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1. Roviditések jegyzéke

2D — 2 dimenzids

3D — 3 dimenzids

APC — Adenomatous polyposis coli

ATCC — American Tissue Culture Collection

BME — Basement membrane extract (bazalis membran kivonat)

CAF — Cancer associated fibroblast (daganat asszocialt fibroblaszt)
CIMP — CpG island methylator phenotype (CpG sziget metilator fenotipus)
CIN — Chromosomal instability (kromoszoma instabil)

CMS — Consensus molecular subtype (konszenzus molekularis altipus)
CRC — Colorectalis carcinoma (kolorektalis karcinoma)

ECACC - European Collection of Authenticated Cell Cultures

ECM — Extracellularis matrix

EDTA — Ethylenediaminetetraacetic acid (etilén-diamin-tetraecetsav)
EGF — Epidermal Growth Factor (epidermalis novekedési faktor)

EV — Extracellularis vezikula

FAP — Familiar Adenomatous Polyposis

FAP — Fibroblast-activating protein (fibroblaszt aktivacios fehérje)
FBS — Fetal bovine serum (f6talis borjusavo)

FU — Feliilsz6

Fzd — Frizzled (receptor)

GSEA — Gene set enrichment analysis
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HEPES — 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
HGF — Hepatocyte growth factor (hepatocita novekedési faktor)
HNPCC — Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer

HOM — Human organoid medium

IBD — Inflammatory bowel disease (gyulladasos bélbetegség)
IL-11 — Interleukin 11

LRP — Lipoprotein receptor-related protein

MGMT — O°-methylguanine DNA methyltransferase

MLH —MutL homolog

MMR — Mismatch repair

MSH — MutS homolog

MVB — Multivesicular body (multivezikularis test)

NCF — Normal colon fibroblast (normal bél fibroblaszt)

PBS — Phosphate-buffered saline

PTF — Peritumoral Fibroblast (peritumoralis fibroblaszt)

SIM — Small Intestine Medium (vékonybél organoid médium)
STD — Short tandem repeat (révid tandem ismétloédés)

TEM — Transmission elektronmicroscopy (transzmisszids elektronmikroszkopia)
TGFp — Transforming growth factor-beta (transzformalé névekedési faktor béta)
TME — Tumor microenvironment (tumoros mikrokornyezet)
WT — Wild type (vad tipus)

aSMA — a-smooth muscle actin (a-simaizom aktin)
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A vastag- és végbél tumorok jellemz6i, f6bb kivaltd okai

A nyugati populacié tagjainak legalabb felében 70 éves korukra kialakul kolorektalis
neoplazia, ezeknek az eseteknek a 10%-a rosszindulativa is valik, igy a kolorektalis
karcinoma (CRC) az egyik leggyakoribb oka a daganatos eredet(i, halallal végz6do
betegségeknek [1]. Férfiak esetében a masodik, ndk esetében a harmadik helyen all a
tumoros megbetegedések eldéforduldsanak listajan, és foldrajzi elterjedését tekintve
inkabb a fejlett orszagokra jellemz6 [2]. Hogy mi ennek az oka, arra tobb lehetséges
magyarazatot is talalhatunk. A fejlett orszagokban az utobbi két évtizedben jelentésen
megemelkedett a daganatsziirések gyakorisaga, valamint egyre tobb diagnosztikai
modszer all rendelkezésre (kolonoszkopia, genetikai vizsgalat), igy nem meglepd, hogy
tobb CRC esetet regisztralnak azokhoz az orszagokhoz képest, ahol a sziiréseknek nincs
megfeleld hattere [3]. Emellett természetesen az emberek életvitele, taplalkozasa is
hatassal van a bélrendszerben a daganatok kialakuldsara. Egyre tobb kutatds tdmasztja
ala, hogy megfelel6 diéta (példaul tejtermékekben, rostokban, kalciumban, teljes kidrlésii
gabonakban gazdag étrend) segit a CRC megelézésében. Ezzel szemben ugy talaltak,
hogy a vords hasok és a kiilonféle feldolgozott husipari termékek, melyek a fejlett
orszagokban kozkedvelt gyorséttermekben konnyen elérhetdek, eldsegitik a betegség
kialakulasat [4]. Megeldzésként még fontos a dohanyzas keriilése, valamint a fizikailag

aktiv életmdéd folytatasa [5].

A CRC kialakulasanak tobb Utvonala is ismert. Az esetek tilnyomo tobbségében a
betegség az adenoma-karcinoma utvonalon alakul ki, mely soran a bélham epithél
sejtjeinek megvaltozott miikodése miatt egy Lieberkiihn-kripta kornyékén abnormalis
sejtszaporulat jelenik meg (polip, adenoma), majd ez a képz6dmény id6vel (akar 10-15
év) rosszindulatu daganatta valik [6]. A sejtek megvaltozott miikodésének a hatterében a
betegek legnagyobb részében a mutacion atesett adenomatous polyposis coli (APC) gén
all, mely megjelenhet a csiravonalban, vagy sporadikusan a szomatikus sejtekben is.
Vogelstein és munkatarsai irtak le a klasszikus ttvonalként is ismert CRC kialakulasi

folyamatot, mely soran az APC mutaciot kovetden egyéb mutaciok is sziikségesek a
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tumor kialakulasahoz (1. abra A) [7]. Az igy kialakult tumorokat mikroszatellita stabil

CRC-nek is szoktak nevezni.

Egy masik, alternativ utvonal az ugynevezett ,,fogazott” utvonal, ami a CRC esetek
10-20%-aért felel (1. abra B). Ez az eset a RAF és RAS mutaciokkal, epigenetikai
instabilitassal jellemezhet6 és CpG sziget metilacios fenotipust mutat. A folyamat soran
kialakulhatnak mikroszatellita stabil €s instabil tumorok egyarant. Az igy létrejott
tumorok morfologiailag megkiilonboztethetéek a klasszikus adenoma-karcindéma
tipustol, hiszen itt a hagyomanyos polipok helyett fogazott polipok jelennek meg a bélben
[8] Ezeket a kolorektalis 1ézidkat tovabb lehet bontani szesszilis fogazott adenoma és
hagyomanyos fogazott adenoma {0 csoportokra, de eléfordulnak hiperplasztikus
adenomak, vagy a fenti tipusoknak a keverékei is [9]. Az egyes adenoma tipusok fontosak

a kezelés kivalasztasa és a betegség kimenetele szempontjabol [8].

A B C
Adenema-kardndéma tvenal Fogazott neoplazia Utvonal Mikroszatellita instzbilitas
(70-90%) [10-20%) (2-7%)
FAP Sporadikus Hagyomanyos Szesszilis Lynch szindréma
fogazott fogazott
CS"'?"-'D!"~3| > Szomatikus KRAS vagy BRAF Csiravonal mutdcid az MMR
52“:‘""3"“'&"5_ . APC BRAF mutacia génekben
APC mutacic mutacia Futacio
KARAS &5 MGMT MEHI, 6
BRAF
ShaDg MLH1 MLHI13
TP53 CIMP PMS52.6
h 4 h 4 h h J h 4
Mikroszatellita stabil CRC Mikroszatellita stabil és Mikroszatellita instabil CRC
instabil CRC

1. abra. CRC fejlédési utvonalak.

A) A CRC esetek dont6 tobbsége az adenoma-karcinoma utvonalon torténik, melynek
egyik fontos kezdeti 1épése az APC mutéacié kialakulasa. B, C) A CRC Kkisebb
gyakorisaggal kialakulhat a fogazott neoplazia és a mikroszatellita itvonalon is. Az abrat
Dekker és mtsi nyoman a szerz6é modositotta [5].
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A mikroszatellita instabil utvonalra a DNS hibajavitd enzimek hibds mikodése
jellemz6, a mismatch repair gének inaktivalodnak (1. abra C). A jelenség hatterében
csiravonal mutacio is allhat, ebben az esetben 6roklodo betegségrol beszélhetiink (Lynch
szindroma) [5]. A mikroszatellitak rovid (1-6 bazispar) tandem ismétlédésti szakaszok
(STR, short tandem repeat), melyek a genomnak hozzavetdlegesen a 3%-a teszik ki. A
DNS szél masolasa soran ezek a tandem repeatek magas mutécios kockézatot jelentenek,
amit normal esetben a DNS hibajavité enzimek korrigalnanak. Ebben a CRC fejlodési
utvonalban az MMR gének mutéacidja miatt ez a folyamat gatolva van, igy a genomban
instabilitas alakul ki, mely a mikroszatellitak ismétlodési egység szam valtozasaban is

megnyilvanul [10].

A fenti csoportositdsnak egyéb nevezéktana is ismert, ami alapjan az elsd (1. dbra A)
csoport megfelel a kromoszoma instabil Gtvonalnak (CIN), a masodik (1. abra B) a CpG
sziget metilator fenotipusnak (CIMP) [10].

A CRC-ben kiilonféle molekularis eltéréseket figyelhetiink meg, ha a jobb
(proximalis) és bal oldali (disztalis) bélszakaszban kialakult tumorokat hasonlitjuk dssze.
A TP53, KRAS, BRAFV600, PIK3CA, SMAD4, CTNNB1, GNAS, és PTEN gének
mutaciods eloszlasa kiilonbozik a jobb és bal oldali kolon daganatok esetén. A felszallo
agi kolon tumorral rendelkez6 betegek tulélési esélyei rosszabbak a leszallo agiakhoz
képest (2. abra) [5, 11].

Beteg jobb Beteg bal
oldala

odala €«
Felszallé/harantbél
eredetii

™ N6k

M Szesszilis fogazott lézidk
N Mucinosus tumorok

Leszallo/véghél

Harant vastagbél eredet(i

Jobb prognézis

Rosszabb prognozis

Felszallo
vastagbél

N CIMP "/Jli_eszéllé N CMS4

 BRAF 7 vastagbél N CMS2, disztalis
™ MSI N TP53

A CMS1 tumorok N APC

N CMS3 tumorok

™ KRAS

2. abra: A leszallé és a felszallo agi kolon tumorokra eltéré mutaciés mintazat
jellemz6. A kiilonbségekbdl adodoan mas a két CRC tipus prognozisa és az alkalmazott
terapiak hatékonysaga is. Az abrat Dekker és mtsi nyoman a szerzé modositotta [5].
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Az utobbi években génexpresszio alapjan is allapitottak meg CRC altipusokat,
l1étrehozva ezzel egy Uj csoportositasi rendszert. Ez egy nemzetkozi egyiittmikodés
keretein beliil valosult meg, ahol hatalmas adatmennyiség feldolgozasat kovetéen tobb
fliggetlen csoportositas alapjan végiil négy konszenzus molekularis alcsoportot (CMS,
consensus molecular subtype) hoztak létre. A CMS1-re a mikroszatellita instabilitas
jellemzo, az ide tartozd tumorok erdteljesen aktivaljak az immunrendszert és nagy
mennyiségli mutaciot tartalmaznak. A CMS2 a leggyakoribb, az esetek 37%-a ide
tartozik. Jellemz6 ra a WNT és MYC jelatviteli itvonal aktivaltsaga. A CMS3-ba tartozo
tumorokban anyagcsere rendellenességek tapasztalhatok. A CMS4 egy mesenchymalis
fenotipust tumorcsoport, jellemzé ra a TGFp jelatviteli at kKiemelt aktivitasa, a sztromalis

sejtek nagy szama és angiogenezis. A CRC esetek 23%-a ide tartozik [12].

2.1.1. A CRC kialakuldséban szerepet jatszo fobb jelatviteli tvonalak

A CRC kialakulasa az esetek tobbségében harom jelatviteli it modosulasaval fiigg
Ossze, ezek a TGFB, a WNT ¢és az EGFR jelatviteli Gtvonalak [13].

. TGFpB

A TGFp a sejteknek az egyik legsokoldalubb jelatviteli utvonala, szdmos fontos
folyamat szabalyozasaban vesz részt (differencialodas, sejtosztodas, sejtmozgasok), ezen
kiviil alapvetd szerepe van az embriondlis fejlddésben, sebgydgyuldsban, érhéalozat
kialakulasaban (angiogenezis) is [14]. A tumoros mikrokornyezetben a TGFp {6 termel6i
a tumor-asszocialt fibroblasztok (CAF-ok) [15, 16], melyekr6l a késObbiekben
részletesen is szo lesz a dolgozatban. A TGFP csalad tagjai inaktiv formaban
szekretalodnak, majd az extracellularis matrixban (ECM) torténik a tarolasuk [17].
Ahhoz, hogy a TGFp kifejthesse a hatasat, az inaktiv, tarolt formajabol aktivalt forméaba
kell keriilnie. A TGFP1 aktivatora példaul a plazmin, a matrix metalloprotedzok,
thrombospondin-1, alacsony pH, illetve a reaktiv oxigén gyokok [18]. A TGFp csaladba
tartoz6 ligandok szerin/treonin kindz receptorokhoz koétddnek (I-es és II-es tipusu
receptorok). A ligand a Il-es tipust receptorhoz kotédik, ami ezutan toborozza és
foszforilalja az I-es tipust receptort. Az I-es tipusu receptor igy aktivalodik, és el tudja
latni a {6 feladatat, ami a SMAD fehérjék foszforilalasa. A foszforilalt SMAD fehérje

ezutan bejut a sejtmagba, €s ott kiilonboz6 gének expressziojat szabalyozza [19].
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A TGFB szamos sejtciklus ellenérzési csomoponthoz (cell-cycle checkpoint)
kothetd gén szabalyozoja (p21, p27, pl5), melyek aktivalodasa a sejtek osztoddsanak
gatlasahoz vezet [20]. Normal bél hamszovetben tumorszupresszorként miikodik, mivel
visszaszoritja a sejtosztodast [21]. Xu és munkatarsai azonban azt is kimutattak, hogy a
TGFp a daganatok kialakulasanak csak a kezdeti szakaszaban 1évé sejtek esetén lat el
tumorgatlo feladatokat, az eldrehaladottabb stadiumu tumorok mitkddését, a metasztazist

mar elésegiti [22].
o WNT/B-catenin

A WNT/B-catenin jelatviteli utvonalnak fontos szerepe van kiilonb6zé fejlodési
folyamatok szabalyozasdban és a szoveti homeosztazis fenntartdsaban. Hatassal van
tobbek kozott a sejtosztodasra, differencialodasra és a sejtek halalara [23, 24]. A WNT
fehérjék a klasszikus ER-Golgi szekrécidés utvonalon keletkeznek, palmitoilalodnak,
majd az extracellularis térbe jutnak, ahol a sejtek felszinén talalhato Frizzled receptorhoz
kotédhetnek a Fzd-Lrp5,6 komplexekben. Jelenleg harom kiilonbdz6 utvonalat ismeriink
a WNT receptorok aktivalasara. Az elsd a kanonikus WNT/B-catenin kaszkad, amirdl a
legtobb informacioval rendelkeziink, de 1étezik a nem kanonikus planaris sejtpolaritas
ttvonal (Wnt-PCP), és a WNT/Ca?* titvonal is. EQy WNT receptor tipust tobbféle WNT
fehérje is aktivalhat. A kanonikus utvonal esetében a Wnt jelatvitel erdsségét és hosszat
szabalyozza példaul az R-Spondin-1 fehérje, ami az LGRS receptorhoz kapcsolodik, mely
gatolja a Fzd inaktivaciojat és a WNT jel kikapcsolasat. Minthogy a hosszan tarto és erds
WNT jelatviteli Ut intenzitds kritikus a bélben taldlhatdo kriptak Ossejtjeinek az
osztodasaban, igy az R-Spondin fehérj¢k nélkiilozhetetlenek a bél epithelium

homeosztazisanak a fenntartasaban [23].

o EGFR/MAPK

Az EGFR egy transzmembran fehérje, ami a tirozin kinaz receptorok kozé tartozik
[25]. A jelatviteli Gtvonal tobb sejtes folyamat szabalyozasaban is részt vesz (novekedés,
osztodas, tulélés), igy az Gtvonal aberrans miikodése miatt ezeknek a folyamatoknak a
megvaltozott szabalyozasa tumorok kialakuldsdhoz vezethet [26]. A MAPK a
szerin/treonin kin4z csaldd tagjaként szamos, hierarchikusan miikodd foszforilacios-
aktivacios 1épést indit be a sejtek felszinétdl kezdve a sejtmagig [27], és szabalyozas

szempontjabol downstream helyezkedik el az EGFR-hez képest [28]. A jelatviteli titvonal

10
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kozponti szerepl6i a kis GTP-az RAS fehérjék, ahova a KRAS is tartozik [27]. Ha az
utvonal szabalyozdsa nem megfelelden miikddik, akkor az intenziv sejtosztodas,
megnovekedett hatékonysagi talélés, angiogenezis, anti-apoptdzis, invazid ¢€s
metasztazis miatt rosszindulati daganatok kialakulasat eredményezi CRC-ben, igy az

utvonal a daganat kezelésében terapids célpontnak szamit [29].

2.1.2. Genetikai mutaciok felhalmozddasa

A CRC egy tipikusan lassan kialakul6 tumortipus, melynek kifejlédése évtizedekig is
eltart, a fejlédése soran pedig kiilonféle genetikai mutaciokat halmoznak fel a tumoros
szovet sejtjei [1]. A betegek jelentés részénél az APC génben megjelend inaktivalod
mutacid kézponti CRC tumorigenezist kivaltd hatassal bir (3. abra). Az APC mutéacio
kovetkeztében a WNT utvonalban szerepld, citoplazmatikus multiprotein komplex
miikodése kiesik, igy a B-catenin nem ubiquitinalodik és nem bomlik le, felhalmozodik a
citoplazmaban és a sejtmagba transzlokalodik, ahol a TCF/LEF transzkripcids faktorok
kofaktoraként a WNT célgének atirasat eredményezi. A Wnt jelatviteli Utvonal
folyamatos, kiils6 ligandoktol fliggetlen aktivaltsaga ezaltal a sejtosztodas
gyakorisdganak megemelkedéséhez, valamint a bélhamsejtek differencidlodasi

folyamatanak gatlasahoz vezet [7].

- Jelatviteli

Normal colon epitelium Kiz méreta adenoma Nagy méreti adenoma Karcinoma

Beteg kora (év)

3. abra: Az egészséges bélhamban APC mutaciot kovetdéen adenomak, késébb tovabbi
mutaciok hatdsara rosszindulati daganat jon létre. Az abrat Vogelstein és mtsi alapjan a
szerz6 modositotta [6].
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2.1.3. Orokletes vastag- és végbél daganat

A kornyezeti hatdsok mellett 6rokletes tényezok is szerepet jatszhatnak a CRC
kialakulasaban. Csaladi 6roklddés vizsgalatok €s ikervizsgalatok alapjan a CRC-t kivalto
okok generaciordl generaciora vald atadasanak esélye 12% és 35% kozott van [30]. A
paciensek 5-7%-a esetén beszelhetiink egy ismert genetikai elvaltozasbol adodo ordkletes
szindromaroél, ami tumorhoz vezet [31]. Az orokletes CRC szindromak koziil a legtobb
ismerettel az Ordkletes nem polipozis CRC-rél (Hereditary Nonpolyposis Colorectal
Cancer, HNPCC) és a familiaris adenomatosus polipozis (Familial Adenomatous

Polyposis, FAP) betegségrol rendelkeziink [1].
e HNPCC

A HNPCC, vagy mas néven Lynch szindroma egy autoszomalis dominans
oroklédésmenetii szindroma, ami a DNS hibajavitasi (mismatch repair) folyamatban
résztvevé gének (MSH2,6, MLH1,3, PMS1,2 gének) mutacidja miatt alakul ki [32]. A
betegség mar 50 éves kor el6tt jelentkezhet, az érintetteknek nagyobb a hajlama a
kolorektalis (féként jobb oldali), illetve azon kiviili tumorok fejlesztésére (endometrium,
ovarium, vékonybél). Gyakran el6fordul, hogy a paciensekben egynél tobb elsddleges

daganat alakul ki [33].
o FAP

A FAP egy autoszomalis dominins Oroklddésmenetli betegség, ami 1:7000
gyakorisaggal jelenik meg a kaukazoid népességben. A betegség soran az érintettek
beleiben mar 20-30 éves korukra tobb szaz, vagy akar tobb ezer polip (adenoma) alakul
ki. Habar ezek a polipok joindulati sejtszaporulatok, azonban a hatalmas szamuk miatt
nagy az esély ra, hogy az egyik végiil rosszindulatava valik, és kialakul a CRC [1]. A
betegség hatterében a mutans APC gén all, azonban a mutans gén ordkletes formdja a
CRC eseteknek kevesebb mint 1%-at okozza. A FAP esetén jellemz6 a Knudson-féle két
talalat hipotézis, melynek lényege, hogy egy gén egyik allélja a csiravonalbeli mutaciot
hordozza, majd i1ddvel a heterozigdta személy masik alléljaban szomatikus mutacio
kovetkezik be. Az APC gén homoldgja megtaldlhatd az egérben is, igy az ApcMin*

egerekkel a CRC tumorigenezisének bizonyos 1épései megfelelden tanulmanyozhatoak
[34].
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2.1.4. Gyulladasos bélbetegségek és a CRC kapcsolata

Altalanosan elfogadott tény, hogy kronikus gyulladasos bélbetegséggel (IBD,
inflammatory bowel disease), kiizd6 betegeknél magasabb a CRC kialakulasanak az
esélye [35, 36], amit az is alatamaszt, hogy a CRC kialakulasat befolyasolo kockazati
tényezOk kozott az IBD a harmadik helyet foglalja el a FAP és a HNPCC mogott [37].
Az IBD két f6 formaja a Crohn betegség és a colitis ulcerosa. A CRC patogenezise az
IBD-ben még nincs teljesen felderitve, de a gyulladt bélhdmban tobb valtozas is
bekovetkezik, ami késobb tumor kialakuldshoz vezethet, példaul epigenetikai valtozasok,
genetikai instabilitds, gyulladdsos mediatorok miatt egészségestdl szovettdl eltérd
immunvalaszok, oxidativ stressz, illetve a bél mikrobiom megvaltozasa is jellemz6 [35].
A colitis-asszocialt CRC kialakulasaban a genetikai instabilitds miatt mutaciok
megjelenése is kdzre jatszik, habar a mutaciok felhalmozodasa itt eltér a sporadikus CRC

kialakulasra jellemz6é mutacids mintazattol (4. abra) [38, 39].

Sporadikus CRC
MSI @
K-Ras -
Normal l Korai Kdzepes Kesoi L‘ .
> - > *» Karcinoma
mucosa adenoma adenoma adenoma
Colitis, Korai, nem Alacson .
. e . Y Magas foku .
nincs kifejezett > foku T » Karcinoma
. . . . diszplazia
diszplazia diszplazia

/ \ diszplazia

K-R
P53 P53 ™ a
muticié heteroag?cm

veszteseg

Colitis-asszocialt CRC

4. abra. A sporadikus és a colitis-asszocialt CRC molekularis patogenezise.

Szamos olyan mutacid, ami szerepet jatszik a sporadikus CRC progresszidjaban, fontos
a colitis-asszocialt CRC kialakulasaban is, habar az egyes genetikai események a
betegség kialakuldsanak eltérd szakaszaiban kovetkeznek be. Az abrat Kim és mtsi.
alapjan a szerz6 modositotta [35].
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2.1.5. A bél mikrobiom ¢és a CRC kapcsolata

A tumoros mikrokornyezetben talalhatdé mikrobidtdkat manapsag a tumorok
kialakulasadban fontos kdrnyezeti faktornak tekintik példaul a kolorektumban, a majban
és az epevezeték kdrnyékén kialakuld daganatok esetében [40]. Az utobbi években egyre
tobben kezdték el kutatni a bélben taldlhatd baktériumoknak a CRC kialakuldsaban
betoltott szerepét, minek koszonhetden mara mar tudjuk, hogy bizonyos mikrobak
gyakrabban fordulnak el6 a tumoros betegek széklet- és nyakmintaiban a nem tumoros
paciensek mintaihoz képest [41]. A bél baktériumfloraja és a daganatok kozotti
Osszefiiggés elsdsorban a mikrobiom és a bélgyulladas kozti szoros kapcsolatbol adodik.
Szamos kutatocsoport dolgozott az utdbbi évtizedben genetikailag modositott egér
torzsekkel, és az ugynevezett germ-free térzsek minden esetben IBS mentesek voltak,
ami arra utal, hogy a mikrobiom jelenléte kritikus faktor a bélben a gyulladasok
kialakuldsdhoz. A mikrobiota elsdsorban a velesziilettet immunrendszer stimulaldsan

keresztiil valtja ki a gyulladast a bélhamban [42].

Clevers és mtsi. vizsgaltak a CRC és a mikrobiom kozotti 6sszefliggést az organoid
technoldgia felhasznalasaval (organoidok: haromdimenzios szdvettenyészetek, bovebben
a daganatkutatas sejtbiologiai eszkozei fejezetben lesz roluk szo) [43]. Jol ismert tény,
hogy az Escherichia coli az egészséges bélfloraban is jelen 1€vé mikroba, azonban fontos
tudni, hogy a baktériumtorzs B2 filogenetikai csoportja tgynevezett ,,pks” genomi
szigettel rendelkezik, ami a Colibactin nevili genotoxin szintéziséért felel. A Colibactin
igazoltan duplaszali DNS toréseket indukal eukariota sejtekben [44], igy a pkst
baktériumok jelenléte Osszefiigg a CRC kialakulasaval [43]. A kisérletek soran kolon
organoidokat fertéztek pks+ E. coli-val 5 honapon keresztiil, majd teljes genom
szekvenalast végeztek az organoidokon, ¢és 0sszehasonlitottak az eredményeket a fert6zés
elétti szekvenalasi adatokkal. A vizsgéalatok kimutattdk, hogy a pks+ baktériumokkal
fert6zott organoidokban egy olyan mutacids mintazat alakult ki, ami féként a CRC sejtek

genomjara jellemz6 [43].

Azonban nem minden baktériumtorzs valt ki gyulladast eldsegitd hatast. A
Lactobacillus paracasei az egyik legjobban karakterizalt probiotikus torzs, melynek
ismertek a gyulladdscsokkentd képességei is. Raadasul Choi és mtsi. kimutattak, hogy a

Lactobacillus paracasei eredetii extracellularis vezikulak (EV - lasd bovebben a
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kovetkezd fejezetben) visszaszoritjak a CRC sejtek gyulladasos reakcidjat. Az EV-k
csokkentették a sejtekben pro-inflammatorikus citokinek (TNFa) expressziojat, és

serkentették az anti-inflammatorikus citokinek (TGFp, IL10) kifejez6dését [45].

2.2. A sejtek kozti kommunikacio 4j formaja: az extracellularis vezikulak

Az extracellularis vezikulak (EV-k) lipid kett6s réteggel korbevett strukturak [46],
eredetiik szerint megkiilonboztethetjiik az endoszomalis kompartmentbdl szarmazo és a
plazmamembranrol lefiiz6dé EV-ket [47]. Mivel az eredetiikre specifikus egyedi EV
markereket egyelére nem sikeriilt azonositani, igy a MISEV2018 (Minimal information
for studies of extracellular vesicles 2018) utmutatasai alapjan keriilni kell az
endoszomalis utvonalra utald ,.exoszoma”, vagy a plazmamembran lefliz6désre utald
,mikrovezikula” elnevezéseket [46]. Az EV-k nem csak a kialakulasuk szempontjabol,
de a méretiik alapjan is nagyon heterogén struktirak. A méret szerinti meghatarozas
alapjan a 200 nm alatti vezikuldk a kis EV-k, a 200 nm f6l6ttiek pedig a kdzepes/nagy
EV-k, igy ezt a két csoportot differencial centrifugalassal el lehet egymastol valasztani.
Az EV-ket csoportosithatjuk a biokémiai jellegeik alapjan is, igy pl a felsziniikon
talalhatd6 molekuldk alapjan (tobbek kozott a CD81, CD63, AnnexinV jelenléte vagy
hianya) [46].

Egyre tobb kutatasi eredmény bizonyitja az EV-k intercellularis kommunikacioban
betoltott fontos szerepét. Az EV-knek a sejtek kozti kommunikaciot befolyasolo jellege
abbdl fakad, hogy képesek membrannal védett modon a vezikuldk lumenjében, vagy a
felsziniikon fontos biologiai molekulakat (fehérjék, lipidek, nukleinsavak) szallitani [48].
Ezek a vezikulak altal szallitott cargo-k (cargo: a szallitott molekulak) a kibocsato sejtre
specifikusak, igy informaciot szolgaltatnak az EV-t termeld sejt tipusardl, fiziologiai
allapotarol (apoptozis, gyulladas, stb) [49]. Ez lehetdséget ad az EV-kkel kapcsolatban
egy tovabbi csoportositdsi modra, ami alapjan beszélhetiink hipoxids EV-krdl,
tumoreredetli onkoszomakrol (large oncosome), vagy példaul az apoptotizalo sejtek altal

termelt apoptotikus testekrdl [46].

Az EV-k tumorfejlédésben betoltdtt szerepe egy nagyon intenziven kutatott

tudomanyteriilet. Ismert, hogy a tumoros szovet sejtjei tobb EV-t termelnek a normal
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sejtekhez képest [50-52], azonban ennek a jelenségnek az okai még nem teljesen
tisztazottak. Szamos kutatocsoport, koztiikk a mienk is kimutatta, hogy az EV-k a tumorok
novekedéséhez, fejlodéséhez fontos molekuldkat, példaul EGFR-t képesek szallitani,

amik a tumoros sejtek osztodasat és az angiogenezist is serkentik [53-56].

fgy tehat az EV-k elényds tulajdonsigai, melyek a sejtek normal fizioldgias
allapotanak fenntartasdhoz elengedhetetlenek (molekulak védett médon, koncentraltan
torténd szallitasa a sejtek kozott), a betegségek terjedéséhez is segitséget nytjthatnak. Az
EV-k terapias és diagnosztikai célu felhasznalasa tobbnyire még a kutatasi és fejlesztési
szakaszban van, azonban mar megjelentek FDA altal jovahagyott, EV-alapu
diagnosztikai eljarasok. Ilyen példaul a Bio-Techne altal kifejlesztett ExoDx Prostate
IntelliScore (EPI) teszt, egy rutinszerlien alkalmazhaté folyadék biopszids teszt, ami
kivaltja a sokszor sziikségtelen prosztata biopszias beavatkozasokat. Az EV-ket a jovoben
felhasznalhatjuk kiilonféle gyogyszer hatdanyagok célba juttatasahoz, illetve, ha ismert a
hatasmechanizmusuk egy betegség kialakulasaban, akkor terapias célpontként vagy

diagnosztikai eszkozként is alkalmazhatoak (5. abra) [57].

Normal fiziolégia fenntartasa
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A betegség terjedése

5. abra Az EV-knek szerepe van a normal fiziologias allapot fenntartasaban és a
betegségek terjedésében is. Az EV-k terdpias felhasznaldsa sordn a vezikuldkat
hasznalhatjuk gyogyszerszallitd eszk6zokként, melyekkel specifikusan célba juttathatjuk
a hatéanyagokat. Mivel a koros sejtek altal kibocsatott EV-k specifikusak a kibocsatod
sejtre, igy diagnosztikai célokra is hasznalhatoak, illetve altaluk beavatkozhatunk a koros
sejtek kozti jelatviteli folyamatokba. Az abrat EL Andaloussi S. és mtsai nyoman a szerzd
modositotta [57]
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2.3. A tumoros mikrokornyezet CRC-ben

2.3.1. Tumorasszocialt fibroblasztok

A tumorasszocialt fibroblasztok (CAF-0k) heterogén sejtcsoportot alkotnak a
daganatos szdvetben, ahol tobbek kozott az extracellularis matrix (ECM) 6 alkotoit
termelik (kollagén, elasztin, fibronektin). CRC szdvetekben a CAF-ok TGFB1-et és
TGFP3-at szekretalnak, igy a fibroblasztok mennyisége 0sszefiiggésben van a tumoros
mikrokdrnyezetben (TME) talalhato egyéb sejtekben a TGFp jelatviteli ut aktivaltsagaval
[15, 16]. A TGFp azonban magukra a fibroblasztokra is hatassal van, ez az egyik f6
aktivalo faktoruk, az aktiv fibroblasztok pedig fokozzak a metasztazist, részben az 1L-11
termelésén keresztiil [15]. A sztromalis fibroblasztok jelentésen eldsegitik a CRC
tumorigenezist a hepatocita novekedési faktor (HGF) termelésével, mely hozzajarul a
tumor Sssejt fenotipust kialakitisdhoz a Wnt aktivitds fokozasa ltal [58]. Igy tehat a
tumoros szovetben a CAF-ok mennyiségének novekedése negativan befolyasolja a CRC

betegek tulélését [16].

A CAF-okat gyakran az a-simaizom aktin (o-smooth muscle actin, aSMA) és a
fibroblaszt aktivacios protein (FAP) fehérjék expresszidja alapjan azonositjak. Munkank
soran peritumoralis fibroblasztokkal (PTF) is dolgoztunk, melyek izolaldsa a tumoros
szOvet melletti normal szovetbdl torténik, és gyakran alkalmazzak nem aktivalt
kontrollként a CAF-ok mellett [59]. Egy nemrég megjelent publikacié azonban
Osszehasonlitotta a CAF-ok és a PTF-ek expresszios mintazatat, és csupan kis mértéki
kiilonbséget talaltak a CAF-PTF parok tagjai kozott. Ebben a tanulmanyban az aSMA-t
altalanossagban az aktivalt fibroblasztok markereként hasznaltak, ami a PTF-ekben is

jelen volt [60].

Osszességében a CAF-ok nagy mértékben hozzajarulnak ahhoz, hogy a CRC sejtes
heterogenitasa ¢€s agressziv tumor &ssejt fenotipusa kialakuljon [58, 61].
Munkacsoportunk kimutatta, hogy a kolon fibroblaszt eredeti EV-k amphiregulin-t
(AREGQG) szallitanak, és az EV-knek kozponti szerepe van a béldssejt niche kialakitasaban
[62]. Azonban az EV-knek, mint a CRC sejtek és a sztromasejtek kozotti

szallitdeszkdzoknek a szerepe még mindig nem teljesen tisztazott.
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2.4. A daganatkutatas sejtbiologiai eszkozei

Az in vitro és in vivo modellek nagy jelentdséggel birnak a tumorkutatasban, hiszen
lehetové teszik, hogy azonosithassunk kiilonféle karcinogén faktorokat, tesztelhetiink
terapidkat és tumorellenes szereket, illetve altaluk beleldthatunk a tumorok fejlodésének
¢€s a metasztazis Kialakulasanak a molekularis mechanizmusaba. Mig az in vivo modellek
nagy eldnye, hogy a kisérleti rendszerben adott a komplexitas, addig hatranyuk, hogy az
allatmodellek nem mindig tokéletesek a humén tumorok megismerésére. Mig emberben
példdul a CRC a vastag- és a végbelet érinti, a modellként hasznalt Apc™™* egerek
elsésorban a vékonybélben fejlesztenek tumorokat, melyek joindulata polipok. Ezzel
szemben az in vitro kisérleti felallasban konnyebben befolyasolhatunk minden kiilsé
tényezOt (hdmérséklet, pH, faktorok, stb), igy a kapott adatokat konnyebb értékelni,
azonban az ilyen rendszereknek sokkal kisebb a fiziologiai relevanciaja [63]. Az in vitro
modellrendszer alatt 4ltaldban a 2 dimenzids (2D) tumoros sejtvonalakkal (allat/human)
végzett kisérleteket értjiikk, azonban jelenleg a legkorszeriibb in vitro tumor modellnek a

3 dimenzios (3D) sejt- és szovetkultirak szamitanak [64].

24.1. A 2D és 3D sejt- és szovettenyésztési modellek 6sszehasonlitasa

Az in vitro sejttenyészetek a kutatasok soran gyakran alkalmazott betegség
modellek, mivel, egy adott sejttipusbdl tobb sejtvonalat is 1étrehozhatunk, melyeknek
eltér a genetikai hattere, mutdcidos mintazata. Ezaltal egy adott genetikai hattérrel
rendelkez6 tenyészet egy adott betegséget modellezhet [65]. A kiilonféle gyogyszerek
tomeges szlirésére napjainkban is a 2D sejtvonalakat hasznaljak, foként egyszertiségiik,
reprodukalhatosaguk, alacsony koltségiik miatt [66]. Azonban a 2D rendszerekbol
hianyzik a komplexitas, a sejteket koriilvevé heterotipikus kornyezet, betegségek
modellezéséhez tobb dimenzidra van sziikség (1. tablazat) [64]. Szervezetiinkben a
szovetek sejtjei egy bonyolult 3D kornyezetben mitkodnek, ahol hatassal van rajuk az
extracellularis matrix (ECM) véza, illetve az ECM egyéb sejtjei. Enélkiil a dinamikus,

oda-vissza haté biokémiai és biofizikai tamogatas nélkiil a modellrendszeriinkbél
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hianyozni fognak azok az informaciok, amik a sejt-sejt kommunikacios, sejt-ECM

interakcios, az in vivo koriilményekre is jellemz6é mitkodésbol fakadnak [67].

1. tablazat: A 2D ¢és 3D szovettenyésztési technologidk 0sszehasonlitasa. A tablazatot
Liu és mtsi alapjan a szerz6 modositotta [64].

2D rendszer 3D organoid rendszer
Eléallitas modja Szilard feliileten, egy Matrigel-be agyazva
sejtsorban novesztve onszervezo
mechanizmussal
Eldallitasi 1d6 Gyors Lasstu
Sejt morfologia Természetellenes: Sejttipusra jellemz6 méret
kilapulnak egy szilard és alak, hasonlo az in vivo
tenyész feliileten allapothoz
Sejttipusok Altataban egy tipus. Nehéz | Heterogén sejttenyészet,
egyiitt tenyészteni tobb hasonl6 az in vivo
sejttipust. allapothoz
ECM Korlatozott az Gsszetétele | In vivo-szerii Gsszetétel és
¢és kapcsolata a sejtekkel sejt kontaktus
Szoveti felépités Hianyzik Adott szervre emlékeztetd
komplex felépités
Novekedési faktor és Rovid diffuzids tavolsagok | Nem hatékony a transzport
tapanyag diffuziod (csak a sejtmembranon a beliil elhelyezkedd
keresztiil), a sejtek sejtekhez, ami a sejtek
altalaban fiziologidsnal halaldhoz vezet
magasabb adagot kapnak
Vaszkularizacio Hidnyzik Hidnyzik
High-throughput kisérletek | Lehetséges Nem lehetséges
Kontrollalhatosag Magas Alacsonyabb
Genom-szerkesztés Konnyl Nehéz
Karakterizalas és elemzés | Sejtes és molekularis Lehetséges szoveti funkcid
elemzésekre korlatozodik; | analizis; nehéz
sejtek visszakeresése visszakeresni a sejteket;
konnyt nehéz elemezni a belso sejt
fenotipusokat. Fejlesztések
elérhetdek fluoreszcens
riporterekkel és egysejt-
omika technologiakkal.
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2.4.2. A CRC kutatasban hasznalt sejtvonalak

Annak ellenére, hogy a tumorkutatasban hasznalt sejtvonalak klinikai relevanciajat idérol
idére megkérddjelezik, még ma is a human tumor eredetli sejtvonalakat hasznaljak
leggyakrabban a daganatok bioldgidjanak ¢és a kiilonbozd kezeléseknek a
tanulmanyozasara [68]. Az ,,omika” technologiak el6térbe keriilésével lehetové valt a
tumorok molekularis szint(i karakterizalasa, és kideriilt, hogy az egyes tumorok genetikai
szinten mennyire heterogének [69]. Ezzel egyiitt a sejtvonalakkal szemben is elvaras lett,
hogy ezt a nagyfoku heterogenitast lefedjék. A CRC az egyik legheterogénebb genetikai
hattérrel rendelkez6 tumoros megbetegedés [70], igy nem meglepd, hogy vizsgalatahoz
szamos sejtvonal rendelkezésiinkre all. Berg és mtsi. 34 CRC sejtvonal multi-omikai
vizsgalatat és karakterizalasat végezték el [71], az ilyen jellegli kutatasok fontos

segitséget nyljtanak a kutatok szdmara, hogy a tanulmanyaikhoz a lehetd legmegfelelébb

tumoros sejtvonalat valaszthassak ki.
2.4.3. A 3D szovettenyésztési technologia

A 3D szovettenyésztés soran organoidokat hozunk 1étre 6nszervez6d6 Gssejtekbdl in
vitro koriilmények kozott [72]. Az organoid kifejezés mar 75 éve ismert a tudomanyban,
azonban ekkor a klasszikus fejlédésbiologiai kutatasok sordn még csak a 3D
sejtaggregatumokat (szferoid, spheroid) nevezték igy [73]. Ma mar képesek vagyunk
organoidokat létrehozni human, betegeredetli szovetekbdl, és mivel ezek az organoidok
megtartjak az eredeti szovetre jellemz0 sejtes heterogenitast, genetikai jellegzetességeket,

igy ezek a tenyészetek kivaloan alkalmasak human betegségek vizsgalatara [72].

Organoidokat tenyészthetiink pluripotens 6ssejtekbdl (embrionalis Ossejt, indukalt
pluripotens 0Ossejt) vagy felnétt Ossejtekbol, melyek szovetspecifikusak [72]. A
technoldgia fejléddése soran az attorést az egér bélszovet Lgr5+ Ossejtjeibdl 1étrehozott
tenyészetek jelentették. Az dssejt-niche utdnzasaval folyamatosan 0sztddo tenyészeteket
alakitottak ki, melyek megtartottak az eredeti szovetre jellemzd felépitést és funkciot. Az
Lgr5+ Ossejteket, vagy az azokat tartalmazd kriptdkat Matrigel-be agyaztdk, amik
meghatarozott kornyezeti faktorok jelenlétében 3D organoidokat alakitottak ki (a
Matrigel egy, az Engelbreth—Holm—Swarm tumoros sejtvonal altal szekretalt matrix, ami

tamaszt nyujt a fejlodo szovetnek) [74].
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A felnétt szoveti Ossejtekbdl szarmazd organoidok fiziologiailag kompatibilisek a
gazdaszervezet normal szovetével, igy ez a szovettenyésztési modszer az Ossejt
transzplantacioé egy uj modjat jelentheti [75]. Az utobbi években a kutatok organoid
biobankok Iétrehozasan dolgoznak, melyekbe betegek mintaibol 1étrehozott organoidokat
tarolnak. Wetering és mtsi. példaul CRC paciensek miitét soran eltavolitott tumoros
szovetébdl izolalt organoidokat gyiijtott biobankba. Ezek a tumor organoidok lefedik a
CRC genetikai alcsoportjait, igy hatékony gén-gyogyszer kapcsolati vizsgalatokat lehet
rajtuk végezni. A kutatasok segitenek elére vinni a személyre szabott tumorterapias
kezelések kifejlesztését [76]. Az organoid technologiat ezek mellett felhasznaljak
fertdzések vizsgalatara, kiilonféle ,,omikai” valtozdsok nyomon kovetésére, illetve célzott

génmodositasokat is végre lehet rajtuk hajtani (6. abra) [72].
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6. abra: Az 6ssejt eredetii organoidok klinikai felhasznalasanak lehetoségei.

1) A betegeredetii organoidokbol biobankokat lehet 1étrehozni, 2) kiilonféle betegségeket
lehet veliik modellezni, 3) gyogyszer hatdanyagokat lehet rajtuk tesztelni. 4)
Vizsgalhatjuk az organoidokon a sejtek és a fert6z6 mikrobdk interakcioit (az organoid
lumenjében van a sejtek apikalis oldala), 5) kiilonféle kezelések, mutaciok hatasara az
,omikai” valtozasokat. 6) Az organoidokon célzott génmoddositast vihetiink végbe, mely
soran akar betegséget okozo mutaciok is kijavithatok (pl cisztas fibrozis esetén [77]). Az
abrat Dutta és mtsi alapjan a szerz6 modositotta [72].
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3. Célkituzések

Munkank soran elsédleges célunk a CRC sejtek és a sztromalis fibroblasztok kozti

extracellularis vezikuldkon keresztiil megvalosulé6 kommunikécié tanulmanyozasa volt.

Ehhez a kovetkez6 kérdésekre kerestiink valaszokat:

1. Az organoid technoldgia alkalmas-e a CRC sejtek EV termelésének vizsgalatara?
2. Milyen tényezOk befolyasoljak a CRC sejtek EV termelését?

3. A CRC sejtek altal kibocsatott EV-k hatassal vannak-e a kolon fibroblasztokra, és ha

igen, milyen hatassal?

4. A Kkolon fibroblasztok altal kibocsatott EV-k hatassal vannak-e a CRC sejtekre, és ha

igen, milyen hatassal?

5. A betegeredetii CRC organoid vonalak altal kibocsatott EV-k tartalma kozott van-e

eltérés?

6. A kolon fibroblasztok aktivaltsagi foka befolyasolja-e az EV termelést, a kibocsatott
EV-k tartalmat?
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4. Anyagok ¢€s modszerek

4.1. A sejtkulturdk fenntartésa

A HCT116, SW620 és HT29 sejtvonalakat Prof. Kali Alitalo-tol kaptuk a Helsinki
Egyetemrdl, Finnorszagbol. Az SW1222 sejtvonalat az ECACC-t61 (European Collection
of Authenticated Cell Cultures), az ATCC-1459 human kolon fibroblasztot az American
Tissue Culture Collection-t6l vasaroltuk. A Thpl sejtvonal szintén az ATCC-t6l
szarmazik. A sejteket DMEM médiumban tartottuk (DMEM high glucose, Gibco-Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA) 10% FBS (Gibco), glutamine és Penicillin/Streptomycin
(Gibco) hozzaadasaval. EV izolalas el6tt a sejteket 3x mostuk PBS-sel, majd a kovetkezd
48 6raban FBS-mentes médiumban, 2,5% EV-mentes FBS-t tartalmazé médiumban, vagy
nem teljes CRC organoid médiumban (lasd késébb) voltak tenyésztve. Az EV-mentes
FBS egész ¢jszaka tartd 100 000g-s centrifugalassal allitottuk eld, vagy a Gibco cégtdl
szereztiik be (exosome-depleted One-shot FBS). A sejteket a tenyészedények aljarol
TrypLE (Gibco) hozzaadasaval tavolitottuk el, majd Biirker-kamraban szamoltuk meg.
3D sejttenyészetek inditdsdhoz a sejteket TrypLE segitségével felszedtiik a tenyészedény
aljarol, majd sejtvonaltol fiiggéen 5000-10000 sejtet Matrigel (Corning) matrixban
tenyésztettiink 12-14 napig. A sejtkulturak Mycoplasma fertézottségét rendszeresen
ellendriztiik Hoechts festéssel, és a kisérleteink soran csak fert6zésmentes kultirakat

hasznaltunk.

4.2. Apc-mutans egér organoidok 1étrehozasa

A Pest Megyei Kormanyhivatal, mint allategészségiigyi hatosag, engedélyezte
szamunkra az egerek fenntartdsat €s a veliik valo kisérletek elvégzését. A normal kriptakat
C57BI/6J (Jackson Laboratory, 000664) vagy UBI-GFP (Jackson Laboratory, 004353)
egerekbdl szarmazo bélszovetbdl izolaltuk.

Az izolalas soran a vékonybelet felnyitottuk, PBS-sel mostuk, majd a szovetet végig
PBS-ben tartva 0,5 cm-nél kisebb darabokra vagtuk. Alapos mosas utan a
szovetdarabokat EDTA-ban (ethylenediaminetetraacetic acid) inkubaltuk 30 percig 4 °C-

on. Az emésztést kovetden centrifugdldssal elkiilonitettilk a kriptdkat a sejtektol.

23



DOI:10.14753/SE.2021.2454

Hozzavetdlegesen 1000 Kriptat agyaztunk be ndvekedési faktor csokkentett és
fenolvoros-mentes Matrigel-be (Corning), 48 lyukt lemezen egy 20ul-es cseppet
helyeztiink el egy-egy lyuk aljan. Az igy elinditott kultarakat vékonybél organoid
médiumban tartottuk (SIM, small intestine medium), mely az alabbiakat tartalmazta:
advanced DMEM/ F12 médium (Gibco), B27 és N2 kiegésziték (Gibco), 10 mM HEPES
(Sigma), 1 uM N-acetil cisztein (Sigma), glutamin, penicillin/streptomycin antibiotikum,
100 ng/ml noggin (Peprotech), 50 ng/ml EGF (Peprotech) és 500 ng/ml egér R-Spondinl
(R&D Systems). Az organoidok passzalasa 4-5 naponként sziikségessé valt, ekkor
erdteljes pipettazassal kiilonvalasztottuk egymastdl, majd Gj Matrigel matrixba tettiik a
kriptakat.

Néhany kisérletben az organoidokhoz GSK-3 gatlo CHIR99021-t (3 uM, Tocris)
adtunk, amit DMSO-ban oldottunk fel, kontrollként 1% DMSO-t vagy 100 ng/ml egér
Wnt3a-t (Peprotech) alkalmaztunk 3 napon keresztiil, mieldtt a mintakat el6készitettiik
immunhisztokémiai jeldléshez. Ezen kisérletek soran az EV-ket az organoid feliiluszobol
3 nappal a kezelést kdvetden anti-CD81 ellenanyaggal fedett gyongyokkel izolaltuk, az
EV izolalasi modszerr6l a késébbiekben részletesen is szo lesz (ellenanyaggal fedett
gyongyokkel torténd EV izolalas fejezet).

Az altalunk hasznalt egér Apc sgRNS szekvenciat, amit korabban mar publikaltak
(SJRNS4, [77]), lentiCRISPR v2-be (Addgene 52961) kloénoztuk a BsmBI restrikcios
helyekre az Addgene felhasznaloi utmutatdjanak megfeleléen. Az Apc mutans
organoidok a korabban mar publikalt [77], altalunk kissé modositott protokoll alapjan
lettek 1étrehozva. Az organoidokat SIM-ben tenyésztettiik a GSK-3 inhibitor CHIR99021
jelenlétében, majd 2 nap elteltével TripLE hozzaadasaval egysejtes szuszpenziot hoztunk
létre a tenyészetbol. Centrifugalds utan a sejt pelletet felszuszpendaltuk SIM-ben, amihez
még CHIR9902-t és 10 pg/ml Y-27632-t (Rho-kinaz gatlo, Sigma) is adtunk, majd 48
lyukl lemezen 400-400 pl-t tettiink ki ebbdl a keverékbdl. Az igy kirakott sejteket JetPEI
(Polyplus Transfection) segitségével transzfektaltuk 1 pg plazmid és 2l JetPEI reagens
hozzaadasaval a felhasznaloi utmutatonak megfeleléen. A sejteket 600g-vel
szobahdmérsékleten 1 oran keresztiil centrifugaltuk, majd tovabbi 4 6ran at inkubaltuk
37 °C-on. Mosas utan a sejteket Matrigel-be agyazva kiraktuk plate-re Y-27632-t is
tartalmaz6 SIM-ben. A médiumbdl 3 nap elteltével eltavolitottuk a Rho-kinaz gatlot, az
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R-Spondin 1-et, a noggint és az EGF-et, igy az Apc mutécidval rendelkez6 organoidokat

a kovetkez6 6 napban ki tudtuk szelektalni.

4.3. Human organoid kultarak 1étrehozasa

A humén mintak felhasznélasa az Egészségiigyi Tudomanyos Tandcs Tudomanyos
és Kutatasetikai Bizottsaga (ETT-TUKEB) engedélyével (51323-4/2015/EKU), valamint
a betegek irasbeli hozzajarulasaval tortént. A szovetdarabok feldolgozasat a korabban
publikalt eljaras alapjan végeztiik [76, 78]. A szovetmintat hideg PBS-ben tartottuk
feldolgozasig, majd steril oll6 és csipesz segitségével 1-2 mm nagysagu darabokra vagtuk
szét. A feldarabolt mintat 5x mostuk PBS-sel, majd a szovetdarabokra emészté puffert
tettiink (20% FBS (Gibco) tartalmia DMEM high médium (DMEM high glucose, Gibco-
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), penicillin/streptomycin [Invitrogen], 75 U/mL
IX-es tipusu kollagenaz [Sigma], 125 pg/mL ll-es tipust diszpaz [Invitrogen], DNaz |
(Invitrogen)), majd a mintat 37°C-os inkubatorban tartottuk 45-90 percig, a mintat
tartalmazd csovet 15 percenként egy percig vortexeltiik, hogy gyorsitsuk a folyamatot.
Az emésztés utan a mintat alaposan szétpipettaztuk 10ml-es heggyel felszerelt pipettorral,
amig a szovetdarabok szét nem estek. A nagyobb, emésztetlen darabokrdl 6vatosan
leszivtuk a kriptakat és a sejteket tartalmazo feliiluszot, sorozatos centrifugélassal
elvalasztottuk a kriptakat tartalmaz6 frakciot a minta tobbi részétdl. Az egysejtes frakciot
a késObbiekben felhasznaltuk fibroblasztok izolalasara, ahogy az a 4.5-0s bekezdésben
(betegeredetti fibroblasztok izolalasa) is olvashatd. Az izolalt kriptdkat ezutan Matrigel-
be dgyaztuk, a mintdkra human organoid médiumot (HOM) tettiink, melynek az alkoto6i
a kovetkezok: advanced DMEM/F12 N2 és B27 kiegészitokkel, 10 mM HEPES, 1 mM
N-acetil cisztein, glutamine, penicillin/streptomycin, 500 nM A83-01 (Sigma), 10 uM
SB202190-Monohydrochloride (Sigma) és 50 ng/ml epidermalis novekedési faktor
(EGF). Az izolalas utan kozvetleniil, illetve a késdbbiekben azoknal a passzalasoknal,
ahol az organoidokbdl egysejtes szuszpenziot csindltunk, a tenyészmédium két napon
keresztiil tartalmazott Rho-kinaz gatlot is (Rho-kinase inhibitor Y27632, Sigma). Az
organoidokat 4-6 naponta passzaltuk, melynek soran a Matrigel-be agyazott organoidokat
mechanikailag szétszedtiik, PBS-ben felvettiik, 300g-vel 5 percig centrifugaltuk, majd uj

Matrigel matrixban ujra kiraktuk a cseppeket 0j tenyészedényekbe. Bizonyos esetekben
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sziikség volt ra, hogy passzalas soran egysejtes szuszpenziot hozzunk létre az
organoidokbol, ekkor TripLE kezelést is alkalmaztunk.

Neéhany kisérlet soran a fent leirt passzalasi eljarast kovetden az organoidokat nem
Matrigel-be agyaztuk, hanem 24 lyuka szuszpenzids lemezen (Eppendorf) HOM-ban
tartottuk. A hipoxias kisérleteket AnaeroGen 5,5L-es zsakok (Thermo Fischer)
segitségével végeztik. A hipoxids koriilményeket anaerob indikatorral (Thermo
Scientific, BR0055B) ellendriztiikk. Amikor az organoid eredetii EV-k fibroblasztokra
kifejtett hatasat vizsgaltuk, az organoidokat két napon keresztiil tenyésztettiik friss HOM-
ban (kb 1x10° sejt/lyuk), majd az izolalt EV-ket 1x10° fibroblaszthoz adtuk EV-mentes
médiumba keverve. A microarray kisérletek soran az EV-k 1,5x10° sejtrol lettek izolalva,

majd 2x10° fibroblaszthoz lettek hozzaadva.

4.4. Kollagén-alapu organoid kulturak

Az organoidokat eltavolitottuk a Matrigel-matrixbol, centrifugaltuk 300g-vel 5
percig, kétszer mostuk PBS-sel, majd I-es tipust kollagénbe (rat tail, Ibidi) agyaztuk. 100
ul kollagén keverékhez 60 pl vizet, 10 pl 10x MEM-et (Gibco) és 30 pul kollagén I-et
kevertiink 0ssze, ¢s a pH-t LM-0s NaOH-val beallitottuk 7,2-re. Ezutan ezt 6sszekevertiik
a fent leirt modon megtisztitott organoidokkal, majd a tenyészedények (48/24 lyukt
lemez, Eppendorf) aljara kirakott cseppekben novesztettilk a kultarakat HOM-ban. Az
organoidok kollagén matrixb6l vald eltavolitasahoz a cseppeket kollagenaz II-vel
(Sigma) kezeltiik 30 percen keresztiil 37 °C-on, majd a cseppek szétpipettazasat kovetden

a sejteket ismét centrifugaltuk.

4.5. A betegekbdl szarmazoé fibroblasztok izolalasa

A peritumoralis (PTF) és tumor asszocialt fibroblasztok (CAF) izolalasa soran a
betegekbdl szarmazo szévettel Ggy jartunk el, ahogy az a 4.3. fejezetben ismertetésre
keriilt (humén organoid kulturdk izolaldsa). Az emésztés utdn a mintat alaposan
szétpipettaztuk 10 ml-es heggyel felszerelt pipettaval, amig a szovetdarabok szét nem
estek. Ezutan a sejteket tartalmazo6 feliiluszot lepipettaztuk a megmaradt nagyobb

szovetdarabokrol, centrifugacsébe tettiik és 5 percig 300g-vel centrifugaltuk. A sejteket
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tartalmaz6 pelletet petricsészébe tettiik és médiumot (DMEM high glucose, GlutaMAX
(Gibco), 10% FBS (Gibco), cyprofloxacine, antibiotic/antimycotic mix) tettiink rajuk.

Masnap a nem letapadoé sejteket eltavolitottuk a tenyészetbol.

4.6. Ellenanyaggal fedett gyongyokkel torténd EV izolalas

A sejteket 10-14 napig novesztettiik a tenyészedényben, majd két nappal az EV
izolalas elbtt a sejtekrél a hasznalt médiumot friss, EV-mentes FBS-t (2%, Gibro One-
Shot Exo-free FBS) tartalmazo, vagy FBS mentes tapra cseréltiik. 48 6ra utan a sejtekrol
a feliiliszot centrifuga csovekbe tettiik. A feliiliszobol differencial centrifugalassal (300g
/' 5 perc, majd 2000g / 20 perc) eltavolitottuk a sejttormeléket és a nagyobb méretii
vezikuléakat, elsésorban apoptotikus testeket (7. abra). Az izolalas Iépéseit kontrollként

iires EV-mentes médiummal is elvégeztiik.

nagy EVKk,
se|ttormelek CD81 +/CD63+ gyéngydk

I.l e

5 perc 20 perc - EJSZakan at =
=

3009 2000g 4°C, forgato c = c

7. abra Az ellenanyaggal fedett magneses gyongy alapi EV izolalas 1épései. Az elsd
centrifugaldssal (300g) a sejteket, a masodikkal (2000g) az apoptotikus testeket és a
sejttormeléket tavolitjuk el a feliiluszobol. Ezt koveti az EV-k ellenanyaggal fedett
magneses gyongyokhoz valo kotése, majd szeparalasa.

sejtek

A centrifugalasok utan kapott feliiluszobol 250ul-t gyongyhoz kotéshez alkalmas,
konusz nélkiili csovekbe tettiik (0,5ml, Cryogenic vials, CryoKing), majd a mintakhoz
20ul anti-CD63, illetve 6 ul anti-CDS81 ellenanyaggal konjugalt méagneses gyongyot
adtunk (Invitrogen™ Exosome-Human CD63/CD81 lIsolation/Detection Reagent). A
gyongyoket elézdleg 0,1%-0s BSA-val (Sigma) blokkoltuk 20 percen keresztiil, hogy
megel6zziik az EV-K aspecifikus kotddését a gyongyokhoz. Ezt kovetéen 4°C-os hiitében
¢éjszakan at forgattuk a csdveket az optimalis EV-gyongy kotodés céljabol. A sejtfeliiluszo
leszivasa utan a tenyészedényekben maradt sejteket minden esetben megszamoltuk
tripankék festést alkalmazva, az d&ramlési citometridval (FACS) kapott eredményeket erre

a sejtszamra normalizaltuk.
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4.7. Egér eredeti EV detektalas anti-CD81 ellenanyaggal burkolt magneses
gyongyokkel

Az anti-CD81 ellenanyagot (MA180209, Thermo Scientific) magneses
gyongyokhoz kotottiik Dynabeads Antibody Coupling Kit (Invitrogen) segitségével, a
felhasznaloi utmutaté alapjan 10 pl ellenanyagot kotottiink 2 mg gyongyhoz. A FACS
mérést megelézden 2 pl ellenanyaggal fedett gyongydt adtunk 200 pl feliilaszohoz, a mar
korabban leirt (4.6.) eljaras szerint. Az inkubalds masnapjan a mintdkhoz PE konjugalt
CD8I ellenanyagot (MA517941, Thermo Scientific) adtunk, a pozitiv EV-ket dramlési

citométerrel detektaltuk, az eredményeket sejtszamra normalizaltuk.

4.8. EV-k detektalasa FACS Calibur aramlasi citométerrel

Az éjszakan at torténd inkubalas soran az EV-k az ellenanyaggal fedett gyongyokhoz
kotodtek, majd a mintakat attettiik 1,5 ml-es Eppendorf csovekbe. A gyongyoket
magneses allvany segitségével (DynaMag™-Spin, Invitrogen) szeparaltuk a
sejtfeliiluszobol. A gyongyoket ezutan haromszor mostuk PBS-sel, 2-2 ul fluoreszcens
festékkel konjugalt ellenanyagot adtunk a mintakhoz: egér anti-human CD63-PE
(SAB47000218, Sigma), egér anti-human CDS81-FITC (A15753,
Molecular Probes), FITC Annexin V (SAB4700218, Sony), majd a mintakat 20 percig
inkubaltuk szobahémérsékleten. A 20 perc letelte utan a felesleges festéket tartalmazo
PBS-t leszivtuk a mintakrol magneses allvany segitségével, a mintakat egyszer mostuk
PBS-sel. A mintak ezutan FACS-csovekbe keriiltek 300ul PBS-ben. A gyongyodk
feliletén 1évé EV-ket FACS Calibur (BD) aramlasi citométerrel megfeleld

1ézerbeallitasok mellett detektaltuk (pozitiv gyongyok ardnya).

4.9. gNano mérések

A sejttenyészetek/organoidok médiumaban az EV-ket 48 6ran at gyiijtottiik, majd a
feliiltiszot centrifugaltuk 300g-vel 5 percig, majd 2000g-vel 20 percig, ezzel eltavolitottuk

a sejteket és a sejttormelékeket. Ezutan a feliilluszot qNano-val (1zon) elemeztiik. SW1222
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esetén az FU-t kozvetlentil a 300g-s centrifugdlds utan elemeztiik 100, 400, 800 vagy
2000 nm-es poérusméretli membrannal. Minimum 500 adatpontot gyiijtottiink, amikor ez
nem volt lehetséges, akkor a mérés 5 percen keresztiil tortént. A kalibralé gyongyok
(CPC100B vagy CPC400G, Izon) a mérés soran hasznalt minta sajat médiumaban lettek

felszuszpendalva.

4.10. NTA mérések

A fibroblasztokat FBS-mentes médiumban tenyésztettiik, és a méréseket mindig
azonos tenyésztési koriilményeket kdvetéen végeztiik (6 lyuku lemez, 300 000 sejt/lyuk,
1,5 ml médium/lyuk). A fibroblaszt FU-kat 4 napig gyijtottikk, 0,5 ml FU-t sorozat
centrifugaltunk (300g 5 percig, 2000g 20 percig, 12500g 20 percig), majd a FU-val
dolgoztunk tovabb. 100 pl mintabdl 10x-es higitast csinaltunk PBS-sel, majd partikulum
méreteloszlast és koncentraciot mértiink ZetaView Z-NTA miiszer segitségével (Particle
Metrix). Miden méréshez 11 sejt poziciot vizsgaltunk 25 °C-on. A kovetkezd
kamerabedllitasokat hasznaltuk: auto expose, gain: 28.8, offset: 0, shutter: 100,
sensitivity: 80. A vide6t minimum 20-as fényerdn vizsgaltuk a ZetaView Analyze
8.05.10. szoftverrel.

4.11. EV-k proteomikai analizise

Organoid eredetti EV-k esetén a CRC organoidokat 20 ul-es Matrigel cseppekben
tenyésztettiik 48 lyuka lemezen 200 ul HOM-ban, majd a FU-t minden masodik nap
eltettiik. Az egy organoid vonalbdl szarmazé mintdkat egyben gytijtottiik, majd az EV-
ket differencial ultracentrifugalassal kiilonitettiik el 6sszesen 23 ml FU-bol. Kontrollként
organoid-mentes Matrigel cseppeken tartott HOM-ot hasznaltunk, amit szintén
ultracentrifugaltunk. Az EV pelletet 80 ul vizben vettiik fel, majd a fehérjéket tobbszor
ismételt fagyasztasi-olvasztasi ciklussal, szonikalassal, emésztéssel tartuk fel, a korabban
mar publikalt médszer alapjan [79]. A fehérje koncentraciot Micro BCA Protein Assay
Kit (Thermo Scientific) segitségével mértiik meg. A tomegspektometria elétti EV
elokésziileteket [79] alapjan tettiilk meg. Azokat a fehérjéket, melyek a Matrigel kontroll
mintdkban is megtaldlhatéak voltak, eltdvolitottuk az organoid mintdkbol szarmazo

listardl, az igy modositott listakkal folytattuk a proteomikai elemzést.
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4.12. Liposzomak elkészitése ¢s karakterizalasa

A kisérletek soran felhasznalt liposzomak atlag atméréje 105 nm volt (a liposzomak
elkészitése ¢és jellemzése egylittmiikodés keretében valdsult meg dr. Varga Zoltannal,

Természettudomanyi Kutatokdzpont).

4.13. EV izolalas RNS analizisekhez

A sejt- vagy organoid feliiluszot a gylijtés utan sorozat centrifugaltuk (300g 5 perc,
2000g 20 perc, 12500g 20 perc), majd a kis méretii EV-ket ultracentrifugalassal izolaltuk
(100.000g 70perc, majd PBS-es mosassal Gjra 100.000g 70 perc). A miRNS
detektalashoz az ultracentrifugalassal szeparalt EV-ket vagy a CD63/81 ellenanyaggal
fedett gyongyokkel izolalt EV-ket hasznaltuk. Alternativ megoldasként az EV-eredetli
RNS-t ExoRNEasy Serum/Plasma Starter Kit (Qiagen) segitségével izolaltuk 2 ml

feliiluszobol a gyartd utmutatisai alapjan.

4.14. RNS izolalas és RNS mérések

Az RNS-t RNeasy Micro Kittel (Qiagen), a total RNS-t (kis méretii RNS-sekkel)
pedig miRNeasy Micro Kittel (Qiagen) izolaltuk a felhasznaldéi utmutatd alapjan,
melynek utolso 1épéseként az RNS-t 15 pl desztillalt vizben elualtuk az oszloprdl. Néhany
kisérletben az EV-eredeti miRNS-eket ExoRNEasy Serum/Plasma Starter Kittel
(Qiagen) nyertiik ki. Az RNS koncentracié meghatarozasara NanoDrop késziiléket (ND-
1000 Spectrophotometer) hasznaltunk.

A miRNS-sel végzett kisérletekhez 2 pl total RNS-t irtunk vissza a TagMan®
Advanced miRNA cDNA Synthesis Kittel (Thermo Fisher) a felhasznal6i Gtmutatod
alapjan. A PCR reakciokat TagMan® Fast Advanced Master Mix és TagMan® Advanced
miRNA Assays (Thermo Fisher) segitségével végeztik el. A Ct kiiszobértékét 35
ciklusnal hataroztuk meg, ez alatt vettlink egy eredményt pozitivnak, és az eredmények
abrazolasakor a 35-Ct értékeket hasznaltuk.

Az mRNS mérésekhez RNS-t izolaltunk az organoidokbol, illetve a
fibroblasztokbol, majd az izolatumbol 0,5 pg total RNS lett visszairva cDNS-sé

SensiFast™ cDNA Synthesis Kit (Bioline) segitségével a felhasznaldi itmutatd alapjan.
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A kvantitativ polimerdz lancreakciés méréseket SensiFAST™ SYBR Hi-ROX Kit
(Bioline) segitségével végeztilkk SybrGreen detektaldsi modszerrel, a reakcidelegy
Osszetétele 384 lyuku plate-en lyukanként a kovetkezd volt: 2ul cDNS-viz mix és 3ul
primer-puffer mix, igy a reakci6 5 ul térfogatban zajlott (a primerek listaja a 2.
tablazatban taladlhat). A mérést Applied Biosystems 7900HT Real-Time PCR gépen

végeztiikk. Az eredményeket az alabbi formula alapjan szamitottuk ki:

relativ expresszios szint = 22, ahol ACt = Ct (vizsgalt gén) — Ct (housekeeping gén).

2. Tablazat. A qPCR analizishez felhasznalt primerek

hACTA2_fw CTGACCCTGAAGTACCCGAT
hACTA2_rev GTCATTTTCTCCCGGTTGGC
hiL11 fw GACAAATTCCCAGCTGACGG
hiL11 rev CGCAGGTAGGACAGTAGGT
hFAP_fw GGAAATGAGCTTCCTCGTCC
hFAP_rev GGTGGATCTCCTGGTCTTTG
hGAPDH:fw GGGTGTGAACCATGAGAAGT
hGAPDH_rev CAGTGATGGCATGGACTGTG
hHPRT1_fw TGAGGATTTGGAAAGGGTGT
hHPRT1_rev TCCCCTGTTGACTGGTCATT
mMuc2-fw TGCTATGTGCCTGGCTCTAA
mMuc2-rev GCAGGTGGGTTCTTCTTCAG
mAlpi-fw GGAACAAGAAGGCAGCTGAA
mAlpi-rev GGGTGTCTCCGGTCCTAGAT
mLgr5-fw CCTGTCCAGGCTTTCAGAAG
mLgr5-rev CTGTGGAGTCCATCAAAGCA
hIL6_fw ATTCCAAAGATGTAGCCGCC
hIL6_rev AGTGCCTCTTTGCTGCTTTC
hHBEGF_fw TTATCCTCCAAGCCACAAGC
hHBEGF_rev CCCATGACACCTCTCTCCAT

4.15. TagMan low density miRNA array

A normal kolon fibroblasztokat (NCF) 10 ng/ml TGFf hozzaadasaval vagy anélkiil
tenyésztettiik (6 lyuka lemez, 300.000 sejt/lyuk, 1,5 ml médium). A sejteket 4 napig

crcr

perc, 2000g 20 perc, 125009 20 perc) NTA-val mértiik, majd 5x108 partikulumot 1 ml
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PBS-ben vettiink fel. Az igy elkészitett mintat CD63 (40 pl) és CD81 (12 ul)
ellenanyaggal konjugélt magneses gyongyokkel inkubaltuk egy éjszakan keresztiil. Az
inkubalas utan a mintakat 5x mostuk PBS-sel, majd az igy izolalt EV-ket Qiazol-lal
(Qiagen) lizaltuk. A teljes RNS-t a kis méretti RNS-sekkel egyiitt miRNeasy Micro Kit
(Qiagen) segitségével izolaltuk felhasznaldi utmutatod alapjan 15 ul vizben. 2 pl teljes
RNS-t Megaplex RT primerekkel visszairtunk, Megaplex PreAmp Primerek segitségével
felamplifikaltunk, végiil TagMan™ Array Human MicroRNA Card v2.0 felhasznalasaval
vizsgaltunk a felhasznaléi Utmutatd alapjan (minden reagens a Thermo Fisher-t6l
szarmazott). Az Array kartydkat ABI 7900HT muszerrel mértiik le, és Ct<40 értékeket
tekintettilk miRNS-nek a mintakban. Ezutan kivalasztottuk azokat a miRNS-eket, amik
hianyoztak mindharom kontrollb6l és jelen voltak a TGFp-kezelt mintdkban (n=3).
Hattérként sejtmentes lyukakrol szdrmazo médiumbdl szdrmazo izoldtumot is mértlink

(n=2).

4.16. Microarray analizis

Az RNS mindségét Bioanalyzer Pico Chip (Agilent) segitségével hataroztuk meg, és
Agilent 4 x 44 K human teljes genom expresszios microarray-el elemeztiik. Az adatok
kiértékeléséhez Feature Extraction Software 12.0.3.1-et (Agilent) hasznaltunk, Chipster-

be importaltuk (www.chipster.csc.fi), majd standard Agilent one-color normalizacios

modszert végeztiink. Az eldsziirés soran eltavolitottuk azon adatokat, melyek az 1SD-n
beliiliek voltak (szdzalék a kisziiréshez: kb 0,67, ami kb 1 SD). Az expresszios
kiilonbséget mutatd géneket az empirikus Bayesian parositott t-proba hasznalataval
listaztuk ki. Az eldszlirt géneket Pearson-tdvolsdgi moddszerrel csoportositottuk
hierarchikusan. A microarray adatokat feltoltottik a GEO  adatbazisba

(www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) GSE114979 sorozatszammal.

4.17. Szekvenalas

A cDNS-t a Phusion High Fidelity DNA Polymerase-zal (Thermo Fisher)
amplifikaltuk fel a kovetkezd primerekkel: p53: TGA AGC TCC CAG AAT GCC AG és
CTT CAG GTG GCT GGA GTG AG (65 °C), KRAS: CCC AGG TGC GGG AGAGA
és AGG CAT CAT CAA CAC CCT GT (65 °C). A DNS-t ezutan 2%-os agar6dz gélbdl
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izolaltuk, Gel Purification Kit (Macherey-Nagel) segitségével tisztitottuk, majd a forward
primer felhasznalasaval Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer miiszerrel
megszekvenaltak (Life Technologies) a Genomikai Medicina és Ritka Betegségek
Intézetében. Az adatokat a Chromas 2.6 program (Technelysium Pty Ltd) segitségével

elemeztiik.

4.18. Transzmisszios elektronmikroszkopia

Az ultracentrifugalas utani pelletet 20 ul PBS-ben felszuszpendaltuk, majd a
mintabol 2 pl-t hartyaval bevont racsos gridre szaritottunk (formvar-carbon coated 300
mesh grid, Electron Microscopy Sciences, USA) 10 percen keresztiil. Az EV-ket ezutan
aracsra fixaltuk 4% glutaraldehiddel 10 percen 4t, majd a gridet haromszor mostuk vizzel.
Az EV-ket 2%-o0s foszfowolframsavval festettiik, szobahdmérsékleten hagytuk a gridre
szaradni, végiil transzmisszids elektronmikroszképpal (MORGAGNI 268D
(FEl,Hollandia) képeket készitettiink a mintakrol (egyiittmiikodés dr. Varga Zoltannal,

Természettudomanyi Kutatokdzpont).
4.19. Wound-healing vizsgalat

Human kolon fibroblasztokat 24 lyuk( lemezen tenyésztettiik, amig konfluensek
nem lettek. A tenyészetekbe 200 pl-es pipettaheggyel egy egyenes csikot karcoltunk,
majd a lyukakat haromszor mostuk PBS-sel, hogy a sejttormelékeket eltavolitsuk. 250 ul
friss médium (DMEM  high médium 2,5%-0s EV-mentes FBS-sel,
antibiotikum/antimikotikum mixszel, glutaminnal) és 250 pl EV-mentes FU-t
Osszekevertlink, hogy minden sejten legyen friss médium is és a kezeléshez hasznalt FU
is, amibdl az EV-ket eltavolitottuk. Azon mintak esetében, ahol EV kezelést csinaltunk,
az fenti mintabol eltavolitott EV pelletet 20 ul PBS-ben felszuszpendaltuk, majd a sejtek
médiumahoz adtuk. A tenyészetekrdl képeket készitettiink kiilonbozé idépontokban
Nikon Diaphot mikroszkdppal. A sejtmentes teriiletek méretét ImagelJ szoftverrel mértiik
le. Néhany kisérlet soran EV izolalas eldtt az organoidokat 2 napon keresztiil hipoxias

koriilmények kozott tartottuk.
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4.20. Immuncitokémia

Az immuncitokémidhoz hasznalt sejteket 4 vagy 8 kamras Falcon CulturSlide
targylemezen tenyésztettiik (BD Biosciences), a sejtekre 200-300 pl médiumot tettiink.
Amikor a sejtkulturak elérték a megfelelé konfluenciat, a sejteket PBS-sel mostuk és
szobahdmérsékleten 5 percig fixaltuk 4 %-0s PFA-val. A fixalot PBS-sel 3 x 30 percen
keresztiil szobahdn mostuk ki. A fixalt sejteket blokkolo és permeabilizal6 pufterben (5%
FBS, 0,2% BSA, 0,3% Triton X-100 PBS-ben) blokkoltuk 1 oran keresztiil. Blokkolas
utan a mintakat elsddleges ellenanyagban éjszakan at 4°C-on inkubaltuk (nyul anti-Ki67
(Abcam, abl16667), nyul anti-IL6 (Abcam, ab214429), egér anti-E-cadherin (BD
Transduction Laboratories, 610181), egér anti-aSMA (Sigma, A5228) patkany anti-
vimentin (MAB2105, R&D Systems)), az elsédleges ellenanyagokat a mar leirt blokkolo
pufferben 1:200 aranyban higitottuk. Masnap a felesleges ellenanyagot kimostuk a
mintakbol 3x30 perces 0,3% Triton X-100 tartalma PBS-es mosassal (mosopuffer), majd
ratettiik a mintakra a masodlagos ellenanyagokat (anti-nyul és anti-egér Alexa Fluor 488,
anti-egér és anti-patkany Alexa Fluor 568, Thermo Fisher) 1:400 aranyban higitva a
blokkold pufferben, majd két 6ran at inkubaltuk szobahdn billegtetve.

Inkubalas utan a mintdkat haromszor 1 6ran at mostuk mosopufferben, majd DAPI-t
tartalmazé fedémédiumot tettiink rajuk (ProLong™ Diamond Antifade Mountant with
DAPI, Thermo Fisher). A mintdkat konfokalis mikroszkoppal (Zeiss LSMS800)

vizsgaltuk.

4.21. Szeneszcencia vizsgalat

A szeneszcencia meghatirozasa a szeneszcencia-asszocialt—p-galaktozidaz (SA-B-
Gal) aktivitasanak kimutatasaval tortént, mely a szakirodalomban széleskoriien
elfogadott modszer [80]. A fibroblasztokat 4 vagy 8 kamras Falcon CulturSlide
targylemezre tettik ki. Miutan a sejttenyészetek konfluensek lettek, 4%-o0s PFA-val
fixaltuk o6ket 5 percig, majd a fixalét 2x5 percig billegobn PBS-sel kimostuk.
Osszeallitottuk a szeneszcencia assay-hez az oldatokat a 3. tablazat alapjan. Minden
lyukba 250-250 ul oldatot tettiink a sejtekre, a lemezt alufoliaba csomagoltuk, a sejteket
37 °C-on inkubaltuk (CO2 mentes inkubator), 24 o6ra utan leallitottuk a reakciot a

reakciooldat vizre cserélésével. A lemezt 1athato fényii inverz mikroszkdoppal vizsgaltuk.
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3. Tablazat. 30 ml SA-B-Gal reakcidhoz sziikséges oldat dsszetétele. X-Gal oldat: 100mg
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranoside 1 ml dimethilformamidban beoldva
(valamennyi reagens a Sigma-tol szarmazott).

citromsav (37mM) és natrium foszfat | 6ml
(125mM)

kalium ferrocianat (100mM) 1,5ml
kalium ferricianat (100mM) 1,5ml
natrium klorid (5M) 0,9ml
magnézium klorid (1M) 60ul
X-Gal oldat 300 ul
viz (H20) 19,75ml

4.22. GSEA és talélési analizisek

A génexpresszios adatsort bevittiik a Gene Set Enrichment Analysis szoftverbe
(http://www.broadinstitute.org/gsea) [81, 82] és az eclemzést az alapértelmezett
beallitasokkal futtattuk le, kivéve a ,kisebb szettek kizarasa” paramétert, amit 20-ra
allitottunk be, és gén permutaciodt alkalmaztunk. A kegg.v3.1.symbols génsor mddositott
valtozatat hasznaltuk (http://www.broadinstitute.org/gsea/msigdb) a Wnt target gének
[83], bél bssejt specifikus gének [84], és exoszoma specifikus gének hozzaadasaval. A
0,1-nél kisebb FDR q értéket tekintettiik szignifikansnak. Az exoszoma biogenezis
géncsoportot publikalt adatok alapjan készitettiikk, és olyan géneket valasztottunk,
melyeknek bizonyitottan szerepiik van a MVB (multivesicular body, multivezikularis
test) biogenezisben és az exoszoma szekrécioban (4. tablazat).

A talélési analizishez a GSE17537 és a GSE14333 géncsoportokat hasznaltuk,
melyek a betegek t0lélési adatait is tartalmazzdk. Az expresszids adatokat z-score
normalizacidval transzformaltuk, miel6tt megesinaltuk volna a Kaplan-Meyer elemzést

¢és a log-rank tesztet.
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4. tablazat. Az exoszOéma biogenezis géncsoport olyan génekkel, melyeknek a
szakirodalom alapjan ismert funkcioja van az EV biogenezisben/szekrécioban.

Gén szimbolum Gén szimbolum | Gén szimbo6lum
CD63 RAB27B STAM
CD81 RAB2B TSG101
CD9 RAB35 VAMP7
CHMP2A RABS5A VPS25
CHMP3 RAB7 VPS28
CHMP4A RAB9 VPS32
CHMP4B RALA VPS36
CHMP6 SDCBP VPS37A
HGS SDCBP2 VPS37B
PDCD6IP SMPD1 VPS37C
PLD2 SMPD2 VPS4A
RAB11A SMPD3 VPS4B
RAB27A SNF8 VTAL

4.23. Statisztikai modszerek

A statisztikai elemzésekhez GraphPad Prism és SPSS szoftvereket hasznaltunk. Az
adatok kiértékelése soran parositott vagy parositatlan t-probat, egyutas ANOVA és Tukey
post-hoc tesztet alkalmaztunk *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005, szignifikancia szintekkel
¢s az atlag + SD értékeket abrazoltuk, amennyiben nincs mas az abrafeliratokban

feltiintetve.
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5. Eredmények

5.1. A 3D CRC organoid kultaradk altal termelt EV-k detektalhatoak a

feliiliszoban

Az SW1222 CRC sejtvonal 3D matrixban lumeneket tartalmaz6é komplex, nagy
koloniakat alkot (megakoloniak), melyekben talalhatunk differencialt és differencialatlan
tumorsejteket is, hasonléan az in vivo tumorokhoz [85, 86]. A 3D kultaraknak az EV-k
vizsgalatdhoz valo kialakitasakor kezdetben BME (basement membrane extract) és
Matrigel matrixokat hasznaltunk. A kisérleteinkhez novekedési faktor mentes Matrigel-t
hasznaltunk, ami a dontd tobbségben jelen 1évdé laminin mellett kis mennyiségben
kollagén IV-et is tartalmaz. qNano mérésekkel, ami alkalmas kiilonb6z6 méretii
partikulumok detektalasara, kimutattuk, hogy a sejtkolonia nélkiili BME vagy Matrigel
matrixokrol szarmazd mintdkban elhanyagolhaté volt a részecskemennyiség a 3D
koldoniakrol szarmazd mintakhoz képest (8. abra A). Megfigyeltiik, hogy a kisebb méretii
partikulumok magasabb koncentracioban voltak jelen a nagyobb méretiickhez képest
SW1222 sejtvonal FU-jaban (8. abra B, C). A mérés soran kiilonb6z6 porusméretii
membranokat hasznaltunk. Erdekes modon valamivel intenzivebb volt az SW1222
koloniaképzé hatékonysaga Matrigel-ben a BME matrixhoz képest (8. abra D), de a
kibocsatott részecskék mennyiségében, melyet sejtszamra normalizaltunk, nem volt
kiilonbség (8. dbra A). Fontos megjegyezni, hogy az SW1222 sejteknek sziikségiik van
EV-ket is tartalmaz6 vagy EV-mentes FBS-re (fetal bovine serum) ahhoz, hogy

koloniakat képezzenek (8. abra D).
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8. abra: A 3D matrixban tartott Kkoloniakbol szirmazé partikulumok
detektalhatoak a feliiliszoban. A) A médiumban a partikulumok mennyisége. A FU
BME vagy Matrigel matrixrol szarmazik, azonos szamti SW1222 sejt jelenlétében vagy
hianyaban. A kolénidkat 12 napig tenyésztettiik, majd médium csere utdn 48 oran at
gyljtottiik a mintakat (gNano, 100 nm poérusméret, n=3, parositatlan t-préba). B) A
partikulumok méretének az eloszlasa. A FU SW1222 koloniakrdl szarmazik 12 nap
tenyésztés utan, a sejteket Matrigel-ben (szilirke) vagy BME-ben (narancssarga) tartottuk.
A mintakat médiumcsere utan 48 6ran keresztiil gytjtottiik. C) A részecske koncentraciot
kiilonb6z6 porusméretii membranokkal mértiik. (QNano, n=3). A Matrigel-ben tenyésztett
SW1222 FU-t 48 ora celteltével gyUjtottik. A Matrigel kontroll FU-bol mért
részecskeszamot, mint hatteret, kivontuk minden porusméret esetében az eredményekbdl.
(D) Az SW1222 koloniaképzo hatékonysaga Matrigel-ben és BME-ben (bal oldal) vagy
Matrigel-ben 2,5% FBS hozzaadéasaval, EV-mentes FBS alkalmazéasaval vagy anélkiil
(jobb oldal) (n=3, parositott t-proba).

Annak érdekében, hogy azonositsuk és értékeljiik a sejt FU-bol szarmazo EV-ket,
anti-CD63 vagy anti-CD81 ellenanyaggal boritott magneses gyongyoket hasznaltunk,
amiket fluoreszcensen jeldlt anti-CD63 vagy anti-CD81 ellenanyaggal és aramlasi
citométerrel detektaltunk. Az ellenanyaggal fedett gyongyok felszinére tobb CD63/81+
EV is kotédhet, igy dramlasi citométeres mérés soran a pozitiv gyongyok arra utalnak,
hogy a vezikuldk jelen vannak a mintaban. A CD63 és a CDS81 altalanosan elfogadott EV
markerek, és a plazmamembrannal burkolt nagyobb EV-ket altalaban Annexin V-tel
jelolik. Ahogyan azt mar korabban masok leirtak [87], mi is talaltunk korrelaciot a
sejtszam ¢€s a pozitiv gyongyok (9. abra A, B), illetve a sejtszam és a partikulumok
mennyisége kozott (9. abra C). Ez bizonyitja, hogy a magneses gyongy-alapii modszer
hasznalhatdo az EV-k szemikvantitativ elemzéséhez. Miutan a sejtszam és a pozitiv
gyongyok kozti korrelacid csak egy bizonyos kiiszobérték felett valosult meg, igy az

egyes Osszehasonlitd elemzések soran mindig azonos sejtszamot hasznaltunk, és az

eredményeket a végén sejtszamra normalizaltuk. Fontos megjegyezni, hogy az SW1222
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sejtek altal kibocsatott EV-k csak a CD63 ellenanyaggal burkolt gyongyokhoz kotddtek,
a a streptavidinnel burkolthoz nem (9. abra D). Ez a kisérleti rendszer specifikussagat

igazolja.
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9. abra: A-B) A pozitiv gyongyok szazaléka 2D HT29 (A) vagy SW1222 (B) sejtek FU-
jaban emelkedd sejtszam esetén (aramlasi citometria, n=2-3). Meg kell jegyezni, hogy
SW1222 esetén a CD81+ gyongyok szama 5% alatt volt magasabb sejtszamok esetén is.
C) Partikulum koncentracio kiilonb6z6 sejtszammal tenyésztett HT29 sejtvonal esetén
(gNano, 400 nm poérus méret, n=3). D) A pozitiv események szazaléka CD63
ellenanyaggal vagy Streptavidinnel (Str) burkolt gyongyok esetében CD63 ellenanyaggal
vald detektalast kovetden. A gyongyoket 3D sejttenyészetek FU-jaban (SW1222), vagy
sejtmentes matrix FU-ban inkubaltuk (aramlasi citometria, n=3).

A kovetkezd 1épésként az SW1222 sejtvonalon kiviil mas CRC sejtvonalakat is
felhasznaltunk, melyek 3D-ben tenyésztve kolonidkat képeznek. Az Gsszes sejtvonal

esetén 2D kultardk FU-jaban detektaltunk CD63+/Annexin V- EV-ket a gydngyalapt

modszerrel, és Annexin V+ nagy méretii EV-ket aramlasi citométerrel (10. abra A, B).
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10. abra: A) A feltiintetett sejtvonalak sejtjeit 2D-ben tenyésztettiik, az EV-ket anti-
CD63 gyongyokkel izolaltuk és anti-CD63 vagy Annexin V ellenanyaggal detektaltuk, a
pozitiv gyongyok szamat dramlasi citométerrel mértiik. A bal oldali és a kozéps6 abrak
reprezentativ aramlasi citometrias mérések az SW1222 sejtvonalrél. Jobb oldali abra: az
aramlasi citometrias eredmények kvantifikalasa. B) Annexin V+ események detektalasa
az EV kapuban 2D kultarak FU-jabol. Az apoptotikus testeket eltavolitottuk az FU-bdl a
mérés elott. Ezekben a kisérletekben a nagy EV-ket kozvetleniil mértiik aramlasi
citométerrel.
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A fentiekhez hasonléan Matrigel-ben tartott 3D tenyészetek, illetve 3D
tenyészetbdl eltavolitott, majd a tovabbiakban szuszpenzios formaban tartott kulturak is
termeltek CD63+/Annexin V- EV-ket (11. dbra A, B). Erdekes médon amikor a két
tenyésztési koriilményt 6sszehasonlitottuk, a nagyobb méretli Annexin V+ események
magasabb koncentraciéban voltak jelen a szuszpenzids mddon tartott 3D matrixbdl kivett
kultarakban, mint a 3D-ben tenyésztettek FU-jaban (11. abra C). Ezen kisérletek soran a
detektalt Annexin V események érzékenyek voltak Triton X-100 lizisre a mar korabban
publikalt, aramlasi citometridas modszert alkalmazva [88]. Az eredmények alapjan a
nagyobb méretli EV-k foként a szuszpenzids koriilmények kozott tartott tenyészetekben
talalhatdbak meg, azonban ez a tenyésztési korlilmény megemelte az aktiv kaszpaz-3+
apoptotikus sejtek szamat a kolonidkban (11. dbra D), tehat a szuszpenzids tenyésztés
nem optimalis szamukra. A 3D-ben tenyésztett sejtek feliiluszdjdban az Annexin V+

események hianya arra utalhat, hogy a nagyobb méretti EV-k nem tudnak kiszabadulni a

Matrigel matrixbol.
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11. abra: A-B) A pozitiv gyongyok szazaléka Matrigel-ben tenyésztett 3D kulturak
esetén A) vagy Matrigel tenyésztés utan a gélbol eltavolitott kultarak szuszpenzios tartasa
esetén B) 48 oras EV gyijtést kovetden. C) Az Annexin V+ események szama SW1222
sejtfeliiluszoban 3D tenyészetbdl vagy 3D tenyésztést kovetden a koldnidk szuszpenzids
tartasabol (aramlasi citometria). Bal oldali és kdz€épso panel: reprezentativ abrak aramlasi
citometrias mérésekbol szuszpenzids tenyésztést kovetden. Az Annexin V+ eseményeket
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TritonX kezelés el6tt €s utan mértiik le (lasd: Anyagok és modszerek fejezet). Jobb oldali
panel: sejtek jelenlétében/nélkiil késziilt, illetve 20 perces 12500 g-vel torténd
centrifugalas el6tti/utani mintdk kvantifikalasa. Vegyiik észre, hogy az EV-k nem
detektalhatoak a feliiliszobdl a centrifugalast kovetéen (n = 3, t-proba). D) Az aktiv
kaszpaz-3 események szazaléka SW1222 sejtvonal kiillonbozo tenyésztési koriillményei
esetén (aramlasi citometria, n = 3-5, t-proba). A pozitiv gyongyok szazalékos eredményei
sejtszamra lettek normalizalva (A, B).

Munkédnk sordn 3D organoid technolégiat hasznaltunk CRC-ben szenvedd
betegekbdl szarmazd szovettenyészetek létrehozasara (12. abra A). Fontos, hogy az
Osszes betegeredetli organoid vonalunk termelt CD63+ és CD81+ EV-ket 3D matrixban

tenyésztve (12. abra B). Az EV-k jelenlétét az organoidok FU-jaban qNano méréssel (12.

abra C) és transzmisszids elektronmikroszkoppal is igazoltuk (12. abra D).
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12. abra: A CRC betegeredetii 3D organoid kulturak feliliszojaban mérhetéek az EV-K.
A) CRC betegeredetli organoidok morfologiaja (méret: 50 um). B) Az EV-kotott, CD81-
vagy CD63 ellenanyaggal fedett gyongyok szazaléka CD81 vagy CD63 ellenanyaggal
detektalva. A feliiluszot 3D kultarat tartalmazo6 vagy tires Matrigel cseppekrdl izolaltuk
48 6ra utan (aramlasi citometria, n = 3, t-proba). A pozitiv gyongyok szazalékos aranyat
300,000 sejtre normalizaltuk. C) Ot organoid kultardbol szarmazoé partikulumok
méreteloszlasa és mennyisége (qNano 400 nm poérusmérettel). D) Transzmisszios
elektronmikroszkoppal késziilt kép CRC organoid eredettit EV-kr6l (nyilakkal jeldlve)
differencial ultracentrifugalassal valé izolalds utan. E) Reprezentativ abra a CRC

crer

10° 108

41



DOI:10.14753/SE.2021.2454

A tovabbi kisérleteink soran harom CRC organoid vonalat hasznéltunk (CRC1-
3). Mindhéarom CRC organoid vonal esetén a sejteknek egy csoportja erésen pozitiv volt
PTK7-re, melyet az utobbi években azonositottak, mint az &ssejtszeri CRC sejtek
markerét (12. abra E) [89]. Annak kideritésére, hogy melyik jelatviteli itvonal mutans az
organoid vonalakban, megvizsgaltuk a talélésiiket R-Spondinl vagy EGF hidnyéban,
illetve nutlin-3 jelenlétében. A KRAS/BRAF mutaciét hordozo organoidokat az EGF-et
nem tartalmaz6 médiummal lehet kiszelektalni, mig az R-Spondinl hianyaban is
novekedd organoidokban az APC/B-catenin jelatviteli itvonal van meghibasodva (lasd
[90, 91]). Fontos megemliteni, hogy a nutlin-3 gatolja a p53 kotédését az ubiquitin ligaz
MDM2-hoz, a p53 stabilizalodik, igy a normal p53 jelatviteli utvonallal rendelkez6 sejtek
apoptozissal elpusztulnak. Ahogy vérhaté volt, minden organoid vonal képes volt
novekedni a Wnt agonista R-Spondinl hianyéaban, de egyik sem élte til az EGF hidnyat,
¢s nem voltak érzékenyek a nutlin-3-ra. Ezek az eredmények bizonyitottak, hogy az
organoid kulturaink folyamatosan aktiv Wnt és mutans p53 jelatviteli utvonallal
rendelkeznek, de a KRAS utvonal nem mutans (5. tdblazat).
5. tablazat. A CRC betegeredetii organoidok jellemz6i. A KRAS mutécio tesztelésekor

csak a 12, 13, 18 és 61 kodonok lettek tesztelve, melyekben megjelend bizonyos
mutacioknak ismerten onkogén hatasuk van.

Minta p53 mutacié Nutlin-3 KRAS mutacié | EGF fiiggoség
érzékenység

CRC1 V274A nem nem igen

CRC2 V274A nem nem igen

CRC3 V274A nem nem igen

5.2. Az organoid eredetti EV-k fehérjéket és miRNS-eket hordoznak

Az EV-kre ugy is tekinthetiink, mint fehérjéket €¢s miRNS-eket a sejtrdl sejtre szallitd
eszkozokre. Elemeztiik a 3D organoid eredetli EV-k fehérjetartalmat, és az eredmények
alapjan az azonositott fehérjéknek csak a 45%-a volt jelen mindegyik minta esetén, ami
arra utal, hogy nagy a variancia a kiilonb6z6 betegeredetii organoid vonalak altal termelt

EV-k tartalma kozott (13. abra A, Fiiggelék 1. tablazat). Az organoid-EV mintak kozott

crer
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sejtes folyamatokhoz kothetd fehérjék is jelen voltak, példaul apoptdzis szabalyozasa,
hésokk protein, stb. A szakirodalom alapjan ezek a fehérjék nem a CRC-re specifikus
fehérjék, illetve més daganatokkal sem hoztak specifikusan Osszefiiggésbe Oket, csak
altalanosan valtozik néhanyuk szintje egyes tumorokban. Annak bizonyitasara, hogy az
organoid eredetli EV-k szallitanak miRNS-eket, az EV mintakban 14, a miRNS és EV
kutatasok soran gyakran vizsgalt miRNS jelenlétét vizsgaltuk (Filiggelék 2. tablazat), az
izolalast harom kiilonb6z6 modszerrel végeztik el. Mig a miR-484-et és a miR-34a-5p-t
csak a kereskedelmi forgalomban kaphaté EV izolalo kittel eléallitott mintaban tudtuk
detektalni, addig a tobbi miRNS kiilonb6zé mennyiségben, de megtalalhatd volt mind a
kittel, mind az ultracentrifugalassal készitett mintaban (13. abra B, C). Erdekes médon,
amikor az EV-ket az ellenanyaggal fedett gyongyds modszerrel izolaltuk, csupan 8
MIRNS-t tudtunk kimutatni a vizsgalt 14-b6l, (13. abra D), és ez az izolalasi modszer adta
a legkisebb nem specifikus hatteret (a detektalt miRNS-ek szama az organoid nélkiili FU-
ban).

A Organoid-1 Organoid-2 B 15— uc
W org nélkil

a Hor
¥

(1n4%) o
K]
K
1)

ﬂ 8 57

miR P R RS R SR R R

4 R aR D
o 03?\"5 o5 bqbtp 4

N & &N SV SV <
Organoid-3 & ‘lrﬁ’ o ,\'1, ° N »{b AN L
c D
20— Kit 10— Gysngy
W org nélkil
a Hor
2 15 9 W org nélkil
o
E M org
- 5—
3]
’ ]
[sr]
I ' g
& R R C:)Q {QQ n;q (,JQ (oQ :\") (OQ n_,Q Q,Q ‘OQ R R R R R R R R AZR R oR R a4
miR S S N T o i DS e B
G b Q?’.@" ,@\q’ i G FPEF S P

13. abra: A CRC organoid eredetii EV-k proteomikai karakterizalasa és miRNS
profilja.

A) A harom CRC organoid vonal esetében detektalt fehérjék Venn diagramja. Lasd még:
Fiiggelék 1. tablazat. B-D) A feltiintetett miRNS-ek 35-Ct értékei kiilonb6z6 izolalasi
modszereket kovetden. UC: differencial centrifugalas és ultracentrifugalas (B), Kit:
ExoRNEasy Micro Kit (Qiagen) (C), Gyongy: anti-CD63-fedett gyongyok (D).
Mindegyik esetben azonos sejtszammal végeztiik a kisérleteket (TagMan assay, n=3).
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Az EV izolalasi médszer tehat nagyban befolyasolja a detektdlasi profilt 3D

organoidbol szarmazd EV-k esetében, és nagy a variancia az egyes mintak kozott is.

5.3. A tumort tamogato kollagén [ ECM fehérje serkenti az organoidok EV

termelését

Miutan bizonyitottuk, hogy az organoidok 3D matrixokban tenyésztve termelnek
EV-ket, szerettik volna felhasznalni a rendszeriinket arra, hogy olyan faktorokat
azonosithassunk, amik az EV termelésre hatassal vannak. A CRC kialakuldsaban kritikus
az ECM felépitésének a megvaltozasa, példaul a kollagén I mennyiségének a
megemelkedése [92]. A talélési analizis alapjan a COL1A1 és COL1A2 gének
expresszios szintje €¢s a CRC betegek tulélési esélyeinek romlasa kozott 0sszefliggés van

(14. abra), ami alatamasztja a szakirodalomban is fellelhet6 adatokat [93, 94].
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14. abra: A kollagén I-et kodolo COL1A1 és COL1A2 gének tualélési analizise.
Kaplan-Meier talélési plot a jelolt génekre. A feltiintetett p-értéket log rank teszttel
hataroztuk meg (a vizsgalt génekhez tartoz6 proba ID: COL1A1: 202311 s at, COL1A2:
202404 _s_at).
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A microarray adatokat tartalmazé TCGA adatcsoport Oncomine adatbazis analizise
kimutatta, hogy a CRC betegekben az egészségesekhez képest magasabb a COL1A1 és
COL1A2 gének expresszioja (15. abra).
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15. abra: A kollagén I-et kédolé COL1A1 és COL1A2 gének expresszios analizise.
A jelzett gének normalizalt expresszios szintje a TCGA adatsorban (Oncomine analizis,
www.oncomine.org, a COL1A1 esetén a riporter A 23 P207521 és a COL1A2 esetén
A 23 P255247. Riporter: a proba a microarray analizis soran. Az eredmények az 6sszes
riporter esetén szignifikansak voltak).

A Dbetegeredeti CRC organoidok kollagén I-ben tenyésztve morfoldgiai
valtozason mentek keresztiil, ezzel pdrhuzamosan megemelkedett benniik az epithelialis-
mezenchymalis (EMT) marker vimentin expresszids szintje (16. abra A), és a kultarak
kirakasa utan 2 nappal a kollagén matrix serkentette az EV termelést is (16. abra B).
Fontos megfigyelés, hogy a kollagén matrixban valé névekedés az organoidokban nem

okozott apoptdzist, nem nétt meg az aktiv kaszpaz-3 pozitiv sejtek szama (16. abra C).
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16. abra A Matrigel kollagén I-re valé cseréje megemelkedett EV termelést
eredményez CRC organoidokban. A) Vimentin whole-mount immunfestés az egyik
CRC organoid vonalon, amit 48 6ran at Matrigel-ben vagy kollagénben tenyésztettiink
(reprezentativ abra). B) CRC organoid eredetii EV mintaban a CD81+ gyongyok relativ
szazaléka. A kisérletek parositottak voltak, és minden alkalommal a kollagén eredetti,
sejtszamra normalizalt adat a normalizalt Matrigel eredetii adathoz volt hasonlitva (n =
4). Az organoidok nélkiil tartott Matrigel, illetve kollagén mintakrol szarmazo FU-ban a
pozitiv gyongyok szazaléka 1% alatt volt. C) CRC organoidokban az aktiv kaszpaz-3+
apoptotizald sejtek mennyiségének meghatarozasa. A mintakrél whole-mount
immunfestést kovetden képeket készitettiink, majd a pozitiv sejteket megszamoltuk.
Minden CRC organoid vonalbol 10 organoidot szdmoltunk le, és az értékelés soran
ezeknek az atlagat hasznaltuk (egy organoid vonalat tartalmazo6 csepp Matrigel-ben tobb
organoid novekszik, az egész cseppet megfestettiik). Méterarany: 20 um. Parositott t-
proba (B, C).

5.4. Az Apc mutacio serkenti a 3D organoidok EV termelését

Széles korben elfogadott tény, hogy a tumoros sejtek EV termelése intenzivebb a
normal szovethez képest. Ennek az oka, hogy ez kothet6-e valamilyen mutacidhoz,
azonban még nem ismert. Mivel a CRC sejtek a tumorigenezisnek egy késoi szakaszat
reprezentaljak, és szamos mutaciot hordoznak, a kisérletek soran egy jol meghatéarozott,
egységes genetikai hattérrel rendelkezd egértorzset hasznaltunk. Apc mutacidt hoztunk
1étre vad tipusu (wild type — WT) vékonybél organoidokban CRISPR-Cas9 rendszerrel,
majd kiszelektaltuk az Apc mutans organoidokat. Mivel ezek az organoidok a bélben az
adenoma szakaszt képviselik, igy a Wnt-agonista R-Spondin-1 kiilsé hozzaadasa nélkiil

végeztik el a szelektalast. A WT organoidok erésen fiiggenek az R-Spondin-1-t6l, igy
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annak a médiumbol valdo megvonasat csak az Apc mutaciot hordozéd organoidok élik tul

(17. abra).

17. abra Egér vékonybél organoidok morfolégiaja. Az els6 és kozéps6 abran a vad
tipust, az utolsd dbran a mar Apc mutacidt hordoz6 organoidok latszanak. JOI latszik,
hogy a vad tipusu organoidok csak R-Spondin-1 jelenlétében maradnak fenn (els6 kép),
anélkiil elpusztulnak (k6zépsé kép), az Apc mutaciot hordozd organoidoknak azonban
nincs sziikségiik R-Spondinra a taléléshez (utolso kép). Méretarany: 100 um

Erdekes modon az organoidok altal kibocsatott CD81+ EV-k mennyisége az Apc

mutaciot kdvetden jelentdsen megemelkedett (18. abra).

w
g

**k%k

N
P

—
T

CD81+ gydngyok, % (atlag+SD)

S

O

18. abra: Apc mutaciot kovetéen megemelkedik a CD81+ EV-k mennyisége.

A CDB81+ gyongyok szazaléka, sejtszamra normalizalva (aramlasi citometria). Az anti-
CD81 ellenanyaggal fedett gyongyoket WT vagy Apc-mutans (sgApc) organoidok
feliiliszdjaban inkubaltuk egy éjszakan keresztiil, majd az EV-kotott gyongyoket anti-
CDS8I1 ellenanyaggal detektaltuk (n=4, parositatlan t-proba).

Az egyik lehetséges magyarazat az Apc mutacio miatt bekdvetkezd fokozott EV

termelésre, hogy az egyes EV termelésben érintett gének expresszidja intenzivebbé valik.
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Az EV tipusok koziil a legjobban az endoszomalis eredetli exoszomak (EX) kialakulasa
¢és szekrécidja van karakterizalva. Teszteltiikk, hogy vajon az EX ttvonal felelds-e a
megemelkedett EV termelésért. Kivalasztottunk 39 gént, amiknek bizonyitottan szerepe
van az MVB kialakuldsaban és az EV-k kibocsatasaban (pl. specifikus Rab fehérjék) (4.
tablazat). Ezt a génkészletet hasznaltuk Gene Set Enrichment Analysis-hoz (GSEA)
publikusan elérhetd expresszids adatokon, amik organoid konyvtarakbdl szarmaztak [95].
Fontos, hogy ezek az organoid konyvtarak csak epitelialis eredetii sejteket tartalmaznak,
igy sztromalis eredetii sejteket nem analizaltunk. A varakozasoknak megfeleléen a human
adenoma eredetli mintdkban a normal organoidokhoz képest a Wnt-target gének ¢€s a
KEGG sejtciklus gének pozitiv feldusulasat figyeltiik meg (19. abra A). Az exoszéma
biogenezis génkészlet azonban nem mutatott pozitiv feldasulast (19. abra A). Hogy
kizarjuk annak a lehetdségét, hogy az exoszOma biogenezis génkészlet mashogy
viselkedik emberben, mint egérben, megismételtiik az elemzésiinket olyan expresszios
adatkészleten, ami egér eredeti WT bélham sejtekbdl és Apc-mutans adenomakbol
szarmazott (GSE422). Ezen ismétlés soran sem tapasztaltuk az exoszoma specifikus
gének pozitiv feldusuldsat az adenoma mintdkban (19. dbra B), ami arra utal, hogy az Apc
mutaciot kovetdé megemelkedett EV-kibocsatds nem az EX biogenezis gének

megemelkedett expresszidjanak kovetkeztében alakul ki ebben a kisérleti rendszerben.
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19. abra: Az EX biogenezis génkészlet nem mutat pozitiv feldisulast az intestinalis
tumor sejtekben. Génkészlet feldusulasi vizsgalat (GSEA) adenoma mintakat is
tartalmazé human CRC organoid konyvtarbol (A), illetve egér bél adenoma sejtekbol (B)
szarmazo expresszios adatkészletbdl. Mindkét esetben a human vagy egér mintdkat WT
kontroll mintakhoz hasonlitottuk.
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Annak kideritésére, hogy a Wnt-tutvonal aktivalasa vezet-e megemelkedett EV-
termeléshez, vad tipust intesztinalis organoidokat kezeltiink Wnt3a-val, vagy a GSK-3-
gatlo CHIR99021-gyel, melyek a WNT-utvonal ismert aktivatorai. Az Apc-mutaciohoz
hasonloan a Wnt3a és a CHIR99021 kezelés is megemelte a Ki67+ 0sztddo sejtek szamat
(20. abra A, B), és csokkentette a Mucin-2+ kehelysejtek aranyat (20. abra C). Ezzel
parhuzamosan igazoltuk, hogy a kezelések hatdsara alacsonyabb lett a Mucin-2 és az
enterocita marker Alpi gének RNS szintje, és megemelkedett a Wnt-target Gssejt marker
Lgr5 gén RNS szintje (20. abra D).
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20. abra Az egér intesztinalis organoidok a Wnt-utvonal aktivalasat kovetden ugy
viselkednek, mint az Apc-mutans organoidok.

A) Konfokalis mikroszkopos képek WT, Apc-mutans és Wnt3a kezelt (100ng/ml 3 napig)
WT organoidokrol (méretarany: S0um). B) A Ki67 + és C) a Mucin2 + sejtek aranya Apc
mutécid jelenlétében, vagy a jelzett kezelésekkel. A sejteket konfokalis mikroszkopos
képeken szamoltuk (n = 8-10). Abban az esetben, amikor az organoidokat a Wnt titvonal
aktivator CHIR99021-gyel kezeltiik (3 pM 3 napon keresztiil), akkor az eredményeket a
kontroll mintdkhoz hasonlitottuk, amiket 1% DMSO jelenlétében tartottunk fenn. D) A
jelolt gének relativ RNS szintje (QPCR, n = 5). Parositott t-proba (D), Kruskal-Wallis
teszt Dunn post hoc teszttel (B, C bal oldali panel), vagy Mann-Whitney U teszt (B, C
jobb oldali panel) statisztikai analiziseket hasznaltunk.
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Fontos, hogy az Apc mutacidohoz hasonléoan a Wnt3a és a CHIR99021 kezelés
hatasara is jelentdsen megemelkedett az organoidok EV-termelése (21. abra A),

mikdzben az aktiv kaszpaz-3 + sejtek szdma nem valtozott (21. dbra B).
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21. abra: A Wnt3a és CHIR99021 kezelés hatasira megemelkedik az organoidok
EV-termelése.

A) A CD81 + gyongyok relativ szazaléka (aramlasi citometria). Az eredményeket minden
esetben sejtszamra normalizaltuk, majd a kontroll, kezeletlen mintahoz hasonlitottuk. Az
organoidok nélkiili Matrigel kontroll minta minden esetben <1%-ban volt pozitiva CD81
gyongyokre (n=5). B) Az aktiv kaszpaz-3 + sejtek szazaléka Apc mutaciot, illetve a
feltlintetett kezeléseket kovetden, konfokalis mikroszkopos képeken szamolva (n=10,
minden Matrigel cseppben 10 organoidot szamoltunk le, a jelolést 3 alkalommal
ismételtiik). Kruskal-Wallis teszt Dunn post hoc teszttel (A, B bal panel), vagy Mann—
Whitney U teszt (B jobb panel) statisztikai analiziseket hasznaltunk.

Osszességében ezek az eredmények tamogatjak a hipotézisiinket, miszerint az Apc
mutacioé a Wnt jelatviteli utvonal aktivalasan keresztiil emeli meg az organoidok EV-
termelését. Tovabba, mivel az APC mutacié egy nagyon korai esemény a CRC
tumorigenezise sordn, az adataink arra utalnak, hogy ez a megemelkedett EV-termelés

mar az adenoma stadiumban jelen van.
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5.5. A fibroblasztok aktivaltsiga nincs hatdssal az EV termelésiik

intenzitasara

Miutan az adataink azt mutattak, hogy szamos faktor serkenti az EV termelést
adenoma ¢és CRC sejtek esetében, igy az organoid rendszert felhasznaltuk arra, hogy
megvizsgaljuk az EV-k szerepét a tumor-sztroma kommunikécidban. A kisérleti rendszer
felallitasa el6tt karakterizaltuk a rendelkezésiinkre allo human kolon fibroblasztokat, és

megvizsgaltuk, hogy milyen faktorok befolyésoljak az EV termelésiiket.

A fibroblasztok a tumoros szovetben jellegzetes génexpresszidos mintazattal
rendelkeznek, igy ezeket a tumorasszocidlt fibroblasztokat (CAF) aktivalt allapotunak
tekintik. Ahogy az a bevezetdben is emlitésre keriilt, a TGFB-nak kritikus szerepe van a
kolon fibroblasztok aktivalasaban, mivel példaul elésegiti a metasztazis képzodés kezdeti
fibroblasztok altal kibocsatott EV-k CRC sejtekre kifejtett hatdsanak vizsgalatdhoz széles
korben elfogadott, reprodukalhato, kereskedelmi forgalomban elérhetd modellrendszert
alkalmaztunk, az ATCC1459 normal human kolon eredeti fibroblasztokat (NCF)
aktivaltunk TGFp-val. Korabban mar leirtak, hogy a TGFp csokkenti a Ki67 + o0sztodo
sejtek szamat [16], és megemeli az aSMA expresszi0 intenzitasat, ami az intesztinalis
myofibroblasztok altalanos markere (22. abra A, B). Fontos, hogy a kezelések utan a

kaszpaz-3+ apoptotizalo sejtek mennyiségében nem tapasztaltunk valtozast. (22. abra C).
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22. abra: A TGFp aktivalja a normal kolon fibroblasztokat (NCF).

A-B) TGFp kezelt (4 nap) és kezeletlen mintak KI67 és aSMA immunfestése. Konfokalis
mikroszkopos képek (A) és azok kvantifikdldsa (B). Az aSMA intenzitast Imagel]
szoftverrel mértitk. C) Az aktiv kaszpaz-3 + sejtek aranya TGFf kezelt vagy kezeletlen
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NCF-ekben immuncitokémiai festés és konfokalis mikroszkdpos képek alapjan. Az
adatok 3 megismételt kisérletbol szarmaznak (B, C). Mann-Whitney U-tesztet (B, C)
hasznaltunk *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005 szignifikancia értékekkel. Méretarany: 50
um (A).

A TGFp kezelés utan megemelkedett a FAP, ACTA2 (aSMA-t kodolja), IL6, IL-11
és HBEGF expresszios szintje, ami azt bizonyitja, hogy a kezelés jellegzetes
transzkripcios valtozasokhoz vezet (23. abra A). A normal fibroblasztok migraciods
képességét is teszteltiik, és azt tapasztaltuk, hogy TGFP hozzdadasat kovetden a sejtek
migracios képessége csokken, sebgyodgyuldsi vizsgalat soran (wound healing assay)

nagyobb marad a seb teriilete a fibroblaszt tenyészetben (23. abra B, C).
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23. abra: A TGFp aktivalja a normal kolon fibroblasztokat (NCF).

A) A jelolt gének mRNS expresszios valtozasa NCF-ekben (RT-qPCR, n=6, parositott
mintak) B) Relativ seb teriilet a kiindulasi seb teriilethez képest C) és a seb teriilete a
kezeletlen kontrollhoz képest konfluens tenyészetekben. Parositott t-probat hasznaltunk
(A, C) *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005 szignifikancia értékekkel.

Korabbi eredményeinkkel megegyezden [56] az EV-ket detektalni tudtuk az NCF
kondicionalt médiumaban transzmisszids elektronmikroszkoppal (TEM) (24. abra A).
Emellett ezekben a mintakban anti-CD63 vagy anti-CD81 ellenanyaggal fedett gyongyok
€s aramlasi citometria segitségével is ki tudtuk mutatni az EV-k jelenlétét (24. abra B, C).

A szemikvantitativ CD63 és CD81 specifikus gyongy-alapu modszerrel a CRC sejtekhez
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hasonldan a fibroblaszt eredetli EV-k esetében is ki tudtuk mutatni a sejtszam és a pozitiv

gyongyok szama kozti pozitiv korrelaciot (24. abra D) [87].
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24. abra: Az NCF-eredetii EV-k detektilhatéak a kondicionalt médiumban.

A) Transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) képek NCF feliiluszobol szarmazo UC
pelletrél. B-C) EV-k detektalasa NCF FU-bol anti-CD81 és anti-CD63 ellenanyaggal
fedett gyongyokkel. Aramlési citometrids abrak (B) és az adatok kvantifikalasa (C). Az
FBS-mentes médium mintakat (NCF-) hasonlitottuk az NCF FU-hoz (NCF+) (n=3). D)
Az anti-CD63 vagy anti-CD81-fedett pozitiv gyongyok szazaléka, miutan a gyongyoket
kiilonbozd sejtszdmtt NCF tenyészetrdl szdrmazé feliiliszoban inkubaltuk (dramlasi
citometria, n=4). Parositott t-probat (C) hasznaltunk, méretarany: 50nm (A).

Ezt a modszert alkalmazva nem tapasztaltunk emelkedett CD81+ vagy CD63+ EV
kibocsatast TGFpB kezelés utan (25. abra A, B). Hasonloképp a Nanoparticle Tracking
Anlysis (NTA), az EV-k mennyiségi mérésére széleskorben alkalmazott modszer sem
mutatott eltérést a partikulumok mennyiségében és azok méretbeli eloszlasaban a kezelést

kovetden (25. abra C, D).
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25. abra: A TGFp-nak nincs hatasa a normal kolon fibroblasztok (NCF) EV
termelésére.

A) A TGFB-kezelt (10ng/ml, 4 nap) és kezeletlen NCF feliiluszoban inkubalt pozitiv
gyongyok szazaléka (100 000 sejtre normalizalt eredmények). B-D) Reprezentativ abrak
(B), a partikulumok koncentracioja (C, 100 000 sejtre normalizalt értékek) és a
partikulumok mérete (D) TGFB-kezelt és kontroll NCF-ek feliiluszojaban. Mann-
Whitney U-tesztet (A, C, D) hasznaltunk.

Fontos megemliteni, hogy ezeknél a kisérleteknél az Osszes adat sejtszamra lett
normalizalva, kizarva annak a lehetdségét, hogy a TGFp kezelés utan az osztodo sejtek
mennyiségének a valtozasa befolydsolja az eredményeket. Ezek az eredmények arra
mutatnak ra, hogy a TGFp éltali NCF aktivalasnak nincs jelentds hatdsa a fibroblasztok

EV termelésére.

5.6. A TGFp-indukalt fibroblaszt aktivalas modositja az EV-k miRNS
cargo-jat

Az NCF-ek aktivalasat kovetden az EV-k tartalmaban bekdvetkezd valtozasok
meghatarozasahoz eldszor a miRNS-eket vizsgaltuk, amiknek kéztudottan fontos szerepe
van a sejtek kozti EV-medialt kommunikacioban. A korabban leirt eredmények alapjan,
ha a miRNS izolalas az ellenanyaggal fedett gyongyokkel torténd EV izolalasi modszert
kovetden torténik, akkor kisebb a miRNS hattér a tobbi EV izolalasi modhoz képest. fgy
az anti-CD63 és anti-CD81 ellenanyaggal fedett gyongyokkel torténd izolalast
alkalmaztuk ebben az esetben is a miRNS vizsgalatokhoz. 377 miRNS-t vizsgalva, 209
MIRNS-t detektaltunk a hat minta koziil legalabb az egyikben (26. abra, Fiiggelék, 3.
tablazat), és négy olyan miRNS-t (hsa-miR-101, 382, 424, 642), ami a TGFp-kezelt

mintak koziil mindegyikben jelen volt, a kezeletlenek koziil azonban egyikben sem. gy
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az eredmények alapjan a TGFP megvaltoztatja az EV-cargo miRNS profiljat, bar a

szakirodalom alapjan ezeket a miRNS-eket még nem hoztak 6sszefliggésbe a CRC-vel.
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26. abra: A TGFp médositja az NCF-eredetii fibroblasztok miRNS cargo-jat.

A TGFp kezelt/kezeletlen NCF-ek EV mintaiban a miRNS-ek jelenléte/hidnya. Csak
azok a miRNS-ek vannak feltiintetve, amik legalabb az egyik mintdban megtalalhatoak.
(A teljes miRNS lista a Fiiggelék 3. tablazatban.) Jobb oldali tablazat: a miR-101, 382,
424, 642 miRNS-ek csak a TGFpB-kezelt mintakban voltak jelen.

5.7. A TGFP nincs hatdssal a CRC betegeredetli fibroblasztok EV-

kibocsatasara

Hogy aldtdmasszuk az eredményeinket egy masik modellrendszerben is,
sejtkultirakat hoztunk létre a betegek Kolonjanak peritumoralis (normal, PTF), és
tumoros részébdl (CAF). Az NCF-ek esetén kapott eredményekhez hasonldéan a TGF(
csokkentette az o0sztodo sejtek aranyat és megemelte a aSMA expresszigjat, ami a
myofibroblasztok altalanos markere CAF-ok és PTF-ek esetén is (27. abra A, B). Emellett
a FAP, ACTA2, IL-6, IL-11 and HBEGF gének megemelkedett expresszids szintjét is
megfigyeltik (27. abra C). Az NCF-ektdl eltéréen a TGFB kezelés IL6+ sejtek
megjelenését, igy a sejtes heterogenitds kialakulasat eredményezte CAF és PTF

tenyészetekben (27. abra D, E).
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27. abra: A TGFp aktivalja a CAF-okat és a PTF-eket.

A-B) aSMA and KI67 immunfestés kontroll és TGFp-kezelt PTF és CAF sejtekben
(konfokalis mikroszkop) (A) és a kvantifikalasuk (B). Az aSMA expresszios intenzitasa
ImageJ szoftverrel lett meghatdrozva. Az adatok harom megismételt kisérletbdl
szarmaznak. C) Az adott mRNS-ck expresszios valtozasa TGFp-kezelt fibroblasztokban
kezeletlen kontrollhoz (ctr) képest (RT-gPCR, n=4). Parositott Gsszehasonlitasokat
végeztiink a kontroll és a kezelt mintak kozott, és a kontroll minta értékét mindig 1-nek
vettiik. D) IL-6 és aSMA detektalasa a PTF és CAF kultarakban (konfokalis mikroszkop).
E) Az IL6+ sejtek aranya (konfokalis mikroszkopos képek alapjan kvantifikalva). Mann-
Whitney U-tesztet (B, E), parositott t-probat (C) végeztink *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.005 szignifikancia értékekkel. A PTF és CAF sejtvonalak nem egy betegbol
szarmaztak, igy a statisztikai elemzés soran azok Osszehasonlitisa nem tortént meg a
kezelt-kezeletlen Gsszehasonlitas mellett. Egyes esetekben ugyanazon mintabdl tobb,
kiilonbozo alkalommal is tortént mérés. Méretarany: 50 um (A, D)

A fibroblasztok TGF kezelésre adott reakcidjanak tovabbi karakterizdlasahoz
sebgyogyulasi kisérletet is végeztiink. Erdekes modon a kezelés hatisara nem
tapasztaltunk kiilonbséget a PTF és CAF kulturak sebzarasi képességében (28. abra A),
eltéréen a normal fibroblasztoknal tapasztaltaktol, ahol a kezelés hat4sara csokkent a
sejtek migracios képessége. A sejtek szeneszcenciajanak vizsgalata soran megfigyeltiik,
hogy a CAF kultara kevesebb SA-B-GAL aktivitassal rendelkezé szeneszcens sejtet
tartalmazott a PTF parjahoz képest (28. abra B). A SA-B-GAL tesztet széles kdrben
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alkalmazzdk a sejtvonalak szeneszcenciajanak jellemzésére. A TGFp egyik fibroblaszt

populaciéban sem modositotta a szeneszcens sejtek aranyat (28. abra C).
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28. abra: A Kkolon fibroblasztok migraciéjanak és szeneszcenciajanak jellemzése.
A) A TGFp kezelt fibroblaszt tenyészetekben a sebteriilet relativ értéke a kezeletlen

kontroll tenyészetek sebteriiletéhez képest.

(n=3). B-C) Az SA-B-galaktozidaz

aktivitassal rendelkez6 sejtek aranya. Reprezentativ mikroszkopos abrak (B) és a
kvantifikalasuk (C, n=3, parositott mintak). Parositott t-probat (A, B, C) végeztiink.
Méretarany: 50 pm (B).

Fontos, hogy a TGFp kezeléssel kivaltott fibroblaszt aktivalas a normal

fibroblasztoknal megfigyeltekhez hasonloan sem a CAF, sem pedig a PTF kultarak esetén

nem modositotta a kibocsatott EV-k mennyiségét az NTA és a gyongy-alapti mérések

alapjan (29. abra A-D).
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29. abra: A TGFB nem befolydsolja a peritumoralis és a tumor-asszocialt
fibroblasztok EV termelését.

A-B) A partikulumok koncentracidja (A, 100 000 sejtre normalizalva) és mérete (B)
TGFP kezelt (10ng/ml, 4 nap) és kezeletlen PTF és CAF sejtek esetén, NTA-val mérve.
C-D) A jelolt feliiliszoban inkubalt pozitiv anti-CD63 (C) és anti-CD81 (D) gyongyok
szazaléka (100 000 sejtszamra normalizalva). Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztunk a
statisztikai elemzésnél.

5.8. A CRC organoidokbol szdrmazé EV-knek nincs jelentds hatidsuk a

fibroblasztokra

A human kolon fibroblasztok karakterizalasa €és EV termelésiik jellemzése utan
megvizsgaltuk, hogy a CRC organoid eredetli EV-k hatassal vannak-e a fibroblasztokra.
A kisérletekhez az EV-ket differencial ultracentrifugalassal izolaltuk. Az EV-gazdag
pellet és az EV-mentes feliiluszo EV-tartalmat anti-CD63 vagy anti-CD81 ellenanyaggal

burkolt gyongyokkel és aramlasi citometriaval igazoltuk (30. abra)
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30. abra: Differencial ultracentrifugalas utan csak a pellet tartalmaz EV-ket.

A CD81 + és CD63 + gyongyok szazaléka anti-CD81 és anti-CD63 ellenanyaggal
kimutatva (aramlasi citometria). A gyongyoket a 3D kultirdkbol szdrmazé médium
ultracentrifugélas utan kapott feliiluszojaban, vagy a PBS-sel felszuszpendalt pelletben

inkubaltuk. Kontrollként organoid nélkiili Matrigel-rél szarmazé médiumot hasznaltunk,
amit szintén untracentrifugaltunk (n=2).

Az ATCC1459 human kolon fibroblasztokat 3D CRC organoid feliiliszobol készitett
EV-gazdag, illetve EV-mentes médiummal kezeltiik, majd microarray vizsgalatot
végeztiink. Ebben a kisérleti rendszerben az EV-k hatasat az EV-mentes CRC-eredetli
koriilményekhez hasonlitottuk. Kontrollként CRC organoid-mentes Matrigel-r6l
szarmazo mintat (pellet és FU) hasznaltunk. Erdekes médon a CRC organoid eredetii

médium az EV-tartalomtol fiiggetleniil megvaltoztatta a fibroblasztok génexpresszios

mintazatat (31. dbra).
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31. abra: A CRC-eredetii médium az EV-tartalomtél fiiggetleniil megvaltoztatja a
fibroblasztok génexpressziés mintazatat.
Human Kolon fibroblasztok microarray adatainak hierarchikus csoportositasa. A
fibroblasztokat EV-gazdag ¢és EV-mentes médiummal kezeltiik, ami organoidokat
tartalmazo, illetve nem tartalmazo Matrigel cseppekrdl szarmazott (az EV-ket 300 000
sejtet tartalmazo kultirdk médiumabol izolaltuk sorozatos ultracentrifugéalassal). Az
RNS-t 48 6raval a kezelést kdvetden izolaltuk.

Erdekes modon a CRC-eredetii EV-knek nem volt jelentés hatasa a fibroblasztok
transzkripcids profiljara, és a géneknek csak egy kis csoportja (koriilbeliil 100 gén)

mutatott kisebb (kevesebb, mint kétszeres) expresszios valtozast (Fliggelék, 4. tablazat).

Szerettiik volna tudni, hogy a CRC organoid eredeti EV-knek van-e kritikus hatasa
normal vagy kedvezdtlen koriilmények kozott, ezért 0sszehasonlitottuk a normoxids és a
hipoxias tenyésztésbol szarmazd EV-k hatasat. A CRC organoid eredetii EV-k nem
serkentették a fibroblasztok motilitdsat sebgyogyulasi vizsgélat soran (wound healing

assay) egyik tenyésztési koriilményben sem (32. dbra).
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32. abra: A CRC organoid eredetii EV-k nem serkentik a kolon fibroblasztok
motilitasat.

A relativ seb teriiletet a kiindulasi seb teriilethez hasonlitottuk konfluens fibroblaszt
tenyészetekben. A sejteket EV-gazdag (EV) vagy EV-mentes (nincs EV) médiummal
kezeltiik, amit a jelolt organoid kulturdk médiumabol izolaltunk. Az organoidokat
normoxiaban (A) vagy hipoxiaban (B) tenyésztettiik. Contr: organoidot nem tartalmazo
Matrigel-r61 médium; Kezeletlen: a fibroblasztok nem lettek organoid eredetii
médiummal kezelve.

Amikor a fibroblasztokat hipoxias koriilmények kozott tenyésztett CRC
organoidokbol szarmazd EV-mentes médiummal kezeltiik, akkor az EV-t is tartalmazo
médium kezeléshez képest jellemzéen megemelkedett a transzkripcios aktivitasa azoknak
a géneknek, amik a fibroblasztok aktivaltsagaval kapcsolatban vannak (ENCL1,
ST6GALNACS5, SEMASA, TNFSF4). Ehhez hasonl6 aktivald hatist azonban nem
tapasztaltunk, amikor normoxiaban tenyésztett organoid eredetii EV-gazdag vagy EV-

mentes médiummal torténtek a kezelések (33. abra).
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33. abra: A fibroblaszt aktivacioval kapcsolatos gének relativ RNS szintje.

A CRC organoidokrol szarmazd médiumot (a tenyésztés normoxiaban és hipoxiaban 3
napig tartott) ultracentrifugéltuk, majd a fibroblasztokat 2 napon keresztiil kezeltiik az
EV-gazdag, illetve az EV-mentes médiummal. Matr: a fibroblasztok organoid-mentes
Matrigel cseppek feliiliszojaval kezelve. RT-gPRC, n=3. ANOVA and Tukey post hoc
teszt, csak a CRC nincs EV (piros) és a CRC EV (z06ld) adatok kozti dsszehasonlitas
szignifikancidja van feltiintetve.

5.9. Hipoxias koriilmények kozott a fibroblaszt eredetli EV-k novelik az

organoidok szamat

Kovetkezo 1épésként normoxids €s hipoxias koriilmények kozott tenyésztett human
kolon fibroblasztok médiumabdl izolaltunk EV-ket, majd ezeket CRC organoid-eredetii
sejtekhez adtuk. Erdekes modon csak abban az esetben figyeltiilk meg nagyobb szamu 1j
organoid novekedését, amikor hipoxids koriilmények kozott tenyésztett fibroblasztok
médiumébol izolalt EV-kkel tortént a kezelés (34. dbra A-C), ezt a hatast azonban nem
tapasztaltuk az EV-mentes médiummal torténd kezelés esetében. Fontos, hogy a
kisérleteket kontrollként elvégeztik akut monocytas leukémia, THP1 sejtvonal
médiumabol izolalt EV-kkel és liposzomakkal is, melyek esetében nem tapasztaltunk
hatast az organoidok ndvekedésére nézve (34. dbra D). Ezek alapjan arra
kovetkeztethetlink, hogy az organoidok kolonia kialakitdo képességének serkentése a

hipoxias fibroblaszt eredetli EV-khez kothetd.

62



DOI:10.14753/SE.2021.2454

A Normoxia — Normoxia B Hipoxia — Normoxia

2 150 NS 200-

E . : ek

b 150 L

@ 100 = ..'g,,:_‘:'lv -

b e o e 100 = 3o AL o A g

o " o :‘ et

s 207 50

o

c

g’ 1 L] L] L ] L] L) T L L L L) ] L]

5 - S PSP SP - S PS PSP
Médium Thp1  Fibr Médium Thp1  Fibr

c Hipoxia — Hipoxia D

= 400- 150-

£

(0 _ Kk n.s. n.s

N 300- e

> - 100 -—-- .E. e 'g'

3 200- TIL ’ .

s L ]

5 * . a 1.: 50-

T 100{ e g g M o

&

E’ ¥ 1 L) L) 1 T 1 L] ¥ L) L]

© " S PSP S P Liposzomak - + -+

34. abra: A hipoxias fibroblaszt eredetii EV-k serkentik a CRC sejtek organoid
formalo képességét.

A THP-1 sejtekrdl vagy a kolon fibroblasztokrol (Fibr) a médiumot 2 napig gytjtottiik,
majd ultracentrifugéltuk, és a kezelések soran a feliiluszot (S: supernatant) vagy a pelletet
(P) hasznaltuk. A sejtkultirak esetén a pellet tartalmazza az EV-ket. Kontrollként
médiumot hasznaltunk. A normoxias (A) vagy hipoxias (B, C) tenyésztési kortilmények
utdn a mintdkat CRC organoid sejteken hasznaltuk, majd a kolonia képzd képességet
normoxiaban (A, B) és hipoxiaban (C) is vizsgaltuk 4 nappal a kezelés utan. Harom
organoid vonalat kétszer teszteltiink le (***p < 0,005 mindhadrom adatcsoport esetén
Kruskal-Wallis statisztikai analizist végezve. A parositott Osszehasonlitasok soran Dunn
post hoc tesztet végeztiink, melynek eredménye csak a jelolt Gsszehasonlitasoknal
lathat6.) D) Az ij organoidok szama 1 x 10! liposzomaval torténd kezelést kdvetéen.
Minden kisérletben az eredményeket a kezeletlen kontrollhoz hasonlitottuk. A
liposzomakat normoxidban és hipoxidban inkubaltuk 2 napon keresztiil, mielétt a CRC
organoid sejtekhez adtuk volna, majd a koloniaképzést normoxidban és hipoxidban is
teszteltiik.
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6. Megbeszelés

Eddig a legtobb tanulmany 2D sejtkultirak felhasznalasaval vizsgalta az EV-k
funkcidit a CRC és egyéb tumorok esetében, habar a kiilonboz6 sejtvonalak és tenyésztési
koriilmények alkalmazisa sordn kapott eredmények kozott nem sok egyezést lehetett
kimutatni. Ennek okat abban a tényben kereshetjiik, hogy ezek a sejtvonalak kiilonb6z6
betegeket reprezentalnak, és a 2D kultGrakat 1étrehozé eljarasok szelektiv el6nyt
biztositanak a gyorsan o0sztddé tumoros sejteknek 2D viszonyok kozott is. A
kozelmultban kifejlesztett organoid technoldgia egy olyan magas szintli modellrendszert
jelent, ami megtartja az in vivo tumorokra jellemzd sejtes heterogenitast mesenchymalis
sejtek nélkil [72, 76, 95, 96]. Raadasul a tenyésztési koriilményeik gy vannak
szabvanyositva és optimalizalva, hogy ezt a heterogenitast a leheté legnagyobb

mértékben meg is Orizzék.

Tudomasunk szerint a dolgozat alapjat ad6 egyik publikacio az elsd, amelyben 3D
organoid technologiat alkalmaznak a CRC EV termelésének jellemzésére betegeredetii
mintak felhasznalasaval. Egy korabbi munkéaban Tauro B.J. és munkatarsai szuszpenzios
tenyésztési koriilmények kozott tartott sejtvonal eredeti 3D kultarakat vizsgalt, ami nem
valtoztatta meg jelentdsen a sejtek talélését, és a munka soran két exoszoma alpopulaciot
kiilonitettek el [97]. Eguchi T. és munkatarsai matrix-mentes 3D modellrendszert
hasznaltak a sejtkultirdk fenntartisihoz [98]. Erdekes moédon a 3D kulturak
Osszehasonlitasa soran tobb apoptotizalo sejtet tapasztaltunk a szuszpenzios tartas esetén
a Matrigel-es tenyésztéshez képest, habar az apoptotizald sejtpopulacié mérete
sejtvonaltol fiiggd volt. Igy a 3D-s szuszpenziés médszer csak néhany CRC sejtvonal és
betegeredetii organoid szamara jelenthet alternativ tenyésztési lehetséget. Erdekes
modon, amig a sejtvonal eredetii 3D kultirdk esetén a CD63+ EV-k dominaltak a
feliiliszoban, a betegeredetli szovetbdl szarmazdé organoidok tobb CD81+ EV-t
termeltek, ami felveti annak a lehetdségét, hogy a sejtvonal eredeti 3D tenyészetek és az
organoidok eltér6 EV-ket bocsatanak ki. Ez egybevag a korabbi tanulmanyok
eredményeivel, melyek alapjan az EV markerek sejtvonalanként valtoznak, €s jelenleg

nem all rendelkezésiinkre univerzalis EV marker [99].
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Az egyes sejtvonalak kiillonbozé mennyiségli EV szubpopulaciét termelnek, és az EV
alcsoportoknak kiilonboz6 lehet a funkciojuk az eltéré biogenezis és molekularis cargo
miatt [100-102]. Bar ismert, hogy az EV-k molekularis 0sszetétele egyrészt a fehérjék
poszttranszlaciés modosulasaitol fiigg [103], egyéb mechanizmusok kevésbé ismertek.
Mivel nincs olyan genetikai modell, amivel egy specifikus EV szubpopulacio
termelddését blokkolhatnank, igy ajanlott az EV-ket méretiik alapjan csoportositani
(példaul kis- és nagyEV-k, sEV, IEV) [104]. Fontos, hogy a 2D és a szuszpenziés 3D
tenyészetekkel ellentétben az Matrigel alapt 3D tenyészetek feliiluszojaban inkabb kis
méretli EV-ket talaltunk. A nagy méretii EV-ket jelz0 Annexin V+ eseményeket a 3D
tenyészetek feliilluszojaban nem tudtuk kimutatni, ami arra utal, hogy a nagyobb méretii

EV-k a Matrigel matrixbol nem tudnak kiszabadulni

Habar az in vivo és in vitro tanulmanyok a tumoros sejtek megemelkedett EV
termelésérdél szamolnak be [50-52], a jelenségért felelds faktorok felderitésével csak
kevés kutatds foglalkozik. A p53 jelenléte példaul kulcsfontossaghi az EV termelés
megemelkedéséhez DNS sériilés esetén tumoros tiido sejtekben [105]. A KRAS mutacid
egy masik fontos genetikai eseményt jelent szdmos sejtvonal esetén; CRC-vel foglalkozo
tanulmanyokban KRAS mutaciéo esetén foként az EV-k molekularis cargojaban
bekovetkezé valtozasokra fokuszaltak és bizonyos RNS-ek szelektiv csomagolodasat
mutattdk ki [106, 107]. Igy az eredményeink, miszerint az Apc mutacié, ami kritikus
genetikai valtozas a CRC kialakulasaban, valamint a kollagén I ECM fehérje, ami
gyakran feldusul a CRC szovetben, serkenti az organoidok EV termelését, kiilonosen
érdekesek lehetnek testfolyadékokbol szarmazé tumor eredetii EV-k monitorozasara
szolgald diagnosztikai modszerek kidolgozasa soran. Tovabba eredményeink azt
mutatjak, hogy az Apc mutacié az EV termelést serkenté hatasat a Wnt utvonal
indukaldsan keresztiil fejti ki. A Wnt aktivitds és a sejtosztddas szorosan Osszefiiggd
folyamatok a bélham szovetében és az adenomakban. Mivel az Gsszes eredményiink
sejtszamra lett normalizalva, igy a megemelkedett EV termelés hatterében nem a
megndvekedett szamu sejt all. Megjegyzendd azonban, hogy tovabbi vizsgalatok
sziikségesek annak kideritésére, hogy az intenzivebb EV termelés a Wnt tutvonal
kozvetlen hatasa, vagy a Wnt-indukalt valtozasokat tiikrozi a kiilonbozd sejtpopulaciok

aranyaiban.
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A sztromadlis fibroblasztok jelentésen befolyasoljak a CRC tumorigenezist hepatocita
novekedési faktor (HGF) termelésével, ami tumor &ssejt fenotipus kialakulasahoz vezet
[58], tovabba a TGFp aktivalja a fibroblasztokat, melyek igy a metasztazist fogjak
elésegiteni részben az IL11 termelésiik révén [15], emellett szoros Osszefiiggés van a
sztromalis génexpresszios mintazat és a CRC tlélési valoszinlisége kozott [16]. Bar az
aktivalt fibroblasztok szdmos tumortipus progressziojaban fontosak, a pontos aktivalasi
mechanizmusuk ¢és az igy kialakulo fibroblaszt alpopulaciok szerepe még nem teljesen
ismert. Példaul a pankreasz duktalis adenokarcinoma (PDAC), ami egy kiilondsen
agressziv daganattipus, sztromalis elemeket halmoz fel, ami myCAF és iCAF fibroblaszt
sejteket is tartalmaz [108, 109]. Habar a tumorsejtekkel kapcsolatban 1év6 fibroblasztok
aSMA-t expresszalnak, ¢s myCAF-okka differencidlodnak, a periférias fibroblasztok
IL6-ot fejeznek ki, mint az iCAF-ok [108]. Raadasul a TGFpB gatolja az iCAF-ok
mechanizmusaban [109]. Egy korabbi publikacié érdekes modon IL6+ fibroblasztok
jelenlétét is leirja CRC-ben [110]. Ezekkel az eredményekkel 6sszhangban bizonyitottuk,
hogy a TGFP fontos szerepet tolt be a PTF-ek és a CAF-ok heterogenitasanak
kialakitasaban CRC-ben. A sejtes heterogenitas jelentdségét mar bizonyitottak normal
human kolon fibroblasztok esetében is kiilonb6z6 génexpresszios profillal rendelkezd
szubpopulaciok azonositasaval [111]. Erdekes modon a TGEp a kisérleteink soran NCF
tenyészetekbe n nem hozott létre IL6+ sejtpopulaciokat, habar mas valtozasok

bekovetkezhettek a kezelés hatasara, amit nem teszteltiink.

A PTF-eket gyakran alkalmazzak, mint normal kontroll fibroblasztokat [60], habar
egy nemrég megjelent tanulmany kevés kiilonbséget talalt a CAF-ok és a PTF-ek
génexpresszios mintazata kozott, tovabba az aSMA, amit altalanos aktivalt fibroblaszt
markerként hasznalnak, a PTF-ekben is jelen volt [60]. A TGFp-t a fibroblasztok legfobb
aktivalojaként tartjak szamon CRC-ben [15], ami jellegzetes gének, mint példaul az IL11
expresszidjahoz vezet [15]. Erdekes modon a PTF-ek és a CAF-ok is magasabb IL11,
ACTA2, HBEGF, IL6, FAP expressziot mutattak a TGFp kezelést kovetoen, ami arra utal,
hogy ezek a fibroblasztok in vitro koriilmények kozott tovabb aktivalhatok. A kisérleteink
soran a PTF-ek és a CAF-ok szamos TGFf kezelés utani karakterizalasi vizsgalatban
azonos tulajdonsagokat mutattak (sejtes heterogenitds, migraciés képességek a

sebzarodasi kisérletben, génexpresszios valtozasok, sejtes szeneszcencia). Ezek az
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eredmények arra utalnak, hogy a PTF-ek vagy mar egy pre-aktivalt allapotban vannak,
vagy a CAF-ok elvesztik az aktivalt formajukat a kisérleti rendszeriinkben.

A CRC sejt eredetli EV-k polarizaljak a tumorasszocialt makrofagokat a miR-145
altal [112], ami azt mutatja, hogy ezek az EV-k bizonyos sejtpopulaciokban aktivak
lehetnek. Erdekes modon az emlétumorral ellentétben, ahol a tumoros sejtekbél szarmazo
EV-k a Wnt-PCP (Wnt-planar cell polarity) jelatviteli utvonal sztromalis aktivalodasat
tapasztaltuk, hogy a CRC organoid eredetti EV-k hatassal lennének a fibroblasztok
aktivaciojara. Erdekes modon osszefliggést talaltunk a normal fibroblasztok motilitdsa és
az aktivaltsagi fok kozott, mivel a TGFp altali aktivalas utan a kezelt és kezeletlen
fibroblasztok sebzarasi képessége kozott kiilonbséget lattunk, azonban az organoid
eredetli EV-k nem befolyasoltdk a wound healing assay-ben a fibroblasztok sebzarasi
képességét. A gyulladt bélszovetre (Crohn betegség, colitis ulcerosa) jellemz6 a kolon
fibroblasztok migracios képességének csokkenése [114], és a kisérleteink soran az
aktivalt fibroblasztoknal is a migracios képesség csokkenését tapasztaltuk, azonban ez
csak a normal sejtekre volt igaz, a CAF és PTF sejtek nem reagaltak a TGFP kezelésre

csokkent migracidval.

Tehat lattuk, hogy a CRC organoid eredetli EV-knek nincs hatésa a fibroblasztok
aktivaltsagara, azonban a fibroblaszt eredeti EV-k serkentették az organoidok
koloniaképzd képességét hipoxias koriilmények kozott. Vizsgalatainkban olyan
organoidokat hasznaltunk, melyek kiils6 EGF aktivitastol figgenek, igy EGF-et adtunk
az organoidoknak. Fontos, hogy munkacsoportunk nemrég kimutatta, hogy a normal
fibroblaszt- illetve CAF-eredetti EV-k az EGF receptort aktivalo amphiregulint (AREG)
széllitanak, ami a betegeredetii EGF-fiiggd organoidok esetén megemelte az oszt6do
CRC sejtek szamat EGF hianyaban, azonban az EGF-fiiggetlen tenyészetekben ezt a
hatast nem tapasztaltuk [62]. Modelliink szerint tehat a kiilsé EGF aktivitast a
fibroblasztokbol szarmazd EV-k szolgaltatjdk AREG altal. Amennyiben azonban EGF-
et adunk a CRC organoidokhoz, vagy a CRC sejtek mar EGF fiiggetlenek, a fibroblaszt
EV-knek csak akkor van tovabbi hatasuk, ha eldtte a sejteket hipoxiaban tartottuk. EQy
masik tanulmany szerint a CAF-EV-k a hasnyalmirigy tumor agresszivitasat tamogattak
hipoxiaban [115], ami arra utalhat, hogy az EV-k hatasanak egy része csak kedvezétlen

koriilmények kozott jelentkezik kiilonb6zé tumor-modellekben.
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A sztromalis eredeti EV-k més fontos, a tumorigenezisben szerepet jatszo
folyamatokban is részt vesznek. Koldokzsindr vérbdél szarmazé mesenchymalis sejt
eredetii EV-kben gatoltak az ELFN1-S1 hossz(, nem kodoldo RNS-t (Inc-RNS), melynek
hatasara a kolon adenokarcindma novekedése és a sejtek migracidja lecsokkent [116].
Tovabba granulocita-mieloid eredetii szuppresszor sejtek S100A9 tartalmu EV-ket
termelnek, amik igy tamogatjak a CRC sejtek 6ssejt-szer( tulajdonsagait [117]. Az M2
iranyba polarizalt makrofagok altal termelt EV-k hozzajarulnak a CRC sejtek
fibroblaszt eredetli EV-k hatasara a CRC sejtek rezisztensekké valnak a kemoterapias
szerekre [119, 120] ¢és sejtvonalakat, illetve xenograftokat hasznalva kideritették, hogy a
hatas a CRC sejtek Wnt fehérjéken keresztiili tumordssejtekké valo dedifferencialoédasan
keresztiil valosul meg [121]. A CAF-eredeti EV-k metasztazist és epithelialis-
mesenchymalis tranziciot (EMT) indukdlnak a miR-92a-3p éltal, és ez a hatés
hangsulyosabb volt a kontroll fibroblasztokhoz képest [120]. A kisérleteink soran érdekes
modon a TGFp-kezelt fibroblasztok altal termelt EV-k miRNS profilja megvaltozott a
kezeletlen sejtekhez képest, a miR-101, 382, 424 és 642 miRNS-ek csak a kezelt sejtek
EV-iben voltak kimutathatok. Ezeknek az miRNS-eknek a CRC sejtek proliferacidjaban
¢és az apoptozisukban betoltott szerepe vitatott. Mig a miR-101-nek anti-proliferativ hatast
tulajdonitanak [122, 123], addig a miR-382 szintje megemelkedik a CRC-ben, és a tumor
progressziojat segiti el6 [124].
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7. Kovetkeztetések

Kimutattuk, hogy a kisebb EV-k detektalhatéak a 3D organoidok és szferoidok
feliiliszdjaban, fliggetleniil attdl, hogy milyen matrixban tenyésztjiik a kultardkat.
Bizonyitottuk, hogy a betegeredetii CRC organoidok termelnek EV-ket, amiket
vizsgalhatunk is a feliilaszoban, igy igazoltuk, hogy a Matrigel alapa 3D organoid
technoldgia alkalmas az EV-k vizsgélatara CRC esetén. Az eredményeink tovabba azt is
mutatjak, hogy a CRC tumorigenezisében kritikus faktorok, mint példaul az Apc mutécio6
vagy a kollagén I felhalmozodas modositja az EV kibocsatds intenzitasat tumor

organoidokban.

A normal Kolon fibroblasztok TGFf altali aktivalasa modositja a fibroblaszt eredetii
EV-k miRNS cargojat, a hsa-miR-101, 382, 424 és hsa-miR-642 miRNS-ek csak az
aktivalt NF-eredetii EV-kben jelennek meg. Erdekes modon, bar a normal fibroblaszt
eredetli EV-k serkentik a tumoros sejtek koloniaképzd képességét hipoxiaban EGF-
dependens CRC esetekben, az organoid eredeti EV-k nem eredményeztek jelentds
valtozast a normal fibroblasztok aktivaltsagaban. Adataink szerint tehat a CRC sejtek és
a fibroblasztok kozotti kommunikécioban a fibroblaszt eredetli EV-k szerepe jelentdsebb

az altalunk hasznalt modellrendszerben.

Az eredményeink hangstlyozzdk az organoid technologia jelentdségét az EV-
karakterizalo kutatdsokban, illetve bizonyitjak, hogy a CRC sejtek és a fibroblasztok
kozott EV-ken keresztiili kommunikéci6 is zajlik a tumoros szovetben. Adataink értékes
alapot adnak azoknak a kutatasoknak, melyek az EV-k diagnosztikai markerként, vagy

terapiads gyogyszer célbajuttatd eszkdzkeént valod hasznalatat célozzak.
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8. Osszefoglalas

Az EV-k membrannal koriilvett struktiradk, amik bioldgiailag fontos molekulakat
szallitanak a sejtek kozott, igy az intercelluldris kommunikécio egy uj forméjanak
tekinthetjiik 6ket. Mivel az EV-k a tartalmukat védett modon szallitjak, és az EV
kibocsatas a tumorigenezis soran rendszerint megemelkedik, igy az EV-k nagyon igéretes
eszk6zok a korai tumordiagnosztika fejlodéséhez. 3D technoldgiat alkalmazva
bizonyitottuk, hogy a CRC betegeredetii organoidok kivald modellrendszernek

szamitanak az EV-k vizsgélatdhoz.

A CRC kialakulasat eldsegitd faktorok EV termelésre kifejtett hatdsanak vizsgalata
soran kimutattuk, hogy az Apc mutacid, ami a Wnt utvonal szabalyozhatatlan aktiv
miikddéséhez, igy a CRC betegek nagy részénél a tumor kialakulasanak hatterében allo
fo faktor, jelentdsen befolyasolja a CRC sejtek EV termelését a Wnt jelatviteli Ut
indukalasa altal. Tovabba az ECM-alkotd kollagén I, ami a tumorigenezis soran
felhalmozddik a daganatos szovetben, szintén megemeli a CRC sejtek EV kibocsatasat.
Erdekes azonban, hogy az organoid eredetii EV-knek nincs hatisa a fibroblasztok

aktivaltsagara.

A TGFp, mint a fibroblasztok egyik f6 aktivatora, megvaltoztatja a normal fibroblaszt
eredetii EV-k miRNS profiljat. Fontos, hogy a fibroblaszt eredetii EV-k csak hipoxias
koriilmények kozott serkentették a CRC organoid sejtek koloniaformalo képességét, ami
arra utal, hogy a miRNS-ek TGFf indukalta valogatasa csak specialis feltételek mellett
jatszik szerepet CRC-ben.

Osszességében eredményeink alapjan az organoid rendszer alkalmas a tumoros sejtek
EV termelésének tanulméanyozasara. Az Apc mutacié és a kollagén felhalmozodas
kritikus faktorok a CRC sejtek EV termelésének indukalasaban. A fibroblasztok altal
kibocsatott EV-k miRNS profilja mdédosul a TGFB-val valo aktivalasukat kdvetden,
tovabba hipoxias koriilmények kozott a fibroblasztok aktivaltsagatol fiiggetleniil a

fibroblaszt eredetii EV-k serkentik a CRC sejtek koloniaképzo képességét.
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8.1. Summary

Extracellular vesicles (EVs) are membrane-surrounded structures that transmit
biologically important molecules from the releasing to target cells, thus providing a novel
intercellular communication mechanism. Since EVs carry their cargo in a protected form
and their secretion is generally increased in tumorigenesis, EVs hold a great potential for
early cancer diagnosis. By 3D culturing, we provide evidence that colorectal cancer
(CRC) patient-derived organoids, representing a state-of-the-art established and essential

approach for studying human CRC, is a suitable model for EV analysis.

When testing the effects of major factors promoting CRC progression on EV release
in the organoid model, we observed that Apc mutation, leading to uncontrolled Wnt
activation and thus to tumorigenesis in the vast majority in CRC patients, critically
induces EV release by activating the Wnt pathway. Furthermore, the extracellular matrix
component collagen, known to accumulate in tumorigenesis, enhances EV secretion as
well. Interestingly, we could not detect a major effect of organoid EVs on the activation
of fibroblasts.

The TGFp, one of the most important activating factors of fibroblasts, changes the
miRNA profile of the fibroblast-derived EVs. Importantly, the fibroblast-derived EVs
induce colony formation of CRC organoid cells only under hypoxia, suggesting that

TGFp-induced sorting of mMiRNAs plays a role in CRC only under specific conditions.

Collectively, we proved, that colorectal cancer patient-derived organoid system is a
suitable model for EV analysis. Our results with CRC and Apc-mutant adenoma
organoids identify Apc mutation and collagen deposition as critical factors for increasing
EV release from tumors. Furthermore, we provide evidence that the miRNA profile of
EVs derived from TGF( activated fibroblasts changes and stromal fibroblast-derived EVs

contribute to tumorigenesis under unfavorable conditions in CRC.
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Fliggelek

1. tablazat: A fehérjék listaja, amik mind a harom organoid mintaban (1-3) megtalalhato,
de az ilires Matrigel mintaban nem.

Jel Leiras
CFAI Complement factor | OS=Homo sapiens GN=CFI PE=1 S\V=2
DHE3 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial OS=Homo sapiens

GN=GLUD1 PE=1 SV=2
EPCAM Epithelial cell adhesion molecule OS=Homo sapiens GN=EPCAM

PE=1SV=2

FPRP Prostaglandin F2 receptor negative regulator OS=Homo sapiens
GN=PTGFRN PE=1 SV=2

HEMO Hemopexin OS=Homo sapiens GN=HPX PE=1 SV=2

HSP7C Heat shock cognate 71 kDa protein OS=Homo sapiens GN=HSPAS8
PE=1 SV=1

IGHA1 Immunoglobulin heavy constant alpha 1 OS=Homo sapiens
GN=IGHA1 PE=1 SV=2

IGHG1 Immunoglobulin heavy constant gamma 1 OS=Homo sapiens
GN=IGHG1 PE=1 SV=1

IGHG4 Immunoglobulin heavy constant gamma 4 OS=Homo sapiens
GN=IGHG4 PE=1 SV=1

IGKC Immunoglobulin kappa constant OS=Homo sapiens GN=IGKC PE=1
Sv=2

IGLC3 Immunoglobulin lambda constant 3 OS=Homo sapiens GN=IGLC3
PE=1SVv=1

ITIH4 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 OS=Homo sapiens

GN=ITIH4 PE=1 SV=4
LAMA1 Laminin subunit alpha-1 OS=Homo sapiens GN=LAMAL PE=1 SV=2

LAMB1 Laminin subunit beta-1 OS=Homo sapiens GN=LAMB1 PE=1 SV=2

LAMC1 Laminin subunit gamma-1 OS=Homo sapiens GN=LAMC1 PE=1

Sv=3

LG3BP Galectin-3-binding protein OS=Homo sapiens GN=LGALS3BP PE=1
Sv=1

NID1 Nidogen-1 OS=Homo sapiens GN=NID1 PE=1 SV=3

OLFM4 Olfactomedin-4 OS=Homo sapiens GN=OLFM4 PE=1 SV=1

PDC6I Programmed cell death 6-interacting protein OS=Homo sapiens
GN=PDCD6IP PE=1 SV=1

PGBM Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core
protein OS=Homo sapiens GN=HSPG2 PE=1 SV=4

SDCB1 Syntenin-1 OS=Homo sapiens GN=SDCBP PE=1 SV=1

TRFE Serotransferrin OS=Homo sapiens GN=TF PE=1 SVV=3
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2. tablazat: Az Advanced TagMan miRNA vizsgalat soran hasznalt miRNS-ek.

miR Assay ID
mir-10a-5p 479241 mir
mir-128-3p 477892_mir

mir-146a-5p 478399 _mir
miR-155-5p 483064 _mir
mir_181a-5p 477857 _mir
mir-181b-5p 478583 _mir
mir-210-3p 477970_mir
mir-222-3p 477982_mir
mir-532-5p 478151 _mir

mir_484 478308_mir

3. tablazat: A TGFp kezelt és kezeletlen human normal kolon fibroblaszt eredetii EV-k
miRNS tartalma. A tablazatban csak azok a miRNS-ek szerepelnek, amik legalabb az
egyik mintaban eléfordultak.

hsa-let-7c hsa-let-7d hsa-let-7e hsa-let-7g
hsa-miR-1 hsa-miR-10a U6 snRNA U6 snRNA
hsa-miR-15b hsa-miR-16 hsa-miR-17 hsa-miR-18a
hsa-miR-19a hsa-miR-19b hsa-miR-20a hsa-miR-20b
hsa-miR-21 hsa-miR-23a hsa-miR-24 hsa-miR-25
hsa-miR-26a hsa-miR-26b hsa-miR-27a hsa-miR-27b
hsa-miR-28-3p hsa-miR-28 U6 snRNA U6 snRNA
hsa-miR-29a hsa-miR-29b hsa-miR-29c hsa-miR-30b
hsa-miR-30c hsa-miR-31 hsa-miR-34a hsa-miR-34c
hsa-miR-92a mmu-miR-93 hsa-miR-95 hsa-miR-99a
hsa-miR-99b hsa-miR-100 hsa-miR-101 hsa-miR-103
hsa-miR-106a RNU44 hsa-miR-106b hsa-miR-122
hsa-miR-125a-3p hsa-miR-125a-5p hsa-miR-125b hsa-miR-126
hsa-miR-127 hsa-miR-128a mmu-miR-129-3p | hsa-miR-130a
hsa-miR-130b hsa-miR-132 hsa-miR-133a hsa-miR-133b
mmu-miR-134 hsa-miR-135b hsa-miR-136 mmu-miR-137
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hsa-miR-138 hsa-miR-139-5p hsa-miR-140-3p mmu-miR-140
hsa-miR-142-3p hsa-miR-142-5p hsa-miR-143 hsa-miR-145
hsa-miR-146a hsa-miR-146b hsa-miR-148a hsa-miR-148b
hsa-miR-149 hsa-miR-152 hsa-miR-181a hsa-miR-181c
RNUA48 hsa-miR-184 hsa-miR-185 hsa-miR-186
hsa-miR-191 hsa-miR-192 hsa-miR-193a-3p hsa-miR-193a-5p
hsa-miR-193b hsa-miR-194 hsa-miR-195 hsa-miR-196b
hsa-miR-197 hsa-miR-198 hsa-miR-199a hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199b hsa-miR-200c hsa-miR-202 hsa-miR-203
hsa-miR-214 hsa-miR-218 hsa-miR-221 hsa-miR-222
hsa-miR-223 hsa-miR-224 hsa-miR-296 hsa-miR-301
hsa-miR-301b hsa-miR-320 hsa-miR-323-3p hsa-miR-324-3p
hsa-miR-324-5p hsa-miR-328 hsa-miR-329 hsa-miR-330
hsa-miR-331 hsa-miR-335 hsa-miR-337-5p hsa-miR-339-3p
hsa-miR-340 hsa-miR-155 hsa-let-7b hsa-miR-342-3p
hsa-miR-345 hsa-miR-361 hsa-miR-362-3p hsa-miR-362
hsa-miR-365 hsa-miR-369-3p hsa-miR-370 hsa-miR-374
mmu-miR-374-5p | hsa-miR-375 hsa-miR-376a mmu-miR-379
hsa-miR-381 hsa-miR-382 hsa-miR-409-5p hsa-miR-410
hsa-miR-411 hsa-miR-422a hsa-miR-423-5p hsa-miR-424
hsa-miR-425-5p hsa-miR-431 hsa-miR-433 hsa-miR-450a
hsa-miR-450b-5p | hsa-miR-452 hsa-miR-454 hsa-miR-455-3p
hsa-miR-455 hsa-miR-483-5p hsa-miR-484 hsa-miR-485-3p
hsa-miR-487a hsa-miR-487b hsa-miR-490 mmu-miR-491
hsa-miR-493 hsa-miR-494 mmu-miR-495 hsa-miR-517c
hsa-miR-502-3p hsa-miR-503 hsa-miR-517a hsa-miR-518a-5p
hsa-miR-518d hsa-miR-518e hsa-miR-518f hsa-miR-519a
hsa-miR-519d hsa-miR-523 hsa-miR-532-3p hsa-miR-532
hsa-miR-539 hsa-miR-542-5p hsa-miR-545 hsa-miR-548a
hsa-miR-548c hsa-miR-548c-5p hsa-miR-570 hsa-miR-574-3p
hsa-miR-576-3p hsa-miR-590-5p hsa-miR-597 hsa-miR-598
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hsa-miR-616 hsa-miR-625 hsa-miR-627 hsa-miR-628-5p
hsa-miR-629 hsa-miR-636 hsa-miR-642 hsa-miR-652
hsa-miR-655 hsa-miR-660 hsa-miR-671-3p hsa-miR-708
hsa-miR-744 hsa-miR-758 hsa-miR-885-5p hsa-miR-886-3p
hsa-miR-886-5p hsa-miR-889 hsa-miR-212 hsa-miR-376¢
hsa-miR-520b

4., tablazat: EV-gazdag ¢s EV-mentes CRC sejt eredeti médiummal kezelt fibroblasztok
eltéré génexpresszioja

Azonosité Név p-érték Fold change
(EV/noEV)

A_33_P3263538 NA 0.000309 1.543993487
A_33_P3382105 NA 2.00E-06 1.474269217
A_33_P3345743 NA 2.50E-05 1.391524844
A_23_P164022 MYO1C 1.20E-05 1.378723669
A_33_P3219697 NA 5.30E-05 1.375541818
A_33_P3802146 NA 3.40E-05 1.372367311
A_33_P3265606 NA 2.40E-05 1.353473524
A_33_P3209176 NA 2.20E-05 1.3441244
A_33_P3269803 NA 0.000672 1.337927555
A_23 P52336 UNC5B 0.000596 1.334839854
A_33_P3645805 NA 0.000399 1.325619442
A_23_P109907 ILDR1 0.00011 1.322560146
A_23 P214168 COL12A1 0.000715 1.322560146
A_24_P734953 TRNP1 8.80E-05 1.322560146
A_23_P60079 ANGPT2 0.000106 1.319507911
A_23 P382199 VAPA 0.000105 1.31646272
A_23 P146077 ZNF395 7.80E-05 1.310393404
A_33_P3246883 NA 0.000128 1.304352069
A_33 _P3451157 NA 0.000129 1.295342252
A_23 P152858 COPRS 0.000523 1.292352831
A_23 P303718 DST 0.000513 1.289370309
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A_33_P3239267 NA 0.00043 1.289370309
A_33_P3421219 NA 0.000215 1.289370309
A_33_P3752697 NA 0.000404 1.289370309
A_23 P52727 NAV2 0.000496 1.286394669
A_23 P69908 GLRX 0.000196 1.283425898
A_33_P3259557 NA 0.000163 1.280463977
A_33_P3294961 NA 0.000179 1.277508892
A_33_P3353051 NA 0.000194 1.277508892
A_23 P79927 NOP56 0.000156 1.271619167
A_24 P331704 KRT80 0.000288 1.271619167
A_33_P3338961 NA 0.000492 1.271619167
A_32_P41375 LINCO01000 0.000204 1.268684494
A_33_P3280066 NA 0.000493 1.268684494
A_23 P59602 MIOS 0.000291 1.265756594
A_23_P73780 IRAK1 0.000363 1.265756594
A_24 P370887 VAMP3 0.000494 1.265756594
A_33 P3321781 NA 0.000175 1.265756594
A_33_P3364696 NA 0.000273 1.262835451
A_23_P135616 STX18 0.000411 1.25992105
A_23_P28466 DAW1 0.000484 1.25992105
A_23_P69586 FAT1 0.000385 1.25992105
A_23_P75380 AIP 0.000385 1.25992105
A_24 P304051 GSTO1 0.000859 1.25992105
A_33_P3241596 NA 0.00067 1.25992105
A_23_P201342 DVL1 0.000574 1.257013375
A_23_P162945 SRP54 0.000356 1.25411241
A_33_P3234487 NA 0.000875 1.25411241
A_33_P3262191 NA 0.00043 1.25411241
A_33_P3317253 NA 0.000388 1.25411241
A_24 P252130 PPARD 0.000725 1.251218139
A_33_P3243878 NA 0.000412 1.251218139
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A 33 P3243907 | NA 0.000388 1.251218139
A_33 P3333033 | NA 0.00033 1.251218139
A_24_P116242 KLHDC2 0.000541 1.248330549
A_24_P160413 NA 0.000579 1.248330549
A_33 P3280044 | NA 0.000528 1.248330549
A_33 P3422289 | NA 0.000373 1.245449623
A_23_P166663 APPL1 0.000771 1.242575344
A 33 P3233841 | NA 0.000522 1.242575344
A_33 P3220437 | NA 0.000421 1.2397077
A_33_P3292179 | NA 0.000541 1.2397077
A_33_P3407324 | NA 0.00056 1.2397077

A 23 P117971 NA 0.000708 1.236846674
A 23 P145863 S100A11 0.000596 1.236846674
A_23 P87742 IFFO1 0.000871 1.236846674
A 33 P3397795 | NA 0.000612 1.236846674
A_23_P14083 AMIGO?2 0.000546 1.233992249
A 33 P3265956 | NA 0.000627 1.233992249
A 33 P3289561 | NA 0.000733 1.233992249
A 33 P3354499 | NA 0.000805 1231144413
A_24_P51588 CCNL2 0.000582 1.22830315
A 33 P3362321 | NA 0.000948 1.22830315
A 33 P3385765 | NA 0.000856 1.225468442
A_23_P161634 MUSS1 0.000942 1.222640278
A_23_P395595 FNBP4 0.00095 1.222640278
A 33 P3304382 | NA 0.000752 1.222640278
A_33_P3371718 | NA 0.000854 1.222640278
A 33 P3384442 | NA 0.000854 1.222640278
A_23_P208516 MBOAT7 0.000894 1.21981864
A_33_P3212823 | NA 0.000776 1.21981864
A 33 P3759592 | NA 0.000853 1.21981864
A 33 P3503937 | NA 0.000892 1.217003513
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A 33 P3326904 | NA 0.000935 1.214194884
A_23 P54991 DYNLL2 0.000995 0.816014485
A_23 P19712 GMNN 0.000919 0.804780173
A_24_P117029 LDLR 0.000581 0.802922882
A_33 P3293524 | NA 0.000789 0.79922115

A_23 P132277 MCM5 0.000435 0.795536484
A 33 P3368830 | NA 0.000327 0.788218036
A_33_P3420446 | NA 0.000643 0.784584098
A_23_P387471 MICB 0.000138 0.775572381
A_23 P20443 LZTS1 5.70E-05 0.759611332
A 33 P3247086 | NA 3.80E-05 0.759611332
A_23 P30495 HMGCR 6.10E-05 0.742261785
A 33 P3382887 | NA 0.000114 0.723634619

96




