDAC jol karakterizalt
tumorfajta, ennek ellenére nem teljesen tisztazottak a tumor agressziv természetének
molekularis okai. Jelen pillanatban az az elgondolés, hogy a PanIN agressziv tumorra
alakulasa Osszefligg az onkogének és tumor supresszor gének mutacidival (9). A tumor
egyre agresszivebb viselkedését a mutaciok fokozatos felhalmozddasaval magyarazzak.
(9). A K-ras onkogén mutacidja az egyik legkorabbi és leggyakoribb mutacid, jelen van
az esetek 90%-ban. A Her-2/neu onkogén aktivacidja és a pl6, pl3, SMAD4 tumor
szupresszor gének funkcidovesztéses mutacidja szintén gyakori eltérés. Fokozddo
genetikai variabilitdst mutatnak az elérehaladott Panln 1€ziok, egyre gyorsabban
proliferdlnak ¢és végiil képessé valnak metasztazis kialakitdsara (10). A PDAC
pathofizioldgidja bonyolult, tobblépcsds genetikai eltérésekkel jellemezhetd. A

rakmegel6zd allapotban a PanIN-ok halmoz6do genetikai kérosoddsokat szenvednek,



amelyek onkogének beinditasdért és a PDAC kezdeményezéséért és fenntartasaért
felelnek, ideértve a KRAS, CDKN2A, TP53 és SMAD4 géneket (11). AKRAS variansok
a PDAC kialakulasanak korai szakaszaban (alacsony foku PanIN-ok) jelentkeznek és a
PDAC-vel diagnosztizalt egyének 90-92%-aban megtaldlhatdoak. Ahogy a PanIN-1A,
majd PanIN-1B PanIn-2 majd PanIN-3-4 alakul, tovabbi alteraciok jelennek meg a
CDKN2A, TP53 és/vagy SMAD4 génekben (11). Ezen genomikus valtozasok 0sszessége
hozzajarul a tumor szupresszor mechanizmusok sokoldala hibaihoz, amelyek diszregulalt
novekedési markereket és gyulladast eredményeznek. Ezek kulcsfontossagiiak a PDAC
esetében. Tovabba, a PDAC-k 10-15%-a génszerkezeti genomikus eltérésekkel
kapcsolatos SWI/SNF kromatin atrendezd gén varidciokat szerez atalakuldsa soran (12).
A PDAC molekuléris patologiai és osztalyozasi terén tortént legujabb fejlesztések
hatéassal voltak a klinikai gyakorlatra (13). Egy példa erre a PDAC "bazalis jellegli" és
"klasszikus" tipusra vald felosztdsa az RNS transzkripcios analizisek alapjan (14). A
PDAC klasszikus altipusat magasabb differenciacios szint, fibrozis és gyulladas
jellemezi, mig a bazdlis jellegi altipus rosszabb klinikai kimenetelhez ¢és
differencidciovesztéshez tarsul. Az egész genom szerkezetelemzés betekintést nyujtott a
genom instabilitdsaba ¢€s annak kapcsolataba a DNS-karbantarté génekkel (BRCA1/2 és
PALB?2). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a platina alapt terapia és a poli (ADP-
riboz) polimerdz inhibitorok hatékonyak lehetnek azokndl a betegeknél, akiknél
BRCA1/2 és PALB2 patogén variansok fordulnak eld (12). 2010 o6ta tudjuk, hogy
legalabb egy évtized telik el a driver mutacid kialakuldsa és az elsd, még nem
metasztatikus tumorsejt kialakulasa kozott. Ezek alapjan egy széles iddablak all
rendelkezésiinkre a tumor korai stadiuméban valo kimutatasara (15). Eppen ezért lenne

hasznos egy hatékony korai biomarker.

1.1.3 Kezelése

A pancreas daganattal kezelt betegek esetében a terapia gold-standardja a tumor sebészi
eltavolitasa, és egyben ez az egyetlen modszer, amely esélyt adhat a beteg gydgyulasara
(16). Mindenfajta ismert kemo- és radioterapia adjuvans, neoadjuvans vagy palliativ,
vagy kiegészitd célt szolgal, gydgyitasra 6nmagaban nem alkalmas. Jelenlegi tudasunk

szerint az egyetlen mddja a pancreas tumorokhoz kothetd haldlozas csokkentésének egy



korai diagnosztikai eljaras lenne (17). Mas kurativ terapids lehetdség nincsen. Sajnos a
hanyalmirigy daganatos betegeknél a nagy centrumokban is csak 10-20%-ban
reszekabilis a tumor. Pancreas tumor esetén nincsen értelme a palliativ reszekcionak.
Abban az esetben, ha nincsen lehetdség a tumor radikalis eltavolitdsara, a mitét nem
noveli a betegek tulélését (8). Pancreasfej tumor esetén a Whipple-miitét (pancreato-
duodenectomia), vagy annak valamilyen modositdsa az egyetlen miitéti lehetdség (18).
Az eredeti Whipple-miitét soran eltavolitasra keriil a pancreasfej, a duodenum, az
epeholyag, a distalis epeut és a gyomor antralis része is. Ma mar a pylorus-megtartasos
reszekci6  hasonldéan  elfogadott a  gyakorlatban  (pylorus  preserving
pancreaticoduodenectomy, vagy PPPD), ahol az antrum megmarad, a duodenum atvagasa
pedig a pylorus alatt 2cm-el torténik-, meghagyva a sphincter funkcidjat (19). A
pancreastest €s - farok daganatainal — azokban a ritka esetekben, mikor felfedezésiikkor
resecabilisak — distalis pancreas reszekcid és splenectomia hajtand6 végre az a. és v.
lienalis eltavolitasaval egyiitt (20). Az in situ Vater-papilla tumorok esetében is PPPD a
megfeleld miitéti eljards. Annak ellenére, hogy szoba jon a lokdlis kimetszés
(ampullectomia), a recidiva arany ezeknek a betegeknek az esetében nagyon magas. Ezért
csak onkologiai kompromisszummal javasolt, ha a PPPD a beteg altalanos allapota,
teherbird képessége vagy kisérébetegségei miatt kontraindikalt (21). A mutéti terv
nagymeértékben fligg a daganat elhelyezkedésétdl és kapcsolatatol az epeutakkal €s a
vascularis képletekkel. Altalaban a hasnyalmirigy fejében és a processus uncinatus 1év
daganatok esetén indikéalt a hasnyalmirigyfej reszekcidja, mig a testben és a farokban
elhelyezkedd daganatok esetén a distalis pancreas reszekcid az optimalis megoldas. Az
érinvazid esetén érreszekcid €s rekonstrukcio is sziikséges lehet. Rosszindulati daganatos
betegség miatt torténd pancreas miitétek sordn végzett vénas reszekcid széles korben
elfogadott és alkalmazott technika. A vénas reszekcidval végzett miitétek morbiditasi és
talélési adatai hasonldak a vénas reszekcid nélkiili pancreato-duodenectomia adataival
(22). Az artérias reszekciok aranya is megnovekedett, a PDAC-s betegek miitétei soran,
azonban szigorian véve az irodalmi adatok alapjan nincsen jelentds elonye. Figyelembe
véve a magasabb morbiditdsi és mortalitdsi ratat, valamint hasonl6 talélést a standard
pancreatectomidhoz képest, az artérids reszekciot csak kiemelten kivalasztott betegeknél,
lehetéség szerint regredidlo, vagy onkologiailag stabil betegség esetén szabad

elvégezni.(23). A hasnyalmirigyfej reszekcioja esetén magas a morbiditas, a leggyakoribb

10



korai szovédmény a késleltetett gyomoriiriilés (10%) és a hasnyalmirigynedv-fistula
(13%) (24). A legjobb eredményeket azok a sebészek érik el, akik évente tobb mint 20
hasnyalmirigyfej-reszekciot végeznek €s nagy esetszdmot operald centrumban dolgoznak
(25). A PDAC miatt indikalt reszekcios mutétet csak akkor szabad elvégezni, ha ez
kivitelezhetd ép reszekcios szélekkel. Az en-bloc reszekcid és a vena portae rendszer
esetlegesen infiltralt teriiletének reszekcidja, valamint rekonstrukcidja lehetdvé teszi az
ép szélekkel torténd eltavolitasat a daganatnak (26). A jelenlegi multidiszciplinaris
kezelési paradigmak magukban foglaljak a miitétre vald felkésziilést tamogato ellatas
(mutét elott), dietetikai tanacsadast és specidlis étrend felépitését (beleértve a
hasnyadlmirigy enzim kiegészitést), elére tervezett gondozast, valamint a betegek
visszajelzései altal miikodd eredményalapu visszajelzd-rendszert a betegek életmindsége

javitasa céljabol (27).

1.2 Pancreas cisztdzus neoplaziak

1.2.1 Jelentdségiik

A hasnyalmirigy cisztds daganatai (PCN) a hasnyalmirigy-cisztak heterogén csoportja,
amely magaban foglalja az intraduktélis papillaris mucindzus neoplazdkat (IPMN), a
mucindzus cisztas neoplazidkat (MCN), a szerozus cisztas neoplézidkat (SCN) és mas
ritkdbb daganatokat, mint a szolid pseudopapillaris neopldzidkat és a cisztas
neuroendokrin tumorokat (cNET), amelyek mindegyike valtozatos klinikai, radioldgiai
¢és patoldgiai jellemzoket mutat (28). Ezek a cisztatipusok egyiittesen a PCN-ek 90%-at
képzik, a leggyakoribb altipusuk az IPMN (29). Az invaziv hasnyalmirigyrakka valo
progresszio lehetdsége miatt a premalignus PCN-ben szenvedd betegeket rutinszeriien
monitorozzak. Elsddleges cél a rosszindulati daganatok megeldzése €s a sziikségtelen
miitétetek elkeriilése. A miitéti reszekcid6 mindenképpen indokoltnak tekintheté high
grade dysplasia, vagy invaziv daganat esetén. Jelenleg harom guideline terjedt el
széleskorben, amelyek altalanossdgban adnak ajanldsokat PCN-ek kezelésére a
malignizalodasi kockdzatuk alapjan. Ezek az irdnymutatasok a kdvetkezOk:az American
Gastroenterological Association (AGA) guideline (30), az International Association of

Pancreatology (IAP) guideline (31) és a ,,European Study Group on Cystic Tumours of
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the Pancreas” altal 2018-ban publikalt guideline (32). Mivel a rutin keresztmetszeti
képalkotas soran egyre tobb PCN-t fedeznek fel incidentdlisan, a PCN-ben szenvedd
betegek optimalis utankovetése egyre gyakoribb klinikai problémava valik, ami ravilagit
arra, hogy egyensulyba kell hozni a malignussa fajulas esélyének megeldzését a sebészi
tulkezelés kockazataval. A PCN-ek mucindzus (IPMN vagy MCN) vagy nem mucindzus
(SCN, SPN ¢s cNET) {6 kategoridkba sorolhatdk (30).

1.2.2 Epidemioldgia

Az egyre novekvé mennyiségli, j0 mindségli keresztmetszeti képalkotd vizsgalatok
gyakoribb hasznélata, valamint az egészséges egyének megeldzd egészségiigyi
szlirdvizsgalatokon —beleértve a teljes test MRI-t is — valo részvételének trendje novelte
a PCN-ck felfedezésének gyakorisagat. A PCN-ek gyakorisdga jelentdsen valtozik az
alkalmazott képalkotd eljaras tipusatdl €s az egyes tanulmanyokban leirtak kozott is. Mig
a transabdominalis ultrahang csak az esetek 0,21%-aban mutatja ki a PCN-eket (32), a
CT-vizsgalat csak az esetek 2,6%-ban mutatja ki a PCN-eket (33) és az MR vagy MRCP
az esetek 2,4-49,1%-ban mutatja ki a PCN-eket (34). A PCN-ek 50%-ara boncolas soran
dertiil fény (35). Az életkor novekedése erdsen korrelal a PCN jelenlétével (36). Ezenkiviil
ok-okozati 0sszefliggés van a diabetes mellitus és az IPMN kozott (OR 1,79, 95% CI
1,08-2,98), amennyiben az IPMN-ben szenvedd egyének 10-45%-a cukorbetegségben
szenved (37). A kronikus hasnydlmirigy-gyulladdsban szenvedd egyéneknél fokozott az
IPMN kockéazata (38). A PCN kiilonb6zd tipusai kozotti kiilonbseégtétel alapvetd
fontossagu, mivel a PCN malignitasi potencialja a tipusok kozott kiilonbozik. A cisztdzus
neuroendokrin tumorok (¢cNET) rosszindulatiiak (39), az SCN tobbnyire jéindulatd, mig
az IPMN, az MCN valamint az SPN premalignus elvaltozasnak tekintendéek és
szorosmegfigyelést vagy miitéti reszekciot igényelnek (31). A PCN malignizalodési
kockazatat foként sebészeti betegcsoportokbdl allapitottak meg. Az IPMN, MCN és SPN
rosszindulat daganatos megbetegedésének longitudinalis kockazataval kapcsolatos
informaciok korlatozottak a PCN természetes torténetérdl szold retrospektiv
tanulmanyok hianya miatt. Az oldalagi IPMN-ben szenvedd miitéten atesett betegek
végleges szOvettani vizsgalata 11-30%-ban eldrehaladott (high grade dysplaziat vagy
invaziv radkot) tumort igazolt (40). Az eldrehaladott daganat kockézatit IPMN-ben

elsdsorban a Wirsung vezeték érintettsége noveli, atlagosan 62%-os gyakorisaggal (36-
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100%) a reszekalt mintdkban (41). Ezen tilmenden, az IPMN-ben szenvedd betegeknél
nagyobb a kockdazata (1-8%) a hagyomanyos pancreas ductalis adenocarcinoma (PDAC)
kialakulasadnak a hasnyalmirigy mas részén (42). Az MCN-ben szenvedd betegeknél az

eldrehaladott betegség kockazata 10-39% (43).

1.2.3 Patolégia

A PCN-ek uniloculéris vagy multilocularis tiregképzddést jelentd daganatos vagy nem-
daganatos tumorhoz hasonl6 elvaltozasok a hasnyalmirigyben (39). A PCN-ket vagy
mucinézus (IPMN vagy MCN) vagy nem-mucin6zus cisztds daganatokként (SCN, SPN
¢s cNET) osztalyozzak (39). A mucinézus PCN-t az endoderma eredetii hengeres
epithelium béleli, mig a nem mucindézus PCN-t egyszerii kobhamsejes epithelium béleli.
Az emésztérendszer daganatainak WHO-osztalyozasa kétlépcsds rendszert javasol a
PCN-ben eléforduld diszplazia besorolasara: alacsony foku diszplazia (,,low grade
dysplasia”), magas foku diszplazia (,,high grade dysplasia”). Az LGD-ben a
neoplasztikus sejtek minimalis pleomorfizmust mutatnak €és a mitozis ritka. Az HGD-t
jellegzetes szerkezeti és citologiai atipia, valamint jelentés mitotikus aktivitas jellemzi
(39). A diszplazia fokat a daganat legmagasabb fokt gocanak kell meghatarozni,
fiiggetleniil annak méretét6l. Az IPMN-t a sejtes morfoldgia alapjan is osztalyozhatjuk:
gastrikus-, intestinalis vagy pancreatobilidris tipus. Osztalyozhaté az IPMN a pancreas
ductus rendszerében valo elhelyezkedése alapjan is mellékagi (,,branch duct type”), féagi
(,,main duct type”) €s kevert (,,mixed type) alapjan is (39). Az IPMN Aéltalaban tobb
altipust tartalmaz, és javasolt a dominans altipus és/vagy a legnagyobb diszpldzia fokat
mutat6 altipus hasznalata. Az IPMN-ek legfeljebb 15%-a olyan atfedd jellemzdket mutat,
amelyeket nem lehet egyik meghatarozott altipusba sorolni, és ezeket "kevert" tipusként
lehet besorolni, kiegészitd magyarazattal (44). Morfologiai €s anatomiai elhelyezkedés
mellett mucin termelésiik, CDX2 expresszidjuk €s citokeratin expressziojuk alapjan is
csoportosithatok. A WHO klasszifikacidja alapjan a gasztrikus, pancreatobiliaris és
intesztinalis altipusnal is megfigyelheté a CK7, CKS8, CK18 és CKI19 citokeratinok
expresszioja, azonban CK20 expresszidt csak az intesztinalis altipus mutat. MUCI
expresszio csak a pacnreatibiliaris altipusnal figyelheté meg, MUC2 csak az intesztinalis
tipusnal, mig MUCSAC mindhirom altipusnaé expresszalt marker. MUC6 markerre a
gasztrikus €és pancreatobiliaris tipusok pozitivak. CDX2 marker csak az intesztinalis

altipusndl van jelen (39).
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1.2.4 Kezelése
1.2.4.1 Kovetés

Bar a hasnyalmirigy cisztdk hosszutavi kovetésének hasznossaga nem bizonyitott, az
IPMN ¢és MCN esetében évekig tart, amig invaziv rakka alakulnak, igy a kovetés
lehetdséget nyujt a korai felismerésre €s sziikség esetén sebészi ellatasra. A hasnyalmirigy
cisztak kovetése ezért javasolt a sebészi ellatdsra alkalmas betegek esetén, akik
tiinetmentesek ¢és a kovetett PCN nem mutat aggasztdé jeleket (31). A kovetés
kivitelezéséhez a legjobb modszer nem bizonyitott, ezért a irdnyelvek kiillonboznek
abban, hogy milyen modalitast kell hasznalni (45, 46). Abban azonban egyetértenek, hogy
a malignizdlodas kockézata mellett figyelembe kell venni a beteg életkorat és
tarsbetegségeit. Az aggodalomra okot add jellemzdk hidnydban, amelyek novelt
feliigyeletet vagy tovabbi értékelést indokolnanak, az IPMN feliigyeleti idokozét a ciszta
mérete hatarozza meg az IAP iranyelve szerint (31). A tobb lokalizacidju IPMN esetén a
kontrollok kozti 1d6kéz az legnagyobb IPMN méretének alapjan kell meghatarozasra
keriiljon. Az TAPtoltol (31) eltérden az AGA (30) és az European (32) irdnyelvek a
kontrollok kozti id6t az IPMN méretétdl fliggetleniil hatdrozzak meg.

1.2.4.2 Sebészi ellatas

Minden iranyelv azt javasolja, hogy a hasnyalmirigy cisztdk sebészeti reszekcidjat csak
tapasztalt sebészek végezzék magas betegszammal dolgozd kozpontokban,
multidiszciplinaris hasnyalmirigysebészeti munkacsoport konzultacidja utan (31, 32, 47).
Kiilonbozd sebészeti eljarasok allnak rendelkezésre a hasnyalmirigy cisztak kezelésére.
A hasnyalmirigy fejében vagy a processus uncinatusban talalhato cisztdk esetén a
standard miitét a pancreasfej reszekcio, mig a testben vagy farokban 1évo cisztak esetén
altalaban distalis pancreas reszekciot végeznek. A hagyomanyos parcidlis
pancreatoduodenectomia soran eltavolitjdk a hasnyalmirigy fejét, a duodenumot, a
vékonybelek egy részét, az epevezetéket, az epehodlyagot és részleges gyomorreszekciot
(pylorus megtartasos miitét esetén nem) hajtanak végre, nyitott vagy minimalisan invaziv
megkozelitéssel (48, 49). A distalis hasnyalmirigy-miitét soran a hasnyalmirigy testét és
farokrészét tavolitjak el a vena mesenterica superior bal oldaldn, nyitott vagy minimalisan

invaziv megkozelitéssel (50).
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A mtéti reszekcio a hasnyalmirigy cisztak esetén 20-40% perioperativ morbiditassal és
1-3% mortalitassal jar a pancreatoduodenectomia esetén (51). A hasnyalmirigy cisztdk
mitéti eltavolitasara vonatkoz6 nemzetkozi iranyelvek eltérnek egymastol. Az 2015-6s
AGA (30) és a 2017-es IAP (31) iranyelvek azt javasoljak, hogy az dsszes MCN esetén
torténjen meg a mitéti eltavolitds mérettdl fiiggetleniil, mig az 2018-as European (32)
guideline csak a 40 mm atmérdnél nagyobb méretli MCN-ek esetében javasolja a mitéti
eltavolitast, tiinetek (példaul pancreatitis vagy sargasag) vagy aggaszto jelek jelenléte
esetén. Az MCN-nel kapcsolatban az eldrehaladott daganat preoperativ kockazati
tényezdire vonatkozo6 adatok kordbban korlatozottak voltak. A retrospektiv tanulmanyok
és a szisztematikus attekintd tanulmanyok azt mutatjak, hogy a tiinetmentes vagy
aggaszto jelek nélkiili kis méreti MCN-ek esetén biztonsagos lehet az utdnkovetés
keresztmetszeti képalkotassal, mivel alacsony a malignizal6das kockazata (52-54). Ezek
az adatok az utolso IAP guideline kozzététele utan jelentek meg. Ezért kovetik sok helyen

az MCN konzervativ kezelésére vonatkozé europai iranyelv tanacsat (32).

1.3 Diagnosztika

1.3.1 Képalkoto eljarasok

Az AJCC (Amrerican Joined Commitee on Cancer) altal meghatarozott daganat,
nyirokcsomd és attét besoroldst hasznaljadk a prognodzis felmérésére (55). A kezelés
tervezéséhez minden esetben meghatarozand6, hogy reszekabilis PDAC, borderline
reszekabilis PDAC (BRPC) vagy helyileg elérehaladott PDAC (LAPC) all -e fenn. A
lokalizalt betegség esetén is a reszekabilitds széles spektrumaval kell szamolnunk: ide
tartozik a reszekabilis, borderline reszekabilis és a lokalisan elérehaladott betegség is. A
lokalizalt betegség esetén a tovabbi kezelési terv meghatarozasat multidiszciplinaris
munkacsoport végzi, amelyben részt vesz sebész, onkologus, radioldgus €s esetlegesen
sugarterapeuta is. Tobbféle reszekabilitasi osztalyozast hasznalnak: a daganatok altaldban
reszekabilisnak tekintend6k, ha nincsen tavoli attét és lokalisan minimalis, vagy
semennyire nem érintkezik a kornyezetében elhelyezkedd vaszculdris képletekkel (56).
Vénak érintettsége, infiltracidja, vagy az artériak kisebb, mint 180°-os érintettsége esetén

borderline reszekabilis daganatrél beszéliink. Egyre nagyobb az érdeklddés a
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sugarkezeléssel vagy anélkiil végzett neoadjuvans szisztémas terapia alkalmazasa irant
borderline és primeren reszekabilis PDAC esetén (57). Az International Association of
Pancreatology (IAP) 20. konferencidjan 2016-ban a borderline reszekabilitast PDAC
esetén harom szempont szerint hataroztdk meg: anatdémiai, bioldgiai €s kondicionalis
szempontok szerint. Az anatomiai faktorok kozé tartozik az arteria mesenterica superior,
vagy a truncus coeliacus érintettsége 180°-nal kisebb mértékben, annak sziikitése vagy
deformalasa nélkiil, az arteria hepatica communis érintettsége annak deformalasa vagy
ezzel parhuzamosan jelen levo arteria hepatica propria vagy truncus coeliacus érintettség
nélkiil. Anatomiai szempontbdl borderline reszekabilisnak mindsiil a daganat, ha
érintkezik a vena mesenterica superiorral vagy a vena portae-val- akar ezek deformalasa
vagy elzarasa mellett is- ha nem terjed til a duodenum also6 hataran. A bioldgiai borderline
reszekabilitdst meghataroz6 tényez6i koz¢ tartoznak az anatomiai kritériumok alapjan
potencialisan reszekalhatd tumorok, ahol a klinikai leletek alapjan felmeriil a gyanuaja (de
nem igazolt) tavoli attétek meglétének, valamint azok az esetek, amelyekben biopsziaval
igazolt, vagy PET-CT képeken felmeriilt regionélis nyirokcsomé metastasisok vannak
jelen. Bioldgiai borderline reszekabilitast jelent ezenkiviil a szérum CA19-9 500 U/ml
feletti értéke is. A kondicionalis borderline reszekabilitas a beteg altalanos allapotara és
mitéti teherbiroképességét veszi figyelembe, ez alapjan ebbdl a szempontbodl borderline
reszekabilsinak mindsiil a betegség olyan betegeknél, akik Eastern Cooperative Oncology
Group (ECOGQG) statusza a 2-est eléri. Barmelyik kritérium 6nmagéban, vagy tobb egyiitt
teljesiil, a daganat borderline reszekabilisnak mindsiill ezen konszenszenzus
iranymutatasa alapjan (58). Tavoli kis metasztazisok fenndllasanak gyanuja esetén ezek
lokalizaciojara a PET-CT hasznalhato, bar a rutin diagnosztikdnaak nem része, elsésorban
onkologiai kezelés melletti utdnkovetésre hasznalatos. Ez informacidval szolgal a
tumoros progressziorol, a nyirokcsomo érintettségrél, valamint a nagyobb tavoli
metasztazisok meglétérdl. Az MR is szoba johet, mint vizsgalati mddszer, de a korlatozott
elérhetdsége miatt a CT elOnyt élvez vele szemben. A lokalis kiterjedés meghatarozasara
a nagyobb felbontoképesség miatt szintén a CT vizsgalat a leginkabb alkalmas modalitas.
Ha nincsen specifikus kontraindikéacio, a reszekabilitds meghatarozéasara hasi CT felvételt
hasznalnak. A megfeleld protokoll szerint végzett vizsgalattal az esetek 90%-ban jol

prediktalja a tumor lokalis reszekabilitasat (59).
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A legtobb PCN véletlen keriil felismerésre mellékleletként mas okbol késziilt CT
képeken. Mivel a CT vizsgélat csak 40-81%-0s szenzitivitassal tudja elkiiloniteni a jo és
rosszindulati, vagy rosszindulati potenciallal rendelkez6 PCN-eket (47), a diagnozis
elosegitése céljabol kiegészitéseként gyakran végeznek magneses rezonancia (MR) és
magneses rezonancia cholangiopancreatografiat (MRCP) vizsgélatokat (60). Altalaban
szilkség van kombindlt képalkot6 modszerre, mivel ennek Iényegesen nagyobb a

pontossaga (5).

1.3.2 Endoscopia

A betegnél fellépd icterus esetén gyakran az endoszkdpos retrograd
cholangiopancreatographia (ERCP) az elsd diagnosztikus 1épés, de csak akkor, ha van
terapias indikéacioja is, példaul az epeuti elfolyds megoldasa céljabol végzett stent
behelyezés. Ennek a vizsgalatnak a segitségével lathatjuk a Wirsung vezeték jellegzetes
tumor altali besziikiilését vagy obstrukciojat [69], valamint ERCP beavatkozas
segitségével ugynevezett kefecytologiai mintavétel is kivitelezhetd, ami, ha sikeres,
igazolhatja esetleges malignitas jelenlétét. A pancreas tumorra jellemzd a kettds vezeték
jel, amikor a tumor a ductus coleduchust ¢s a Wirsung-vezetéket jellegzetes mddon
besziikiti. [69] Icterus miatti preoperativ ERCP és stent behelyezés szignifikdnsan noveli
a komplikaciok aranyat az ERCP nélkiil végzett direkt miitéti ellatashoz képest pancreas
feji térfoglalassal bird betegek esetében [70] Egy masik vizsgélati lehetdség a magneses
rezonancia cholangiopancreatographia (MRCP), amely gyorsan fejlédé noninvaziv
vizsgalati modalitds. Az eddigi vizsgalatok alapjan, ahol hasnyalmirigy tumorok
diagnosztikdjara hasznaltak, 84%-os volt a szenzitivitasa és 97% a specicificitasa [71].
Az endoszkopos ultrahang (EUS) egy masik rendkiviil fontos diagnosztikai médszer,
amelyet olyan esetekben javasolnak, amikor a CT és MR képeken a diagn6zis nem
egyértelmi, vagy ahol a radiologiai vagy klinikai jellemzOk rosszindulati potencialra
utalnak. A masik eldnye az, hogy a vizsgalat sordn mintavételre is van lehetdség
malignitds gyanujat mutatd elvaltozasbol (61). Endoscopos ultrahang vizsgéalat soran
lehetdség van a cisztafolyadékbol vékonytii aspiracio segitségével (FNA) mintat venni és

citologiai vizsgalatra kiildeni. Ennek a citologiai vizsgéalatnak PCN-ek esetén a
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szenzitivitasa 63%, a specificitasa 88%. bar mutathat némi variabilitast mas dsszefoglald
kozleményekben (62). Van lehetdség endoscopos ultrahang vezérelt vastagtii biopszia
elvégzésére is (EUS-FNB), ez azonban sokszor nehezen kivitelezhetd, amennyiben
nincsen fali megvastagodas, vagy szolid komponense a pancreas cisztozus térfoglalasnak,
amibdl a mintat veszik. Azokban az esetekben amikor ez sikeres, azonban egy tanulmany
arr6l szamol be, hogy 72,7%-os szenzitivitast és 100%-os specificitast értek el ezekben
az esetekben (63). A képalkot6 diagnosztikus eljarasok kozott a konvencionalis percutan
ultrahang vizsgalat tumorspecifikus szenzitivitdsa nagyon alacsony, azonban az
endoszkdopos ultrahang vizsgalatot egyre szélesebb korben hasznaljadk az ERCP
alternativdjaként. Ennek a szenzitivitasa 95%, és lehetdséget biztosit szovet, vagy
cisztafolyadék mintavételre is [72]. A cisztds elvaltozdsokbol szadrmazo
folyadékmintdkbol szamos kiilonb6z0 vizsgalat végezhetd. A karcinoembrionalis antigén
(CEA) szint meghatarozas, citologiai vizsgalat is végezhetd. Nagula S és munkatarsai
tanulmanya szerint a ciszta folyadékmintadk 192 ng/ml feletti CEA-szintje mucindzus
jellegli elvaltozasokra utalhat, 75%-os szenzitivitdssal és 83,6%-os specificitassal [75].
Pancreas ciszta folyadékbol tumormarkereken és citologiai vizsgalaton kiviil elvégezhetd
cisztafolyadék-gliik6z, valamint amildz szint vizsgélata is. Az 50 mg/dl alatti
cisztafolyadék gliikdéz szint 88%-0s szenzitivitdssal és 78%-os specificitdssal jelzi
mucinosus ciszta jelenlétét. [77] A pancreas cisztafolyadék amilaz tartalma hasznos lehet
pszeudociszta eredet kizarasara PCN-es betegek vizsgalata soran. A 250 NE/I-nél kisebb
ciszta-folyadék amildz szint 98%-os specificitast mutat a vizsgalt ciszta pszeudociszta
eredetének kizardsara, azonban szenzitivitasa csak 44%. [78] PCN cyisztafolyadékbol
ritkdbban ugyan mindezeken kiviil még tobbek kozott cisztafolyadék DNS és citokin
vizsgalatot. A cisztafolyadék DNS vizsgélata soran igazolt KRAS-mutacié megléte 95%-
os specificitassal valamint 45%-os szenzitivitassal jelezte a ciszta mucindzus dignitasat
(64). A PCN cisztafolyadék citokin és prosztaglandin vizsgélata kimutatta, hogy IPMN-
ek esetében az esetlegesen jelen 1évo diszplazia mértékével csokken a CD8+ sejtek szdma

¢és novekszik a T-helper sejtek szama (65).
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1.33 CA19-9

A 19-9 szénhidrat-antigént (CA 19-9), egy tigynevezett szialo gangliozid, 1979-ben
Koprowski és munkatarsai fedezték fel az SW1116 vastagbélrak sejtvonalban (66). A
CA 19-9 analogja, a disialil Lewis a (di-sLea) szintézise soran keletkezik, amelyhez
tovabbi szialsav szerkezet kapcsolodik. A gyomor-bél traktus nyalkahartydja di-sLea-t
tartalmaz, amely ligandumként miikddik az immunsejtek szamara. A karcinogenezis
korai szakaszaban a 2-6 szialiltranszferaz enzimmé atalakuld gén epigenetikai
elnémitasa gatolja a disialil Lewis-a termelddését. Kovetkezésképpen a szialil Lewis a
(sLea), mas néven CA 19-9, rendellenesen termelddik, és felhalmozddik a szervezetben
(67). A Lewis (a- B+) és Lewis (a+ B-) azok a vércsoportok, amelyek Lewis vércsoport-
antigénekkel rendelkeznek és szorosan kapcsolodnak a CA 19-9 bioparaméterhez. A CA
19-9 korlatozottan alkalmazhato6 az (a-p-) vércsoporti populacidoban, mivel ezekben az
egyénekben hidnyzik az 1,4 fukozil-transzferaz enzim, amely elengedhetetlen az
antigénképzéshez. Mivel ez a csoport a teljes populdcio 10%-4t teszi ki, a CA 19-9
diagnosztikai biomarkerként bet6ltott szerepének altalanos elismerése korlatozott (68).
A CA 19-9 szintetizalodhat glikolipidként (amelyben a ceramid komponens beépiil a
sejtmembranok lipid kettds rétegébe) vagy glikoproteinként (legjellemz6bb O-kapcesolt
mucinokhoz). A CA 19-9 szamos kiilonb6z6 tipust gyomor-bélrendszeri rakban
kifejezddik, igy a rak szérumindikatoraként szolgalhat (69). Koztudott, hogy a
rosszindulatl transzformacio6 soran a sejtfelszini glikanok jelentds valtozdsokon mennek
keresztiil. Ez a glikozilacios valtozas a rosszindulati daganatba vald dtmenet
ismertetdjele. A rosszindulatd sejtek szdmos mdodon megvaltoztatjak glikdnjaikat,
leggyakrabban terminalis lancaik médositasaval. A PDAC sejtvonalakban és
szOvetekben a Lewis antigének, nevezetesen a szialil Lewis x €s a kapcsolodo antigének
tulzott expressziodjat észlelték. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a hasnyalmirigy-
daganatok daganatindikatorok, sLex-et tartalmazo glikoproteinek szabadulnak fel a
véraramba (70). Feltételezik, hogy a hematogén metasztazis szorosan 0sszefligg az sLea
¢és sLex determinansokkal, amelyek szerepet jatszanak a rakos sejtek glikdnkozvetitett
tapadasaval az ér endotéliuméhoz. A sejtadhézios ut blokkolasara szolgéld terapias
alkalmazésok gatolhatjdk a hematogén metasztazisokat (71). Az in vivo bizonyitékok

alatamasztjak azt a hipotézist, hogy amikor az sLe-x/a struktirak tiltermelddnek a rakos

19



sejtekben, ezek eldsegitik a keringd rakos sejtek kotddését az endothelsejtek
szelektinjeivel, ezaltal eldsegitve a metasztazisok kialakulasat. Az E- és P-szelektinekrdl
kimutattak, hogy jelentds szerepet jatszanak a hasnyalmirigyraksejtek peritonealis
terjesztésében (72). A CA 19-9 marker median szenzitivitdsa a PDAC diagnozisara
vonatkoztatva 79%, a median specificitdsa 82% (73). Ezaltal a klinikai gyakorlatban
nem diagnosztikai, hanem féként prognosztikai jelentéséggel bir azéltal, hogy rendkiviil

hatdsosan jelzi az esetleges recidivakat a tumor sebészi eltavolitasa utan (74).

1.3.4 Extracellularis vezikulak

Minden erbfeszités ellenére, a pancreas ductalis adenocarcinoma progndzisa
gyakorlatilag semmit sem javult az elmult években. Jelenlegi tudomésunk szerint
legalabb egy évtized telik el a driver mutacié kialakuldsa és az els, még nem metastatikus
tumorsejt kialakuldsa kozott [70]. Ezek alapjan egy széles idéablak all rendelkezésiinkre
a tumor korai stadiumédban vald kimutatdsira. Ezzel lehetdséglink nyilna a koran
metastatizalo pancreas daganat korai attéteinek megeldzésére €s a daganat jelenlegi igen
rossz progndzisanak javitasara [61]. PCN-ek esetén ezek hosszutavi kovetésének
hasznossaga nem bizonyitott, az IPMN és MCN esetében évekig tart, amig invaziv rakka
alakulnak, igy a kovetés lehetdséget nyu;jt a korai felismerésre és sziikség esetén sebészi
ellatasra. [33] Az extracellularis vezikulak foszfolipid kettdsréteg 4altal hatérolt
szubcellularis részecskék. Belsejiikben kiilonbozd egyedi fehérjéket és nukleinsavakat
széllitanak és védenek meg a lebomlastol. Az extracellularis vezikuldk kivalasztasara az
emberi test Osszes sejtje képes, és nagy mennyiségben megtaldlhatok minden
testnedviinkben. Mindez alapjan felvetddik, hogy az extracelluaris vezikuldkat a jovében
biomarkerként lehessen hasznalni kiilonbozé korképek, példaul a pancreas daganatok
korai diagnosztikajaban. Az extracellularis vezikuldk (EV-k) a legtobb, ha nem minden
sejt altal kivalasztott nanostruktarak (75) a biogenezis és a méretek alapjan kiilonb6zo
altipusokba sorolhatok, beleértve a , kis”, ,,kozepes” €s ,,nagy” extracellularis vezikuldkat
(76). Mivel az egyes EV-alpopulaciokra nem dallnak rendelkezésre meghatarozott
molekuléaris markerek, itt az EV-frakciokra mérettartomanyuk szerint hivatkozunk (kis,
kozepes méretii €s nagy EV-k 50-150 nm, 100-1000 nm és >1 pm atmérdjliek), hasonléan

a Thery C. munkacsoportja éltal leirtakhoz (76). Méretiik és morfologidjukon kiviil
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jellegzetes felszini markereik alapjan is azonosithatok, ugy mint a felszini CD63 ¢és CDS81

tetraspapnin fehérjék, amik segitségével igazolhato az izolalt mintdkban a jelenlétiik (77).

Az EV-k kutatasa soran kideriilt, hogy fontos molekuldris rakoméanyokat szallitanak,
beleértve a fehérjéket (78), RNS-t (79), DNS-t (80) és a lipideket (81), amelyek
mindegyike megfelelé posztszintetikus modositasokkal rendelkezik (glikozilacio,
oxidacio, citrullinacio) (82). Az ilyen molekuldk atvitelével az EV-k kiilonféle bioldgiai
folyamatokban jatszanak szerepet, mint példaul a gyulladés (83), a rak (84) és a sziv- €s
érrendszeri betegségek (85). Az elmult években az EV-k jelentOs kutatdsi érdeklodést
valtottak ki, mivel potencidlisan betegségek biomarkerei lehetnek azaltal, hogy
molekulakat hordoznak az Oket kibocsatd sejtekbdl (86). A ,kis” EV-kel asszocialt
glipikan-1-et a pancreas tumorok potencialis biomarkereként azonositottak (87), mig egy
masik tanulmany szerint szintén a kis EV-kel asszocialt miRNS profil a betegség kivalo
biomarkere (88). Az EV-k tartalmdnak proteomikus elemzése soran sziiletett
eredményeink azt mutatjak, hogy a kiilonboz0 betegségek esetén ezek eltérnek
egymastol, ami potencialis biomarkerek azonositasat teheti lehetévé. Az extracelluléris
vezikuldk (EV) biologiailag fontos molekuldkat szallitanak, példaul miRNS-eket (89),
amelyek 1j, igéretes biomarkerek lehetnek szdmos rakos megbetegedésben (90) és mas
betegségekben (91). Mivel az EV altipusok sejtes eredetiik alapjan torténd izolalasa
nehézkes, gyakran méretbeli frakciok szerint csoportositjdk Oket differencialis
centrifugaldssal €s ultracentrifugalassal (92). Ez a csoportositasi moddszer ,,nagy”,
,»kozepes” €s ,,kis” EV-kre osztja dket a kiilonb6zd centrifugalasi sebességek hasznalata
soran (93). A kézelmultban munkacsoportunk és masok EV-ket izolaltak PDAC-betegek
periférids vérébol és megkezdddott az EV-k miRNS rakomanydnak elemzése (76, 88, 94).
Erdekes modon ezek a tanulméanyok kiilonboz6, PDAC potencialis markereiként
haszndlhato EV rakoményelemek azonositasdhoz vezettek. Ezen tilmenden egy
nemrégiben késziilt tanulmany EV-ket hasznalt az IPMN-ek rosszindulat potencidljanak
eldrejelzésére. Yang KS és munkatarsai periférids vért hasznaltak és a MUCSAC fehérjét
azonositottdk az EV rakomdny komponenseként, amely elorejelzi az IPMN-ek
rosszindulatd progresszidjat (95). Vizsgélatuk azonban csak az IPMN-ekre
Osszpontositott, anélkiil, hogy figyelembe vett volna mas rosszindulati potenciallal

rendelkez6 M-PCN-eket is
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2. CELKITUZESEK
Kutatésainkban vizsgaltuk pancreas tumoros betegeknél a kiillonb6zdé potencialis

biomarkerek szerepét a korai diagnosztikdban és a sebészi dontéshozatalban.

Ezen célkitlizés teljesitése harom kutatasunkra épiilt.

2.1 CA 19-9 vizsgélata
Alkalmas lehet -e egy jol ismert és széles korben elterjedt biomarker, a CA19-9, a

pancreas ductalis adenocarcinomas betegeknél a tumor reszekabilitasanak elorejelzésére?

2.2 Human pancreas nedv vizsgalata

Azonosithatok -e human pancreas nedvbdl potencialis 0j biomarkerként szolgélo
extraellularis vezikulak? Amennyiben igen, részletes proteomikus karakterizalasukkal
sikeriilhet -e azonositani potencidlis biomarkert, valamint felszini markereik koziil
szolgalhat -e valamelyik potencialis biomarkerként? Amennyiben taldlunk lehetséges
jeldltet, kimutathaté pancreas ductalis adenocarcinomds sejtvonalakbdl szadrmazo

extracellularis vezikulakon?

2.3 Pancreas cisztozus neoplazidk vizsgalata

Pancreas cisztosus neoplasias betegcsoportokban a ciszta punktitumbol szdrmazo
extracellularis vezikulakbol izolalt mikro-RNS-ek alkalmasak lehetnek biomarkerként a
magasabb malignizalodasi potencidllal rendelkezd alcsoportok elkiilonitésére?

Amennyiben igen, azonosithatok ezek a teljes cisztafolyadékbol is?
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3. MODSZEREK

3.1 A preoperativ serum CA 19-9 szint és a PDAC operabilitasa Osszefiiggésének

vizsgalata metaanalizis segitségével

3.1.1 Regisztracid

Ez a metaanalizis a PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses) nyilatkozat altal megfogalmazott kritériumok alapjan késziilt (96). Az
ehhez sziikséges protokollt CRD42019132522-es azonositoval regisztraltuk a
PROSPERO (Prospective Register of Systematic Reviews) adatbazisban.

3.1.2 Keresés és alkalmazhatosag

A kutatds keretében a szerzok olyan pancreas ductalis adenocarcinoma (PDAC) miatt
kezelt betegekre vonatkozo publikaciokat kerestek, akiken kurativ célii mitétet végeztek
¢és akiken a CA 19-9 szintek prognosztikai szerepét vizsgaltdk a miitéti reszekabilitas
tekintetében. Szisztematikus keresést hajtottunk végre a MEDLINE (PubMeden
keresztiil), EMBASE és Web of Science adatbazisokban a 2019 aprilis 19-ig terjedd
idészakra vonatkozéan. Semmilyen korlatozast nem szabtunk meg. A kereséshez a
kovetkezd angol nyelvil lekérdezd formulat hasznaltuk: (pancreas OR pancreas®) AND
(cancer® OR tumor* OR tumour* OR neoplasm* OR malignant* OR carcinoma* OR
adenocarcinoma*) AND (“CA 19-9” OR “CA19-9” OR “carbohydrate antigen 19-9” OR
“cancer associated antigen 19-9” OR “cancer antigen 19-9” OR “cancer associated

glycolipid antigen 19-9” OR “sialylated Lewis antigen”).

3.1.3 Bevalogatas és alkalmazhatosag

A kutatds keretében a kovetkezd bevalogatasi kritériumokat alkalmaztuk: csak
radiomorfologiailag és legtobb esetben szovettanilag is igazolt PDAC-s betegek, akik
kurativ szandékkal végzett mitéten estek at €s a preoperativ szérum CA 19-9 értékeik
rendelkezésre alltak. Csak azokat a betegeket valogattuk be, akik nem részesiiltek
neoadjuvans kemoterapias kezelésben. Az elemzésben kizarolag teljes szoveggel elérhetd

tanulmanyokat vizsgaltunk.

Kizarasi kritériumok a kovetkezOk voltak: attekintd tanulmanyok, dsszefoglalasok (ahol
tehat csak az ,abstract” -ot publikaltak), radiomorfoldgiailag inoperdbilis betegekre
vonatkoz6 tanulméanyok, neoadjuvans kemoterapias kezelésben részesiilt betegekre, vagy

palliativ céllal operalt betegekre vonatkozo6 tanulmanyok. Az adatbazis keresést kovetden
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az eredményeket EndNote X8 programba importaltuk (Clarivate Analytics, United
States). A duplikatumokat kisziirtiik és toroltiik. A fennmaradé publikacidkat eldszor cim,
absztrakt és végiil teljes szoveg alapjan sziirtiik a bevalogatasi és kizarasi kritériumok

alapjan.

3.1.4 Relevans adatok 0sszegytijtése a bevalogatott publikacidkbol

Az sziikséges adatok kinyerését eldre kidolgozott adatfeldolgozasi tablazat segitségével
végeztik, amely a kovetkezd informacidkat tartalmazta: a publikdcidok szerzojét,
publikacié idejét, helyét, demografiai adatokat, tipusat, a reszekabilis és irreszekabilis
esetek szamdat, preoperativ szérum CA 19-9 szintet, ROC (receiver operating
characteristics) gorbe alatti teriiletet (AUC ROC), konfidenciaintervallumokat,
szenzitivitast, specificitast, pozitiv prediktiv értéket (PPV), negativ prediktiv értéket
(NPV), valés pozitiv eseteket (TP) és a alpozitiv eseteket (FP) (1. Téblazat a-c). A nyers
adatok — valds pozitiv (TP), alpozitiv (FP), valds negativ (TN) és alnegativ (FN) értékek
8-bol 5 tanulmany esetében voltak elérhetdek, 2 tanulmany esetén ki lehetett szamitani

Oket, 1 tanulmany esetén nem volt elegendd informécio a kiszdmitasukhoz.

1.Tablazat: A bevalogatott cikkek tulajdonsagai és a vizsgalt adatok (1)

K N
Elsoszerzd Orszdg R:srz ekabilis Trreszekcabils F;:ifl N& Centrumok szama Tervezés  Kutatds tipusa  preoperativ széreum CA19-9 éntékleel rendelkezd betegek

506(+- 594+

Albat y
m;aﬂon‘_x Egyiptom 13,6 or 1140r48- 26 14 Egycentrumos  Retrospektiv Keresztmetszeti 40
- 51-7T) 76)
Almadi i oy 5 < 0z . :
2013 Szaid-Ardbia 61.2 (+- 1.51) 36 25 Egycentumos  Retrospektiv Keresztmetszeti 61
23‘1’3 Kina 60.7 (+-9.1) 115 97 Egy centumos  Retrospektiv Keresztmetszeti 212
Kilig o . I i .
2006 Torckorszag 56 (38-74) 28 23 Egycentrumos  Retrospektiv Keresztmetszeti 33
Kim I 5 . .
2000 Dél-Kérea  66.0(+-1020r41-88) 60 54 Egycentrumos  Retrospektiv Keresztmetszeti 114
?(jlugg UK 63 (30-80) 66,5(30-80 64 45 Egycentrumos  Retrospektiv Keresztmetszeti 113
: 4 (+- 4 +.
iglllt;“l Franciaorszag fi;)( ?;j)( 97 74 Egycentrumos  Retrospektiv Keresztmetszeti 171
f;‘;’ég Kina 590(+90r4l-75) 72 32 Egycenmmos  Retrospektiv Keresztmetszeti 104
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3.1.5 Az elfogultsdg kockazatanak értékelése

Az elfogultsagi kockazat (Risk of Bias- ROB) értékelése a PROBAST (PredictionModel
Risk of BiasAssessment Tool) eszkdz segitségével tortént, amely a prognosztikus
metaanalizisek esetén standard javasolt modszer. A ROB értékelése és alkalmazésa a
PROBAST segitségével tortént. A PROBAST négy f6 tartomany alapjan vizsgalja a
tanulmanyokat: résztvevok, elorejelzok, eredmények €s elemzés. Ez a négy f6 tartomany
célzott kérdéseket tartalmaz, melyek célja, hogy kisziirjiik az esetleges elfogultsagot a
bevalogatott publikaciokban. Az elfogultsdgi kockazat felmérése soran a kérdésekre
adhato lehetséges valaszok ,,igen”, ,,nem” vagy a ,tisztdzatlan”. Legalabb egy ,,nem”,
vagy ,,valdszinlileg nem” valasz esetén a tanulmany magas elfogultsagi kockéazatunak
tekintend6. Az a tartomany, ahol legaldbb egy kérdésre adott ,,tisztdzatlan™ vélasz esetén
a tanulmany elfogultsdgi kockazat tekintetében ,tisztdzatlannak” tekintendd.
Osszességében csak abban az esetben allapitottunk meg alacsony elfogultsagi kockazatot,

ha minden célzott kérdésre a valasz ,,igen”, vagy ,,valoszinileg igen” volt.

3.1.6 Statisztikai elemzés

A metaanalizishez sziikséges szdmitdsok a STATA 15.0 (Stata, College Station, TX,
United States) program hasznalataval torténtek. A bevalogatott tanulmanyok Osszesitett
becsiilt hatasnagysagat (effect size) DerSimonian és Laird random effekt modellek
alkalmazaséaval allapitottuk meg. A ROC gorbék alatti teriilet (AUC) értékeket €s a
konfidencia intervallumaikat felhasznélva vizsgaltuk a preoperativ szérum CA 19-9 szint
prognosztikai értékét a sebészi reszekabilitdsra vonatkozdéan. Az AUC eredmények
klasszifikacioja a Cochrane Kézikonyv alapjan a kdvetkezd: 90-100= kivalo, 80-90= jo,
70-80= elfogadhato, 60-70= gyenge, 50-60= sikertelen (97). Poolozott szenzitivitast és
specificitast szintén szamoltunk az elérhetd nyers adatok alapjan (TP, TN, FP, FN).
Ezenkiviil kiszamoltuk a stlyozott atlagos eltérést (weighted mean difference- WMD),
hogy meghatarozzuk a kiilonbséget a reszekabilis esetekben mért preoperativ szérum CA
19-9 értékek és az irreszekabilis esetekben mért preoperativ szérum CA 19-9 értékek
kozott. A heterogenitast a Cochrane kézikonyv altal javasolt Q (y?) és I? statisztikai
modszer alapjan allapitottuk meg. Az 1> proba a teljes variabilitds azon szazalékat

hatdrozza meg, amely nem magyarazhato véletlenszertiséggel. A 40% alatti I? érték
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2. Tablazat: a vizsgalatba bevalogatott betegek adatai (2)

A tablazat a kutatasban résztveve beteget adatait foglalja 6ssze, akiktél a kutatas soran felhasznalt hasnyal mintak szarmaztak

Nem Kor (év) Diagnozis Miitét Szovettani lelet
Férfi 53 Kroénikus hasnyalmirigy gyulladas Frey-mtét Kroénikus gyulladas
Né 48 Kroénikus hasnyalmirigy gyulladas Frey-mtét Kroénikus gyulladas
Férfi 50 Kroénikus hasnyalmirigy gyulladas Frey-mtét Kroénikus gyulladas
N6 71 Kroénikus hasnyalmirigy gyulladas Cisztto-wirsungo-jejunostomia | Krénikus gyulladas
N6 46 Kroénikus hasnyalmirigy gyulladas Pancreato-ciszto- Kroénikus gyulladas
duodenostomia
Férfi 63 Kronikus hasnyalmirigy gyulladas Pancreato-ciszto- Kroénikus gyulladas
duodenostomia
Férfi 47 Kronikus hasnyalmirigy gyulladas Frey-mtét Kroénikus gyulladas
N6 30 Kronikus hasnyalmirigy gyulladas Frey-mtét Kroénikus gyulladas
N6 68 Pancreasfej tumor Pylorus megtartasos | Adenocarcinoma pt2nOmx
pancreaticoduodenectomia
(PPPD)
Né 75 Pancreasfej tumor PPPD Carcinoma shigillocellulare pt3n1mx
Né 70 Pancreasfej tumor PPPD Neuroendocrin carcinoma, grade II.,
Pt2nl
Férfi 71 Pancreasfej tumor PPPD Adenocarcinoma , pt3nlmx
Férfi 54 Pancreasfej tumor PPPD Adenocarcinoma , grade Il., Pt3nl
Férfi 65 Pancreasfej tumor PPPD Adenocarcinoma , grade Ill., Pt3nl
N6 74 Pancreasfej tumor PPPD Adenocarcinoma , grade Ill., Pt3n0
N6 77 Vater papilla tumor PPPD Adenocarcinoma , grade II. Pt2nl
Férfi 67 Vater papilla tumor PPPD Adenocarcinoma , grade II. Ptlnxmx
Férfi 77 Vater papilla tumor Papilla excision Neuroendocrin carcinoma grade Ill.
Pt2nl
Férfi 84 Vater papilla tumor PPPD Carcinoma in situ ptlsnOmx
Férfi 68 Vater papilla tumor PPPD Adenocarcinoma , pt2nlmx
Férfi 65 Vater papilla tumor PPPD Adenocarcinoma (mixed type), grade I1.,
Pt4nl
Férfi 59 Kronikus hasnyalmirigy gyulladas Hepatico-jejunostomia Kronikus gyulladas
N6 56 Kroénikus hasnyalmirigy gyulladas Gastronetro-anastomosis Kroénikus gyulladas
(GEA)
N6 74 Kronikus hasnyalmirigy gyulladas Ciszto-Wirsungo-jejunostomia | Kronikus gyulladas
Férfi 64 Kronikus hasnyalmirigy gyulladas Ciszto-Wirsungo-gastrostomia | Kronikus gyulladas
N6 30 Kronikus hasnyalmirigy gyulladas Frey-mitét Kroénikus gyulladas
Férfi 45 Kroénikus hasnyalmirigy gyulladas Hepatico-jejunostomia, , | Kronikus gyulladas
Wirsungo-gastrostomia
Férfi 56 Pancreasfej tumor Explorativ laparotomia Adenocarcinoma
Férfi 64 Pancreasfej tumor Choledocho-duodenostomia Adenocarcinoma
N6 69 Pancreasfej tumor PPPD Intraductalis tubulopapillaris neoplasia
(ITPN)
N6 60 Pancreasfej tumor PPPD Adenocarcinoma, grade Il1., Pt3n1mx
Férfi 72 Pancreasfej tumor Explorativ laparotomia Adenocarcinoma
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N6 60 Pancreasfej tumor Explorativ laparotomia Nem elérhetd

Férfi 63 Pancreasfej tumor PPPD Adenocarcinoma, grade Ill., Pt3nlmx

Férfi 77 Pancreasfej tumor Hepatico-jejunostomia Adenocarcinoma , ctdnxmx

Férfi 67 Pancreasfej tumor PPPD Adenocarcinoma I1l., Pt3n1mx

N6 76 Pancreasfej tumor PPPD Adenocarcinoma grade I11., Pt3nOmx

Férfi 56 Vater papilla tumor PPPD Adenocarcinoma , grade Il., Pt3n1mx

N6 68 Vater papilla tumor Papilla excisio Adenocarcinoma , grade I1., T1b

Férfi 76 Vater papilla tumor Choledocho-duodenostomia P Adenocarcinoma

N6 64 Vater papilla tumor Hepatico-jejunostomy Adenocarcinoma

Férfi 67 Vater papilla tumor Pancreato-duodenectomy Hepatopancreatic ampulla
adenocarcinoma grade 1., Pt4n1mx

N6 63 Vater papilla tumor Pancreato-duodenectomy Hepatopancreatic ampulla
adenocarcinoma grade I11., Pt4n1mx

N6 23 Egészséges Nem tortént miitét -

Férfi 60 Egészséges Nem tortént miitét -

Férfi 49 Egészséges Nem tortént miitét -

N6 53 Egészséges Nem tortént miitét -

jelentéktelen heterogenitast jelent, 30-60% kozepes heterogenitast, 50-90% ,,lényeges”
heterogenitast, 75% feletti érték ,,jelentds” heterogenitast jelent. Ezen kutatas részeként
SROC (Summary Receiver Operating Characteristics) analizis elvégzését is terveztik,

azonban az ehhez sziikséges minimum feltételek nem alltak rendelkezésre (98).

3.2 Extracellularis vezikuladk azonositasa és karakterizalasa human pancreas nedvbol

3.2.1 Betegek és mintagytijtés

Az 6sszes hasznalt kisérleti protokollt jovahagyta az Egészségligyi Tudomanyos Tanacs
Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga (ETT- TUKEB). A jovahagyott protokollok
alapjan a kisérletek elvégzése az 1975-6s Helsinki Nyilatkozat iranyelvei és rendelkezései

betartasa mellett tortént.

A vizsgélatban szerepld kronikus hasnyalmirigy-gyulladdsban (CP) szenvedd betegek,
valamint hasnyalmirigy ductalis adenocarcinomaban (PDAC) vagy Vater-papilla
(Ampulla of Vater) adenocarcinomajaban (A-AC) szenvedd betegek a Semmelweis
Egyetem I. sz. Sebészeti Klinikdjan (jelenleg Semmelweis Egyetem Sebészeti,
Transzplantacids és Gasztroenteroldgiai Klinika) alltak kezelés alatt. A Vater papilla
tumoros betegek bevonasaval vald célunk az volt, hogy kideritsiik, van -e tumoros

eredetre utald potencialis biomarkerként szolgalhatnak -e az ezen betegektdl nyert
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pancreas nedvbdl szarmazo extracelluldri vezikuldk a pancreas deji pancreas ductalis
adenocarcinomas betegektdél nyert extracellularis vezikuldk mellett. A kronikus
pancreatitises betegegektdl vett mintdk célja az volt, hogy mivel egészséges
hasnyalmirigy szovethez miitdi koriilmények kozott nem lehet jutni, illetve szamos etikai
aggalyt vetne fel, ezért a tumoros betegek kontrollcsoportjaként kronikus pancreatitisben
szenvedd betegek szovetmintait hasznaltuk. A 2. Téblazat az AJCC ("American Joint
Committee on Cancer”) rendszer szerint foglalja 6ssze azoknak a betegeknek az adatait
¢és szovettani diagnozisat, akik részt vettek a vizsgalatban (99, 100). A hasnyalmirigynedv
gyljtése miitétek soran tortént. Olyan miitétek soran, ahol elkeriilhetetlen volt a Wirsung
vezeték megnyitdsa (parcidlis pancreatododenectomia, Vater-papilla excisio,
dekompresszios miitétek) 20G-s kaniilt vezettiink az atvagott Wirsung vezetékbe és 1-5
ml hansyalat szivtunk le, vér nélkiil, majd ezt kdvetden a miitétet a terv szerint folytattuk.
A hasnyalmirigynedv mintakat 2x15 perces 2500 g-n torténd centrifugalasnak vetettiik
ala, majd -80°C-os fagyasztdban taroltuk felhasznalasig. Elzetes tdjékoztatast kovetden

minden résztvevo beteg beleegyezd nyilatkozatot tett.

3.2.2 Sejtvonalak

Dr. Klaus Felix (Heidelbergi Egyetem) szolgaltatta a kutatashoz sziikséges Capan-1 és
MIA PaCa-2 pancreas ductalis adenocarcinoma (PDAC) sejtvonalakat. Ezeket a
sejtvonalakat 20% (v/v) FBS (fetal bovine serum) tartalmti IMDM (Iscove's Modified
Dulbecco's Medium) taptalajon €s 10% (v/v) FBS tartalmi DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium) t4ptalajon tenyésztettiik. A sejtvonalakat 2mM glutamin, 1% Ab/AM
(antibiotikus/antimikrobialis adalékok) koncentracioval 37°C-on 5% CO2/ levegd
keverékben tenyésztettiik és rendszeresen teszteltiik Mycoplasma kontaminacio kizarasa

céljabol.

3.2.3 EV izolalas

A sejtvonalakbol szarmazo EV-k esetén a sejteket haromszor atoblitettiik PBS (Phophate
Buffer Saline) oldattal, az EV termelés 24 6raig tartott, szérummentes kdzegben, hogy
elkeriiljiik a mintak beszennyezését az FBS-ben talalhaté EV-kel. A sejtek €letképessége
szérummentes kozegben 24 oOran keresztiil 90-95% feletti volt, ezt megerdsitette az
annexinV-FITC és propidium jodid (mindkettd6 BD Biosciences) festés a kordbban

leirtaknak megfelelden (101). Hirom méret szerint elkiilonithetd EV frakciot izolaltunk.
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A sejtvonalakbdl szdrmazd EV-k esetén elészor 10 percig tartd 300 g-n torténd
centrifugalas segitségével tavolitottuk el a sejteket. A hasnydlmirigynedvbdl szarmazo
mintdk esetén a mintakat négyszer higitottuk fel PBS oldattal EV izolalas elott.
Kovetkezo 1épésként a mintakat gravitacio segitségével 5 pm-es porusméretii sziirén
(Millipore) szirtiik at, majd szobahémérsékleten 2000 g-n 10 percig centrifugaltuk,
amely végeredményeként ,,nagy” EV-ben gazdag pelletet kaptunk. A feliiliszokat ezt
kovetden ismételten gravitacid altal 0,8 pm-es poérusméretli sziiron (Millipore)
bocsatottuk at, majd szobahdmérsékleten 12600 g-n 30 percig centrifugaltuk. Ennek
eredményeként ,kozepes” EV-kben gazdag pelletet kaptunk. Utolsé 1épésként a
feliiliszokat Optima MAX-XP MLA-55 rotorral rendelkezé ultracentrifugan (Backman
Coulter Inc.) 100000 g-n 70 percig centrifugaltuk 4°C-on. Ennek eredményeként ,.kis”
EV-ben gazdag pelletet kaptunk.

A hasnyalmirigynedvbdl szarmazé EV-ket anti-CD63-mal fedett magneses
mikrogyongyok (Thermo Fisher) segitségével izoldltuk. A hasnydlmirigynedvbol
szdrmazo mintdkat 300 g-n 5 percig, majd 2000 g-n 20 percig centrifugaltuk. A
magnesezett mikrogyongyoket 1 %-os BSA-val (Bovine Serum Albumin) 30 percig
blokkoltuk. Ezt kovetden a mintak 250 mL higitatlan hasnyalmirigynedyv feliilusz6 12 mL
mikrogyongy/minta keriilt inkubélasra éjszakara folyamatos rotacio mellett 4°C-on. Ezt
kovetden aramlési citometrids detektalas tortént a mikrogyongyokhoz kotott EV-k

fluorescens anti-CD63 PE (Phycoerythrin- Sigma Aldrich) festését kovetden.

3.24 TRPS (Tunable resistive pulse sensing - allithato ellenallason alapuld

pulzusérzékelés) mérések

Az EV-ket qNano (TRPS- IZON Science) segitségével elemeztiik, a korabban leirtaknak
megfeleléen [6,30,31], legalabb 500 részecskeszammal a NP100, NP400, NP80O és
NP2000 nanoporusokon. Az eseményeket stabil arammal (115-145 nA), 12 pA alatti
gyokos négyzetes zajjal (root mean square noise) és linearis részecske-aranyokkal
rogzitettik CPC100B, CPC400E, CPC800D ¢s CPC2000D segitségével (mind IZON

Science) a kalibraciés mikrogyongydk hasznalataval.
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3.2.5 Transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM)

Az EV pelleteket 4%-os paraformaldehyd oldattal fixaltuk, majd PBS oldattal mostuk és
30 percig utéfixaltuk 1%-os OsO4 (Osmium tratraoxid- Taab) oldatban. Az oblitést
kovetden a pelletet desztillalt vizzel Oblitettiik, majd alkoholos oldatban dehidrataltuk.
Ezutan 1%-o0s uranyl-acetattal 50% etanolban 30 percig blokkfestést végeztiink, majd a
mintdkat Taab 812 (Taab) bedgyazoanyaggal beagyaztuk. A mintdkat 60 °C-on egy
¢jszakan at polimerizaltuk, majd ezt kovette a szekcionalds és elemzés Hitachi 7100

elektronmikroszkop (Hitachi Ltd.) hasznalataval.

3.2.6 Extracellularis vezikulak aramlasi citometridval torténd vizsgalata

Az EV-ket inkubaltuk 1 ml-es mennyiségben minden k6tddo reagenssel, antitesttel vagy
izotipus kontrollal (amelyek felsoroldsa a 3. Tabldzatban taldlhaté) a sotétben,
szobahdémérsékleten, 30 percig 50 mL-es térfogatban, majd 300 mL-re higitott

mennyiségben a mérés elott.

3. Tablazat: Az aramlasi citometrias mérésekhez hasznalt affinitasi reagensek és izotipus
kontrollok (2)

Ez a tablazat osszefoglalja az aramlasi citometrias mérésekhez hasznalt affinitasi
reagenseket és izotipus kontrollokat

Affinitasi reagensek Katalogusszam Forgalmazo

annexin V APC 550474 BD Biosciences
anti-MUC-1 PE BZ-355604 Biolegend

anti-MUC-4 APC 781631 Novus Biologicals
anti-MUC-5AC Alexa 488 45M1 Novus Biologicals
anti-CFTR FITC Sc-3766683 Santa Cruz

anti-MDR PE A18376 Thermo Fisher
anti-CD9 A15698 Thermo Fisher
anti-CD63 2365100 Soft Flow

anti-CD81 MA1-81261 Biocenter

anti-EPCAM 2221040 Sony Biotechnology
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anti-CD107a 1208130 Sony Biotechnology
anti-MUC-4 FAB8195A R&D Systems
anti-MUC-5AC NBP2-15196AF488 Novus Biological
anti-CFTR sc-3766683 Santa Cruz
anti-MDR1 A18376 Thermo Fisher
anti-HSP70 3840020 Soft Flow
TO-PRO3 2216020 Thermo Fisher
annexin V 3804725 Soft Flow
Izotipus kontroll Katalogusszam Forgalmazo
mouse IgG1 51-13854X-2 BD Biosciences
mouse IgG2a 400211 Biolegend
Mouse IgG2b ICO041A R&D Systems

Kiemelendd, hogy a CD63 és CDS81 felszini markereket az mintaban jelen levd
extracellularis vezikuldk jelenlétének igazolasa céljabol vizsgaltuk ezekkel a rajuk

jellemzd felszini markerekkel (77).

Az autofluoreszcencia és a kotddd reagensek fluoreszcencidja az EV-k hianyaban is
meghatarozasra kertiilt és a 0,1% Triton X100 lizis hasznalata kontrollként szolgalt az EV-
k feloldéasa segitsegével EV-kbdl érkezo jelek megszakitasaval. Az izolalt ,.kis” EV-ket 4
um-es aldehid/ szulfat mikrogyongyokhoz kapcsoltuk (Life Technologies) és 1%-os
BSA-val blokkoltuk PBS oldatban 2 6raig, majd ezt kovetéen 100 mM glycinnel.

Az 2A. Abrahoz az eszkozbeallitasok és kapuk tgy lettek beallitva, ahogy az 1A. Abran
lathaté. Az 2B. Abrihoz az eszkozbeallitisokat és kapukat korabban leirt modon (101-
103) allitottuk be, Megamix gyongyoket (BioCytex) és 1 um-es Silica Beads Fluo-Green
(Kisker) mikrogyongyoket hasznalva, ahogy azt az 1B. Abran lathatjuk. Az adatok

elemzéséhez FlowJo szoftvert (Treestar) hasznaltunk.
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1A. Abra: Aramlasi citometriai kapu beéllitsok a ThermoFisher dramlasi citometriai szubmikron
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1B Abra: Aramlasi citometriai kapu beallitasok, amelyeket Megamix-Plus SSC és ismert méretii

szilicium-dioxid gyongyo6k alkalmazasaval hataroztunk meg. (2)

Az EV pelletet 10 mL vizben reszuszpendaltunk, majd a fehérjéket ismételt fagyas-
olvadas ciklusokkal extrahéltuk, amelyet ezutdn miniatiirizalt tripszin emésztés kovetett,
a korabbiakban leirtaknak megfeleléen (104). Az emésztett peptidek elemzése Bruker
Maxis II Q-TOF késziilekkel tortént, amely CaptiveSpray nanoBooster ionizacios
forrassal volt felszerelve. A peptidek szétvalsztasa 25 cm-es Waters Peptide BEH C18
nanoACQUITY 1,7 pm részecskeatmérdjii UPLC oszlopon a Dionex Ultimate 3000
Nano LC rendszeren. A befogds az Acclaim™ PepMapl100™ C18 NanoTrap oszlop
hasznalataval tortént (5 um, 100 A, 100 pm x 20 mm, Thermo Fisher). Az adatokat
Funrich (105) és Scaffold 4.5.3 szoftverekkel értékeltiik ki és Mascot 2.5 (Matrix Science)
valamint X!Tandem (The GPM, thegpm.org; 2007.01.01.1 verzid) keresOmotorokat
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hasznaltunk. A fehérjeazonositas kritériumai a Swissprot (2015_08) adatbézis alapjan, a
Molecular and Cellular Proteomics szigorti irdnyelveinek megfelelden lettek
meghatarozva. Roviden 0Osszefoglalva, 7 ppm peptidtomeg-tolerancia, 0,05 Da
fragmentumtdmeg-tolerancia €s 2 hibas hasitas volt engedélyezve, valamint a kovetkezo
modifikaciokat kerestiik: karbamidometilacido mint fix modifikaciok, deamidacio (NQ),

oxidacio (M) és pirokarbamidometilacio (N-terminalis C) mint valtoz6 modifikaciok.

3.2.7 Az EV készitmények fehérje €s lipid meghatarozasa
Az EV-k fehérjetartalmat a Micro BCA Protein Assay Reagent Kit (Thermo Fisher)
segitségével, mig a lipidtartalmat a kordbban leirt sulfo-phospho-vanillin reakcioval

hataroztuk meg (101).

3.2.8 Statisztikai elemzés

Az adatokat a GraphPad Prism v.4 szoftverrel elemeztiik, ahol a normal eloszlasu
paraméterekhez parositatlan t-probat hasznaltunk, mig nem normalis eloszlasu
paraméterek esetén a Mann-Whitney tesztet hasznaltuk. A 0,05-nél kisebb p-értékeket

tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.

3.3 Pancreas cisztafolyadékbol izolalt extracellularis vezikula mikro-RNS tartalom
alapjan kiilonb6z6 malignitasi potenciallal rendelkez6 alcsoportokba sorolhatok a

hasnyalmirigy cisztas elvaltozasokkal rendelkezd betegek

3.3.1 Betegek

Az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs (ETT-TUKEB, 1V/6522-1/2020/EKU) jévahagyta
az Osszes emberi mintaval végzett kisérletet és eldzetes tajekoztatast kovetden minden
beteg beleegyezd nyilatkozatot tett. A mintakat 2020 julius és 2023 aprilis kozott
gylijtottiik.

Azokat a felndtteket valasztottuk be a kutatdsba, akiknél hasnyalmirigy cisztés
elvaltozasokat észleltek és indokolt volt az EUS (endoszkopos ultrahang) vizsgélat

elvégzése a jelen irdnyelvek alapjan (32).

Roviden, a betegeknél EUS vizsgalat indikéacigja allt fenn, ha barmelyik "aggaszto jel"

jelen volt (pl. hasnyalmirigygyulladas a beteg koreldzményében, ciszta atmérdje 30-40
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mm kozott, kevesebb, mint 5 mme-es fali csomo, megvastagodott, halmozo cisztafal, f6
hasnyalmirigy-vezeték atmérdje 5-9,99 mm, emelkedett CA19-9 szint a vérben vagy
évente tobb mint 5 mm-es novekedés a ciszta atmérdjében). Ha barmelyik abszolut
indikécid a sebészeti kezelésre jelen volt, ideértve az obstrukcios icterust, a 40 mm-nél
nagyobb cisztadtmérdt, az 5 mm-nél nagyobb cisztafali csomot, a 10 mm-nél nagyobb {6
hasnyalmirigy-vezeték atmér6t vagy a f6 hasnyalmirigy-vezeték érintettségének

gyanujat, akkor a betegeknél EUS (endoszkopos ultrahang) vizsgalatot is végeztiink.

Csak azokat a betegeket vontuk be, akiknek a cisztafolyadék mintaja a vizualis vizsgalat
soran nem tartalmazott vért. Azok a betegek, akik miitéten estek at, végleges szovettani
eredményekkel rendelkeztek az eltavolitott mintabol, ezért Ok szolgaltak kontrollként az
EUS morfologiai ¢s miRNS analizis eredményeinek szempontjabol. A betegek klinikai és

diagnosztikai paraméterei a 4. Tablazatban vannak feltiintetve.

A Dbetegeket multidiszciplinaris munkacsoportmegbeszélés alapjan nem-M ¢és M
kategoriakba lettek sorolva. A felfedezd kohorsz (discovery cohort) n=7 nem-M beteget
€s n=6 M csoportba sorolt beteget tartalmazott. A megerdsité kohorsz (validation cohort)
n=30 nem-M és n=24 M-csoportba tartozo beteget tartalmazott. Hirom nem-M és két M
minta keriilt kizérasra (mindegyik a megerdsité kohorszbdl) a mintak centrifugalasa utdn
lathatod vérrel tortént szennyezddésiik miatt. A bevont betegek klinikai és diagnosztikai

paramétereit a 4. Tablazat tartalmazza.

3.3.2 Human hasnyalmirigy cisztafolyadék mintdk

A vizsgalatok elvégzéséhez Olympus EU-ME2 GF-UCT180 eszkdzt hasznaltunk, a
folyadékmintakat vékonytii aspiracios (FNA) technikaval vettiik a betegek hasnyalmirigy
cisztafolyadék tartalmabol (EchoTip® Ultra Endoscopic Ultrasound Needle ti
hasznalatidval). A hasnyalmirigy cisztafolyadék mintakat Vacuette csovekbe (Greiner Bio-
One, 456085) gytjtottiik, 300 g-s centrifugalassal 5 percig centrifugaltuk, majd a feliileti
folyadékot aliquotokra osztottuk és -80 °C-on hosszu tavu tarolasra lefagyasztottuk
(legfeljebb 30 honapig). Az egyes aliquotokat csak egyszer hasznaltuk fel az EV

1zolalasara és/vagy a teljes cisztafolyadék elemzésére.
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A anti-CD9 anti-CD63 anti-CD81 anti-EpCAM anti-CD107a Annexin V
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2A Abra: A pancreasnedv extracellularis vezikulakat 4ramlasi citometridval vizsgaltuk az egyes
tomegspektrometridval azonositott fehérjék jelenlétének kimutatasa céljabol. A kronikus pancreatitis (folytonos
fekete vonal) és pancreas tumoros (Vater papilla és pancreas ductalis adenocarcinoma) csoportba tartozo
betegektdl vett (szaggatott fekete vonalak) extracellularis vezikulakat, valamint a detergens-lizalt kontrollokat
(toltott fekete hisztogram) fluoreszcens antitestek, TO-PRO3 és Annexin V segitségével vizsgaltuk. Az izotipus-
kontrollok kotddése sziirke szaggatott vonallal van jelezve.(2)
2B Abra: Az extracellularis vezikulakat aramlési citometriaval vizsgaltuk a tdmegspektrometriaval azonositott
fehérjék egy részének jelenlétének kimutatasa céljabol. A Capan-1 (folytonos fekete vonal) és a MIA PaCa-2
(szaggatott fekete vonal) sejtekbdl szarmazo extracellularis vezikuldkat, valamint a detergens-lizalt kontrollokat
(toltott fekete hisztogramok) anti-MUCI1, anti-MUC4, anti-MUCSAC, anti-CFTR, anti-MDR1 és annexin V
segitségével elemeztiik. Az izotipus kontrollok kotédését sziirke szaggatott vonalak jelzik. (2)
2C Abra: A kronikus pancreatitises és adenocarcinomas betegek hasnyalabol szarmazo extracellularis
vezikuldkat anti-CD63 magneses gyongyokkel fogtuk be, majd fluoreszcensen jel6lt anti-CD63 antitesttel
aramlasi citometriaval detektaltuk. (1)
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4. Tablazat: A vizsgalatba bevont betegek adatai és vizsgalt paraméterei. A felfedez6é kohorsz mintai
sargaval vannak jelolve (3)

A Dbtegek

adatai,

akiktol

a mintak

szarmaznak Data and diagnostic values of

Sarha szin: felfedez6

) ) ) ) kohort
patients with samples included in the study
Képalkoté Méret/
Diagnézis | Citologia Képalkoto EUS
tipus novekedés
B Nem
Eletkor CEA <4cm or not
Azonosité (férfi: 1,|PC:0. S-|Nem- Nem- CT: 1. | Nem- )
(év) (ng/ml) growing:1.
no: 2) PCN:1. mucinézus: 1 mucinézus:1 | MR: 2. | mucinézus: 1
>4cm or
M-PCN: 2 | mucinézus:2 mucinoézus:2 [ CT+MR: 3 | mucindzus:2 ]
growing:2
di 41 2 2 1 5758,8 |2 1 2 2
d2 67 2 2 2 594 2 1 2 2
d3 75 2 0 1 9,3 1 1 1 2
d4 69 2 1 1 9,4 2 1 2 1
d5 64 2 2 2 5764 |2 3 2 1
dé 50 1 2 1 0,5 2 1 2 1
d7 42 1 0 1 13,8 1 1 1 2
ds 69 2 2 1 869 2 2 2 1
d9 54 2 2 1 447 2 2 2 1
d10 42 1 0 1 0,7 2 1 1 2
dil 42 2 0 1 54,5 2 1 1 2
di2 74 2 0 - - 1 1 1 2
di3 52 1 0 1 0,5 1 2 1 2
3 83 1 2 1 3720,3 |2 2 2 1
5 83 2 0 1 47,8 1 1 1 2
8 79 1 0 1 10555 |1 1 1 1
9 61 2 1 1 26,4 2 2 2 1
14 55 2 1 1 8,2 1 1 1 1
17 71 1 0 1 32,7 2 2 1 1
19 25 2 0 1 1,2 2 1 1 2
20 38 2 1 1 0,8 2 3 2 2
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2

2
2

2
2

1

1

2

1615,7 |2
0,5
92

276,1
54,5
0,5
10

5730
363,7
<0,5

818,4
294,2
71,8

2279,4 |2

4,5

3265,2
<0,5

<0,5
794
0,8

92,8

31424 (1
202,6

37313 |2
32,6

1119,9 |2

399,6
52,6

2667,4 |1

164,5
1,5

15,2

30,5

52
71

81

68
68
50
32
39
41

68
41

72
62

83
34
76
74
42

80
36
84
74
77
50
80
65
65
64
26
75
67
12
66
23
59
41

24
25
27
28
29
30
31

32
34
36
37
38
39
40
41

42

43

44
45

46

47

48

49

50
51

52
54
55
56
57
58
59
60
61

62
63
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65 57 1 0 1 45,3 1 1 1 1
66 75 2 1 1 0,9 1 3 1 1
67 73 1 2 1 69,9 2 2 2 1
68 33 2 1 1 <0,5 1 2 1 1
69 72 2 1 1 <0,5 1 1 1 1
72 43 1 0 1 35,3 1 1 1 1
73 76 2 1 1 41,3 2 1 2 1
74 67 2 2 2 - 2 1 2 2
75 37 1 0 1 32,2 1 1 1 2
76 85 1 2 2 <0,5 2 1 2 1

3.3.3 NTA (Nanoparticle Tracking Analysis)

A cisztafolyadék mintakat (500 pL) sorozatosan centrifugalasnak vetettiik ala 300 g-n 5
percig, 2000 g-n 20 percig és 12,500 g-n 40 percig (minden 1épés 16 °C-os hdmérsékleten
tortént). A feliiliszokbol minden centrifugélési 1épést kovetden aliquotokat készitettiink.
Sorozatos higitasok (50x, 100x, 500x, 1000x és 5000x) késziiltek a mintakbol foszfat
pufferes sooldattal (PBS), és 1 ml-t hasznaltunk az NTA-val torténé mérésekhez. A
részecskeméret-eloszlas és a koncentracié mérése ZetaView Z-NTA késziilék (Particle
Metrix) hasznélatdval tortént. Minden mintdhoz olyan higitast valasztottunk, amely az
alapértelmezett bedllitdsok szerint tizenegy sejtpozicidban végeztiik a szkennelést 25 °C-
on annak érdekében, hogy noveljiik a mérések megbizhatosdgat. A kamera beallitasai
minden mérésnél azonosak voltak, a kovetkezdk szerint: automatikus expozicio, ,,gain’:
28.8, ,offset”: 0, zarsebesség: 100, érzékenység: 73. A videok elemzése a ZetaView
Analyze 8.05.10 szoftverrel tortént, ahol a minimalis teriilet 5, a maximalis teriilet 1000,
a minimalis fényerd pedig 20 volt. Egyes kisérletek soran az EV-ket (a 300g ¢s 2000g-o0s
centrifugalasi Iépések utan) lipofil membranfestd BioxML-Yellow festékkel (Bioxol,
Budapest, Hungary) jeloltik (106). A kalibracié fluoreszkalo sarga-zold (YQ)
nanorészecskékkel tortént, €s a paramétereket a kovetkezdképpen allitottuk be:
zarsebesség: 100, érzékenység: 85, korrekcids faktor: 1,27. Az Gsszes érzékelhetd
részecskéhez viszonyitva kiszamitottuk a fluoreszkdloan festett részecskék aranyat. A
kolloid rendszer stabilitdsanak értékeléséhez megmértiik az EV mintak zéta potencialjat

2 SL pozicidban PBS-ben 0,1xPBS/pH=6,9 higitasban.
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3.3.4 EV-k detektalasa antitestbevonati mikrogyongyokkel és d&ramlasi citometriaval

A mintdkat 300 g-s centrifugéldssal 5 percig centrifugaltuk. A feliiluszot, vagy annak 10-
szeres higitasat 200 pl-es mennyiségben inkubaltuk 8 ul vagy 4 ul anti-CD63 vagy anti-
CD81-bevonata 10606D ¢s 10616D magneses gyongyokkel (Thermo Fisher). Az
inkubécio egy ¢jszakan at tartott 4°C-on folyamatos rotacié mellett. Ezutan a gyongyoket
haromszor mostuk PBS oldatban, majd 50 pul PBS-ben reszuszpendaltuk felcimkézéshez.
A pozitiv gydongyok aranyat anti-CD63 PE (2 ul/50 ul, SAB47000218, Merck) vagy anti-
CD81 FITC (1 ul/50 nl, A15753, Molecular Probes) antitestekkel és aramlési
citometridval hataroztuk meg (FACS Calibur, BD Biosciences). A nem specifikus hattér
meghatdrozasahoz a mikrogyongyoket DMEM-mel inkubéltuk és ezt kovetoen ezeket a

mikrogyongyoket kontrollként jeloltiik.

3.3.5 Transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM)

A differencialis centrifugalas utolso 1épésének (12,500g) feliiluszojat 70 percig, 4°C-on
ultracentrifugaltuk (UC) 100,000 g-n. A pelletet PBS-ben reszuszpendaltuk, majd
megismételtiik az elébbi UC 1épést. Az EV-ket 30 percig 4% paraformaldehiddel (PFA)
fixaltuk, majd 30 percig 2% PFA+2% glutaraldehidoldattal szobahdmérsékleten fixaltuk.
Ezt kovetden PBS-sel mostuk le, majd post-fixacids eljarast alkalmaztunk 1% OsO4-ben
15 percig. A pelletet fokozatosan etanollal dehidrataltuk, majd 30 percig 1% uranyl-
acetattal 50% etanolban festettiik, végiil Taab 812 (Aldermaston) epoxi gyantdba
agyaztuk. 12 6ra 60°C-on torténd polimerizaciot kovetden Leica UCT ultramikrotémmal
(Leica Microsystems) 50-60 nm vastag ultravékony szeleteket metszettiink beldle. A
TEM képek Hitachi 7100 TEM késziilékkel (Hitachi Ltd, Japan) késziiltek, amelyhez
Veleta 2k x 2k MegaPixel oldalra szerelt TEM CCD kamera (Olympus) volt

csatlakoztatva.

3.3.6  MiRNS analizis

A 300 g-s centrifugalas utani feliiluszot 500 pL térfogatban inkubaltuk 20 pL anti-CD63-
bevonati és 10 uL anti-CD681-bevonati magneses gyongyok keverékével éjszakara,
4°C-on folyamatos rotacioval. Azonos kezdeti EV-szamot (7x108 EV, NTA alapjan
meghatarozva) hasznaltunk kisérletekben, majd DMEM (Thermo Fisher) keriilt a
mintdkhoz, amig el nem érte a 500 pL térfogatot, majd a mintakkal azonos mennyiségii
mikrogydnggyel inkubaltuk. A gyongyoket haromszor mostuk PBS oldattal (3x500 pL),
majd 700 pL Qiazol (Qiagen) oldattal lizaltuk. A teljes RNS izolacigja, beleértve a
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miRNS-t is, a miRNEasy Micro Kit (Qiagen) segitségével tortént, a gyartod eldirasanak
megfeleléen. A szabad miRNS analizise sordn 400 pL cisztafolyadék a miRNEasy
serum/plasma kit (Qiagen) hasznalatdval kerilt feldolgozasra. A miRNS-array
kartyakhon 3 pL teljes RNS forditott transzkripcioja tortént Megaplex RT primerrel, majd
a mintakat Megaplex PreAmp Primerekkel (Thermo Fisher) el¢-amplifikaciot végeztiink
a gyarto eldirasanak megfelelden. A TagMan™ Array Human MicroRNA A Cards v2.0-
k (Thermo Fisher) az ABI 7900HT késziiléken keriiltek lemérésre. A kiiszobértéket 0.2-
re allitottuk. A pseudocisztak (PC) és a szerozus PCN-eket (6sszesen a nem-M-PCN) M-
PCN csoporttal torténd Osszehasonlitdsa sordn, azokat a miRNS-eket valasztottuk ki
tovabbi elemzésre, amelyek jelen voltak minden mintdban (Ct<35) a megadott feltételek

mellett, de legfeljebb egy mintdban voltak csak jelen a masik csoportban.

Az egyedi miRNS-ek méréséhez 2 pL teljes RNS-t forditott transzkripcids reakcionak
vetettiink ald a TagMan® Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher)
hasznalataval a gyart6 protokollja szerint. Azon kisérletekben, ahol az RNS mennyiség
normalizalasat végeztiik, 25 ng teljes RNS-t hasznaltunk, amely 2 pL térfogatra lett vizzel
higitva. A miRNS-szinteket ezutdn a TagMan® Fast Advanced Master Mix, TagMan®
Advanced miRNA Assays (Thermo Fisher) és az ABI 7900HT Fast real time idejii PCR
késziilék vagy a QuantStudio™ 7 Flex késziilék (Thermo Fisher) segitségével 40
ciklusban analizaltuk. Az elemzési azonositok megtaladlhatoak az S. Tablazatban.
Osszehasonlithat eredmények elérése érdekében ugyanazon kisérleti sorozatok méréseit

ugyanazon késziiléken végeztiik.
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3.3.7 Statisztikai elemzés

Mann-Whitney U-probat és a chi-négyzet probat hasznaltunk, melynek soran *p<0,05,
**p<0,01 és ***p<0,005 szignifikancia szinteket alkalmaztunk. A statisztikai kiértékelés
¢s a vizualizacid soran a Microsoft Excel €s az SPSS version 25. szoftvereket hasznaltunk.
Az oszlopdiagramokon a mean+SD értékeket, mig a box diagramokon a medidn, 25. és

75. percentilis értékek lathatoak.

5. Tablazat: A miR-200b jelenléte egy kivételével minden mucindézus PCN (M-PCN) mintédban és
hianya az 6sszes nem M-PCN mintdban a felfedez6 kohorszon végzett vizsgalatban (3)
Ct values from the discovery samples
miR28-3p miR-200b miR-375 miR-24
Szam Csoport
nem nem
s not-M (PC) nem észlelt észlelt észlelt 30.28
nem nem
d4 NOtM (S-PEN) | nem gsatelt || éslelt észlelt 32,54
nem nem
d7 not-M (PC) 33,99 észlelt észlelt 29,11
nem nem
d10 not-M (PC) nem észlelt észlelt észlelt 34,82
nem észlelt nem nem
dii | not-M (PC) észlelt észlelt 32,91
nem észlelt nem nem
diz | not-M (PC) észlelt észlelt 30,04
nem észlelt nem nem
di3 | not-M (PC) észlelt észlelt 33,06
Frequency of undet. 0,86 1 1 0
dl M-PCN 28,28 21,25 24,14 24,64
d2 M-PCN nem észlelt 28,10 26,52 29,96
d5 M-PCN 27,80 22,08 21,25 24,29
nem nem
d6 M-PCN nem észlelt észlelt észlelt 31,67
ds M-PCN 33,38 26,66 undet 28,13
d9 M-PCN nem észlelt 28,07 25,26 29,40
Nem észleltek gyakorisaga |0,5 0,17 0,33 0
p-érték a nem észlelt
megjeloléshez (Chi-négyzet | 0,27 0,005 0,02 NA
teszt, ,,Fisher's exact” teszt)
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4. EREDMENYEK

4.1 A preoperativ szérum CA 19-9 szint és a PDAC reszekabilitasa 0sszefiiggésének
vizsgalata

4.1.1 Keresési eredmények

Az elvégzett szisztematikus keresés dsszesen 11,677 taldlatot eredményezett (EMBASE:
6111, PubMed: 2928, Web of Science: 2638). A keresés részletes PRISMA (Preferred
Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses) folyamatabraja az 3. Abran
lathato. A bevalasztési és kizarasi kritériumok alapjan nyolc publikaciot valasztottunk ki

a kvantitativ elemzéshez (107-115).

—
Adatbazis keresés soran azonositott
tanulmanyok (EMBASE, Web of
H Science és Pubmed, dsszesen
] n=11677)
g
x l
J— Tanulmanyok a duplikdtumok szlirését
kovetden
(h=7348)
“
=
R 3
w
Szlirés cim alapjan Tanulmanyok kizarva
(n=7348) " (n=7156)
e
k.
oo - e = L x
‘B Absztrakt alapjan szirés Tanulmanyok kizarva
Z (n =399) i > (n=180)
-
~N
m
E
=
= Y
— Teljes szoveg alapjan Tanulmanyok kizarva
szlirés —— | (n=4, ok: nem preoperativ
(n=12) szérum CA 19-9, vagy nem
- voltak hatarértékek)
i
n ¥
o
s Tanulmanyok bevalogatva
3 kavantitativ Osszegzés
elvégzésére
(n=8)
e

3. Abra: A keresés részleteit 4brazol folyamatébra (Preferred Reporting Items
for Systematic Reviews and Meta-Analyses- PRISMA) (1)
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4.1.2 A preoperativ szérum CA 19-9 szint a sebészi reszekabilitas eldrejelzésében

A fent emlitett nyolc publikacié koziil hat alkalmaz ROC (Receiver Operating
Characteristic) gorbéket a betegség irreszekabilitasat jelzd szérum CA 19-9 kiiszob
meghatarozasa céljabol. A végso Osszesitett, a ROC gorbékbdl szamolt AUC (Area Under
Curve- Grafikon alatti teriilet) eredmény 0,79 (Konfidencia Intervallum: 0,694-0,893)
volt. Ez alapjan a preoperataiv szérum CA 19-9 szint egy ,.clfogadhaté” (,,fair”)
elorejelzdje a reszekabilitasnak, de nem érte el a 0,8 értéket, vagyis nem klasszifikalhato
a ,jo0” kategoriaba (4. Abra) (116). A preoperativ CA 19- 9 értékek szignifikans
kiilonbséget mutattak a reszekabilis és irreszekabilis csoportban. A preoperativ szérum
CA 19-9 értékek 964 U/ml-rel (p <0,001) alacsonyabbak voltak az operabilis csoportban,
mint az az irreszekabilis csoportban (5. Abra). Elvégeztiik az I négyzet probat a minta
heterogenitds megvizsgalasa céljabol. Az elvégzett vizsgalat eredménye alapjan (87,4%,
tehat meghaladja a 75%-o0s hatarértéket), jelentds volt a vizsgalt populacion beliil a
heterogenitds. A vizsgalt publikdciok nyers adataibol kiszamoltuk az Osszesitett
szenzitivitas és specificitas értékeket (Valds Pozitiv - VP, Valos Negativ- VN, Alpozitiv-
AP és Alnegativ- AN). Az eredményeket az 6. Abra tartalmazza.

Gorbe alatti teriilet (95% Sulyozas
confidencia intervallum) %
Tanulmany
Almadi 2013 ——+— 089 (0.71, 0.99) 14.28
Kim 2009 —_— 0.72 (0.62, 0.82) 16.57
Lou 2013 e 0.66 (0.59, 0.74) 17.96
Ong 2008 +#———  0.67(0.64,093) 14.17
Santucci 2018 N 0.89 (0.83, 0.93) 19.04
Zhang 2008 | —#— 0.92(0.84, 0.99) 17.98
Overall, DL (I = 87.4%, p = 0.000) 0 0.79 (0.69, 0.89) 100.00
T 1
0 S5 1

4. Abra: A gorbék alatti teriilet (Area Under Curve- AUC), ami a CA 19-9 prognosztikai hatékonysagat mutatja

a hasnyalmirigy ductalis adenocarcinoma mtitéti reszekabilitasanak meghatarozasara (1)
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Sulyozott Stlyozas %

Tanulmany kozépérték
Albatanony 2015 —1:0— -936.76 (-1358.58, -514.94) 16.02
Kim 2009 — -1447 .93 (-2067 .80, -828.06) 12.28
Kili¢ 2016 E - -311.20(-434.27,-188.13) 21.08
Ong 2008 —— E -2299.25 (-3001.78, -1596.72) 10.93
Santucci 2018 EO -812.00 (-861.36, -762.64) 21.61
Zhang 2008 -E'@— -793.86 (-1111.53,-476.19) 18.07
Overall, DL (F = 93.7%, p = 0.000) Q -963.84 (-1293.45, -634.23) 100.00
T T
-3002 0 3002
Reszekabilis Irresszekabilis

5. Abra: Silyozott atlagos kiilsnbségek (Weighed Mean Difference- WMD) a reszekabilis és irreszekabilis

pancreas ductalis adenocarcinoméval rendelkez betegek preoperativ szérum CA 19-9 szintjének U/ml-ében

M

; 1 oz - | —
Tanulmany \ Szenzitivitas (95% CI) Tanulméany \ Specificitas (95% CI)
| |
! |
| |
1 |
| |
Albatanony 2015 —JI-—I 1,00 [0.66-1.00] Albatanony 2015 -:———'I- 090[0.74-098)
I |
[ |
Almadi 2013 — 089 (0.76 - 0.96) Almadi 2013 —l— 0.73{0.45-0.92)
| |
| |
Kik; 2008 —_———— 0.82[0.57 - 0.96] Kikg 2006 4~ | 084{0.70-1.00)
1 |
! |
Luo2013 | —@— : 061(053-070] Luo 2013 —u—: 0,68 (0.57 - 0.80)
I |
1 |
Ong 2008 —— 0.81(0.69-0.90) Ong2008 | ——@—— | 0.56 {0.42 - 0.70)
| |
1 |
Santueei 2018 — : 0.73[0.65 - 0.80] Santucei 2018 —I»IL 0.710.52 - 0.86]
1 |
| |
Zhang 2008 .. 0.83[0.83-098] Zhang 2008 e 0.78(0.64 - 0.89)
I |
I |
I |
| |
I |
Osszesitett <> 084[0.72-0.92) Osszesitett <> 0.76{0.65 - 0.84]
| |
I |
| Q=56.46,df=800,p= 000 | Q=2306,df=600,p= 000
I |
1 |
: 12 = 89.37 [62.99 - 95.76) : 2= 7398 (54.21-93.74)

T T T T
05 Szenzitivitas 10 04 Specificitas 10

6. Abra: A poolozott szenzitivitasi és specifitasi értékeket a vizsgalatokban szereplé nyers adatokbol
szamitottuk ki (Valés Pozitiv- True Positive (TP), Valos Negativ- True Negative (TN), Alpozitiv- False
Positive (FP), Alnegativ- False Negative (FN)) (1)
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4.1.3 Az Elfogultsagi Kockazat vizsgdlatanak eredménye

Az ugynevezett ,elfogultsdgi kockazat” (,,Risk of Bias”) egy kivétellel minden
bevalogatott tanulméany esetében alacsony volt, és mindegyik bevalogatott tanulmany
alkalmazhatosaga alacsony kockazatu volt (7. Abra). Az elfogultsig kockazata egy
tanulmany esetén volt magas a résztvevok tekintetében, illetve egy tanulmany esetén volt
tisztazatlan (,,unclear”). Az elfogultsagi kockazat az Osszes tobbi tanulmany esetén
alacsony volt. Az eldrejelzok tekintetében az 6sszes tanulmany esetén alacsony volt az
alkalmazhat6sag kockazata. Hairom tanulmany esetén volt magas az elfogultsagi kockazat
a kimenetelre és eredményekre vonatkozodan, a tobbi tanulméany esetén ez az érték
alacsony volt. Két tanulmany esetén volt tisztdzatlan az alkalmazhatosagi kockéazat. A
tobbi tanulmany esetén alacsony volt az eredményekre vonatkoz¢ alkalmazhatosagi
kockézat, két tanulmany kivételével, ahol ez tisztdzatlan volt. Az analizis teriileten négy
tanulmany esetén volt magas az alkalmazhatosag kockazat, kettonél tisztazatlan és egynél

alacsony.

Elfogultsagi Kockdzat Alkalmazhatésag

Tanulmany T EE— W
Elemzés ROB ]

Osszesités

Albatony 2015
Almadi 2013
lou 2013

Kilic 2006

Kim 2009

Ong 2007
Santucci 2018
Zhang 2008

cCceccce
(A ¥ O X ¥ ¥
€CCrCeee
L B X X
€C€Ccececce
€CCceccce
€CCcecec
€crerqeeee
L X X O O Y

7. Abra: A bevélogatott tanulmanyok elfogultsagi kockazatanak sszefoglalasa a (Prediction model
study Risk Of Bias Assessment Tool- PROBAST) eszkdz hasznalatanak segitségével. A z6ld pottyok
alacsony elfogultsagi kockazatot jelentenek, vagy ,,igen”-t az alkalmazhatosag tekintetében, a sarga
pottydk tisztazatlan elfogultsagi kockazatot vagy alkalmazhatésagot, a piros pottydok magas

elfogultsagi kockazatot jelentenek, vagy ,,nem”-et az alkalmazhatosag tekintetében. (1)
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8 A-C Abra: A pancreasnedvbdl
izolalt extracellularis vezikulak
Transzmisszios
Elektronmikroszkopos képe; A a nagy,
B a kozpes és C a kis
mérettartomanyba es6 Extracellulaaris
vezikulak képe (2)

4.2 Extracellularis vezikulak azonositasa és proteomikus karakterizaldas human

pancreas nedvbol

4.2.1 A human pancreas nedv mintak tartalmaznak extracellularis vezikulakat

A human hasnyalmirigynedv mintdk begylijtése miitétek soran zajlott kronikus
pancreatitises, pancreas fej daganatos €s Vater-papilla daganatos betegek hasnyalmirigy
vezetékeébdl. A hasnyalmirigynedvbdl szarmazé kis (,,small”), kozepes (,,intermediate”)
és nagy (,large”) extracellularis vezikuldkat transzmisszids elektronmikroszkoppal
(TEM) vizsgaltuk. A TEM vizsgalatok alapjan az Osszes mintaban jelen voltak a
phospholipid kettésréteggel rendelkezé extracellularis vezikulak (8A-C. Abra). Ezen
felil a Capan-1 (pancreas adenorcinomds sejtvonal) sejttenyészetekbdl izolalt
extracellularis  vezikulak  szintén  hasonld  struktarat —mutattak, mint a
hasnyalmirgynedvbél nyertek (9. Abra). A hasnyalmirigynedvbél izolalt extracellularis
vezikuldk protein-lipid aranyai a tipikus extracellularis vezikuldkra jellemzd
tartoményban voltak: 0,41 + 0,09, 0,30 + 0,06 és 0,37 £ 0,07 (atlag = standard hiba) mind
a kicsi, kozepes és nagy EV-k esetében. (10. Abra) (2).

46



L. Kis” ~KozZepes™ »NAgy”

Extracellularis Extracellularis Extracellularis
Vezikulik Vezikulik Vezikulik
Koncentracio (részecske/ ml)y Koncentracio (ré ke/ml) K racié (ré ml) U
i 8 2 E B OEEOEEEROE R OE OB OB
&8 8 8 8 % & &% % & % 8 8 & 3 8 8
2 &
g g ~
7 3 3 s 2
2 g i 3 5 8 S E
X g e g s -
3 & =8 =N, »
-~ 8 Py Py
Es g® e
Koncentracio (részecske/ ml) Koncentracio (ré ml) K A ke/ mI)
i 8 8 B B BEERE '% é% BOR .
s 2 @ 2 &8 %8 8 2 8 2 8 & 3 3 =& g i
2 n =
g e B ¥ w8 E g
gz : 3 22
- I— b o %1 e !s
g B ] 3 g = i
e [ . o ig
ls ¥ £ g B2
=B 2 S E =
£ B £t =5
g
Koncentricid (részecske/ ml) Koncentricié (részecske/ ml) Koncentricit (részecske/ ml)
8 3 8 &8 8 % % &8 % 8 8 8 & ¥ & & 5
N o B g a
E:! . imoie
g s E = =
3 5 & g H=BE
5 8 g 2 <l
g8 : g =
gz E g 2 g s =
- 3 g, EF
EZ E 8 2 8 E
3 —~ E o A
Koncentricié (részecske/ ml) Koncentricié (mzecskef ml) Koncentricié (részecske/ ml)
€& 8 2 28 2 8 3 % % 8 8 8 s‘; 2 3 =
2 -
g g
e j 7, o
] 8 g
s : £ 3
i e g s S
g 5 2, . ]
= = = -
gz g g
Koncentracio (részecske/ ml) Koncentracio (részecske/ ml)  Koncentriacio (részecske/ ml)
P08 8 8 F R R R OZOREOROG Bk F
2 2 2 2 8 8 8 8 8 B 2 38 g 2 8 s
3 g g g
F e F . £ 3 >
g =2 2 g £
: : o o
2 E » g O
s L L§ o
£ E H N
8 g g

8 D Abra: Kis, Kozepes és Nagy Extracellularis vezikulak eloszlasa Kronikus
pancreatitises, Pancreas Ductalis Adenocarcinomas, Vater-Papilla
Adenocarcinomas, Capan-1 sejtvonalbol Is MIA PaCa-2 sejtvonalbol
szarmaz6 mintakban. (2)
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8 E Abra: Kis, Kozepes és Nagy Extracellularis Vezikulak eloszlasa méretiik alapjan Vater
Papilla Adenocacinomas, Pancreas Ductalis Adenocarcinomas és Kronikus Pancreatitises
betegek mintaiban (2)

4.2.1. Huméan hasnyalmirigynedvbdl szarmazéd extracellularis vezikuldk mérete és

koncentracioja

Kronikus pancreatitises (n =6), pancreasfej adenocarcinomds (n =6) és Vater papilla
tumoros (n = 5) betegektdl szarmazo hasnyalmirigynedv mintdkat TRPS (Tunable
Resistive  Pulse  Sensing) vizsgalatnak  vetettiik ald  részecskeméret ¢és
koncentracidelemzés céljabol. Az 8D. Abra mutatja a hasnyalmirigynedvekben a
részekcseméret-eloszlasokat. A hasnyalmirigynedv mintdk tartalmaztak extracellularis
vezikulakat; részecskeméretbeli eloszlas alapjan (atlag + standard hiba) ,nagy”
extracellularis vezikulaknak megfeleld 1646.0 + 41.5 nm-es, ,,k6zepes” extracellularis
vezikuldknak megfeleld 189.8 + 11.41 nm-es és ,kis” extracellularis vezikuldknak
megfeleld 125.4 + 3.8 nm-es extracellularis vezikuldkat. A humén hasnyalmirigynedvbol
¢s a hasnyalmirigy tumoros sejtvonal tenyészetbdl (Capan 1) szarmazo6 extracellularis
vezikulak mérete hasonl6 volt. A hasnydlmirigynedvben magasabb volt a kis és kdzepes
extracellularis vezikula koncentracio, a nagy viszont alacsonyabb volt (8D. Abra). A

TRPS vizsgalat megmutatta, hogy a hasnyalmirigynedvben magasabb volt a ,kis”
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extracellularis vezikuldk koncentracidja (6.1 + 2.2 x 10°részecske/mL), mint a kdzepes
(1.7 £ 0.5 x 10" részecske/mL) és nagy extracellularis vezikuldké (2.9 £ 0.6 x
10"°részecske/mL) (4tlag + standard hiba) (8E. Abra). A betegektSl szarmazé
hasnyalmirigynedv kis ¢és kozepes extracellularis vezikula koncentracidja nem
kiilonbozott egymastol szignifikdnsan, de a Vater-papilla tumoros betegekbdl szarmazo
mintdkban szignifikdnsan alacsonyabb volt a nagy extracelluldris vezikula koncentracio
(2.0 £ 09 x 10° részecske/mL) a kronikus pancreatitises betegekbdl szarmazo
hasnyalmirigynedvbdl izolalt nagy extracellularis vezikuldk 1.1 + 0.6 x 107

részecske/mL-es koncentracidjanal (4tlag + standard hiba) (8F Abra).

4.2.2 Az extracellularis vezikulak vizsgélata tomegspektrometria modszerrel

A hasnyalmirigynedvbdl, pancreas tumoros sejtvonalakbol és vérbol izolalt
extracellularis vezikuldkat tomegspektrometrids vizsgdlatnak vetettilk ald. Ennek
eredményeként nagy mennyiségli fehérjét azonositottunk, amelyek legalabb két
extracellularis vezikula eredetii peptidet tartalmaztak (11. Abra). A tdmegspektrometria
vizsgalat eredményei alapjan a hasnyalmirigynedvbdl szarmazo extracellularis
vezikuldkban jelentésen magasabb volt a pancreas eredetli fehérjék mennyisége, mint a
vérbol és epébdl szarmazo extracellularis vezikulakban (11. Abra). Ezt kovetéen ezeket
a pancreas eredetll fehérjéket mennyiségileg dsszehasonlitottuk kronikus pancreatitises,
pancreas fej tumoros €s Vater papilla tumoros betegek hasnyalmirigynedvébdl izolalt
extracellularis vezikulakkal (n =4 minden csoportban). A 12A é 12C Abra Venn
diagramokat tartalmaz, ahol lathat6, melyek a kozds és az egyedi fehérjék a nagy
extracellularis ~ vezikuldk  pelletének  tomegspektrometriai  vizsgalata alapjan
hasnyalmirigy nedvbél szarmazé (12A Abra), és vérbél szarmazé (12C Abra)
extracellularis vezikuldk esetében. A 12B Abra mutatia a GO (Gene Ontology)
besorolasat azoknak a fehérjéknek, amelyek az ,extracellularis exosomak” GO
csoporjéba tartoznak. A 12D Abra a hasnyalmirigynedvbél izolalt EV-k fehérjéi koziil
azokat a potencialis markereket mutatja, amelyek egyediként jelentek meg a kiilloénb6zo
betegcsoportoknal, vagy kozosen jelentek meg a tumoros csoportokban, vagy
megjelentek minden nagy extracellularis vezikula csoportban, vagy olyan jellemzd
fehérjék voltak, amelyekre extracellularis vezikuldkbdl szarmazo fehérje izolalas soran

szamitanank.(117). A 12 A-D Abran a vastagon szedett részek mutatjak azokat a
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fehérjéket, amelyeket pancreas tumoros sejtvonalakbodl izolalt etracellularis vezikuldk

esetében is azonositottunk. A dolt betlisen szedettek azok a fehérjék, amelyek a

vérplazmabol izolalt extracellularis vezikulakban is megjelentek. A 3. és 4. Abra a fenti

paramétereket mutatja ,,kdzepes” és ,,kis” extracellularis vezikuldk esetében.
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8 F Abra: Kis, Kozepes és Nagy Extracellularis Vezikulak betegcsoportonkénti
koncentraciobeli eloszlasa pancreasnedvbdl izolalva (2)
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9. Abra: Az A, B és C paneleken nagy, kozepes és kis extracellularis vezikuldk lathatoak a Capan-1

hasnyalmirigyrak sejtvonal kondicionalt tapkozegébdl (2)
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Fehérje-lipid arany

10. Abra: A hasnyalmirigynedv extracellularis vezikula pellet fehérje-lipid aranya (2)
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11. Abra: A tomegspektrometriaval azonositott hasnyalmirigy-nedv extracellularis
vezikuldibol szdrmazo6 fehérjék expresszidjanak elemzése a Funrich szoftverrel tortént (2)

51



[ KrénilusPancreatifi

B [ VaterPapila
10.60% (p <0.01) Adenocarcinoma
Extracelluliris mitrix 16.03% (p <0.01) B pancressDuctlis
= 14.10% (p <0.01) Adenocarcinama
z 39.12(9& ® <olm)
Plazm ; 34.18% (p <0.01
E amembrin 39.74% (p <0.01)
2 49.12% (p <0.01)
A :S  Extracelluliris tér 93% (p <0.01)
= 53.21% (p <0.01)
@

© Pancreas Ductalis
Adenocarcinoma

|
|

o 20 40 60 80 100
A fehérjék szazalékos aranya

Vater Papilla
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12A-C Abra: ,,Nagy” extracellularis vezikulak tomegspektrometridja

hasnyalmirigynedvben és vérplazmaban (2)

Egyedi fehérjek Fehérjé az
Egyedi fehérjék Pancreas Ductalis Egyedi fehérjék Vater Extracelluléris Vezikula .
Kronikus pancreatitises ~ Adenocarcinomas Papilla Adenocarcinomas  Adenocarcinomakban Mindben kézos izolatumokban

mintikban mintikban kozos

AnnexinsA1, A2, A3, Ad,
A5, A6, Al1, A13
Carcinoembryonic
antigen-related cell
adhesion molecules 1, 5,
7

Integrins allb, aM, B2,
63

Syntenins1, 2
Ras-related proteins

Rab-1A, -27A

Félkovér: PDAC sejtvonalakbol izolalt fehérjékbol szarmazo EV-ben is azonositottuk
Dalt:Vérbol szarmazo EV-ben is azonositottuk

12 D Abra: ,Nagy” extracellularis vezikuldk tomegspektrometridja soran azonositott

fehérjék hasnyalmirigynedvben és vérplazmaban (2)
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13 A-C Abra: Kozepes (,Intermediat™) extracellularis ezikulak tomegspektrometrija

hasnyalmirigynedvben és vérplazmaban (2)

Egyedi fehérjék Fehérié az
- Egyedi fehérjék Pancreas Ductalis Egyedi fehérjék Vater Extracellularis Vezikula
Krénikus pancreatitises ~ Adenocarcinomas Papilla Adenocarcinomds  Adenocarcinomakban Mindben k6z6s izoldtumokban
mintikban mintikban mintikban koz0s
Pro ndin-H2D Annexins A1, A2, A3, Ad,
0 AS, A6, A7, Al1, A13

Carcinoembryonic
antigen-related cell
adhesionmolecules 1, 5,
6,7,8

CD63

CcD81

Septin-7 Epithelial cell adhesion
molecule
T Multidrug resistance

Integrins a2, a3, a5, a6,
protein 1

allb, al, aM, aV, aX, 61,
62,63, 4
Lactadherin

Cystic fibrosis
transmembrane
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Occludin Syntenins1, 2

Heat shock protein HSP Ras-related proteins
90-alpha Rab-1A, -18, -2A,

-3D, -5A, -58B, -5C, -7A, -
8A, -88, -10,

118, -13, -21, -25, -27A,
-278, -35

Prostate stem cell

Tumor susceptibility
antigen gene 101 protein

Félkoveér: PDAC sejtvonalakbol izolalt fehérjékbol szarmazo EV-ben is azonositottuk
Dglt:Veérbol szarmazo EV-ben is azonositottuk

13 D Abra: , Kozepes” extracellularis vezikulak tdmegspektrometriaja soran azonositott

fehérjék hasnyalmirigynedvben és vérplazmaban (2)
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14 A-C Abra: ,Kis” extracellularis ezikulak tomegspektrometriaja
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Egyedi fehérjék Fehérié az
Egyedi fehérjék Pancreas Ductalis Egyedi fehérjék Vater sris Vezikula
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e hilel ” 7 ; AnnexinsA1, A2, A3, A4,
AS, A6, A7, Al1, A13
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adhesionmolecules 1, 5,
6,7
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Ras-related proteins
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gene 101 protein

Félkovér: PDAC sejtvonalakbol izolalt fehérjékbol szarmazo EV-ben is azonositottuk
Dglt:Vérbdl szarmazd EV-ben is azonositottuk I

14 D Abra: , Kis” extracellularis vezikulak tomegspektrometriaja soran azonositott

fehérjék hasnyalmirigynedvben és vérplazmaban (2)
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4.2.3 Potencialis markerként hasznalhato extracellularis vezikulak detektalasa aramlasi

citometria modszerrel

Hasnyalmirigynedvbdl ¢és pancreas tumoros sejtvonalakbol izolalt extracellularis
vezikuldk detektalasara dramlési citometriat hasznaltunk a modszerekrol szol6 fejezetben
leirtaknak megfelelden. A 15A Abran hasnyalmirigynedvb8l és pancreas tumoros
sejtvonalbodl izolalt extracelluléris vezikuldkat fluorescens antitestekkel jeloltiink, ismert
extracellularis vezikula fehérjéket és a tomegspektrometria vizsgalat sordn azonositott
fehérjéket hasznalva célpontul. A hasnyalmirigynedvbdl szdrmazd extracellularis
vezikuldk az aramlési citometria vizsgalat soran pozitivitdst mutattak CD63, CDS8],
CD107a (LAMP-1), MUC5AC, CFTR és TO-PRO3 DNS kot6 festésekre. A 15B Abra
mutatja a detektalt MUC1, MUC4, MUCS5AC, CFTR, MDRI1 és Annexin V fehérjéket a
pancreas tumoros sejtvonalbol izolalt extracellularis vezikuldk felszinén. Aprobb
eltérések mellett mindezen markerek megjelentek extracelluldris vezikula frakcidkban,
amelyeket a pancreas tumoros sejtvonalakbél izolaltunk. A 15C Abra a
hasnyalmirigynedvbdl szarmazo extracellularis vezikuldkon CD63-as jel6lt magneses
mikrogyongyokkel vald kotddését mutatja, demonstralva azt, hogy jelen van rajtuk a

CD63 marker.

A anti-CD9 anti-CD63 anti-CD81 anti-EpCAM anti-CD107a Annexin V
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15A Abra: A pancreasnedvbdl szarmazoé extracellularis vezikuldkat aramlasi citometriai
vizsgalatnak vetettiik ala az egyes, tdomegspektrometriaval azonositott fehérjék jelenlétének
igazolasara. A kronikus pancreatitises (az abran CP, folytonos fekete vonal) és a tumoros (az
abran AC, szaggatott fekete vonalak) betegekt6l nyert pancreasnedv mintakbol szarmazé
extracellularis vezikuldkat, valamint a detergens-lizalt kontrollokat (t61t5tt fekete hisztogram)
fluoreszcens antitestek, TO-PRO3 és Annexin V segitségével elemeztiik. Az izotipus-
kontrollok k&tddését a sziirke szaggatott vonalak jelzik.
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B anti-MUC1 anti-MUC4 anti-MUC5AC anti-CFTR anti-MDR1 Annexin V
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15 B Abra: Az extracellularis vezikulakat dramlasi citometriaval vizsgaltuk a
tomegspektrometridval azonositott fehérjék egy részének jelenlétére. A Capan-1 (folytonos
fekete vonal) és a MIA PaCa-2 (szaggatott fekete vonal) sejtekbdl szarmazoé extracellularis
vezikulakat, valamint a detergens-lizalt kontrollokat (t51t6tt fekete hisztogram) anti-MUCT,
anti-MUC4, anti-MUCS5AC, anti-CFTR, anti-MDRI1 és annexin V segitségével elemeztiik. Az
izotipus kontrollok kotédését sziirke szaggatott vonalak jelzik.
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15 C Abra: A krénikus pancreatitisben és Vater papilla, vagy pancreas ductalis
adenocarcinomaban szenved6 betegek hasnyalabol szarmazoé extracellularis vezikulakat
anti-CD63 magneses gyongyokon rogzitettiik, és aramlasi citometriaval detektaltuk
fluoreszcensen jeldlt anti-CD63 alkalmazasaval. (2)
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4.3  Pancreas cisztafolyadékbol izolalt extracellularis vezikula mikro-RNS tartalom
alapjan kiilonboz6 malignitasi potenciallal rendelkezd alcsoportokba sorolhatok a

hasnyalmirigy cisztas elvaltozasokkal rendelkezd betegek

4.3.1 A pszeudociszta és PCN cisztafolyadék CD63+ extracellularis vezikuldkat

tartalmaz

Elészor a modszerek fejezetben leirtaknak megfelelden karakterizéltuk a
pseudocisztakbol (PC) szarmazo, a szerozus PCN-es (S-PCN) és a mucinézus PCN-es
(M-PCN) cisztafolyadékbol szarmaz6 extracellularis vezikulakat. A kiilonb6z6
csoportokba val6 besorolést a cytologiai eredmény, cisztafolyadék CEA tartalom, EUS
morfoldgia és a képalkotd vizsgalatok eredményei alapjan végeztik. Mivel ez a
besorolasi modszer gyakran ellentmondésos volt, a diagndzist a beteg klinikuma és
kortorténete figyelembevételével hataroztuk meg. A vizsgalatba bevont betegek
besorolasat kovetden TEM segitségével bebizonyitottuk az EV-k jelenlétét a PC, S-PCN
és M-PCN mintdkban (16A Abra), és NTA (Nanoparticle Tacking Analysis)
segitségével, amelyegy széles korben hasznalt modszer az EV-k méretbeli és
koncentracidbeli eloszlasanak vizsgalatira (16B Abra). Ezenfeliil egy membranjel5l6
festés €s NTA segitségével megmutattuk, hogy az EV-k tilnyomd tobbségének a
membrénja ép volt (16C Abra). A magas zéta potencial érték (>20 mV) (2) megmutatta,
hogy az EV oldatok a tarolast kdvetden is stabilak maradtak és nem jelentkezett
aggregacié (118) (16D Abra). A CD8I1 és a CD63 széles korben ismert EV specifikus
markerek (119). Aramlési citometria vizsgalat soran anti-CD63 és anti-CD81 antitesttel
jelolt mikrogyongyoket hasznalva az 6sszes minta CD63 pozitivitast mutatott, de érdekes
modon negativak voltak a CD81 markerre (16E Abra). Osszességében kimutattuk
CD63+ EV-k jelenlétét a PC, S-PCN és M-PCN mintakban is.
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16A-E  Abra: A hasnyilmirigy ciszta folyadék EV-ket tartalmaz. A: Transzmisszios
elektronmikroszképos (TEM) képek a kronikus pancreatitises (az abran PC), szerézus cisztdézus
neoplazias (az abran S-PCN) vagy a mucindzus csoportba tartoz6 pancreas cisztézus neoplazias (M-
PCN) betegekbdl szarmazo cisztafolyadékbol izolalt mintak pelleteirdl ultracentrifugalast kovetden.
B: Nanorészecske-kovetd analizis eredményei (nanoparticle tracking analysis- NTA) a betegek ciszta
folyadékmintaibol C: Zéta potencialok a sejtek és sejttoredékek eltavolitasa utan a mintak 300 g-n
torténd centrifugalasat kovetéen. D: A fluoreszcens extracellularis vezikuldk aranya. A teljes
extracellularis vezikulak szamot megmeértiik, és az extracellularis vezikuldk ugyanabban a mintdban
membranjelolo festékkel tettiik lathatova és mértiik meg NTA segitségével E: extracellularis vezikulak
aramlasi citometrian alapul6 vizsgalata cisztafolyadékokban. Az extracellularis vezikuldk anti-CD63
vagy anti-CD81-gyel bevont gyongydkkel izolaltuk a mintak 300 g-vel torténd centrifugalasa utan, és
anti-CD63-mal, vagy anti-CD81-gyel jeloltiik. Negativ kontrollként Dulbecco's Modified Eagle's
Mediumban (DMEM) inkubalt gyongydket hasznaltunk. Méretet jelolé beosztasok: 100 nm. (3)
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4.3.2 A miR-200b nagyon mennyiségben van jelen M-PCN cisztafolyadékbdl szarmazo
EV-ben mint a non-M-PCN mintakban
A miRNS-ek fontos Gsszetevbi az EV-k szallitmanyanak ezért a tovabbi kisérleteink
soran ezekre fokuszaltunk. Korabban azt talaltuk, hogy az EV-k antitestekkel boritott
mikrogyongyok segitségével torténd izolalasa alacsonyabb nem specifikus miRNS
hattérszintet eredményezett, mint a széles korben hasznalt differencial-ultracentrifugalas,
vagy a kereskedelmi forgalomban levé EV izolalo felszerelések alkalmazasa (120). Ezért
anti-CD63-al boritott mikrogyongyoket hasznaltunk EV-k izolalasahoz a sejtmentes
cisztafolyadékok esetében 300 g-n valod centrifugalast kovetden, és 377 kiilonbdzo
miRNS szintjét vizsgaltuk ,,Jow-density miRNA array”-k hasznalataval. Az S-PCN és a
kronikus pancreatitises betegek esetén a malignus transformacio esélye rendkiviil
alacsony, ezzel szemben az M-PCN-¢ek esetén fennall a malignus transformacio veszélye.
Emiatt a kutatasunk soran két kategoriaba, non-M-PCN (S-PCN és kronikus pancreatitis
egy csoportként) és M-PCN csoportba, soroltuk a mintdkat, azzal a céllal, hogy
szignifikans kiilonbségeket keressiink a két csoport EV tartalom osszetétele kozott. Ezt
kovetden azonositottuk azokat a miRNS-ket, amelyek szintje kiilonbozott a két csoport
kozott (ennek az eljarasnak a részletes leirdsa megtalalhatdo a Vizsgalati Modszerek
fejezetben 17A Abra, 6. Tablazat). Ezen vizsgilatok soran mindig megegyezd kezdd
minta térfogatot hasznaltunk és nem volt kiilonbség a CD63+ EV-t tartalmazo
mikrogyongyok mennyiségében a non-M PCN és az M-PCN csoportok kozott (17B
Abra). Amig nem volt olyan miRNS, amely specifikus lett volna a non-PCN csoportra,
addig a miR28-3p, miR200b és a miR375 specifikusan csak az M-PCN mintakban volt
jelen (17C Abra), ezeket M-specifikus EV-miRNS-ként jeldltik meg. Ezen feliil
azonositottunk két miRns-t, a miR-24-et és a miR-200c-t, amelyek 13-bol 12 vizsgalt
mintdban jelen voltak, felvetve annak a lehetdségét, hogy ezeket a miRNS-eket pozitiv

kontrollként hasznaljuk (17C Abra).

Eredményeink tovabbi megerdsitése céljabol anti-CD63 mikrogydngydkkel torténd 300
g-s centrifugalast kovetden egyenld térfogatokat (500 uL) mértiink ki a mintakbol és
egyedi vizsgalatnak vetettiik ala az M-PCN specifikus miRNS csoportot (felderitd
csoport/ discovery set). Mivel korabban felfedeztiik, hogy a miR-24 szintje konstans a
PDAC betegek mintaibol szarmazd EV-k esetén (121), ezt a miRNS-t hasznaltuk pozitiv
kontrollként és minden mintaban detektaltuk (7. Tablazat). A miRNS vizsgalathoz
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hasznalt mintak elemzése soran azt figyeltiikk meg, hogy az M-specifikus EV miRNS-ek
koziil a miR-200b az 6sszes non-M mintabol hidnyzott, viszont csaknem az 0sszes M-

PCN mintaban jelen volt (17D. Abra, 8. Tablazat).
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hsa-miR-375

17A-D Abra: Az mucindzus csoportba tartoz6 PCN (M-PCN) csoport beteiegtél szarmazé extracellularis
vezikula EV- specifikus mikro-RNS-ket (miRNS) tartalmaznak. A: A kisérletek sematikus munkafolyamata.
A pontos részleteket 1asd a ,,Moddszerek” részben. B: A CD63+ gyongydk szazalékos aranya non-M és M-
PCN betegek mintaiban, aramlasi citometriaval kimutatva. C: Az M-PCN extracellularis vezikula specifikus
miRNS-készlet és a pozitiv kontroll miRNS-ei. D: Azon mintak szazalékos aranya a felfedezési kohorszban
(discovery cohort), ahol az M-PCN EV miRNS tartalom készlet jelzett tagjai jelen voltak (Ct <35). Az miR-
200b mutatta a legnagyobb kiilonbséget a not-M (n=7) és az M-PCN (n=6) Osszehasonlitasakor. Chi-
négyzet teszt, *p < 0,05 és ***p <0,001. Lasd még az S1 és S2 tablazatot (3)
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6. Tablazat: Ct értékek a validacios kohorsz miR-200b
vizsgalata soran (3)

A validacids kohorszhoz tartozé Ct értékek

Azonosito | Csoport1 | Csoport 2 miR-200b miR-24 miR-200b
(Ct<35) (30,5-Ct)

8 PC nem-M 31,14 30,42 0

9 S-PCN nem-M 25,88 27,90 4,62

17 PC nem-M nem detekt. 27,89 0

19 PC nem-M nem detekt. 32,79 0

20 S-PCN nem-M 28,23 32,02 2,27

36 PC nem-M nem detekt. 35,27 0

39 PC nem-M 34,47 33,79 0

42 S-PCN nem-M nem detekt. 33,09 0

44 PC nem-M nem detekt. 36,31 0

48 S-PCN nem-M 27,64 31,13 2,86

50 S-PCN nem-M 31,30 33,83 0

52 PC nem-M nem detekt. 34,27 0

56 S-PCN nem-M 34,62 32,78 0

58 PC nem-M nem detekt. 34,67 0

59 PC nem-M nem detekt. 33,97 0

62 S-PCN nem-M nem detekt. 33,31 0

63 PC nem-M 31,25 34,14 0

65 PC nem-M 30,55 32,28 0

66 S-PCN nem-M 29,10 31,52 1,40

68 S-PCN nem-M 31,66 33,27 0

69 S-PCN nem-M 32,64 34,34 0

73 S-PCN nem-M 29,73 34,60 0,77

75 PC nem-M 30,59 28,97 0

Frequency of absent or

"o" flag 0,39 0,00 0,78

3 M-PCN M-PCN 25,87 29,55 4,63

24 M-PCN M-PCN 22,92 27,15 7,58

25 M-PCN M-PCN 29,15 32,45 1,35

27 M-PCN M-PCN 23,65 28,09 6,85

28 M-PCN M-PCN 24,52 27,96 5,98

29 M-PCN M-PCN 28,19 30,16 2,31

31 M-PCN M-PCN undet. 31,86 0

32 M-PCN M-PCN 30,48 32,79 0,02

34 M-PCN M-PCN 22,94 27,70 7,56

37 M-PCN M-PCN 34,81 32,73 0

38 M-PCN M-PCN 30,50 33,45 0,00
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41 M-PCN M-PCN 28,95 32,96 1,55
43 M-PCN M-PCN 26,80 30,24 3,70
45 M-PCN M-PCN 27,12 32,33 3,38
49 M-PCN M-PCN 27,40 31,25 3,10
51 M-PCN M-PCN 25,08 29,35 5,42
54 M-PCN M-PCN 28,69 36,98 1,81
67 M-PCN M-PCN 31,01 33,37 0

74 M-PCN M-PCN 19,18 25,77 11,32
76 M-PCN M-PCN 27,93 31,90 2,57
Hianyzé, vagy ,,0” jelolés

gyak:riszigagy ! 0,05 0,00 0,20
p- érték a nem detektalt,

vagy ,,0” jeloléshez (Chi- 0,011 0,001

négyzet, Fisher’s exact”

teszt)
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7. Tablazat: Ct értékek a felfedezési kohorsz miR-200b vizsgalata soran (3)

Ct értékek a felfedezési kohorsz mintaibol

miR28-3p ‘ miR-200b miR-375 miR-24
Azonosité | Group ‘
nem nem
d3 nem-M (PC) 30,28
nem detekt. detekt. detekt.
nem nem
d4 not-M (S-PCN)
nem detekt. detekt. detekt. 32,54
nem-M (PC) nem nem
d7 29,11
33,99 detekt. detekt.
nem-M (PC) nem nem
d10 34,82
nem detekt. detekt. detekt.
a nem-M (PC) nem nem
nem detekt. detekt. detekt. 3291
nem-M (PC) nem nem
di12
nem detekt. detekt. 30,04
nem-M (PC) nem
di13
nem detekt. detekt. 33,06
Frequency of undet. 0,86 ‘ 1 1 0

d1 M-PCN 28,28 ‘ 21,25 24,14
d2 M-PCN undet ‘ 28,10 26,52 29,96
ds M-PCN 27,80 ‘ 22,08 21,25 24,29
nem nem
dé M-PCN 31,67
nem detekt. detekt. detekt.
nem
ds M-PCN 28,13
33,38 26,66 detekt.
d9 M-PCN nem detekt. ‘ 28,07 25,26 29,40
Nme detektalhato
0,5 0,17 0,33 0
gyakorisaga
p- érték a nem detektalt
jeloléshez (Chi-négyzet, | 0,27 0,005 0,02 NA

Fisher’s exact” teszt)
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8. Tablazat: Ct értekek ervenld kiindalo EV szamok eseten (3]

Ct ertekek egvenld EV szammal rendellcezo mintak mereze soran

Azomositd

Csoportl

Csoport?

mir200b

{Ct=37)

mir24 (Ct)

mir2db
jelen YED
(Ct=30.5)

14 -PCH nemm-hi nem detekt. | 35,87 a
1% BC nem-h nem detekt. | 31,61 a
30 5-PCH memm-hi 30,35 2704 1
36 BC ner-hi 37,70 34,71 a
k[ B nem-hi 23,07 28,56 1
42 5-PCH nem-hi 2887 32,17 1
44 BPC nem-M nem detekt. | 31,20 a
47 3-PCH nem-hi 34,43 30,36 a
48 3-PCH nem-hi 2710 30,68 1
50 5-PCH nem-h 2043 3536 1
£ BPC nem-M nem detekt. | 31,46 a
56 3-PCH nem-hi 30,56 31,77 a
57 5-PCH nem-hi 33,02 31,38 a
58 BC nem-h nee detekt. | 3160 a
59 BC nee-h nem detekt. | 31,27 ]
61 5-PCH nem-hi 36,63 3341 a
62 5-PCH nem-hi 7,73 3124 1
Jelen van® grakorizaza 0,33
32 M-PCH M-PCH 7.0 31,35 1
34 M-PCH M-PCH 21,43 23,33 1
7 M-PCH M-PCH 34,582 8,75 a
38 M-PCH M-PCH 26,05 29,15 1

M-PCH

M-PCH

2086

(=

41 M-PCH M-PCH undet 33,18 a
43 M-PCH M-PCH nndet 3132 a
45 M-PCH M-PCH 24,15 26,78 1
49 M-PCH M-PCH 27,04 30,17 1
]| M-PCH M-PCH 28,75 3143 1
54 M-PCH M-PCH 271 30,33 1
i5 M-PCH M-PCH 28,00 31,62 1
6 M-PCH M-PCH 23,00 30,63 1

Jelen van® gyakorizazs

Chi-square fest
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4.3.3 Nincsen Osszefiiggés az EV-k szama, a diagnézis, vagy a PCN tipusa kozott

Ezt kovetden tovabbi mintakat valogattunk be (validacios csoport- validation cohort) és
a felderitd (discovery) és az ellendrz6 (validation) mintainak feliiliszojabol az NTA-val
torténd sorozatos centrifugalasi 1épéseket kovetden elemeztiik az EV csoportokat (18.
Abra). Ez a modszer az 6sszes EV csoport vizsgalatat lehetévé teszi: minden EV-t a sejtes
elemek eltavolitasa utan (300 g-n centrifugalas), EV-ket, a nagy EV-ken kiviil (2000g
centrifugdlds utdn) vagy csak a kis EV-ket (12500g centrifugalas utan). Ezen vizsgalat
soran nem taldltunk Osszefiiggést az EV-k szadma és a diagnozis kozott (kronikus
pancreatitis vagy PCN, 18B Abra) fiiggetleniil a vizsgalt EV-k mérettartomanyatol.
Hasonloképpen, nem volt szignifikans EV szambeli kiilonbség az S-PCN és M-PCN
csoportok kozott (18C Abra). Ez is azt mutatja, hogy nincsen sszefiiggés az EV szam

¢s a klinikai paraméterek kozott a vizsgalt PCN mintak esetén.

A Cisztafolyadék 8 300g 2000g 12,5009 © _ | 300g 2000g 12,5009
3 3 21 2- 3 2 1
" ns. = ns.
300g 'oz 15{ 2% 15{ DS :92 ns. 1.5 081 ns.
. \g feliiliszo +NTA x 1 1 ; 0.6
i E 1 5 = 1
2% 2000g S S 0.4
g = | dlliszs e w14 w1
5 E ) v ) 0.51 0.5+ 0.5 0.2+
12,5009 ' é_
S

reliliszs o NTA L QC}A < ¥ & < QO\; QO\AQCF\ QOV\QO\A o
PR, S K,
18A-C Abra: A cisztafolyadék extracellularis vezikulak szamaban nincs szignifikans kiilonbség a
betegcsoportok kozott. A: A kisérletek sematikus munkafolyamata. (B, C) Az extracellularis vezikuladk
koncentracidja a B: PC- kronikus pancreatitis és PCN vagy C: szerdzus PCN és mucinosus PCN betegek
cisztafolyadékaban, Nanoparticle Tracking Analiizis (NTA) segitségével mérve. n=10-20 a felfedezési és

érvényesitési kohorszbol. p > 0,05 minden 6sszehasonlitasnal (Mann—Whitney U-teszt) (3)

65



4.3.4 Az EV-k miR-200b tartalmanak szintje elkiiloniti egymastol a M-PCN és a non-
M-PCN eredetli pancreas cisztakat a megerdsitd kohorszban (validation cohort)
A miRNS vizsgalatok eredményei alapjan, valamint a felderitd mintacsoporttal valo
megerdsitést kovetden a tovabbi vizsgalatainkat a miR-200b-re fokuszaltuk. A felderitd
kohorszhoz (validation cohort) hasonloan eldszor egyenld mennyiségli cisztafolyadék
térfogatokkal indulva antitestekkel fedett mikrogyongyok hasznalataval végeztiik el az
EV izolalast, hasonldan a validacids csoporthoz. Ct=35 felsd értéket hasznaltunk miR-
200b jelenlétének detektalasdhoz ,,jelen van” vagy ,,hidnyzik” jelolések hasznalataval. A
felderitdé csoporthoz hasonléan nem taldltunk kiilonbséget az anti-CD63+
mikrogyongyok mennyiségében az M-PCN ¢és a non-M-PCN csoportok kozott (19A
Abra). Erdekes modon az EV eredetii miR-200b alapjan kialakitott klasszifikacio tobb
mint 65%-ban megegyezett a klinikai adatok alapjan kapott klasszifikacioval. Hasonld
értekeket kaptunk abban az esetben, amikor csak arra fokuszaltunk, hogy a minta az M-
PCN vagy a non-M-PCN csoportba tartozik miR-200b alapjan (19B Abra). Ezekkel az
eredményekkel egybehangzoan a miR-200b-re vonatkozé (Ct>35) ,,hianyz6” jelolések a
non-M-PCN csoportban jelentek meg (19C Abra, 6. Tablazat). igy a validacios csoport
Osszegezte és igazolta a felderitd csoportot. Megvizsgaltuk az EV miR-200b szint
szenzitivitasat €s specificitdsat, hogy megtalaljuk az optimalis CT hatarértéket, az M-
PCN ¢és a non-M-PCN csoportok elkiilonitéséhez. Binaris rendszer hasznélataval a
Ct=30,5 alatt ,,jelen van”, efelett a ,,hianyzik™ értékek jelentek meg. Ezt a hatarértéket
hasznélva a szenzitivitas és a specificitas 78% feletti volt (19D-E Abra). Amig ezt a
hatarértéket hasznalva a miR-200b minden kronikus pancreatitises mintanal ,,hianyzik”
jelolést kapott, addig jelen volt a legtobb PCN minta esetén. A miR-200b szignifikansan
gyakrabban volt jelen M-PCN mintakbol izolalt EV-k esetén, mint a non-M-PCN mintak
esetében (19F Abra). Elvégeztik a ROC gorbe (Receiver Operating Characteristics
curve) analizist és az eredmény alapjan az EV eredetii miR-200b vizsgalat hatékonyan
hasznalhato (gorbe alatti teriilet > 0,8) M-PCN és non-M-PCN minték elkiilonitésére
(19G Abra). Hasonlé eredményeket figyeltiink meg amikor megismételtiik a méréseket
egyenld mennyiségli NTA-val meghatarozott kiindulasi EV-vel. Gyakrabban jelentek
meg a miR-200b ,jelen van” jelolések (Ct<30,5) esetén az M-PCN mintdkban a
validacios csoport non-M-PCN mintéaihoz képest (8. Tablazat). Az EV készitményekben

klinikailag egyszeriibben kivitelezhetd modja lenne a pozitiv kontrollnak egy egységes
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minta térfogat mennyiség vagy egyenld mennyiségii EV hasznalata és a standard EV
zolalasi és tartalom karakterizalasi modszer, beleértve a miR-24 detektalasat.

A detektalasi modszeriink tovabbi fejlesztése érdekében egyenld mennyiségli miRNS-t
hasznaltunk az EV preparatumokbol (9. Tablazat) és megismételtiilk a mucindzus és nem
mucindzus mintak karakterzizalasat. A miR-200b abszolut értékeit és Ct=30,5 fels6 hatart
hasznalva 90% feletti szenzitivitast, specificitast és negativ prediktiv értéket (NPV),
valamint 80% feletti pozitiv prediktiv értékeket (PPV) kaptunk (20A-B Abra). ROC
gorbe analizist végeztiink, amelynek eredménye mutatja, hogy sikeres volt az elkiilonités
az M és a non-M csoportok kozott (20C Abra). Tovabbi elemzés keretei kozott
kiszamitottuk a miR-200b relativ Ct értékét és dsszehasonlitottuk a miR-24 relativ Ct
értekével. Szignifikans kiilonbség volt megfigyelhetd az M-PCN és a non-M-PCN
csoportok kozott (20D Abra). A relativ és abszolut Ct értékek kombinalasa a Ct<30,5
hatarértékkel a miR-200b esetében és Ct<2 hatarértékkel segitett még pontosabban
elkiiloniteni az M-PCN és a non-M-PCN csoportokat (9. Tablazat, 20E Abra).

Mindezen eredmények arra utalnak, hogy a kombinalt abszolt és relativ miR-200b szint
meghatarozasa EV mintdkbol, amelyeket normalizéaltunk a teljes pancreas cisztafolyadék
RNS tartalomra, hatékony modszer lehet a betegek M-PCN ¢és non-M-PCN csoportokba
torténd klasszifikalasara. Ez azért fontos, mert igy el lehet kiiloniteni két csoportot,

amelyeknél jelentds kiilonbség van a malignizalodasi tendencia kozott.

Ezt kovetéen mindkét kohorszbdl kivalasztottunk ismert szovettani eredményekkel
rendelkezd operalt betegeket, és ujra elemeztiik a térfogatra normalizalt EV-alapt miR-
24 és miR-200b adataikat (S6. tdblazat). A varakozasainknak megfelelden mindannyian
az M csoportba tartoztak. Erdekes modon azt talaltuk, hogy a rosszindulata szdvettani
eredménnyel rendelkez6 betegeknél magasabb (miR-24-re normalizalt) miR-200b
szintek mutatkoztak a joindulati mintdkhoz képest (S6 tablazat), bar a kiilonbség
valoszinlileg az alacsony mintaszdm miatt nem volt szignifikans. A rosszindulatt M
csoportban azonban tovabbi vizsgalatoknak meg kell erdsitenie ezt a megallapitast
nagyobb mintaszammal. A ciszta folyadék EV-alapi miR-200b szintje is jelezheti a
betegek rosszindulati M csoportba tartozasat, azonban tovabbi vizsgalatok szlikségesek

ezen megallapitds megerdsitéséhez.
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19A-G Abra: Az extracellularis vezikulak azonos cisztafolyadék minta térfogatbél szarmazé miR-200b a
validacios kohorszba tartozo betegeket a nem mucindzus 4s mucindzus pancreas cisztézus neoplazias (PCN)
csoportokba sorolja. A: A CD63+ gyongyok szazalékos aranya mucindzus PCN csoportban (M-PCN) és a nem
mucinézus PCN csoportban (nem-M-PCN), aramlasi citometriaval kimutatva. B: A miR-200b elemzés és a
multidiszciplinaris panel altali kategorizalas kozotti egyezést mutatd mintak aranya. A mintakat eldszor a miR-200b
jelenléte Ct (Cycle trashold ) <35 vagy hianya (Ct> 35) alapjan M-PCN (n = 33) és non-M (n = 10) csoportokba
soroltuk, valamint a azonos klinikai diagn6zisu mintak lathatok. C: A miR-200b-t tartalmazé mintak szazalékos
aranya a nem-M (n=23) és M-PCN (n = 20) csoporton beliil (a multidiszciplinaris klinikai panel osztalyozasa). D:
A specifitas €s szenzitivitas abrazolasa a Ct kiiszob fiiggvényében a jelenlegi és a hianyzo6 jelzok
megkiilonboztetésére. E: Szenzitivitas, specificitas, pozitiv (positive predictive value- PPV) és negativ prediktiv
érték (negative predictive value- NPV) a ciszta folyadék extracelluléris vezikula miR-200b szintjéhez, ha Ct=30,5
kiiszobértéket hasznalunk a jelenlévo és hidnyzo jelzékre (az M-PCN és a not-M Osszehasonlitasa). F: A
cisztafolyadékban jelen 1évé miR-200b-t tartalmazé mintak szdzalékos aranya (Ct <30,5, n=23 és n=20 a not-M
és az M-PCN esetében). G: A miR-200b Ct értékek ROC gorbe elemzése. Figyelembe veendd, hogy a 0,85-0s
gorbe alatti tertilet jo kategoria ezen tesztekhez. Mann—Whitney U-probat (A) vagy Khi-négyzet tesztet (C,F)
hasznaltunk n.s.-vel: p> 0,05, **p <0,01 és ***p <0,005. Lasd még az 6. Tablazatot (3)
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9. Tablazat: Ct értékek, ha azonos extracellularis vezikula RNS mennyiségbdl indulunk ki (3)

Ct értékek, ha azonos EV RNS
. e . . Sarga: mir24-mir200b>2 (1) és
mennyiségbol indulunk ki TS ()
Relativ
Abszzolut Ct érték esetén Ct érték Osszesitett
esetén
Vizsgalatban mir200b
hasznilt Csoport | Csoport | mir200b | mir24 (30.5- — mir24-
azonosito ! 2 (Ce=al) 1 Ct) mir200b mir200b>2 | Ct(mir200b)<30,5
17 PC nem-M | nem d. 27,21 0 0 0 0
19 PC nem-M | nem d. 32,76 0 0 0 0
30 S-PCN |[nem-M | 31,68 35,61 0 3,93 1 0
36 PC nem-M | nem d. 37,29 0 0 0 0
39 PC nem-M | 36,60 3291 0 -3,68 0 0
42 S-PCN [ nem-M | nemd. 31,56 0 0 0 0
44 PC nem-M | nem d. 34,19 0 0 0 0
47 S-PCN | nem-M |nemd. 39,33 0 0 0 0
50 S-PCN [ nem-M | 29,69 32,57 0,81 2,88 1 1
52 PC nem-M | nem d. 33,67 0 0 0 0
56 S-PCN | nem-M | nemd. 33,24 0 0 0 0
58 PC nem-M | 38,52 37,43 0 -1,08 0 0
59 PC nem-M | 37,05 32,84 0 -4,21 0 0
62 S-PCN [ nem-M | 36,56 32,95 0 -3,61 0 0
65 PC nem-M | 36,29 32,20 0 -4,09 0 0
66 S-PCN [ nem-M | 32,55 32,97 0 0,42 0 0
68 S-PCN  [nem-M | 31,35 31,32 0 -0,03 0 0
69 S-PCN [ nem-M | 32,61 32,45 0 -0,16 0 0
73 S-PCN  [nem-M | 31,25 32,59 0 1,34 0 0
75 PC nem-M | 29,85 28,76 0,65 -1,09 0 1
3 M-PCN | M-PCN | 30,26 33,29 0,24 3,03 1 1
27 M-PCN | M-PCN | 26,72 29,10 3,78 2,37 1 1
28 M-PCN | M-PCN | 26,22 28,48 4,28 2,26 1 1
32 M-PCN | M-PCN | 31,84 33,18 0 1,33 0 0
34 M-PCN | M-PCN | 24,07 27,66 6,43 3,59 1 1
41 M-PCN | M-PCN | 27,92 32,16 2,58 4,24 1 1
49 M-PCN | M-PCN | 29,47 34,00 1,03 4,53 1 1
60 M-PCN | M-PCN | 26,86 29,45 3,64 2,58 1 1
67 M-PCN | M-PCN | 29,29 31,44 1,21 2,15 1 1
74 M-PCN | M-PCN | 21,95 26,74 8,55 4,80 1 1
76 M-PCN | M-PCN | 28,91 33,72 1,59 4,81 1 1
not-M 0,1 not M 0,05
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20. Abra: Az extracellularis vezikula miR-200b mérése cisztas folyadékmintakban egyenlé RNS-
mennyiségre normalizalt, a betegeket nem mucinézus (nem-M PCN) és mucinézus PCN (M-PCN)
csoportokba sorolja. A: A specifitas és érzékenység a Ct (cycle trashold) fiiggvényében a jelenlevo és
a hianyzo jelzok megkiilonboztetésére. B: Szenzitivitas, specificitas, pozitiv (positive predictive value-
PPV) és negativ prediktiv érték (negative predictive value- NPV) a cisztafolyadék EV miR-200b
szintjére (hianyzo és jelenlevd kiiszobe: Ct=30,5). C: A miR-200b Ct értékek ROC (Receiver
Operating Characteristics (curve)- hatasfokmérd karakterisztika gorbe) elemzése. D: A relativ miR-
200b Ct értékek megoszlasa a jelzett betegcsoportok kozott. A relativ Ct értékeket a miR-24 és a miR-
200b Ct kozotti kiilonbségeként hataroztuk meg. E: A non-M és M-PCN csoportokban jelenlevd
jelzokkel rendelkez6 mintak szazalékos aranya. Ct <30,5 a miR-200b és ACt (miR-24-miR-200b) > 2
értékét hasznaltuk az abszolut és relativ mennyiségi kiiszobértékekhez. Vegye figyelembe, hogy e két
paraméter (Ct <30,5 és ACt>2) kombinacidja segitségével lehetett a legjobban elkiiloniteni M-PCN-
eket n=20 non-M és n= 11 M-PCN esetén. Mann—Whitney U-probat (D) és Khi-négyzet tesztet (E)
alkalmaztunk ***p <0,001 értékkel. Lasd még az 9. Tablazatot (3)
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4.3.5 A pancreas cisztakbol nyert folyadék teljes miR-200b tartalma potencialisan
alkalmas lehet M-PCN-ek és non-M-PCN elkiilonitésére

Erdekes médon, csak kevés tanulmany hasonlitotta 6ssze az EV tartalom elemzés és az
miRNS szintek potencialis alkalmazhatosagat teljes testfolyadék mintakbdl korai
diagnosztika c€ljabol. Annak érdekében, hogy ezt a lehetdséget megvizsgaljuk, pancreas
ciszta folyadékokbol miR-200b és miR-24 elemzést hajtottunk végre teljes RNS
tartalomra normalizalva (10. Tablazat). Ugyanazt a megkozelitést hasznalva, mint az EV
miRNS tartalom esetén vizsgaltuk amiR-200b abszolut mennyiségét. Ct<20 esetén ,,jelen
van” jelolést adva, Ct>20 esetén ,hidnyzik” jelolést adva magas szenzitivitast,
specificitast, NPV és PPV eredményeztek értékeket kaptunk. Tovabba ROC analizis
segitségével mutattuk meg ennek hatékonysagat az M-PCN és non-M-PCN
elkiilonitésében (21A-C Abra). Ezen feliil megfigyeltiik, hogy az M-PCN és a non-M-
PCN csoportok miR-200b miR-24-re normalizalt relativ Ct értékéiben eltérés mutathatod
Ki (21D Abra). A Ct<20 abszoliit és a Ct<2 relativ miR-200b értékeinek kombinalésa az
M-PCN betegek elkiilonitésére hatékonyabb volt, mint az abszolut és relativ értékek
magaban val6 hasznalata (10. Tablazat, 21E Abra). Mindezt kovetéen az operalt M-
PCN betegek szovetmintainak elemzése soran magas miR-200b és miR-24 szinteket
figyeltiink meg (11. Tablazat), ami arra utal, hogy a mintdk EV-bél izolalt miR-200b és

mMiR-24 pancreas eredetiiek.
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10. Tablazat: Ct értékek, ha azonos mennyiségli RNS-bol indulunk ki teljes cystafolyadék
vizsgalatakor (3)

Ct értékek, ha azonos mennyiségit RNS-bdl indulunk Shrga: miR24-miR200b>2 (1) &s
ki teljes cystafolyadék vizsgalatakor CemiR200b)<20 (1)
RelativCt
Abszzolit Ct érték esetén érték Osszesitett
esetén

Vizsgalatb
an mir200b mir24 mir200b Ct (miR24- | Ct(miR20
hasznalt Csoport1 | Csoport2 (Ct<40) (Ct) (20-Ct) mir24- miR200b)>2 | 0b)<20
azonosité mir200b
44 PC nem-M 28,22 30,01 0 1,79 0 0
52 PC nem-M 23,66 22,70 0 -0,96 0 0
59 PC nem-M 24,55 26,06 0 1,51 0 0
65 PC nem-M 21,52 20,93 0 -0,59 0 0
63 PC nem-M 21,78 26,42 0 4,63 1 0
72 PC nem-M 22,26 23,54 0 1,28 0 0
50 S-PCN nem-M 23,97 27,47 0 3,50 1 0
14 S-PCN nem-M 24,92 29,81 0 4,89 1 0
47 S-PCN nem-M 26,21 28,50 0 2,30 1 0
48 S-PCN nem-M 18,82 23,77 1,18 495 1 1
42 S-PCN nem-M 25,01 24,51 0 -0,51 0 0
43 M-PCN | M-PCN 18,77 23,66 1,23 4,89 1 1
54 M-PCN M-PCN 19,12 23,96 0,88 4,84 1 1
32 M-PCN | M-PCN 19,88 23,82 0,12 3,94 1 1
51 M-PCN M-PCN 16,78 21,09 3,22 431 1 1
41 M-PCN M-PCN 18,66 24,06 1,34 5,40 1 1
49 M-PCN M-PCN 18,12 22,35 1,88 423 1 1
45 M-PCN | M-PCN 24,42 24,80 0 0,38 0 0
46 M-PCN | M-PCN 19,57 22,38 0,43 2,81 1 1
55 M-PCN M-PCN 18,34 23,31 1,66 4,97 1 1
67 M-PCN | M-PCN 21,81 27,10 0 5,30 1 0
74 M-PCN M-PCN 17,24 20,78 2,76 3,55 1 1
76 M-PCN | M-PCN 16,74 20,37 3,26 3,63 1 1
Jelen nem-M 0,09 1-1 nem-M 0,09

" kombin
van acio
gyakorisa gvakori
& M-PCN 0,83 saga M-PCN 0,83
Chi Chi
négyzet p- négyzet
érték <0,001 p- érték <0,001
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21A-E Abra: a teljes ciszta folyadékbol mért miR-200b megkiilonbozteti a nem mucindzus PCN (nem-M-PCN)
¢s a mucinézus PCN (M-PCN) mintakat. A: Az optimalis ciklus kiiszob (cycle trashold- Ct) meghatarozasa a
jelenlevé és a hianyzd jelzOk megkiillonboztetésére. A legjobb elkiiloniilés Ct=20-21 értéknél votl
megfigyelhetd. B: Erzékenység, specificitas, pozitiv (PPV) és negativ prediktiv érték (NPV) (a hianyzo és
jelenlevé kiiszobe: Ct=20). C: A miR-200b Ct értékek ROC gorbe elemzése. D: A relativ miR-200b Ct értékek
megoszlasa (kiilonbség a miR-24 és a miR-200b Ct kozott) a jelzett betegesoportokban. E: A nem-M és M-PCN
csoportban jelenlévo jelzokkel rendelkez6 mintak szazalékos aranya. Ct <20 a miR-200b és ACt (miR-24-miR-
200b) > 2 értékét hasznaltuk az abszolut és a relativ mennyiségi hatarértékekhez. n= 11 non-M és n= 12 M-PCN
esetén. Mann—Whitney U-probat (D) és Khi-négyzet tesztet (E) alkalmaztunk *p < 0,05 és ***p < 0,001 értékkel.

11. Tablazat: A kutatas soran hasznalt TagMan
kartyak azonositoi (3)

TagMan assay IDs used in our studies

miRNA ID

miR28-3p 477999 mir
miR200b-3p 477963 mir
miR375-3p 478074 mir
miR24-3p 477992 mir
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4.3.6 A miR-200b szintje a legkdzelebbi 6sszefliggést az EUS eredményekkel mutatja

Az egyszert klinikai diagnozist nagyban megneheziti az, hogy sokszor ellentmondas van
az EUS morfolégia, cytolégia, CEA tartalom és a képalkotd eredmények kozott. Igy, a
kovetkezd 1épésként Osszehasonlitottuk ezeknek a modszereknek a hatékonysagat; a
cisztafolyadék teljes miR-200b szintjét, valamint az EV-kbdl izolalt miR-200b szintjét az
M-PCN ¢és non-M-PCN minték elkiilonitésében. A folyadékmintak, amelyekben legalabb
192 ng/mL CEA koncentracid van jelen valosziniisithetden mucinozusak (122), ezért ezt
hasznaltuk a kutatisunkban hatarértékként. Erdekes modon a miR-200b szint és az EUS
morfologia egyiittesen 80% feletti szenzitivitast, specificitast, PPV-t és NPV-t mutatott
M-PCN ¢és non-M-PCN elkiilonitésére. Ezzel szemben a képalkotok, a cytologia, vagy a
ciszta folyadék CEA szint legmagasabb esetben is csak 80% alatti értékeket mutatott
szenzitivitas, specificitas, PPV és NPV tekintetében (22A Abra). A mintak M-PCN vagy
non-M-PCN kategoriakba torténd besorolasa soran EV, vagy teljes folyadék miR-200b
szint alapjan azt talaltuk, hogy a legjobb egyezés az EUS morfolégiaval volt (22B Abra).
Mind a teljes ciszta folyadéktartalom és EV miR-200b tartalom szint az EUS
morfologiaval mutatta a legkdzelebbi Osszefiiggést a tradicionalis diagnosztikai eljarasok

koziil M-PCN és non-M-PCN betegek elkiilonitésében.
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22A-B Abra: miR-200b szintje a ciszta
folyadékban ¢és az endoscopos ultrahang
(Endoscopic Ultrsound- EUS) morfoldgiaja
pontosabb, mint mas  diagnosztikai
modszerek. (A) Szenzitivitas, specificitas,
pozitiv prediktiv érték (PPV) és negativ
prediktiv  értek  (NPV) a  jelzett
moddszereknél. (B) Azon esetek szazalékos
aranya, amelyekben a miR-200b szint
alapjan  1étrejott  eredmény és  mas
moddszerek altal mehatarozott kategorizalas
megegyezik. Megjegyzendé, hogy az
abszolut és relativ ciklus kiiszob (cycle
trashold- Ct) értékek kombinaciojaval
elemzett RNS-normalizalt miR-200b-t (1asd
5. és 6. abra) nem-mucinézus (nem-M-
PCN) ¢és mucinézus-PCN  (M-PCN)
csoportokba soroltuk. Ezen kategoridkon
beliil mas modszerekkel (nem-M vagy M-
PCN) val6 elérejelzést hataroztuk meg. Az
adatokat a teljes ciszta folyadékbol vagy az
izolalt extracellularis vezikulakbdl nyertiik.
Ezen  modszer  segitségével  nyert
eredmények egyeznek meg leginkdbb az
EUS-sal nyert eredményekkel A mintak

szamat lasd még a 4. Tablazatban.



5. MEGBESZELES

5.1. Preoperativ.  szérum CA 19-9 szint ¢és PDAC operabilitasa kozotti

Osszefliggésvizsgalata metaanalizis segitségével

Elso célkitlizéslink kutatdomunkéank soran az volt, hogy megallapitsuk egy jol ismert és
sz¢les korben elterjedt biomarker, a CA 19-9, vajon hasznalhato -e pancreas ductalis
adenocarcinomds betegeknél a tumor reszekabilitasanak -eldérejelzésére, ami egy
metaanalizis formdjaban keriilt megvalositasra. A kitlizott célt sikeresen teljesitettiik, ez
a tanulmany szolgaltatja az els6 objektiv bizonyitékot arra, hogy a preoperativ szérum
CA 19-9 szint 6nmagaban nem képes megjosolni a PDAC sebészi reszekabilitasat. Ez
Osszhangban van a klinikai gyakorlattal, miszerint a preoperativ vizsgalatoknak nagyon
alaposnak kell lenniiik a PDAC betegeknél és a sebészeti irreszekabilitdst nem szabad

kizarolag a preoperativ szérum CA 19-9 szintek alapjan eldonteni.

Gyakran taldlkozunk azzal, hogy 6nmagaban a magas CA19-9 okén irreszekabilisnak
itéelnek meg egy beteget. Ezért kerestiik, van-e egy olyan érték, ami kelld szenzitivitassal

elvalasztja a két csoportot.

A CA 19-9 az eddig ismert legatfogdbban vizsgalt és legspecifikusabb biomarker a
hasnyalmirigyrak esetében (6). A klinikai gyakorlatban gyakran el kell donteni, hogyan
kezdjiik el a hasnyalmirigyrak kezelését; azonnali sebészeti beavatkozast, vagy
kemoterapids kezelést kell-e alkalmazni. A CA 19-9 prognosztikus markerként a
reszekabilitds eldrejelzésére jelentds eldnyt jelentene, mert konnyen hozzéaférheté a
vérben egy szérumszint vizsgalataval. Korabbi attekintd tanulmanyok 6sszefoglaldan
ismertetik hatékonysagat a reszekabilitas és az életben maradasi aranyok eldrejelzésében,
de eddig még nem jelent meg metaanalizis ebben a témaban. Egy szisztematikus
attekintésben (systematic review) Poruk és munkatarsai kdzvetlen osszefiiggést irtak le a
magas preoperativ CA 19-9 szintek és az RO reszekabilitas kozott, eredménytik kvalitativ
elemzése alapjan (115). Annak ellenére, hogy szdmos tanulmany beszél a CA 19-9
hasznossagarol az operabilitas eldrejelzésében, a klinikai gyakorlatban altalaban nem
hasznaljak kizardlagosan a preoperativ szérum CA 19-9 szintet a hasnyalmirigyrak
reszekabilitdsanak meghatarozasara (58). Az irodalmi adatok alapjan egyértelmii pozitiv

Osszefiiggés van a magas CA 19-9 szintek és a daganat mérete, valamint terjedésének
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elérehaladottsdga kozott a szervezetben. Széles korben hasznaljadk a betegség

monitorozasara kemoterapia vagy a miitét utan az esetleges recidiva felismerésére (123).

A preoperativ CA 19- 9 értékek szignifikans kiilonbséget mutattak a reszekabilis €s
irreszekabilis csoportban kutatdsunk soran. A preoperativ szérum CA 19-9 értékek 964
U/ml-rel (p <0,001) alacsonyabbak voltak a reszekabilis csoportban, mint az
irreszekabilis csoportban. Léteznek olyan, jelenleg is hasznalatban levo iranyelvek, amik
a preoperativ szérum CA 19-9 szintet onmagaban hasznaljak dontéshozasra. Az egyik
ilyen, széles korben elfogadott iranyelv az Eurdpai Orvosi Onkoldgiai Tarsasag
(European Society for Medical Oncology- ESMO) 2023-as irdnyelve a hasnyalmirigy rak
kezelésére vonatkozo6 ,,Klinikai irdnyelvek a hasnydlmirigy rék diagnozisa, kezelése ¢€s
kovetése” (,,Pancreatic cancer: ESMO Clinical Practice Guideline for diagnosis,

treatment and follow-up) cimmel (124).

Ez az iranyelv, a mitét el6tti 500 IU/ml feletti szérum CA 19-9 értéket a kondicionalis

borderline reszekabilitas kritériumaként tartja szamon (124).

A 2018-as Franciaorszagi klinikai iranyelvek (Pancreatic cancer: French clinical practice
guidelines for diagnosis, treatment and follow-up) amik a hasnyalmirigyrak
diagnosztikdjarol, kezelésérol és kovetésérdl szolnak szintén hasznaljadk bizonyos
dontések meghozasara a preoperativ szérum CA 19-9 szintet (125). A fenti irdnyelv
javaslatai alapjan a szérum CA19-9 szintje két esetben nyljt prognosztikai informaciot:
egyrészt segit megjosolni a daganat potencidlis reszekabilitdsat a diagnoziskor, ha a
szérumszint eléri 1000 U/ml-t, valamint segit a terapids utankovetésben, azaltal, hogy a
mitét utdni normalizalddas jo prognozissal asszocialt eldrejelzdje, mig a kemoterapia
vagy sugarterapia alatti csokkenés a kezelések hatékonységat mutatja (125). A
laparoszkopos miitétiexploracio lehetdvé teszi a kis peritonealis, vagy majmetasztazisok
kimutatasat és biopszidjat, ami a terapias stratégia Ujratervezésében segit olyan
betegeknél, akiknek reszekabilisnak gondoltdk a daganatot a miitét elotti kivizsgalas
alapjan, de megkiméli dket a nagyobb megterhelést igényld laparotomids eploraciotol
(125). A laparoszkopos eploracido egyik indikécidja az irdnyelv alapjan a magas

preoperativ szérum CA19-9 szint (>130-400 U/ml) (125)..

Ezen forrasok bizonyos kategoridkban a dontéshozishoz Onmagiban hasznaljdk a

preoperativ szérum CA 19-9 szintet, azonban sok aspektusa van mindkét forrasban leirt
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kritériumoknak, amikben szamos mas valtozot is figyelembe vesznek, nem csak ezt az
egyetlen értéket és egyik sem fogalmaz meg egyértelmt kontraindikaciot ez alapjan a

mutéttel szemben.

Mas munkacsoportok is vizsgaltak hasonlo6 célokkal a preoperativ szérum CA19-9 szintet
a betegeknél. Syad S. Raza és munkatarsai altal elvégzett metaanalizis nem konkrétan a
szérum CA 19-9 szint értékeket felhaszndlva. Eredményeik alapjan a 336 U/ml-es
hatarérték felett megbizhatéan jelzi tavoli metasztazis jelenlétét pancreas tumoros
betegnél (126) , de ez a tanulmany sem fogalmaz meg egyértelmi kontraindikéaciot
sebészeti mitéti ellatds megkisérlése ellen 6nmagaban a preoperativ szérum CA 19-9

szint alapjan.

A tanulmanyuk eredményei mindazonaltal fenntartdssal kezelendéek figyelembe véve
azt, hogy a 2017-es IAP irdnyelvek alapjan az 500 U/ml feletti CA 19-9 érték is ,,csak” a

borderline reszekabilitas kritériuma.

A dolgozat eredmények szekcidjdban leirtak szerint, a bevéalogatott tanulmanyokban
szerepld Osszesitett ROC gorbékbdl szamolt AUC (Area Under Curve- Grafikon alatti
tertilet) eredmény 0,79 (Konfidencia Intervallum: 0,694-0,893) volt, ami a ,,Cochrane
Handbook for Systematic Reviews of Diagnostic Test Accuracy” alapjan a preoperataiv
szérum CA 19-9 szint 0sszesitett értéke 0,79-ként a *fair”, vagyis elfogadhato kategdéridba
tartozik, de nem éri el a 0,8 értéket, tehat nem klasszifikalhato a ,,j6” kategéridba. Ennek
megfelelden mar ez alapjan is felmeriil kétség afeldl, hogy alkalmas lenne egy egyértelmil

kezelési kimenetelt befolyasolo 1€pés eldontésére 6nmagaban (127).

Tovabba az eredményeink alapjan az elvégzésre keriilt az 1 négyzet proba a minta
heterogenitdsanak megvizsgalasa céljabol. Az proba eredménye 87,4% volt, meghaladva
75%-0s hatarértéket, ez azt jelenti, hogy jelentds volt a vizsgalt populacion beliili a
heterogenitds (127). Mindezek alapjan annak ellenére, hogy bizonyos irdnyelvek
hasznaljak valogatott kritériumokba valo6 soroldsra, a miitéti ellatds kontraindikaciojara,

vagy reszekebalitds megjoslasara nem alkalmas a preoperativ szérum CA 19-9.

Az éaltalunk bevont nyolcndl tobb tanulmany bevonisa a metaanalizis mindségének

jelentds romlasat okozta volna. Ezek a cikkek rendelkeztek a legjobb elérhetd adatokkal
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a statisztikai elemzés elvégzéséhez, de nem voltak elegenddek a fent emlitett okok miatt
egy megbizhatd SROC elemzés elvégzéséhez (98). Az 0Osszesitett (poolozott)
szenzitivitast és specificitast a mellékelt vizsgalatokbol nyert nyers adatokbol szamitottuk
ki. Az ebbdl szarmaz6 eredmények részben aldtamasztottdk kovetkeztetéslinket. Az
ilyen sulyos rosszindulati betegség esetén erre terapias dontést lehessen alkalmazni a
klinikai gyakorlatban. Egy tovabbi alcsoport analizis elvégzése volt tervezett az adatok
jelentds heterogenitasdnak megmagyarazasa céljabol, de az elérhetd kinyert adatok erre

nem voltak elégendok.

Mindazonaltal ennek a metaanalizisnek szdmos erdssége van. Az elemzésben szerepld
tanulmanyok relevans bizonyitékot tartalmaznak a célkitlizésekben megfogalmazott
kérdés megvalaszolasara. A ,,Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Diagnostic
Test Accuracy” iranyelvei alapjan tortént a tanulmanyok bevalogatisa, a bevalogatott
tanulmanyok szisztematikus attekintésben (systematic review) és a metaanalizis
elvégzése az elére meghatarozott protokoll szerint valosult meg és teljesitette a

célkitiizésekben megfogalmazott célokat.

Tovabbi vizsgalatok sordn kombinalhato lenne a preoperativ szérum CA 19-9 szint érték
mas fontos paraméterekkel, mint példaul a képalkotd vizsgalatok eredményeivel és a
beteg altalanos allapotaval, hogy 0j preoperativ pontozasi rendszereket (scoring system)
dolgozzunk ki a PDAC sebészeti reszekabilitdsanak meghatarozasara. A jovOben tovabbi
potencidlis, a PDAC reszekabilitasat elére jelzd markerek vizsgalata hatékonyabba
tehetné a miitéti tervezést és novelné a sebészeti reszekabilitds aranyat, mikozben

csokkentené a mutét kozben felfedezett irreszekabilis eseteket.
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5.2. Extracellularis vezikuldk azonositasa és proteomikus karakterizalas humén pancreas

nedvbo6l

Kutatasunk masodik célkittizése az volt, hogy kideritsiik, vajon human pancreas nedvbol
azonosithatéak -e potencialis Uj biomarkerként szolgald extracellularis vezikuldk.
Sikeresen izolaltunk elsdként EV-ket emberi hasnyalbol. Ezen EV-k tartalméanak
elemzése soran szamos fehérjét azonositottunk, amik a jovOben potencialis jeloltek

lehetnek hasnyalmirigy tumorok markereiként.

A PDAC tovabbra is rosszindulati daganat, kiemelkedéen magas mortalitasi arany
mellett. Az EV-k igéretes potencialis forrdsai lehetnek olyan, koran nehezen
diagnosztizalhat6 daganatokndl, mint a pancreas rdak. Ebben a tanulmdnyban és
munkacsoportunk korabbi kézleményeiben eldszor bizonyitottuk EV-k jelenlétét huméan
hasnydlmirigy nedv mintdkban (2). Ez a felfedezés lehetdvé tett egy ujszerli
megkozelitést, amelynek soran az EV-ket kozvetleniil a rdkos betegek intraoperativ nyert
hasnyalmirigynedv mintaibdl elemeztiik. Az EV jelenléte a hasnyal enzimekben gazdag
milidjében kissé varatlan. Tanulmanyunkban alapos vizsgéalatnak vetettikk ala a

hasnyalmirigynedv mintékat és szdmos bizonyitékot mutattunk be az EV-k jelenlétére.

Ezek eredményeképpen bizonyitottuk EV-k  jelenlétét transzmisszios
elektronmikroszkopia segitségéve, ahol morfologiai tulajdonsagaik alapjan egyértelmiien
azonosithatok voltak (9 A-C 4bra), TRPS modszerrel, ahol tipikus EV
mérettartomanyokban tortént részecskedetektalas, fehérjék feldusitdsaval az EV-
izolatumokban, amelyek megfelelnek a ,kis extracellularis vezikuldk” Gsszetételének

(117), aramlasi citometriai vizsgalattal az EV markerek kimutatasa segitségével.

Ilyen tipust folyadékok elemzése lényegében folyadékbiopszids modszer (,,liquid
biopsy”), egy 0j tipusu, az elmult iddben sokat vizsgalt diagnosztikus modszer. A ,,liquid
biopsy”, vagy folyadékbiopszias modszer egy gyljtéfogalom, ami magaba foglalja
biomarker gyiijtési modozatokat, amik testfolyadékokbol vett mintdkbol dolgoznak,
példaul nyalbol vizeletbdl, vérbol és a kutatasunk esetében hasnyalbol. Ennek soran
értékes markerek kinyerésére van lehetdség, ilyenek a keringd daganatsejtek, EV-k és a
keringd tumor DNS (128). A hagyomdanyos szdvetbiopsziakhoz képest a folyadék

biopszidk egyediilallé elénydkkel jarnak, mint példaul a kisebb mintavételi invazivités, a
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kényelmes mintavétel, a tumor heterogenitdsanak jobb tiikrozése és a sorozatos
mintavételre vald lehetéség. Ez utdbbi valds idejli, dinamikus és longitudinalis
elemzéseket tesz lehetove, potencialisan atfogd és hosszu tavi utankovetésre vonatkozo
informaciokat biztositva (128). Ugyanakkor ki kell emelnem azt, hogy a
folyadékbiopszidk elényei mellett szdmos folyadékbol vald minta nyerése potencialisan
rendkiviil eszkozigényes, vagy invaziv feladat lehet. Természetesen a miitéti
koriilményeken kiviil a hasnyalmirigyvezeték rendszer kaniilaldsa egy potencialisan
rendkiviil bonyolultan megoldhat6 feladat lenne (2). Emellett a pancreas vezetékbdl
szarmazo6 extracellularis vezikuldk izolalasa valamint ezt kovetden karakterizalasa is
hosszas folyamatot vesz igénybe és jelentOs koltségekkel jarhat. Erre tekintettel a kutatas
jovObeni hasznositdsa nem biztos, hogy a pancreas nedv EV vizsgalata lesz. Ezen
eredményeket felhasznélva lehetne a jovOben egy joval kevésbé invaziv, vér vizsgdlatan
alapulo tesztet kidolgozni, ami hordoznd a liquid biopsya mddszerek fent ismertetett

elényeit az egyszerii mintavételt és koltséghatékonysagot.

Az EV-k, kiilondsen az EV mérettartomany alapjan kategorizalt populacioi koziil a kis
EV-k lehetséges korai biomarkerei lehetnek a malignus transzformacionak, tekintettel
arra, hogy kiilonb6z6 mértékben, de minden egészséges, valamint mar kérosan atalakult
sejt kibocsatja ket és jelen vannak gyakorlatilag minden testvaladékban. Erdekes modon
az EV-ken 1évd felszini fehérjék mintdzata alapjan sokszor kovetkeztetéseket lehet
levonni az EV-t kibocsatd sejt eredetérdl, ezért lehetnek alkalmasak daganatos

sejtszaporulatok biomarkereiként valo hasznélatra (128).

A hasnyalmirigyrak sejtekbdl szarmaz6 EV-k egyik legigéretesebb, de egyben az egyik
legtobb vitat kivaltd Glypican-1 (GPC1), egy sejtfelszini proteoglikdn. Melo és
munkacsoportja megallapitottdk, hogy a GPCIl+ EV-k kimutathatéak a
hasnyalmirigyrdkos betegek plazm4jabol (129). A tanulméanyukban kozzétett
eredményeik alapjan a GPC1+ EV-k egyértelmiien megkiilonboztették a korai stadiumt
hasnyalmirigyrakos betegeket az egészséges egyénektdl €s a joindulati hasnyalmirigy-
betegségben szenvedd betegektdl, figyelemre méltdé specificitdssal és 100%-os

szenzitivitassal (129).

A késObbi, mas kutatocsoportok altal az eredményeik €s protokolljukbol kiindulva

elvégzett vizsgalatok azonban azt taldltdk, hogy a GPCl+ EV-k nem tudtdk
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megkiilonboztetni a hasnydlmirigyrakos betegeket a joindulati hasnyalmirigy-
betegségben szenvedd betegektdl (128). Ma mar azt is tudjuk, hogy a GPC1 szamos mas
tumoros betegségnél is kifejezddik, gy mint emlérak, ovarium tumorok, prosztata tumor
¢s nyeldcsé tumor esetén (130). Ebbdl latszik, hogy szlirovizsgalatra, vagy differenciél
diagnosztikai szandékkal pancreas tumorok esetén a glypican a nem hasznalhatd, az
eredeti Melo és munkatdrsai altal publikalt kdzleménnyel ellentétben meglehetdsen

gyengébb specificitdsa miatt.

Ez alapjan nem ért véget az EV alapu pancreas tumor biomarkerek keresése, tovabbra is
folyik a rakos sejt-specifikus felszini markerek keresése és tovabbra is fontosan és sokban
hozzéjarulhatnak a hasnyalmirigyrdk diagnosztikai modszereihez az olyan kutatdsok,

mint a miénk.

Genetikai szinten a PDAC jol karakterizalt tumorfajta, ennek ellenére nem teljesen
tisztazottak a tumor agressziv természetének molekularis okai. Jelen pillanatban az az
elgondolas, hogy a PanIN invaziv tumorra alakulasa 0sszefligg az onkogének és tumor
supresszor gének mutacidival (9). A tumor egyre agresszivabb viselkedését a mutaciok
fokozatos felhalmozodédsaval magyardzzak (9) A K-ras onkogén mutécidja az egyik
legkorabbi és leggyakoribb mutécio, jelen van az esetek 90%-ban. A Her-2/neu onkogén
aktivacidja és a p16, p13, SMAD4 tumor szupresszor gének funkcidvesztéses mutacidja
szintén gyakori eltérés. Fokozodé genetikai variabilitast mutatnak az elérehaladott PanIn

1éz10k, egyre gyorsabban proliferalnak €s végiil képessé valnak metastasis kialakitasara

(10).

A kis EV-k alakitjak a tumor mikrokdrnyezetét €s a premetasztatikus rést (,,premetastatic
niche”). Az EV-k kulcsfontossagli rakomanyokat szallitanak, amik rendkiviil 1ényeges
szerepet toltenek be a sejtek kozotti kommunikédcioban, molekularis informéciok
tovabbitasaban és a sejtfunkciok szabalyozasdban. A normal szdvetekhez képest a
hasnyalmirigyrak szovetében a kis EV-k termelddésének aranya jelentdsen magasabb. A
rakeredetli kis EV-kben 1évd fokozottabban aktivalt fehérjék részt vesznek a vezikuldk
transzportjaban, a tumorszovet heterogenitasanak létrejottében és a rak progresszidjaban
(131). Ez mutatja, hogy mennyire relevansak és fontosak a hasnyalbol izolalt EV-k és

kiilonb6z6é modalitasokkal vald vizsgalatuk, amiket kutatasunk soran végeztiink.
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Liang ¢s munkatarsai 4altal jegyzett kutatds soran egy gyors, ultraérzékeny
nanoplazmonikusan dusitott szoérdsi elemzést (nPES) irtak le, amely kozvetleniil
meghatarozza a daganatbdl szarmazo EV-ket mar 1 ul plazmébol. A vizsgalat az
antitestekkel konjugalt arany nanogdmbok €s nanorudak EV-specifikus antitestek altal
EV-khez val6 kotését hasznalta fel egy szenzorchipen, hogy helyi plazmonhatast hozzon
1étre, amely fokozza a daganatbol szarmaz6 EV-detektalas érzékenységet €s specificitast.
Ennek soran azonositasra keriilt egy hasnyalmirigyrak potencialis EV biomarker, az efrin-
A tipust receptor 2-t (EphA2) és kimutattak, hogy az EphA2-EV-ekre vonatkozo nPES-
teszt megkiilonbozteti a hasnyalmirigyrakos betegeket a hasnyalmirigyrdkos betegektdl
¢és az egészséges alanyoktol. Az nPES-teszt konnyen finomithaté klinikai haszndalatra, és
konnyen adaptalhatd mas allapotok diagnosztizdldsdra és monitorozasara betegség-

specifikus EV biomarkerekkel (132).

Kutatasunk abban is kiilonbozik a fentitdl és tobb el6z6tol, amiknél az EV biomarkerek
vagy a pancreas tumoros sejtek kondicionalt kozegébdl, vagy a keringésbdl keriiltek
izolalasra, hogy ezeknél az EV-k tilnyom¢ tobbsége nem direkt tumoros eredetii volt (86-
88, 132). Ezen tanulmany egy tovabbi masik eredeti aspektusa az elkiilonitett méret alapu
EV frakciok elemzése volt, amely el6z6 laboratoriumi és mas munkakbdl szdrmazd
kutatasokra épiilt, amelyek azt mutattak, hogy a méret alapi EV frakciok kiilonboznek a
nukleinsav (79), fehérje (76) és lipidek tartalmukban (101). Proteomikai elemzésiink
kimutatta, hogy az azonositott fehérjek 41,8%, 48,4% ¢és 50,1% -a egyediilallo volt a
kiilonb6z6 méret alapu EV frakciokban a kronikus pancreatitis, PDAC és Vater-papilla

tumoros betegeknél.

A kozelmultban munkacsoportunk és masok EV-ket izoldltunk PDAC-betegek periférias
vérébol €s megkezdddott az EV-k miRNS rakoményéanak elemzése (103, 133).

Erdekes modon ezek a tanulméanyok kiilonbozé, PDAC potencialis markereiként
haszndlhato EV rakoményelemek azonositasdhoz vezettek. Ezen tilmenden egy
nemrégiben késziilt tanulmany EV-ket hasznalt az IPMN-ek rosszindulati potencialjanak
elérejelzésére. Yang KS és munkatarsai periférids vért hasznaltak és a MUCSAC fehérjét
azonositottdk az EV rakomany komponenseként, amely elére jelzi az IPMN-ek
rosszindulatd progressziojat (95). Vizsgalatuk azonban csak az IPMN-ekre

Osszpontositott, anélkiil, hogy figyelembe vett volna mas rosszindulati potenciallal
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rendelkez6 M-PCN-eket is. Az MDR1-et korabban kimutattak prosztatardk-eredeti EV-
kel Osszefiiggésben (134). Ezenkiviil a CFTR és az EV-k kozott irtak mar le korabban
Osszefiiggést (135) és a PDAC patomechanizmusaban is szerepet jatszanak, mivel a
mutaciok novelik ennek a rosszindulati daganatnak a kockazatat (136). Fontos, hogy
ezen fehérjék némelyikének jelenlétét dramlési citometridval validaltuk PDAC sejtvonal-

eredetli és hasnyalmirigynedv-eredetii EV-ken.

Mig ez és mas tanulmanyok (2, 87, 88, 132, 137, 138) felvetnek bizonyos molekulakat,
amik potencialisan hasznalhatéak lennének pancreas rak diagnoézisdhoz, de tovabbi
validalasra van sziikség nagyobb szamu betegmintaval, miel6tt az EV-diagnosztika

valdsagga valna a klinikumban.

Ennek ellenére ebben a tanulmanyban bizonyitékot szolgaltatunk arra vonatkozo6an, hogy
a hasnyal egy olyan testnedv, amelyben EV-k vannak jelen és izolalhatok, hogy

potencialis biomarkerforrasként szolgaljanak a pancreas tumorok diagnosztikajaban.
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5.3. MiR-200b szint segitségével a PCN-ben szenvedd betegek kiilonb6z6é malignitasi

potencidllal rendelkezd alcsoportokba sorolhatok

Harmadik célunk az volt, hogy kideritsiikk, pancreas cisztosus neoplasias
betegcsoportokban ciszta punktatumbol izolalt extracellularis vezikulak alkalmazhatoak
-¢ biomarkerként a magasabb malignizalodasi potenciallal rendelkezd alcsoportok
elkiilonitésére. Kutatasunk soran sikeresen szolgaltattunk bizonyitékot arra, hogy az M-
PCN-ekbdl szarmazoé EV-kben magasabb a miR-200b szint, ami megkiilonbozteti a
potencidlis malignizalddasi tendenciaval rendelkezé M-PCN és nem-M-PCN kategoridba

tartozo betegeket.

Mivel az EV-k szamos betegségben szolgalhatnak 0j diagnosztikai eszkozokként, ugy
dontottiink, hogy EV-alapt biomarker-kutatast végziink a mucinézus tipusu PCN-ek
elkiilonitése céljabol. Az eredmények szekcioban bemutattuk, hogy a krénikus
pancreatitis (PC) eredetli és PCN eredetli folyadékmintdk CD63+ felszini markerrel
rendelkezd EV-ket tartalmaznak, de CD8 1+ EV-ket nem. Erdekes modon méréseink soran
nem talaltunk Osszefliggést az EV-k koncentracidja és a betegkategoriak (kronikus
pancreatitis vagy PCN, M-PCN vagy nem-M PCN ¢és kronikus pancreatitises betegek)
kozott. Bizonyitékot szolgéltatunk arra, hogy az M-PCN-bdl szarmazo EV-k kozds
miRNS-készlettel rendelkeznek, amely a miR-28-3p-t, a miR-200b-t és a miR-375-6t
tartalmazza. Ez alapjdn mar 0nmagdban bizonyos mértékig elkiilonithetéek voltak

rakomany Osszetétel alapjan a mucindzus és nem mucindézus PCN betegcsoportok.

Vizsgalatunkat folytatva az volt a célunk, hogy a cisztafolyadékmintakbol izolalt EV-k
mikro-RNS profilja alapjan tudjuk elkiiloniteni a mucindzus és nem mucinéus PCN
csoportokat, nem csak az atfedd miRNS tartalom, hanem specifikus miRNS profilok
keresése alapjan is. Tobb, korabbi hasnyalmirigy-ciszta eredetli miRNS-ek kutatasaval
foglalkoz6 tanulmany arr6l szdmolt be, hogy PCN betegcsoportok vizsgéalata soran
mikro-RNS profilok segitségével tudtak elkiiloniteni alcsoportokat malignizalodési

potencial szerint (139, 140).

Habbe és munkatarsai a kutatasuk soran archiv, nem-invaziv IPMN szOvettani
metszeteket hasznaltak fel és ezek vizsgalata sordn kvantitativ reverz trankripcios PCR

modszert alkalmaztak (QRT-PCR). Tiz kiilonb6z0 kifejezetten talmiikddo (,,upregualted”)
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miRNS-t azonositottak a méréseik soran. Ezek koziil a legprominensebbek a miR-155 és
a miR-21 volt. Ekkor mar ismert volt, hogy ezek a mikro-RNS-ek 0Osszefiiggésbe
hozhatok tobb human daganatos betegséggel, tobbek kozott a hasnyalmirigyrakkal, ezért
dontottek ezeknek a mikro RNS-eknek az elemzése mellett (139, 140). Caponi és
munkatarsai szintén qRT-PCR moédszert alkalmaztak szovettani metszetek hasznalataval,
aminek soran 65 invaziv IPMN, 16 nem-invaziv IPMN ¢és 5 normal hasnyalmirigy
vezeték szovetmintat vizsgaltak. Eredményeik alapjan a miR-155 és a miR-21volt
kifejezetten aktivabb az invaziv IPMN mintdkban a nem-invaziv IPMN-bdl szarmazé
mintadkhoz képest (139, 140). Natsuhiko és munkatarsai altal végzett kutatas soran [IPMN-
ben szenvedd betegekbdl szarmazo szdvet és hasnyal mintakban elemezték a miRNS-ek
expresszidjanak a szintjét. Ennek sordn azt talaltdk, hogy miR-10 és a miR-221tul volt
szabalyozva az invaziv IPMN-es betegekbdl szarmazo szovetmintdkban, valamint
hasnyalmintdkban (141). Ezen harom kutatas retrospektiv, ismert szovettanu PCN-ekkel
¢és egy esetben emellett hasnyal mintékat vizsgald kutatdas megmutatta, hogy kiilonb6z6
malignitdsi potenciallal rendelkez6 PCN-ek elkiilonitésére alkalmasak lehetnek
specifikus mikro RNS profilok. Erdekes modon elemzésiik soran nem Kkeriiltek
azonositdsra miRNS profilbeli kiillonbségként az M-PCN ¢és a nem-M-PCN csoportok
kozott. Ez az eltérés azzal magyarazhatd, hogy ezek a vizsgalatok elsésorban

szovetmintakra fokuszaltak €s eltérd betegségcesoportokat hasznaltak.

Az M-PCN ¢s a nem-M eredetli cisztafolyadékmintakbol izolalt EV-k mikroRNS
profiljanak 6sszehasonlitasakor azt talaltuk, hogy a miR-200b jelenléte specifikus az M-
PCN-eredetli EV-kre. Fontos azonban, hogy bebizonyitottuk, hogy a miR-200b szint nem
csak az EV-kbdl, hanem a teljes cisztafolyadékbol mérve is elkiiloniti a non-M-PCN és
az M-PCN betegeket, bar rosszabb szenzitivitassal és rosszabb negativ prediktiv értékkel.
A jovOben esetlegesen tervezett vizsgalatok soran nagyobb szdmu minta vizsgalatara
lenne sziikség annak eldontésére, hogy az EV-alapu miR-200b analizis jobb szenzitivitas
¢és NPV ¢értéke az teljes cisztafolyadékhoz képest bir -e klinikai jelentdséggel.
Amennyiben az esetleges késObbi vizsgalatok azt mutatnak, hogy nincsen jelentdsége, a
klinikai gyakorlatban konnyebben megvalosithatd lehetne egy, a direktben a

cisztafolyadékbol torténd mikro RNS mintavétel alapjan mitkodo diagnosztikai modszer.

Megjegyzendd azért, hogy az EV-bdl izoldlt miRNS mind az érzékenység, mind a

specificitas, mind a pozitiv és negativ prediktiv érték tekintetében jobban teljesit, mint
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néhany mas klasszikus diagnosztikai mddszer, mint példaul a CEA vagy a képalkoto
technikak (142).

A cisztafolyadék EV eredetli miR-200b elemzésekor ezek a paraméterek 83% felettiek
voltak, ezzel szemben a cisztafolyadék CEA koncentracioja a cisztas folyadékokban 192
ng/ml hatarértékkel csak 52-78%-0s szenzitivitassal és 63-91%-0s specificitassal képes
kiilonbséget tenni mucinosus €s szerézus PCN-ek kozott (122). Hasonloképpen, az EUS
morfologia és képalkotd modalitdsok pontossaga széles skalan mozog a PCN altipusok
megkiilonboztetése tekintetében (32, 143, 144). A ciszta folyadék citologiai vizsgalatanak
magas a specificitdsa (83-100%), de alacsony a szenzitivitasa (27-48%). Mindezek a
modszerek tehat nem kell6képpen pontosak a malignus potenciallal rendelkezd

elvaltozasok eldrejelzésében a pancreas cisztozus elvaltozasai esetén (145).

Az EV-k a legtobb testnedvben jelen vannak, igy bizonyos betegségspecifikus molekulak
konnyen hozzaférhetd forrasai lehetnek. Munkank sordn bizonyitékot szolgaltatunk arra,
hogy a hasnyalmirigy-ciszta folyadék EV-ket tartalmaz. Erdekes modon azt talaltuk, hogy
ezek az EV-k pozitivitast mutattak a CD63-ra, azonban nem tudtuk kimutatni a CD81-et
a feliiletiikon. Ez 6sszhangban van korabbi eredményeinkkel, amelyek azt mutattak, hogy
a hasnyalmirigynedvben magas a CD63+, de alacsony a CD81+ EV-k szdma (146).
Ezenkiviil kordbban beszamoltunk arrol, hogy mind a normal, mind a pancreas ductalis
adenocarcinomaban (PDAC) szenvedd betegek vérében CD63+/CD81-EV-k voltak (2).
Ezen tulmenden egy nemrégiben megjelent tanulmany eredményei alapjan a vér eredetli
EV-k tobbsége csak CD63 pozitivitast mutatott, CD81-et nem (147). Jelenleg még nem
tisztazott, hogy a CD63+ és a CD81+ EV-k eltérd sejt eredetiiek-e és van -e ennek a

kiilonbségnek funkcionalis jelentdsége.

Az EV-k egyik legfontosabb rakomédnya az miRNS-ek. Az EV-k miRNS-tartalmat szamos
betegségben, példaul hasnyalmirigyrakban mar behatéan tanulmanyoztak (95, 121, 148).

Zedld és munkatarsai kutatdsuk sordn arra az eredményre jutottak, hogy a PDAC
organoidokbodl szarmaz6 EV-k miRNS rakoménya nagymértékben kiilonbozik a betegek
kozott. Az EV eredetli EV miR-21 és miR-195 szintje magasabb volt a PDAC betegektdl
szarmaz6 vér eredeti EV-ben, mint az egészséges kontrollokban, bar nem talaltak

kiilonbséget a kronikus pancreatitis mintakhoz képest (95, 121, 148).
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Guo ¢és munkatarsai vizsgalata soran kronikus pancreatitises és pancreas daganatos
betegek vérébol izolalt kis mérettartomanyba tartozd EV-k mikroRNS tartalmat
vizsgaltdk. Eredményeik alapjan az EV eredetli miR-95-3p és a miR-26b-5p atlagosan
84,1%-0s szenzitivitdst és 96,6%-os specificitdst mutatott a PDAC ¢és kronikus
pancreatitises betegcsoportok elkiilonitésére. A ,,Bayes-halozat” (Bayesian network)
segitségével végzett ok-okozati elemzésiik kimutatta, hogy a miR-95-3p a "rak"

"kovetkezményével", a miR-26b-5p pedig a "hasnyalmirigy-gyulladas" "okaval" tarsult

(94).

Lai ¢és munkatarsai kutatasuk soran PDAC ¢és kronikus hasnydlmirigy gyulladésos
betegcsoportokat vizsgaltak. Osszehasonlitottak a keringd kis mérettartoményba tartozo
EV-k glipikan-1 és mikroRNS szintjét normal kontroll egyénekben, valamint PDAC-ban
¢és kronikus pancreatitisben szenvedd betegeknek. Kutatasuk eredményei alapjan az EV-
bol szarmazo glipikdn-1 nem kiilonitette el a PDAC-s betegeket, de miR-10b, miR-30c
¢s miR-181a magas szintje, valamint a miR-let7a alacsony szintje alapjan elkiiloniiltek a

PDAC ¢és nem PDAC betegek (88).

Ezen kutatasok eredményei alapjan lathato, hogy a EV eredeti mikroRNS-eknek jelentds

szerepe lehet a hasnyalmirigyrak diagnosztikajaban.

Bar egy kozelmultban végzett munka az EV-rakomanyt az M-PCN-ek egyik
alcsoportjaban, az IPMN esetében vizsgalta, a vérbdl szdrmazd EV-kbdl szadrmazd
fehérjékre Osszpontositottak (149). Ezzel szemben kozvetleniil ezen kutatds soran
kozvetleniil tanulményoztuk a hasnyalmirigy-ciszta folyadékbol szdrmazd EV-k miRNS
rakomanyat és azt taldltuk, hogy egyes miRNS-ek kiilonb6zd szinten voltak jelen a
kiilonb6z6 betegesoportokbdl szarmazd EV-kben. Fontos, hogy a mi tanulméanyunk az
elsd, amely Osszefliggést mutatott ki a miR-200b szintje és a PCN-ek mucinos jellege

kozott.

A miR-200 csalad és a miR-200b azért 1ényeges, mert ez a mikro RNS csalad szamos, a
tumorok szabalyozaséval kapcsolatos mechanizmusban vesz részt azok progresszidjat
segitds vagy gatld szerepben. A miR-200 csalad 6t kiilonb6zé mikro- RNS-bdl all, ezek
a miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141 és a miR-429. Az egyik legfontosabb
mechanizmus aminek a szabdlyozdsdban részt vesznek, az a tumorndvekedést segitd

jelatviteli utak szabalyozdsa. A tumor ndvekedést kiilonb6z6é ndvekedési faktorok,
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specifikus jelatviteli utak, ndvekedést gatlo mechanizmusok elkeriilését segité faktorok,
mint a p53 vagy az RB és az osztodasi halhatatlansag kialakitdsa (,,replicative
immortality”) tartjadk fenn (150). A proliferaciot szamos jelatviteli utvonal szabalyozza,
ideértve a PI3K/AKT, MEK/ERK, JAK/STAT ¢és B-catenin/Wnt utvonalakat, valamint a
sejtciklus-szabalyozokat, példaul a ciklin-dependens kinazokat (CDK-k). Ezeknek az
utvonalaknak a komponenseit miRNS-ek szabdlyozzadk, amelyek eldsegithetik vagy
200 csalad (151). A miR-200b 4 raktipus esetében serkenti, mig 13 raktipus esetében
gatolja a proliferaciot. A vastagbélrak, a nem-kissejtes tiidorak és a petefészekrak
esetében az eredmények ellentmondédsosak a szakirodalomban (151). A rdkos sejtek
migracidja és invazidja tobblépcsds folyamat, amely magaban foglalja a citoszkeleton
atrendezddését, a sejtek €s az extracellularis matrix (ECM) kdlcsonhatasat, majd az ECM
lebontéasat. Ezen lépéseket olyan mikro-RNS-ek (miRNS-ek) szabalyozzak, amelyek
gatolhatjak vagy elésegithetik a daganat progresszidjat (152). A miR-200 csalad tagjai a

crer

--------

daganattipusban ¢€s az invaziét 15 daganattipusban (151). Az apoptdzis az igynevezett
programozott sejthalal, amely nélkiilozhetetlen a szoveti homeosztazis fenntartdsdhoz. Az
apoptozis mechanizmusa komplex, tobb 1€épésbdl 4llo folyamat. E 1épések mindegyike
karosodhat, ami karcinogenezishez vezethet. Az apoptdzis szabalyozasaban
kulcsfontossagli szerepet jatszanak a kaszpdzok, amelyek lehetnek az apoptozis
kezdeményez6i és végrehajtoi is (153). Szamos tanulméany beszamolt arr6l, hogy a
miRNS-ek mind az intrinsic (belsd), mind az extrinsic (kiils6) apoptdzis tGtvonalak
szabalyozasaban szerepet jatszanak (154). A miR-200 csalad tagjai f6ként az apoptdzist
eldsegitoként miikodnek. A miR-200b 6t daganattipusban, a miR-200c pedig hat
daganattipusban segiti eld az apoptozist (151). Az angiogenezis Uj kapillarisok
képzddésének folyamata a meglévd ¢érhalozatbol, ami dontd tényezé a daganat
kialakuldsaban, progressziojaban és az attétképzésében (150). A rosszindulati daganatok
olyan mikrokdrnyezetet hoznak létre, amely eldsegiti a proangiogén faktorok
dominancidjat az antiangiogén faktorokkal szemben, igy az érhalozat aberrans
novekedését okozza a tumoros 1€zi6 iranyaba. Szamos pro- és antiangiogén faktort

azonositottak, amelyeket endotélsejtek, tumorsejtek vagy a kdrnyezd stroma valaszthat
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ki. A miRNS-ek olyan géneket célozhatnak meg, amelyek részt vesznek az
angiogenezisben, ugyanakkor expresszidjukat a proangiogén vagy antiangiogén faktorok
i1s modosithatjak (155). A miR-200a, miR-200b és a miR-429 mind gatl6 hatassal vannak
az angiogenezisre (151). A daganatos sejtek gydgyszerrezisztencidja potencialisan
jelentésen csokkentheti az onkologiai kezelésre adott valaszt és jelentosen ronthatja a
betegek tulélését csokkentve a kemoterapids szerek hatékonysdgat. A terdpiat tulélo,
ellenallo daganatsejtek okozhatjdk a betegség recidivalasat, amely gyakran rosszabbul
reagal a kezelésre, ¢és kedvezdtlenebb prognozissal jar. A kemorezisztencia kiilonb6z6
mechanizmusokon keresztiil alakulhat ki, mint példaul génmutéacio, DNS-metilaci6 vagy
hisztonmodosulasok (156). A miR-200 csalad tagjai az esetek tobbségében csokkentik a
gyogyszerrezisztencidt. A miR-200b 7 ismert daganattipusban csokkenti a
gyogyszerrezisztencidt (151). A tumorsejtek szdmos mechanizmus révén keriilik ki az
immunvalaszt. A Programozott Sejthaldl Protein 1 (PD-1) és ligandja, a PD-LI
kulcsfontossagli  immunellenérz6 molekuldk, amelyek elnyomjak a tumorellenes
immunvalaszt (157). Tobb miRNS-t, koztilk a miR-200-at is azonositottak, amelyek
szabalyozzdk a PD-1/PD-L1 tengelyt (158). A PD-L1 célzasaval a miR-200 fokozza a
CD8+ citotoxikus T-sejtek aktivitdsdt a tumormikrokdrnyezetben, és szabalyozza a
daganat metasztatikus potencialjat (158). Kiilonb6zé miRNS-ek szabalyozzak a DNS-
karosodas javitasdban résztvevd fehérjék expresszigjat, ami genom instabilitashoz
vezethet. A miR-200 csaldd szerepe azonban még kevéssé ismert ezen folyamatok
szabalyozasaban. Kimutattdk, hogy a miR-200a szabalyozza a DNS-javitast az 6regedd
keratinocitakban, a miR-200 csaldd tobbi tagjanak szerepe nem tisztazott (159). A
miRNS-ek, koztiik a miR-200 csalad is, részt vesznek a daganatsejtek metabolikus

atprogramozasaban. A miR-200b gatolja a laktat-dehidrogendz A-t, amely gatolja a

crer

crer

Fontos megjegyezni, hogy a miR-200 csaldd a daganatsejtek osztodasi képességét
szabalyozza. Kimutattdk, hogy a miR-200 csalad elnyomasa vagy elvesztése morfologiai
valtozasokat, sejtciklus-ledllast és az osztodasuk leallasat valtja ki a daganatsejteknek
(161). Az utobbi idoben egyre tobb tanulmany szamol be arr6l, hogy a mikrobiom

soktényezOs hatdsa a daganat szabdlyozdsdra Osszefligg a miRNS-ekkel vald
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kolcsonhatasukkal és ezek interakcidja apoptdzist vagy proliferaciot eredményezhet a
tumorsejtekben (162). Egy példa erre a petefészekrak, ahol a szovet-specifikus
baktériumok, mint a L. lactis, szabalyozni latszanak a miR-200b ¢és a TLR-4

expressziojat, amely Osszefiigg a petefészekrak progressziojaval (162).

Béar a miR-200b szerepe az M-PCN cisztas folyadékban nem ismert, vizsgélataink azt
bizonyitjak, hogy ez a miRNS nem specifikus a PDAC-ra és mar jelen van a malignus
potenciallal rendelkezd hasnyalmirigy-cisztadkban. Ezekkel az adatokkal &sszhangban
korabban azt talaltuk, hogy a PDAC-beteg eredetii EV-kre jellemz6 miRNS-ek mar jelen
lehetnek kronikus pancreatitisben is (121). Mindezen adatok arra utalnak, hogy a miR-
200b megfelel6 biomarker lehet a PCN-k lehetséges rosszindulati potencidljanak

eldrejelzéséhez.
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6. KOVETKEZTETESEK

6.1. A preoperativ szérum CA 19-9 szint és a PDAC sebészi reszekabilitasanak

Osszefiiggésének vizsgalata eredményei alapjan levont kovetkeztetések

Ez a tanulmany az els6 objektiv bizonyitékot szolgaltatja arra, hogy a preoperativ
szérum CA 19-9 szint O6nmagadban nem képes megjosolni a PDAC sebészi
reszekabilitasat. Ez 0sszhangban van a klinikai gyakorlattal, miszerint a preoperativ
vizsgalatoknak nagyon alaposnak kell lenniiik a PDAC betegeknél és a sebészeti
irreszekabilitdst nem szabad kizardlag a preoperativ szérum CA 19-9 szintek alapjan
eldonteni. Bar a CA 19-9 egyediil nem alkalmas a reszekabilitdas meghatarozasara, de
mas paraméterekkel egyiitt hasznalva értékes jelolt lehet pontozési rendszerek
létrehozasahoz a PDAC preoperativ reszekabilitdsanak meghatarozasdhoz. A jovobeli
tanulmanyok segitségével pontozasi rendszereket lehetne kialakitani a hasnyalmirigy
rak reszekabilitasinak meghatarozasahoz, amely magéaba foglalnd a preoperativ
szérum CA 19-9 szintet is. Ez hasznos lehet nehéz dontési helyzetekben is, példaul a
borderline reszekabilis hasnyalmirigy rak esetén az elsddleges miitét €s a neoadjuvans

kemoterapia kozotti valasztasban.

6.2. Az intraoperativ nyert pancreasnedvbdl és vérbdl izolalt extracellularis vezikula

markerek vizsgalata soran nyert eredmények alapjan levont kovetkeztetések

Az pancreas rak tovabbra is egy magas haldlozési arannyal rendelkezd rosszindulati
betegség, és a keringd EV-k igéretes potencidlis markerei lehetnek akar a pancreas
daganatoknak. Ebben a tanulmanyban és munkacsoportunk korébbi publikacidiban (2)
eldszor mutattuk ki, hogy az EV-k jelen vannak emberi hasnyalmirigynedv-mintdkban.
Ez a felfedezés Ilehetdvé tette az EV-k kozvetlen elemzését a betegek
hasnyalmirigynedvébdl. Az EV-k jelenléte a hasnydlmirigynedv enzimgazdag
kornyezetében meglehetdsen varatlan. Ezen tanulmény sordn szdmos bizonyitékot
bemutattunk az EV-k jelenlétére a hasnyalmirigynedv mintdkban. Ezek koz¢ tartoznak az
elektronmikroszkopos képek, a vizsgalt részecskék detektalasa a tipikus EV

mérettartomanyban TRPS segitségével, fehérjék felszaporodasa az EV izoldtumban,
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amelyek a "sejten kiviili exoszéma" GO kategoériaba tartoznak, beleértve az EV-
izolatumokban varhat6 tipikus fehérjéket [35], a tipikus felszini EV markereket (CD63,
CD81 ¢s LAMP-1) kimutatasa a hasnyalmirigy-nedv EV-iben aramlasi citometriaval és
CD63 pozitiv EV-ek jelenlétének bemutatasa az immunoaffinitdsos modszerrel rogzitett

magneses mikrogyongyokon.

6.3. Az endoscopos ultrahang vizsgalattal nyert cisztafolyadékbol izolalt EV tartalom

elemzésének eredményei alapjan levont kdvetkeztetések

Osszességében bizonyitékot szolgaltattunk arra vonatkozéan, hogy a hasnyalmirigy-
ciszta folyadék gazdag EV forras és az M-PCN-ekbdl szarmazo EV-kben magasabb a
miR-200b szint, ami megkiilonbozteti az M-PCN-ben szenvedd betegeket a tobbi
hasnyalmirigy-cisztatol. Erdekes modon a teljes cisztafolyadékban mért miR-200b
hatékony ezek elkiilonitésében, habar nem annyira, mint a cisztafolyadék EV eredetii
miR-200b. Mivel az M-PCN-ek potencialisan malignusak lehetnek, a ciszta folyadék
eredetli EV miR-200b szintjének mérése jelentds lehet a klinikai gyakorlatban. Bar ezt a
megkozelitést tovabb kellene optimalizalni egy nagyobb betegcsoporttal, eredményeink
arra utalnak, hogy a miR-200b-re 6sszpontositd miRNS profilalkotds hasznos lehet a

hasnyalmirigy-cisztas betegek kategorizalasaban.
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7. OSSZEFOGLALAS, SUMMARY

7.1 Osszefoglalas
Ezen értekezés elsd allomasat egy olyan prognosztikai metaanalizis képzi, ami arra

kérdésre ad valaszt, alkalmas -e a preoperativ szérum CA 19-9 szint pancreas ductalis
adenocarcinoma sebészi reszekalhatdsaganak megallapitdsara. Az eredményeink alapjan
a preoperativ szérum CA 19-9 szint egy elfogadhaté marker a PDAC reszekabilitasanak
megitélésére, az Osszesitett AUC érteke 0,79 (CI: 0,69-0,89). Annak ellenére, hogy
jelentds kiilonbség van a reszekabilis és nem reszekabilis esetekben a preoperativ szérum
CA19-9 értékek kozott, csak egy ,.elfogadhatd” marker, hasznalhatdésaga korlatozott,
kiilonosen a klinikai gyakorlatban, igy a CA 19-9 6nmagéaban nem alkalmazhaté a PDAC
reszekabilitdsanak eldontésére. A fentiek okan a tovébbiakban a daganatok korai
azonositasaban hasznalhat6 biomarkereket kerestlink. Kutatasunk masodik allomasaként
tortént vizsgalatuk soran bizonyitottuk EV-k jelenétét emberi hasnydlmintakban. A
hasnyalbdl izolalt EV asszocialt fehérjéket vizsgalva potencidlis biomarkereket
azonositottunk, ezek a MUC1, MUC4, MUCS5AC, MUC6 és MUC16, CFTR és MDRI1
fehérjék voltak. Ezek az aramlasi citometriaval is kimutathatok voltak a hasnyalbol izolalt
EV-kben és a hasnyalmirigyrakos sejtvonalak altal kivalasztott EV-kbol. Kutatémunkank
eredményei Osszességében azt mutatjak, hogy az EV-k kimutatisa és jellemzése
kozvetleniil a hasnydlbol megvalosithatd és a hasnyalmirigyrdk potencialis
biomarkereinek értékes forrasanak bizonyulhat. Az értekezés harmadik allomésaként a
potencialisan malignizal6do pancreas cisztosus neoplaziak tulajdonsagait vizsgaltuk egy
olyan biomarkert keresve, aminek segitségével lehet kovetkeztetni a malignizalodas
kockézatara. Megmutattuk, hogy a kronikus pancreatitises és a PCN folyadékmintak
CD63+ EV-ket tartalmaznak, de CD81+ EV-ket nem. Erdekes modon nem talaltunk
Osszefliggést az EV-k koncentracidja és a klinikai diagnozis kozott egyetlen vizsgalt
paraméterben sem, mint amilyen betegkategoriaban (PC, PCN, M-PCN vagy non-M-
PCN betegek). Bebizonyitottuk, hogy az M-PCN-eredetii EV-k tartalmaban vannak k6zos
miRNS-ek. Az M-PCN-t S-PCN-nel és pszeudociszta eredetii EV-kel (non-M)
Osszehasonlitva azt talaltuk, hogy a miR-200b specifikus az M-PCN-eredetli EV-kre. Az
EV eredetli miRNS mind a szenzitivitds, mind a specificitas, mind a pozitiv és negativ
prediktiv érték tekintetében jobban teljesit, mint néhany mas klasszikus diagnosztikai

mddszer, mint példaul a cisztafolyadék CEA, vagy a képalkoto vizsgalatok.
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7.2 Summary
The first stage of the thesis is a prognostic meta-analysis that answers the question of

whether the preoperative serum CA 19-9 level is suitable for determining the surgical
resectability of pancreatic ductal adenocarcinoma. Based on our results, the preoperative
serum CA 19-9 level is an acceptable marker for assessing the resectability of PDAC, the
overall AUC value is 0.79 (CI: 0.69-0.89). Despite the fact that there is a significant
difference between preoperative serum CA19-9 values in resectable and non-resectable
cases, it is only an "acceptable" marker, its utility is limited, especially in clinical practice,
so CA 19-9 alone cannot be used to decide the resectability of PDAC. We continued and
further searched for biomarkers that can be used in the early identification of pancreatic
tumors. During the second stage of our research, we proved the presence of EVs in human
pancreatic juice samples. Examining EV-associated proteins isolated from pancreatic
juice, we identified potential biomarkers, these were MUC1, MUC4, MUCSAC, MUC6
and MUCI16, CFTR and MDRI1 proteins. They were also detected by flow cytometry in
EVs isolated from pancreatic juice in EVs secreted by pancreatic cancer cell lines.
Overall, the results of our research show that the detection and characterization of EVs
can be performed directly from the pancreatic juice samples and can prove to be a
valuable source of potential biomarkers for pancreatic cancer. As the third stage of the
thesis, we examined the properties of potentially malignant pancreatic cystic neoplasias
in search of a biomarker that can be used as a predictor of the risk of malignancy. We
show that chronic pancreatitis derived and PCN fluid samples contain CD63+ EVs but
not CD81+ EVs. Interestingly, we did not find a correlation between the concentration of
EVs and the clinical diagnosis in any of the investigated parameters, such as the patient
category (PC, PCN, M-PCN or non-M-PCN patients). We demonstrated that there are
common miRNAs in the content of M-PCN-derived EVs. Comparing M-PCN with S-
PCN and pseudocyst-derived EVs (non-M), we found that miR-200b is specific for M-
PCN-derived EVs. EV-derived miRNA outperforms some other classical diagnostic
methods, such as panreatic cyst fluid CEA, or imaging studies, in terms of both sensitivity

and specificity, as well as positive and negative predictive values.
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pancreas cystosus neoplaziakkal kapcsolatos kozds kutatasunkért, ami az ¢ elképesztd

szakmai tuddsuk nélkiil nem lehetett volna ilyen eredményes.

Koszonettel tartozom gasztroenterologus kollégaimnak, dr. Hritz Istvan Docens Urnak és
dr. Horvath Miklos Mestertanarnak a pancreas cisztafolyadékbol endoscopos ultrahang

vezérelt punctioval torténd mintagytijtésért, valamint a hasznos tanacsaikért.

Koszonom dr. Kittel Agnes Tanarndnek a kutatisaim soran nydjtott segitségét az

elektronmikroszkopos képek elkészitésében.
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Professzor Urnak, dr. Eréss Balintnak, dr. Farkas Nellinek, dr. Szakécs Zsoltnak, valamint
mindenki masnak, akik a rendszeres meetingek sordn hasznos tanacsokkal segitették

kutatasaimat.
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Ko6szonom dr. Marjai Tamasnak, hogy doktoranduszi és rezidensi palyam kezdetén
tanacsokkal segitette palyamat kollégaként, majd késébb baratként. Koszondm dr. Tél
Balintnak, dr. Daher Hichamnak és S6rés Almos barataimnak, hogy a kutatdsaim mellett
folytatott klinikai munkam sordn mind a legdertisebb, mind a legnehezebb id6szakokban

mellettem alltak.
Végiil, de nem utolsdsorban a legnagyobb kdszonet a szeretteimnek szol.

Koszonet Edesanyamnak, Edesapamnak, valamint testvéreimnek a szeretetiikért, az

egyiitt toltott vidam évekért és az altaluk biztositott lehetdségért, hogy orvos lehettem.

Legmélyebb halammal és koszonetemmel kis feleségemnek, Dorinak tartozom. Felhdtlen
optimizmusa, sziklaszilard tiirelme, batoritasa és megértése segitett at a legnehezebb
pillanatokon. Végtelen szeretete ¢és jokedve volt az, ami miatt sikeresen végig tudtam

menni ezen az uton.
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