Az extracellularis vezikulak szerepe a tumor-sztroma
kozti kommunikacioban kolorektalis tumorokban

Doktori tézisek

Szvicsek Zsuzsanna

Semmelweis Egyetem
Molekularis Orvostudomanyok Doktori Iskola

N i
3
S & < /
=~ l [ SEMMELWEIS
, 7 ( EGYETEM
= 7
Y $ ‘ 3
% S PHD
7 S y

Témavezetd: Dr. Wiener Zoltan, Ph.D., egyetemi docens
Hivatalos biralok:
Dr. Sebestyén Anna, Ph.D., tudoményos fdmunkatars

Dr. Tarnok Krisztian, Ph.D., egyetemi adjunktus

Komplex vizsga szakmai bizottsag:

Elnok: Prof. Dr. Tordai Attila, MD., D.Sc.,
tanszékvezetd egyetemi tanar
Tagok: Dr. Mayer Balazs, Ph. D., tudomanyos fomunkatars

Dr. Lippai Moénika, Ph.D., egyetemi adjunktus

Budapest
2020.



1. Bevezetés

A vastag- és végbéltumor (CRC) az egyik leggyakoribb oka a daganatos
eredeti, halallal végz6d6 betegségeknek. Az esetek tulnyomo tobbségében a
betegség az adenoma-karcinoma utvonalon alakul ki, mely soran a bélham
epithél sejtjeinek megvaltozik a miikodése, a bélhamban abnormalis
sejtszaporulat (polip, adenoma) jelenik meg. Ennek a megvaltozott
mukodésnek a hatterében a betegek legnagyobb részében a mutacion atesett
adenomatous polyposis coli (APC) gén all, mely a CRC tumorigenezisének
egy korai lépése.

Az extracellularis vezikulak (EV-K) membrannal koriilvett struktarak,
melyek biologiailag fontos molekuldkat szallitanak a sejtek kozott, igy az
intercellularis kommunikacio egy 0j formajanak tekinthetjiik 6ket. A tumoros
szovet sejtjei tobb extracellularis vezikulat termelnek a normal sejtekhez
képest, azonban ennek a jelenségnek az okai még nem teljesen tisztazottak.
Mivel az EV-k felszinén vagy a belsejiikben a kibocsatod sejtre specifikus
molekulak talalhatoak, 1igy nagyon igéretes eszkdzok a  korai
tumordiagnosztika fejlddéséhez.

A tumoros mikrokdrnyezet fontos alkotdi a tumorasszocialt fibroblasztok
(CAF-0k), melyek aktivalt allapotban kiilonbdz6 extracellularis matrix elemek
(kollagén) és molekulak (TGFB) termelésével hozzajarulnak a
tumorprogresszidhoz. A CAF-oktél megkiilonboztethetjiik a tumoros szovettol
tavolabb elhelyezkedé peritumoralis fibroblasztokat (PTF), melyeket a
szakirodalom gyakran a CAF-ok nem aktivalt kontrolljaként emlit, hasonldan
a kereskedelmi forgalomban kaphatdé normal fibroblasztokhoz (NCF). A
tumoros szovetben a fibroblasztok egyik f6 aktivatora a TGFp.
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2. Célkitiizések

PhD munkédm sordn elsddleges célom a CRC sejtek és a sztromalis
fibroblasztok kozti extracellularis vezikulakon (EV) keresztiil megvaldosulo

kommunikacié tanulmanyozasa volt.

Ehhez a kovetkez6 kérdésekre kerestiink valaszokat:

1. Az organoid technologia alkalmas-e a CRC sejtek EV termelésének

vizsgalatara?
2. Milyen tényez6k befolyasoljak a CRC sejtek EV termelését?

3. A CRC sejtek altal kibocsatott EV-k hatassal vannak-e a colon

fibroblasztokra, és ha igen, milyen hatassal?

4. A colon fibroblasztok altal kibocsatott EV-k hatdssal vannak-e a CRC

sejtekre, és ha igen, milyen hatassal?

5. A betegeredeti CRC organoid vonalak altal kibocsatott EV-k tartalma

kozott van-e eltérés?

6. A colon fibroblasztok aktivaltsagi foka befolyasolja-e az EV termelést, a
kibocsatott EV-k tartalmat?



3. Moédszerek

A sejtkultirak fenntartasa

A munkank soran HCT116, SW620, SW1222 kolon sejtvonalakat, ATCC-
1459 human kolon fibroblasztot, illetve kontrollként Thpl sejtvonalat
hasznaltunk. A sejteket DMEM médiumban tartottuk (DMEM high glucose,
10% FBS). EV izolalas eldtt a sejteket EV-mentes FBS-t tartalmazo

médiumban, vagy nem teljes CRC organoid médiumban tartottuk.

Human organoid kultirak létrehozasa

A szovetmintat feldaraboltuk, a szovetdarabokra emészté puffert tettiink.
Az emésztett mintabol elkiilonitettiik a kriptdkat és a sejteket tartalmazo
feliilaszot (FU-t), sorozatos centrifugalassal elvalasztottuk a kriptakat
tartalmazo frakciot a minta tobbi részétdl. Az egysejtes frakciot a
késébbiekben felhasznaltuk fibroblasztok izolalasara, ahogy az a betegekbdl
szarmazo fibroblasztok izolaldasa bekezdésben is olvashatd. Az izolalt
kriptakat ezutan novekedési faktor csokkentett és fenolvoros-mentes Matrigel-
be agyaztuk, a mintdkra human organoid médiumot (HOM) tettiink. Néhany
kisérlet az organoidokat nem Matrigel-be agyaztuk, hanem 24 lyuka
szuszpenzids lemezen HOM-ban tartottuk. A hipoxias kisérleteket AnaeroGen

5,5L-es zsakok segitségével végeztiik.

Apc-mutans egér organoidok létrehozasa
A normal kriptakat C57Bl/6J vagy UBI-GFP egerekbdl szarmazo

bélszovetbdl izolaltuk. Az izolalds soran a vékonybelet darabokra vagtuk,
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alapos PBS-ses mosas utan a szovetdarabokat EDTA-ban inkubaltuk. Az
emésztést kovetden centrifugalassal elkiilonitettiik a kriptakat a sejtekt6l, majd
a kriptakat Matrigel-be agyaztuk. Az igy elinditott kultarakat vékonybél
organoid médiumban tartottuk (SIM).

Az altalunk hasznalt egér Apc sgRNS szekvencidt, amit korabban mar
publikaltak (sgRNS4, [Schwank, 2013]), lentiCRISPR v2-be klonoztuk a
BsmBI restrikciés helyekre az Addgene felhaszndl6éi utmutatdjadnak
megfeleléen. Az Apc mutans organoidokat a korabban mar publikalt [Sato,

2009], altalunk kissé modositott protokoll alapjan hoztuk 1étre.

Kollagén-alapi organoid kultirak

Az organoidokat eltavolitottuk a Matrigel-matrixbol, majd I-es tipust
kollagénbe agyaztuk, és a kultirakat HOM-ban tenyésztettiik. Az organoidok
kollagén matrixbol vald eltavolitaisahoz a cseppeket kollagenaz II-vel

kezeltiik.

A betegekbél szarmazé fibroblasztok izolalasa

A peritumoralis (PTF) és tumor asszocialt fibroblasztok (CAF) izolalasa
soran a betegeredetli szovettel ugy jartunk el, ahogy az a humdn organoid
kulturak létrehozdsa fejezetben ismertetésre keriilt. A sejteket tartalmazd
feliilaszot 5 percig 300g-vel centrifugaltuk, majd a sejteket tartalmazoé pelletet
petricsészébe tettiik és a kultarakat DMEM-ben tartottuk (DMEM high
glucose, 10% FBS). Masnap a nem letapadd sejteket eltavolitottuk a

tenyészetbol.



Ellenanyaggal fedett gyongyokkel torténo EV izolalas

Két nappal az EV izolalas el6tt a sejtekrdl a hasznalt médiumot friss, EV-
mentes FBS-t tartalmazo, vagy FBS mentes tapra cseréltiik. Izolalaskor a
feliilaszobol differencial centrifugalassal (300g 5 perc, 2000g 20 perc)
eltavolitottuk a sejttormeléket és a nagyobb méretli EV-ket, elsésorban
apoptotikus testeket. Az izolalas 1épéseit kontrollként tires EV-mentes
médiummal is elvégeztiik. A centrifugalasok utan kapott feliiliszohoz anti-
CD63, illetve anti-CD81 ellenanyaggal konjugalt magneses gyongyot adtunk.
A gyongyoket elézéleg 0,1%-0s BSA-val blokkoltuk, majd a mintakat 4°C-0s
hiitében éjszakdn at forgaton inkubaltuk. A sejtfeliiliszé leszivasa utdn a
tenyészedényekben maradt sejteket minden esetben megszamoltuk tripankék
festést alkalmazva, az aramlasi citometridval (FACS) kapott eredményeket

erre a sejtszamra normalizaltuk.

Egér eredetii EV detektalas anti-CD81 ellenanyaggal burkoelt magneses
gyongyokkel

Az anti-CD81 ellenanyagot magneses gyongyokhoz kotottik, a FACS
mérést megeléz6en ezt az anti-CD81 fedett gyongydt adtuk a sejtfeliiliszohoz,
majd az inkubalas masnapjan a mintdkhoz PE konjugalt anti-CD81

ellenanyagot adtunk. A pozitiv EV-ket aramlasi citométerrel detektaltuk.

EV izolalas RNS analizisekhez
A sejt- vagy organoid feliiluszot a gyiijtés utan sorozat centrifugaltuk majd
a kis méretli EV-ket ultracentrifugalassal izolaltuk. A miRNS detektalashoz az

ultracentrifugélassal szeparalt EV-ket vagy anti-CD63/81 ellenanyaggal fedett



gyongyokkel izolalt EV-ket hasznaltuk. Alternativ megoldasként az EV-
eredetii RNS-t ExXoORNEasy Serum/Plasma Starter Kit segitségével izolaltuk.

gNano mérések
A sejttenyészetek/organoidok médiumaban az EV-ket 48 oran at
gyljtottiik, a feliiluszot differencial centrifugaltuk, majd a feliiluszot qNano-

val elemeztiik.

NTA mérések

A fibroblasztokat 48 oran at FBS-mentes médiumban tenyésztettiik, az
Osszegytjtott médiumot sorozat centrifugaltunk, majd az FU-val dolgoztunk
tovabb. A mintakbol partikulum méreteloszlast és koncentraciot mértiink

ZetaView Z-NTA miiszer segitségével.

EV-k proteomikai analizise

Organoid eredetti FU mellett organoid-mentes Matrigel cseppeken tartott
HOM-ot hasznaltunk, amit szintén ultracentrifugaltunk. Az EV pelletet vizben
vettiik fel, majd a fehérjéket tObbszor ismételt fagyasztasi-olvasztasi ciklussal,
szonikalassal, emésztéssel tartuk fel, a korabban mar publikalt mddszer
alapjan [Osteikoetxea, 2018]. A fehérje koncentraciot Micro BCA Protein
Assay Kit segitségével mértiik meg. Azokat a fehérjéket, melyek a Matrigel
kontroll mintakban is megtalalhatoak voltak, eltavolitottuk az organoid
mintakbol szarmazo6 listardl, az igy modositott listakkal folytattuk a

proteomikai elemzést.



Liposzémak elkészitése és karakterizalasa
A kisérletek soran felhasznalt liposzomak atlag atméréje 105 nm volt (a
liposzomak elkészitése €s jellemzése egyiittmiikodés keretében valosult meg

dr. Varga Zoltannal, Természettudomanyi Kutatokdzpont).

TagMan low density miRNA array

A normal kolon fibroblasztokat (NCF) TGFp hozzaadasaval vagy anélkiil
sorozatos centrifugalas utan NTA-val mértiik. A mintakat anti-CD63 és anti-
CD81 ellenanyaggal konjugalt magneses gyongyokkel inkubaltuk, majd az
izolalt EV-ket Qiazol-lal lizaltuk. A teljes RNS-t a kis méretli RNS-sekkel
egylitt miRNeasy Micro Kit segitségével izolaltuk, a teljes RNS-t Megaplex
RT primerekkel visszairtunk, Megaplex PreAmp Primerek segitségével
felamplifikaltunk, végiil TagMan™ Array Human MicroRNA Card v2.0
felhasznalasaval vizsgaltuk. Az Array kartyakat ABI 7900HT miszerrel
mértiik le. Hattérként sejtmentes lyukakrol szdrmazoé médiumbdl szarmazd

1zolatumot is mértiink.

RNS izolalas és RNS mérések

Az RNS-t RNeasy Micro Kittel, a total RNS-t (kis méretii RNS-sekkel)
pedig miRNeasy Micro Kittel izolaltuk. Néhany kisérletben az EV-eredetii
mMiRNS-eket ExoRNEasy Serum/Plasma Starter Kittel nyertiilk ki. Az RNS
koncentraciéo meghatarozasara NanoDrop késziiléket hasznaltunk.

A miRNS-sel végzett kisérletekhez az RNS-t TagMan® Advanced
miRNA cDNA Synthesis Kittel irtuk at. A PCR reakciokat TagMan® Fast



Advanced Master Mix és TagMan® Advanced miRNA Assays segitségével
végeztik el.

Az mRNS mérésekhez RNS-t izolaltunk az organoidokbdl, illetve a
fibroblasztokbdl, majd az izolatumbdl teljes RNS-t cDNS-sé SensiFast™
cDNA Synthesis Kit segitségével irtuk 4at. A kvantitativ polimeraz
lancreakciés méréseket SensiFAST™ SYBR Hi-ROX Kit segitségével
végeztik SybrGreen detektalasi modszerrel. A mérést Applied Biosystems

7900HT Real-Time PCR gépen végeztiik.

Szekvenalas

A cDNS-t a Phusion High Fidelity DNA Polymerase-zal amplifikaltuk fel,
a DNS-t ezutan 2%-os agardéz gélbdl izolaltuk, Gel Purification Kit
segitségével tisztitottuk, majd a forward primer felhasznaldsaval Applied
Biosystems 3500 Genetic Analyzer miszerrel megszekvendltak a Genomikai
Medicina és Ritka Betegségek Intézetében. Az adatokat a Chromas 2.6

program segitségével elemeztiik.

Transzmisszios elektronmikroszkopia

Az ultracentrifugalas utani pelletet PBS-ben felszuszpendaltuk, majd a
mintat hartyaval bevont racsos gridre szaritottuk. Az EV-ket ezutan a racsra
fixaltuk 4% glutaraldehiddel, 2%-o0s foszfowolframsavval festettiik, majd
transzmisszios  elektronmikroszkoppal (MORGAGNI 268D) képeket
készitettink a  mintakrol  (egyiittmikodés dr.  Varga  Zoltannal,

Természettudomanyi Kutatokdzpont).



Wound-healing vizsgalat

A konfluens normal kolon fibroblaszt tenyészetekbe pipettaheggyel egy
egyenes csikot karcoltunk, majd EV izolalas utan EV-mentes vagy EV-gazdag
médiummal kezeltik a sejteket. A tenyészetekrdl képeket készitettiink
kiilonb6z6 idépontokban Nikon Diaphot mikroszkoppal. A sejtmentes
tertiletek méretét Image] szoftverrel mértiikk le. Néhany kisérlet sordn EV
izolalas el6tt az organoidokat 2 napon keresztiil hipoxias koriilmények kozott

tartottuk.

Immuncitokémia

Az immuncitokémidhoz hasznalt sejteket 4 vagy 8 kamras Falcon
CulturSlide targylemezen tenyésztettiik. A sejteket fixalas utan blokkold és
permeabilizal6 pufferben tartottuk, majd a mintakat elsédleges ellenanyagban
inkubaltuk (nyul anti-Ki67, nytl anti-IL6, egér anti-E-cadherin, egér anti-
aSMA patkany anti-vimentin). Masnap a felesleges ellenanyagot kimostuk a
mintakbol, ratettiik a mintakra a masodlagos ellenanyagokat (anti-nyul és anti-
egér Alexa Fluor 488, anti-egér és anti-patkany Alexa Fluor 568). Inkubalas
utan a mintdkat mosopufferben mostuk, majd DAPI-t tartalmazo
fedémédiumot tettiink rajuk. A mintakat konfokalis mikroszkoppal (Zeiss
LSM800) vizsgaltuk.

Szeneszcencia vizsgalat
A szeneszcencia meghatarozasa a szeneszcencia-asszocialt—[-galaktozidaz
(SA-B-Gal) aktivitasanak kimutatasaval tortént. A reakcié utan a mintakat

lathat6 fénytl inverz mikroszkoppal vizsgaltuk.



Microarray analizis

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

hasznaltunk, Chipster-be importaltuk (www.chipster.csc.fi), majd standard

Agilent one-color normalizaciés modszert végeztiink.

GSEA és tilélési analizisek
A génexpresszids adatsort bevittik a Gene Set Enrichment Analysis

szoftverbe  (http://www.broadinstitute.org/gsea) és az elemzést az

alapértelmezett beallitasokkal futtattuk le, és gén permutaciot alkalmaztunk. A
kegg.v3.1.symbols génsor modositott valtozatat hasznaltuk a Wnt target
gének, bél O&ssejt specifikus gének, és exoszoma specifikus  gének
hozzéadasaval. Az exoszoéma biogenezis géncsoportot publikalt adatok alapjan
készitettiik, és olyan géneket valasztottunk, melyeknek bizonyitottan szerepiik
van a MVB (multivesicular body, multivezikularis test) biogenezisben és az
exoszoma szekrécioban.

A talélési analizishez a GSE17537 és a GSE14333 géncsoportokat

hasznaltuk, melyek a betegek talélési adatait is tartalmazzak.

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.
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4. Eredmények

A kutatomunka els6 [épéseként megvizsgaltuk kiilonb6z6 CRC
sejtvonalak EV termelését 3D Matrigel matrixban, ahol a sejtek szferoidkat
hoztak 1étre. Megfigyeltiik, hogy a sejtek feliiluszojabol detektalni lehetett
CD63+ EV-ket az ellenanyaggal fedett gyongy alapi moédszerrel mind 2D,
mind 3D tenyésztési korilmények kozott, azonban 3D matrix esetén a
nagyobb EV-kre jellemz6 Annexin V+ eseményeket nem tudtuk kimutatni a
feliiluszobol. Ez arra utalhat, hogy a nagyobb méreti EV-k a Matrigel
matrixbol nem tudnak kiszabadulni.

A CRC sejtek EV termelésének vizsgalatahoz organoid technologiat
hasznaltunk, mely soran CRC-ben szenved6 betegektdl szarmazd szovetekbdl
3D tenyészeteket hoztunk 1étre Matrigel-ben. Fontos, hogy az 0Osszes
betegeredetli organoid vonalunk termelt CD63+ és CD81+ EV-ket. A
kisérleteink soran hasznalt organoid kulturak folyamatosan aktiv Wnt és
mutans p53 jelatviteli utvonallal rendelkeztek, de a KRAS ttvonal nem volt
mutans. Bizonyitottuk, hogy a CRC organoid eredetii EV-k tartalmaznak
mMiRNS-eket, azonban az EV izolaldsi moddszer nagyban befolyasolja a
detektalasi profilt 3D organoidbdl szarmazo EV-k esetében, és nagy a
variancia az egyes mintak k6zott is. A legkisebb hattér az ellenanyaggal fedett
gyongy alapu modszer esetén volt megfigyelhet, igy ez tekintheté a
legspecifikusabb eljarasnak az EV-k miRNS tartalméanak vizsgalatdhoz.
Elemeztiik a 3D organoid eredetli EV-k fehérjetartalmat is, és az eredmények
alapjan az azonositott fehérjéknek csak a 45%-a volt jelen mindegyik minta
esetén, ami arra utal, hogy nagy a variancia a kiilonb6z0 betegeredetii

organoid vonalak altal termelt EV-K tartalma kdzott.
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A CRC sejtek EV termelését befolyasolo koriilmények vizsgéalata soran
kimutattuk, hogy a CRC kialakulasaban kritikus ECM fehérje, a kollagén I
serkenti a CRC organoidok EV termelését. Széles korben elfogadott tény,
hogy a tumoros sejtek EV termelése intenzivebb a normal szovethez képest.
Ennek az oka, hogy ez kothetd-e valamilyen mutacidohoz, azonban még nem
ismert. Mivel a CRC sejtek a tumorigenezisnek egy késbi szakaszat
reprezentdljadk, és szamos mutdciét hordoznak, a kisérletek soran egy jol
meghatarozott, egységes genetikai  hattérrel rendelkezé  egértorzset
hasznaltunk. Apc mutaciot hoztunk Iétre 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 kiils6 hozzaadasa nélkiil
végeztik el a szelektalast. A WT organoidok erdsen fliggenek az R-Spondin-
1-t61, igy annak a médiumbol valé megvonasat csak az Apc mutaciot hordozo
organoidok élik tal. Erdekes modon az organoidok altal kibocsatott CD81+
EV-k mennyisége az Apc mutaciot kovetden jelentdsen megemelkedett. Gene
Set Enrichment Analysis (GSEA) segitségével teszteltiik, hogy vajon a
mutaciot kévetéen az EV-k kialakuldsaban (exoszoéma biogenezis) szerepet
jatsz6 gének megvaltozott expresszidja felelés-e a megemelkedett EV-
termelésért. Az Apc mutaciot hordozé mintakban azonban az exoszoma
biogenezis génkészlet nem mutatott pozitiv feldusulast. Annak kideritésére,
hogy a Wnt-tutvonal aktivalasa vezet-e megemelkedett EV termeléshez, vad
tipusu intesztinalis organoidokat kezeltiink Wnt3a-val, vagy a GSK-3 gatl
CHIR99021-gyel, melyek a WNT-utvonal ismert aktivatorai. Az ApcC
mutaciohoz hasonléan a Wnt3a és a CHIR99021 kezelés is megemelte a

Ki67+ o0szt6dd sejtek szamat, és csokkentette a Mucin-2+ kehelysejtek
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aranyat. Ezzel parhuzamosan igazoltuk, hogy a kezelések hatasara
alacsonyabb lett a Mucin-2 és az enterocita marker Alpi gének RNS szintje, és
megemelkedett a Whnt-target Ossejt marker Lgr5 gén RNS szintje. Fontos,
hogy az Apc mutacidhoz hasonléan a Wnt3a és a CHIR99021 kezelés hatasara
is jelentésen megemelkedett az organoidok EV-termelése, mikdzben az aktiv
kaszpéaz-3 + sejtek szama nem valtozott. Ez alapjan az Apc mutacié a Wnt
jelatviteli utvonal serkentésén keresztil emeli meg a CRC sejtek EV
termelését.

Ismert tény, hogy a tumoros szdvetben a fibroblasztok mennyisége
negativ korrelaciét mutat a betegség kimenetelével, igy megvizsgaltunk tobb
kolon fibroblaszt vonalat is. Miutan az adataink azt mutattak, hogy szamos
faktor serkenti az EV termelést adenoma és CRC sejtek esetében, kivancsiak
voltunk, hogy milyen faktorok vannak hatassal a fibroblasztok EV
termelésére. A vizsgdlatok soran sejtbankbol szarmazoé normal kolon
fibroblaszt mellett CRC betegekbdl szarmazo tumprasszocialt (CAF) és a
tumoros szocettdl tavolabb elhelyezkedd peritumoralis (PTF) fibroblasztokat
is hasznaltunk. Mivel a fibroblasztok a tumoros szovetben tumorasszocialt
fibroblasztként aktivalt allapotban vannak, igy kivancsiak voltunk, hogy ez az
aktivaltsagi fok befolyasolja-e a sejtek EV termelését. A normal
fibroblasztokat TGFp-val kezeltiik, majd immuncitokémiai és génexpresszios
analizissel ellendriztiik, hogy a sejtek aktivalodtak-e. A kezelést kdvetéen a
fibroblasztokban lecs6kkent az 0sztddo sejtek szama, ami szakirodalmi adatok
alapjan a TGFp altali aktivacio kovetkezménye, illetve megemelkedett a
fibroblaszt aktivacios marker aSMA expresszios szintje. Ezt a QPCR vizsgalat
is alatamasztotta, hiszen a kezelést kovetden megemelkedett a fibroblaszt

aktivacioval kapcsolatos gének expresszidja. A TGFP kezelés utan nem
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tapasztaltunk valtozast a CD81+ vagy CD63+ EV kibocsatasaban.
Hasonloképp a Nanoparticle Tracking Anlysis (NTA), az EV-k mennyiségi
mérésére széleskorben alkalmazott moddszer sem mutatott eltérést a
partikulumok mennyiségében ¢és azok méretbeli eloszlasaban a kezelést
kovetden. Ezek alapjan a normal fibroblasztok aktivaltsaga nincs hatassal az
EV termelésiik intenzitasara. Erdekes modon azonban a normal colon
fibroblasztok TGF[ altali aktivalasa modositotta a fibroblaszt eredetii EV-k
miRNS cargojat. Tagman advanced miRNS Array-t alkalmazva 377 miRNS-t
vizsgalva 209 miRNS-t detektdltunk a mintak kozil legalabb az egyikben, és
négy olyan miRNS-t (hsa-miR-101, 382, 424, 642), ami csak a TGFp-kezelt
mintakban volt jelen.

Megvizsgaltuk, hogy a fibroblasztok aktivaltsdgi foka milyen hat4ssal
van a migracios képességiikre, igy TGFp kezelést kovetéen wound healing
assay-t végeztiink a sejtekkel. Erdekes modon a normal fibroblasztok esetén a
sejteknek a kezelést kovetden lecsokkent a migracios képessége, lassabban
zarult a seb, azonban ezt a jelenséget a PTF és CAF mintak esetében nem
tapasztaltuk.

Ezt kovetéen az organoid rendszert felhasznaltuk arra, hogy
megvizsgaljuk az EV-k szerepét a tumor-sztroma kommunikacioban. Az
ATCC1459 huméan colon fibroblasztokat 3D CRC organoid feliilliszobdl
készitett EV-gazdag, illetve EV-mentes médiummal kezeltiik, majd
microarray vizsgalatot végeztiink. Erdekes modon a CRC-eredetii EV-knek
nem volt jelentds hatasa a fibroblasztok transzkripcids profiljara. A CRC
organoid eredeti EV-k kedvezdtlen korilmények kozott (hipoxia) sem
serkentették a fibroblasztok motilitdsat sebgyogyuldsi vizsgalat soran.

Kovetkezd 1épésként normoxias €s hipoxids koriilmények kozott tenyésztett
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human Kkolon fibroblasztok médiumabdl izolaltunk EV-ket, majd ezeket CRC
organoid-eredetii sejtekhez adtuk. Erdekes modon csak abban az esetben
figyeltiik meg nagyobb szamu 10j organoid ndvekedését, amikor hipoxias
koriilmények kozott tenyésztett fibroblasztok médiumabdl izolalt EV-kkel
tortént a kezelés, ezt a hatast azonban nem tapasztaltuk az EV-mentes
médiummal torténd kezelés esetében. Fontos, hogy a kisérleteket kontrollként
elvégeztiik akut monocytas leukémia paciens eredeti THP1 sejtvonal
médiumabdl izolalt EV-kkel és liposzomdkkal is, melyek esetében nem
tapasztaltunk hatast az organoidok novekedésére nézve. Ezek alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy az organoidok kolonia kialakitd képességének
serkentése a hipoxias fibroblaszt eredetli EV-khez k&thetd.

Osszességében bizonyitottuk, hogy a CRC sejtek és a sztromalis
fibroblasztok kozott EV-ken Keresztilli kommunikacio is megvalosul a

tumoros szovetben.

5. Kovetkeztetések

o Kimutattuk, hogy a kisebb EV-k detektalhatdak a 3D organoidok és
szferoidok feliiluszojaban, azonban nagyobb EV-k nem tudjak elhagyni
a 3D matrixot.

e Bizonyitottuk, hogy a betegeredeti CRC organoidok termelnek EV-
ket, amiket vizsgalhatunk is a felliluszoban, igy igazoltuk, hogy a
Matrigel alapu 3D organoid technologia alkalmas az EV-k vizsgalatara
CRC esetén.

e A CRC tumorigenezisében kritikus faktorok, mint példaul az Apc
mutacié vagy a kollagén I felhalmozddas serkenti az EV kibocsatas
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intenzitasat tumor organoidokban. Tovabba, mivel az APC mutacio egy
nagyon korai esemény a CRC tumorigenezise soran, az adataink arra
utalnak, hogy ez a megemelkedett EV-termelés mar az adenoma
stadiumban jelen van. Bizonyitottuk tovabba, hogy az Apc mutacid a
Whnt jelatviteli utvonal serkentésén keresztiil emeli meg a CRC sejtek
EV termelését.

e FErdekes modon, bar a fibroblaszt eredetii EV-k serkentik a tumoros
sejtek koloniaképzd képességét hipoxiaban EGF-dependens CRC
esetekben, ha kiilsé EGF jelen van, az organoid eredetii EV-k nem
eredményeztek jelentds valtozast a fibroblasztok aktivaltsagaban.

e A normal colon fibroblasztok TGFp altali aktivalasa modositja a
fibroblaszt eredetli EV-k miRNS cargojat, a hsa-miR-101, 382, 424 és
hsa-miR-642 miRNS-ek csak az aktivalt normal fibroblaszt eredetli
EV-kben jelennek meg.

Az eredményeink hangsulyozzak az organoid technolédgia jelentdségét
az EV-karakterizalo kutatasokban, illetve bizonyitjak, hogy a CRC sejtek és a
fibroblasztok ko6zott EV-ken keresztiili kommunikacié is zajlik a tumoros
szovetben. Adataink értékes alapot adnak azoknak a kutatasoknak, melyek az
EV-k diagnosztikai markerként, vagy terapias gyogyszer célbajuttatd

eszkozként valo hasznalatat célozzak.
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