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1. Bevezetés

1.1 Pancreas daganatok

A pancreas ductalis adenocarcinoma (PDAC) minden
eréfeszités ellenére napjainkban is 10% alatti az 5 éves
tulélési arany. A prognézis 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 Ujabb és jobb diagnosztikai, kezelési mddszereket
dolgoznak ki.

1.2 Pancreas cisztozus neoplaziak (PCN)

A hasnyalmirigy cisztas daganatai (PCN) a hasnyalmirigy-
cisztdk heterogén csoportja, amely valtozatos klinikai,
radiologiai és patologiai jellemzoket mutat. Az invaziv
hasnyalmirigyrakka vald progresszid lehetdsége miatt a
premalignus PCN-ben szenvedd betegeket rutinszeriien
monitorozzak. Elsddleges cél a rosszindulati daganatok
megeldzése €s a sziikségtelen miitétetek elkertilése. A
PCN-ek  malignizalédasi  potenciallal  rendelkezd
mucindzus illetve elhanyagolhato  malignizalodasi
kockéazattal rendelkez6 nem mucinézus f6 kategoriakba
sorolhatok.

Extracellularis vezikulak

Az extracellularis vezikulak(EV) foszfolipid kettosréteg
altal hatarolt szubcellularis részecskék. Az extracellularis
vezikulak kivalasztasara az emberi test 0sszes sejtje képes,



€s nagy mennyiségben megtalalhatok  minden
testnedviinkben. Mindez alapjan felvetddik, hogy az
extracelluaris vezikuldkat a jovoben biomarkerként
lehessen hasznalni kiilonb6zd korképek, példaul a
pancreas daganatok korai diagnosztikdjaban.

2 Célkitiizés

Kutatasainkban vizsgaltuk pancreas tumoros betegeknél a
kiilonb6zé potencialis biomarkerek szerepét a korai
diagnosztikdban ¢€s a sebészi dontéshozatalban. A kutatasi
folyamatnak harom f6 célja volt. Elsé célkitiizéslink az
volt, hogy megéllapitsuk, egy jol ismert és széles korben
elterjedt biomarker, a CA 19-9 haszndlhat6 -e pancreas
ductalis  adenocarcinomas  betegeknél a  tumor
reszekabilitdsanak eldrejelzésére, ami egy metaanalizis
formajaban keriilt megvalositasra. Masodik célkiitézeéslink

az volt, hogy kideritsiik, vajon human pancreas nedvbdl
azonosithatéak -e potencidlis ) biomarkerként szolgalo
extraellularis vezikuldk. Harmadik célunk az volt, hogy

kideritsiik, pancreas cisztosus neoplasias
betegcsoportokban cysta punktatumbol izolalt
extracellularis vezikuldk alkalmazhatoak -e

biomarkerként a magasabb malignizalodasi potenciallal
rendelkezd alcsoportok elkiilonitésére.



3 Modszerek

A preoperativ serum CA 19-9 szint és a PDAC operabilitds
osszefiiggésenek vizsgalata metaanalizis segitségével

A kutatas keretében a szerzOk olyan pancreas ductalis
adenocarcinoma (PDAC) miatt kezelt betegekre
vonatkozéd publikaciokat kerestek, akiken kurativ célua
mitétet végeztek ¢és akiken a CA 19-9 szintek
prognosztikai szerepét vizsgaltdk a mutéti reszekabilitas
tekintetében. Szisztematikus keresést hajtottunk végre a
MEDLINE (PubMeden keresztiil), EMBASE ¢és Web of
Science adatbazisokban a 2019 aprilis 19-ig terjedd
idészakra vonatkozéan a PROSPERO adatbazisban
regisztralt protokollnak megfeleléen. A bevalogatott
tanulmanyokban a ROC gorbék alatti teriilet (AUC)
értekeket és a konfidencia intervallumaikat felhasznalva
vizsgaltuk a preoperativ szérum CA 19-9 szint
prognosztikai  értékét a  sebészi  reszekabilitasra
vonatkozdan ¢€s kiszdmoltuk a sulyozott atlagos eltérést
(weighted mean difference- WMD), hogy meghatarozzuk
a kiilonbséget a preoperativ szérum CA 19-9 értékek
kozott a csoportokban. A heterogenitast I* statisztikai
modszer alapjan allapitottuk meg.

Extracellularis vezikulak azonositasa és karakterizalasa
human pancreas nedvbol

Az Egészségligyi Tudomanyos Tanics (ETT- TUKEB)
altal jovahagyott protokollok alapjan a vizsgélatba
kronikus hasnyalmirigy-gyulladdsban szenvedd
betegeket, hasnyalmirigy adenocarcinoméban és Vater-



papilla adenocarcinomajaban szenvedd betegeket vontunk
be akik a Semmelweis Egyetem 1. Sebészeti Klinikdjan
(jelenleg Semmelweis Egyetem Sebészeti,
Transzplantacidés és Gasztroenterologiai Klinika) alltak
kezelés alatt. A hasnyalmirigynedv gytijtése miitétek soran
tortént, olyan miitétek soran, ahol elkeriilhetetlen volt a
Wirsung vezeték megnyitasa. Tovabbi mintakat is
gyljtottiink pancreas tumoros eredetli sejtvonalak
tenyészeteib6l (Capan-1 és MIA PaCa-2). Az EV-k
izolalasat  differencial  centrifugdldssal  kombinalt,
részletesen a disszertacioban leirt protokoll alapjan
végeztik elkiilonitve a kiillonbozé méretbeli frakciokat.
TRPS (Tunable resistive pulse sensing- IZON Science)
segitségével azonositottuk a kiilonbozé EV frakcidkat
részekcskeméret alapjan. Transzmisszios
elektronmikroszkopia (TEM- Hitachi 7100
elektronmikroszkop) segitségével morfologidjuk alapjan
bizonyitottuk izolalast kovetden az EV-k jelenlététét
humén hasnyéalban. Az izolalt EV-k felszini markereit
aramlasi citometriai modszerrel vizsgaltuk, majd a
mintakbol izoldlt EV-k fehérje ¢és lipidtartalmanak
tomegspektrometriai elemzését végeztiikk. Az adatokat
statisztikai elemzése GraphPad Prism v.4 szoftverrel
tortént.

A MiR-200b segitségével kiilonbozé  malignitasi
potenciallal rendelkezo alcsoportokba sorolhatok a
hasnyalmirigy cisztas elvaltozasokkal rendelkezé betegek



Az ETT-TUKEB jovahagyasaval a kutatadsunk soran
felhaszndlt mintdk olyan felndtt betegektdl keriiltek
begytjtésre, akiknél hasnyalmirigy cisztas elvaltozasokat
észleltek és indokolt volt az EUS (endoszkdpos ultrahang)
vizsgalat elvégzése. A cisztafolyadék mintakbol EV-ket
izolaltunk, majd NTA (Nanoparticle Tracking Analysis-
ZetaView Z-NTA késziiléken) segitségével
részecskeméret-eloszlas €és a koncentracid6 mérését
végeztik. Az mintakbdl izoldlt EV-ket antitestbevonatt
mikrogyongyok hasznalataval 4aramlasi citometriai
modszerrel is vizsgaltuk. Az EV-k izoldldsat kovetden
TEM (Hitachi 7100) morfologiai segitségével 1is
bizonyitottuk EV-k jelenlétét. Ezt kovetden az EV-k
tartalmanak mikroRNS analizisét, majd a teljes
cisztafolyadék mikroRNS analizisét végeztik. A
Statisztikai elemzés kiértékelés és a vizualizacid soran a
Microsoft Excel és az SPSS version 25. szoftvereket
hasznaltunk.

4 Eredmények

A preoperativ serum CA 19-9 szint és a PDAC operabilitas
osszefiiggésének vizsgalata metaanalizis segitségével

Az elvégzett szisztematikus keresés Osszesen 11,677
talalatot eredményezett (EMBASE: 6111, PubMed: 2928,
Web of Science: 2638). A bevalasztasi és kizarasi
kritériumok alapjan nyolc publikaciot valasztottunk ki a
kvantitativ elemzéshez. A végsd 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 ,elfogadhatd” (,fair”) eldrejelzdje a
reszekabilitasnak, de nem érte el a 0,8 értéket, vagyis nem
klasszifikalhato6 a ,,j6” kategoriaba. A preoperativ CA 19-
9 értékek szignifikans kiilonbséget mutattak a reszekabilis
¢s 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. Elvégeztik az I négyzet probat a minta
heterogenitds megvizsgalasa céljabol. Az elvégzett
vizsgalat eredménye alapjan (87,4%, tehat meghaladja a
75%-o0s hatéarértéket), jelentds volt a vizsgalt populacion
beliil a heterogenitas.

Extracellularis vezikulak azonositasa és karakterizalasa
human pancreas nedvbol

A hasnyalmirigynedvbdl és sejttenyészetekbdl szarmazo
mintak TEM vizsgalata alapjan az 6sszesben jelen voltak
EV-k. TRPS (Tunable Resistive Pulse Sensing) vizsgalata
alapjan a hasnyalmirigynedv mintdk tartalmaztak
extracellularis  vezikuldkat a  részecskeméretbeli

eloszlasuk szerint. A betegektdl szarmazo
hasnyalmirigynedv kis és kozepes extracellularis vezikula
koncentracidja nem kiilonbozott egymastol

szignifikdnsan, de a Vater-papilla tumoros betegekbdl
szarmaz6 mintdkban szignifikdnsan alacsonyabb volt a
nagy extracellularis vezikula koncentracié a kronikus



pancreatitises betegekbdl szarmazo hasnyalmirigynedvbdl
izolalt nagy extracellularis vezikuldk 1.1 + 0.6 x 107
részecske/mL-es koncentraciojanal. A
hasnyalmirigynedvbdl, pancreas tumoros sejtvonalakbol
és vérbol izolalt extracellularis vezikulak
tomegspektrometriai  vizsgalata eredményeként nagy
mennyiségl fehérjét azonositottunk, amelyek legalabb két
egyedi extracellularis vezikula eredeti  peptidet
tartalmaztak. A tomegspektrometria vizsgélat eredményei
alapjan a hasnyalmirigynedvbdl szarmazé extracellularis
vezikulakban jelentésen magasabb volt a pancreas eredetii
fehérjék mennyisége, mint a vérbdl és epébdl szdrmazd
extracellularis vezikuldkban. A hasnyalmirigynedvbdl
szarmaz6 extracellularis vezikuldk az aramlési citometria
vizsgalat soran pozitivitdst mutattak CD63, CDSI,
CD107a (LAMP-1), MUCSAC, CFTR és TO-PRO3 DNS
kotd festésekre. A pancreas tumoros sejtvonalbdl izolalt
extracellularis vezikulak felszinén MUC1, MUC4,
MUCSAC, CFTR, MDRI1 ¢és Annexin V fehérjéket
detektaltuk. Aprobb eltérések mellett mindezen markerek
megjelentek  extracellularis  vezikula  frakcidkban,
amelyeket a pancreas tumoros sejtvonalakbol izolaltunk.
A hasnyalmirigynedvbdl  szarmazo  extracellularis
vezikulakon CD63-as jelolt magneses mikrogyongydkkel
val6 kotddése is igazolddott, demonstralva azt, hogy jelen
van rajtuk a CD63 marker.



A MiR-200b segitségével  kiilonbozo — malignitasi
potencidllal rendelkezé alcsoportokba sorolhatok a
hasnyalmirigy cisztas elvaltozasokkal rendelkezo betegek
A vizsgalatba bevont betegek besorolasat kovetéen TEM
segitségével sikeresen bebizonyitottuk az EV-k jelenlétét
a PC, S-PCN ¢s M-PCN mintakban és NTA segitségével
az EV-k méretbeli ¢és koncentraciobeli eloszlasat.
Ezenfeliil egy membranjeldlo festés és NTA segitségével
megmutattuk, hogy az EV-k tilnyomo tobbségének a
membranja ép volt. A magas zéta potencial érték
megmutatta, hogy az EV oldatok a tarolast kovetden is
stabilak maradtak és nem jelentkezett aggregaci6. Az S-
PCN ¢s PC betegek esetén a malignus transformacid
esélye rendkiviil alacsony, ezzel szemben az M-PCN-ek
esetén fenndll a malignus transformécido veszélye. A
kutatdsunk sordn két kategoéridba, a potencidlisan
malignizdlod6 M-PCN ¢és a malignizalodasi kockazatot
nem jelentd nem-M-PCN csoportba soroltuk a mintakat.
Nem talaltunk 6sszefliggést az EV-k szama és a diagndzis
(M ¢és nem-M-PCN csoport) kozott fiiggetleniil a vizsgalt
EV-k mérettartomanyatol.

Ezt kovetden azonositottuk azokat a miRNS-ket, amelyek
szintje kiilonbozott a két csoport kozott. A miRNS
vizsgalathoz hasznalt mintak elemzése soran azt figyeltiik
meg, hogy az M-specifikus EV miRNS-ek koziil a miR-
200b az Osszes non-M mintdbdl hidnyzott, viszont
csaknem az 0sszes M-PCN mintdban jelen volt. A miR-
200b abszolut értékeit és Ct=30,5 felso hatart hasznalva



90% feletti szenzitivitast, specificitast és negativ prediktiv
érteket (NPV), valamint 80% feletti pozitiv prediktiv
értékeket (PPV) kaptunk. ROC gorbe analizist végeztiink,
amelynek eredménye mutatja, hogy sikeres volt az
elkiilonités az M és a non-M csoportok kozott. Teljes
pancreas ciszta folyadékokbol miR-200b és miR-24
elemzést hajtottunk végre, ennek eredményeként a teljes
cisztafolyadék szintén alkalmas volt M és nem-M PCN
mintdl  elkiilonitésére.  Osszehasonlitva  kiilonbdz6
diagnosztikai modszereket, ami eredményeként azt
kaptuk, hogy a legjobb egyezés az EUS morfologiaval
volt, tovabba a miR-200b szint és az EUS morfologia
egylittesen 80% feletti szenzitivitast, specificitast, PPV-t
¢s NPV-t mutatott M-PCN és non-M-PCN elkiilonitésére.

5 Kovetkeztetések

A kutatas elsé 1épése eredménye alapjan megmutattuk,
hogy a preoperativ szérum CA 19-9 szint annak ellenére,
hogy jelentds kiillonbség van a reszekabilis és nem
reszekabilis esetekben a preoperativ szérum CA19-9
értékek kozott, csak egy ,,elfogadhatd” marker, valamint a
populacion  beliili  heterogenitds  magas  volt,
hasznalhatosaga korlatozott, kiilondosen a klinikai
gyakorlatban, igy a CA 19-9 Onmagidban nem
alkalmazhaté a PDAC reszekabilitdsanak eldontésére.
Kutatdomunkank masodik 1épése sordn a human hasnyalbol
izolalt EV-k vizsgalatanak eredményei 6sszességében azt
mutatjadk, hogy az EV-k kimutatisa ¢és jellemzése



kozvetleniil a hasnydlb6l megvalosithatd ¢és a
hasnyalmirigyrak potencialis biomarkereinek értékes
forrasanak bizonyulhat. Harmadik kutatasunk soran

bebizonyitottuk, hogy az M-PCN-eredeti EV-k
tartalmaban vannak k6z6s miRNS-ek. Az M-PCN-t S-
PCN-nel ¢és pszeudociszta eredeti EV-kel (non-M)
Osszehasonlitva azt talaltuk, hogy a miR-200b specifikus
az M-PCN-eredetli EV-kre. Az EV eredetii miRNS mind a
szenzitivitas, mind a specificitas, mind a pozitiv és negativ
prediktiv érték tekintetében jobban teljesit, mint néhany
mas klasszikus diagnosztikai modszer, mint példaul a
cisztafolyadék CEA, vagy a képalkot6 vizsgalatok.
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