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1. Irodalmi hattér

A tumoros betegségek koziil a két leggyakoribb ok a tumorok
altali halalozasi listdn a hasnyalmirigy duktalis adenokarcinoma
(PDAC) és a nem kissejtes tiidérak (NSCLC). Mindkét betegségnél az
5 éves tulélési valoszinliség kevesebb, mint 15%. A PDAC a
leggyakoribb hasnyalmirigy tumor. Tobb kdrnyezeti faktor is szerepet
jatszik a kialakulasdban: legnagyobb mértékben a dohanyzés, ezt
kovetden pedig a diabetes mellitus és a kronikus hasnyalmirigy
gyulladas (CP). Leggyakrabban a KRAS ¢és a TP53 gének mutacioit
figyelhetjiik meg a betegek mintdiban. Az NSCLC heterogén
betegségcesoport, a leggyakoribb altipusa a tiidé adenokarcinoma
(LUAD). A LUAD epithél eredetii, mirigyes differencialédasa, mucin
termeld tumortipus, amely a légutak disztalis részén alakul ki. Mint
minden tiidétumor esetében, a dohanyzas itt is jelentGs mértékben
noveli a kialakulas esélyét, azonban a nem dohanyzok korében ez a
leggyakrabban kialakulé tidétumor. A TP53 génjében talalhato
leggyakrabban mutaci6 ezeknél a tumoroknal. Mindkét tumortipusnal
a rossz tulélési adatok egyik fontos oka, hogy a korai diagnozis nem
megoldott. Eppen ezért fontos a betegség kialakulasihoz vezetd
sejtbiologiai  folyamatok, foként a tumor mikrokdrnyezetében
végbemend valtozasok hatasanak jobb megértése.

Az extracellularis vezikulak (EV) biologiai membrannal
koriilvett, a sejtek altal kibocsatott partikulumok, melyek a célsejtek
mitkodését tobb modon is képesek befolyasolni pl. miRNS, fehérjék,
lipidek transzportja altal, igy a sejtek kdzotti kommunikacié uj modjat
testesitik meg. Minthogy a biologiailag fontos molekulak védett
modon, a testfolyadékok enzimjeit6l elzartan és koncentralva
szallitddnak, igy az EV-k detektalasa a korai tumordiagnosztika egyik
legigéretesebb iranyanak szamit. Az EV-knek igazolt szerepiik van a
tumorigenezisben tobb tumortipus esetében is, a tumorok
kialakulasanak esélyét megnoveld tényezOknek az EV-kre Kifejtett
hatdsa azonban még nem ismert.

A tumorok mikrokérnyezetének valtozasai jelentdsen
befolyasoljak a tumorsejtek életképességét és a tumorok novekedését.
A Wnt jelatviteli utvonal kiemelked6 szerepet jatszik tobb tumortipus
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kialakuldsaban, fennmaradasaban és metasztazis képzésében. Az
ECM valtozasai és a tumor asszocialt fibroblasztok (CAF) jelenléte
szintén nagy hatassal vannak a tumor sejtekre. Ezen folyamatoknak az
EV termelésre gyakorolt hatdsanak jobb megértése hozzajarulhat az
EV alapt diagnosztika kidolgozasahoz.

2. Célkitiizések

Munkéank soran elsddleges célunk volt a mikrokdrnyezet hatasat
vizsgalni az EV szekrécio intenzitasara kiilonbdzé normal és tumoros
szovetb6l szadrmazd organoid modelleken, az ECM és a Wnt
kibocsatasra, mint két fontos tényezore fokuszalva.

A kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. A krénikus hasnyalmirigy gyulladas (CP) jelentés kockazati
tényez6 PDAC-re. Munkacsoportunk eredményei alapjan a PDAC-
hoz hasonléan a CP-ben is emelkedett EV szint mutathato ki. Egér
hasnyalmirigy duktalis organoid modell felhasznalasaval arra voltunk
kivancsiak, hogy van-e hatasuk az EV termelésre olyan
mikrokdrnyezeti valtozasoknak (citokinek, az ECM valtozasa),
melyek kozosek a CP-ben és a PDAC-ben.

2. Korabban azt talaltuk, hogy a Wnt aktivitas befolyasolja az EV
kibocsatast intestinalis adenomaban. Arra is kivancsiak voltunk, hogy
ez altalanos jelenség-e kiilonb6z6 normal és tumoros szovetek
esetében.

3. LUAD egér modellek esetében azonositottak egy Wnt termeld
mikroniche-t, mely kozponti jelentdségii a tumorsejtek proliferacios
kapacitasa szempontjabol. Kisérleteink soran ennek a niche-nek a
jelenlétét igazolni kivantuk human LUAD modellben is.

4. Célul tiztik ki annak vizsgalatat, hogy a Wnt szekrécio
tekintetében megfigyelhetd sejtes heterogenitas hogyan befolyasolja
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az osztddo sejtek szamat és az EV kibocsatast kiilonbz6 organoid
modellekben, illetve a fibroblasztokbdl szarmazé EV-k befolyasoljak-
e a mikroniche-ek kialakulasat.

5. LUAD esetében azonosithatok-e olyan sejtpopulaciok, melyek

eltéré Wnt termeld mikroniche képzési potenciallal rendelkeznek, igy
eltéré szamu o0sztddo sejtet tartalmazoé organoidokat képeznek?

3. Modszerek

3.1. A sejtkulturak fenntartasa

Munkank soran A549 ¢és H1975 nem kissejtes tiido
adenikarcinoma, valamint kontrollként immortalizalt normal tido
epithél BEAS-2B sejtvonalakat hasznaltunk. A 3D tenyésztéskor 14
napig novekedési faktor csokkentett, fenolvords-mentes, 25 pl-es
Matrigel cseppekbe 20 000 sejtet helyeztiink, amelyek szferoidokat
képeztek.

3.2. Egér hasnvalmirigy és tiidé bronchiolaris organoidok
1étrehozasa és fenntartasa

A hasnyalmirigyb6l szarmazé duktalis eredetii organoidok
izolalasdhoz C57Bl/6] egerek hasnyalmirigyét hasznaltuk. A
szovetmintat feldaraboltuk, ¢és emésztd puffert tettiink ra. Ezt
kovetden mikroszkop alatt kivalogattuk a duktalis eredetii részeket. A
tiidé bronchiolaris organoidok el6allitasa soran a szovetmintat az
emésztés utdn 70 pm-eS sejtsziirén atszartik. A duktalis és
bronchiolaris mintakat PBS-sel mostuk, majd centrifugalast kovetéen
beagyaztuk Oket novekedési faktor csokkentett, fenolvords-mentes
Matrigel cseppekbe és kémiailag definialt médiumban tenyésztettiik.
Az organoidokon a tapot 4 naponta cseréltik. 7-8 naponta
eltavolitottuk O6ket a 3D matrixbdl, majd mechanikusan kisebb
darabokra szedtiik az organoidokat és ismét Matrigel-be agyaztuk be.
Egyes kisérletekben az organoidok médiuméhoz Wnt utvonal gatlo
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IWP2-t, illetve LGK974-et, vagy Notch ttvonal gatlo DBZ-t, illetve
DAPT-ot adtunk. Tovabba bizonyos kisérleteknél az organoidokat IL-
1B-val, IL-6-tal, vagy TNF-a-val kezeltiik.

3.3. Egér tudo eredetii fibroblaszt kultarak létrehozasa és
fenntartasa

A tiid6bol szarmazo fibroblasztok izoldlasanal C57B1/6J
egerek teljes tiidejét eltavolitottuk. A szovetmintat feldaraboltuk, és
emésztd puffert tettiink ra. Emésztést kovetden 2x mostuk a sejteket
PBS-sel, majd fibroblaszt médiumban tenyésztettik. Egyes
kisérletekben az fibroblasztok médiumahoz Wnt szekrécid gatld
LGK974-et adtunk.

3.4. Human bronchiolaris és LUAD eredetii organoid és
fibroblaszt kultirak létrehozasa és fenntartasa

A normal és a tumoros eredetli szovetmintakat feldaraboltuk,
és emésztd puffert tettiink rd. Emésztést kdvetden 2x mostuk a
mintakat PBS-sel, majd beagyaztuk 6ket 25 pl-es novekedési faktor
csokkentett, fenolvorés-mentes Matrigel cseppekbe. A tumoros
eredetli organoidokat 10 napig nutlin-3 kezeléssel szelektaltuk, mely
hatasara csak azon sejtek éltek tul, melyek nem tartalmaztak vad
tipusu P53-at.

A fibroblasztok izolalasa soran a sejteket fibroblaszt
médiumban  tenyésztettiik. Bizonyos kisérleteknél organoid
feliiliszobol izolalt EV-kel kezeltink (I1d. alabb), FBS mentes
médiumban hozzaadva a fibroblasztokhoz.

3.5. Kollagén alapu organoid kultarak

A hasnyalmirigy egér organoidokat eltavolitottuk a Matrigel
matrixbol, majd kétszer mostuk PBS-sel. Ezutan I-es tipusu
kollagénbe, vagy I-es tipusu kollagén és Matrigel kiilonb6z6 aranyu
keverékébe (25%, 50% vagy 75% kollagén I tartalmu) agyaztuk be az
organoidokat. Egyes kisérletekben az egér hasnyalmirigy organoidok
médiumahoz IL-1B, IL-6, vagy TNF-a citokineket adtunk.
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3.6. EV izolalas ellenanyaggal fedett gyongyokkel

A sejtek és az organoidok az izolalas el6tt 2 nappal kaptak
friss médiumot-. A feliiliszobol diferrencial centrifugalassal
eltavolitottuk eldszor a sejttormeléket, majd a nagyobb vezikulakat,
illetve apoptotikus testeket. Kontrollként tires, EV-mentes médiumot
hasznaltunk, amelyen ugyanezeket a centrifugalési 1épéseket végeztiik
el. A centrifugalas utan kapott feliiliszohoz anti-CD63 vagy anti-
CDS81 ellenanyaggal konjugalt magneses gyongyot adtunk. A
gyongyodket el6zéleg 1%-0s BSA-val blokkoltuk. A gyongy6khoz
kotott EV-ket fluoreszcensen jelzett anti-CD63 vagy anti-CD81
ellenanyaggal és aramlasi citometriaval mutattuk ki. A sejtfeliiluszo
leszivasa utan a sejteket minden esetben tripankék festést kdvetden
megszamoltuk és sejtszamra normalizaltuk az dramlési citometriaval
(FACS) kapott eredményeket.

3.7. NTA analizis (Nanoparticle Tracking Analysis)

A sejtek és organoidok el6készitése hasonlé médon tortént,
mint az &aramlasi citometrids mérések el6tt. A differencial
centrifugalast kdvetéen a mintakbdl higitast készitettiink, melyben a
partikulum méreteloszlast és koncentraciot Zeta View Z-NTA miiszer
segitségével hataroztuk meg.

3.8. EV izolalas funkcionalis vizsgalatokhoz

Szérum mentes médiumban tenyésztettiik a fibroblasztokat
és az organoidokat is 2 napig, majd a feliilaszon differencial
centrifugalast és ultracentrifugalast végeztiink. A pelletet mosas utan
PBS-ben vettilk fel, amelybél az EV mennyiséget NTA-val
meghataroztuk, majd az EV-ket egér vagy human tido
fibroblasztokhoz, illetve human tiidé organoidokhoz adtuk.

3.9. Aramlasi citométer és sejt szortolas

Az organoidokat és a sejtvonalak altal képzett szferoidokat
eltavolitottuk a Matrigelb6l, majd TrypLE-lel kezeltiik a mintakat. Az
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egysejtes szuszpenzioban az elsddleges ellenanyaggal és a
masodlagos ellenanyaggal vald inkubélast kovetden 4aramlasi
citométerrel (FACS) detektaltuk a pozitiv sejteket. Egyes
kisérletekben az  organoidokbol szarmazd  sejtpopulaciokat
fluoreszcencian alapul6 sejtszorterrel (Sony SH800S) médiumot vagy
Qiazol lizis puffert tartalmazé csovekbe valasztottuk szét, hogy
organoid kultirakat inditsunk, vagy RNS-t izolaljunk.

3.10. Immuncitokémia

A sejteket és az organoidokat 4 vagy 8 kamras
targylemezeken tenyésztettiik. A sejteket fixalast kdvetéen blokkold
pufferben  permeabilizaltuk, majd a mintdkat -elsédleges
ellenanyagban inkubaltuk 4°C-on éjen at. Masnap a felesleges
ellenanyagot kimostuk a mintakbol és masodlagos ellenanyagban
inkubaltuk szobahdn 2 6rat. A mintakat DAPI tartalmu fed6anyaggal
vald lefedést kovetden konfokalis mikroszkoppal (Zeiss LSMS800 és
Leica TCS SP8) fotoztuk le, és a Zen 2.6 (blue edition) és Imagel
szoftverekkel értékeltiik ki.

3.11. Transzmisszos elektronmikroszkopia (TEM)

Az ultracentrifugalt feliiliszobol kapott pelletbél 2 ul-t
hartyaval bevont racsos gridre szaritottuk. Ezt kovetden
glutaraldehiddel rafixaltuk a mintat a gridre, majd foszfovolfram
savval kontrasztositottunk. Végiil dr. Lérincz Péter (ELTE Anatomiai,
Sejt- és Fejlodésbiologia Tanszék) segitségével TEM képeket
készitettink a  gridekr61 (JEM-1011 transmission electron
microscope).

3.12. RNS izolalas és mRNS mérés

A sejttenyészetekb6l és az organoidokbol teljes RNS-t
izolaltunk a miRNEasy Micro Kit-tel, majd az RNS koncentraciot
NanoDrop késziilékkel hataroztuk meg. Az mRNS mérésekhez 0,5 ug
total RNS-t irtunk a4t cDNS-sé. A kvantitativ PCR reakciohoz a
SyberGreen detektalasi modszert alkalmaztuk. Az egér hasnyalmirigy
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organoid vizsgalatokhoz TagMan probakat hasznaltunk. A méréseket
Applied Biosystems 7900HT Fast real-time PCR késziilékkel
végeztiik, az eredményeket haztartasi génre (HPRT1) normalizaltuk,
majd bizonyos kisérletekben a heatmap képeken a z-score értékeket
abrazoltuk a Heatmapper program segitségével
(www.heatmapper.ca).

3.13. Szekvenalas

A c¢DNS mintakbol a megfelelé szekvencidkat a Phusion
High Fidelity DNA Polymerase-zal amplifikaltuk fel. A PCR terméket
2% agaroz gélbdl izolaltuk, majd dr. Bodor Csaba (Semmelweis
Egyetem, 1. Patologiai és Kisérleti Rakkutato Intézet) munkacsoportja
segitségével a forward és reverse primerekkel is elvégeztik a
szekvenalast Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer késziilékkel.
Az adatokat a Chromas 2.6 software segitségével elemeztiik.

3.14. Statisztikai analizis

A statisztikai analizishez a Microsoft Excel, SPSS 25-6s
verzi6 és GraphPad software-eket alkalmaztuk. Az adatok
kiértékelésénél parositott és parositatlan t-probat, ANOVA tesztet és
Tukey post hoc tesztet, Mann-Whitney U-tesztet, vagy Kruskal-
Wallis tesztet Dunn post hoc teszttel hasznaltunk, *p<0.05, **p<0.01
és ***p<0.005 szignifikancia szintekkel. A ,.fold change” adatok
elemzésekor az értékeken logaritmikus transzformaciot hajtottunk
végre és az igy atalakitott adatokra alkalmaztuk az egymintas t-tesztet.

4. Eredmények

4.1. A kollagén felhalmozédasa emelkedett EV szintet
eredményez egér hasnvalmirigv duktalis organoidokban

Egy nemrégiben végzett atfogd tanulmany kimutatta, hogy a
tumorok mikrokdrnyezetének moddosulasa, mint példaul a PDAC
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soran az ECM valtozasai, mar jelen vannak a kronikus hasnyalmirigy
gyulladasban (CP) is, ami a PDAC kialakuldsanak egyik legfontosabb
rizikofaktora. Korabbi eredményeink alapjan tovabba nem csak a
PDAC, hanem a CP betegekben is emelkedett EV szint mutathato ki.
A pre-tumor stddiumban a mikrokdrnyezet valtozasanak
modellezésére egér hasnyalmirigy duktalis organoidokat izolaltunk.
Bizonyitottuk, hogy csak duktalis eredetii organoidokat tartalmaz a
kultirank, és hogy az EV-k kimutathatok az organoidok
feliiluszéjaban. Igy elmondhatjuk, hogy az egér hasnyalmirigy
organoidjaink megfelel6 modellnek bizonyultak kisérleteinkhez.

Ezt  kovetden olyan  mikrokdrnyezeti  faktorokra
fokuszaltunk, amelyek a CP esetében meghatarozoak: a kollagén I
felhalmozodasa, valamint az IL-1f, az IL-6, és a TNF-a citokinek
jelenléte. Amikor tiszta kollagén I-ben tenyésztettiik az organoidokat,
az rovid idon beliil a pusztulasukhoz vezetett, a citokinek hozzdadésa
az organoidok médiumahoz azonban nem okozott valtozast az EV
kibocsatasban. Viszont amikor a kollagén ¢és Matrigel matrix
kiilonb6zé  aranyt  keverékében tenyésztettiik  Oket, akkor
megnovekedett az EV szint az organoidok feliiluszojaban.
Megfigyeltiik, hogy minél nagyobb szazalékban tartalmaz a matrix
kollagén I-et, annal tobb EV-t tudunk detektalni. Kollagén hatasara
azonban nem nodtt meg sem az aktiv kaszpaz-3+ apoptotikus sejtek,
sem a Ki67+ proliferalo sejtek aranya. Amikor kollagén és Matrigel
matrix keverékben ndvesztettiik az organoidokat, az IL-1p, az IL-6, és
a TNF-a citokinek hozzdadéasa szintén nem volt hatdssal az EV
kibocsatasra.

Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy nem csak genetikai
mutaciok, hanem a mikrokérnyezet kritikus valtozdsai, mint a
kollagén 1 felhalmozddasa, emelkedett EV szintet eredményez
hasnyalmirigy duktalis sejtek feliiluszdiban.

42. A Wnt szekréciot gatld inhibitorok csokkent
sejtproliferaciohoz  és EV  szekréciohoz  vezetnek
hasnvalmirigy duktalis sejtekben




Kutatocsoportunk korabban kapcsolatot talalt a Wnt fehérjék
szekrécidja, a sejtproliferacio és az EV kibocsatas kozott bélham
sejtekben. Annak vizsgélatara, hogy ez egy altalanos jelenség és mas
szovetben is megfigyelhet6-e, eldészor egér hasnyalmirigy duktalis
organoidokon teszteltiik hipotézisiinket. Az organoid sejtjek nagy
része pozitiv volt a Porcn jelenlétére, mely a Wnt fehérjék
egyes sejtek sejtmagjaban, ami a Wnt jelatviteli utvonal aktivitasat
mutatja.

A Porcn enzim gatlasaval a Wnt fehérjék poszt-transzlacios
modositasat gatolni tudjuk, ami igy a Wnt fehérjék csokkent
szekréciojahoz ¢és aktivitasdhoz vezet. Kisérleteink soran két
altalanosan hasznalt PORCN inhibitort alkalmaztunk, az IWP2-t és
LGK974-et, melyek hatasara lecsokkent a Ki67+ proliferald sejtek
szama az organoidokban, azonban az aktiv kaszpaz-3+ apoptotikus
sejtek szama nem valtozott. Tovabba a Wnt utvonal célgénjeirdl
atirodd RNS-ek szintjei is lecsokkentek. Ezzel parhuzamosan
csokkent EV kibocsatast detektaltunk.

Tehat megallapithatjuk, hogy a hasnyalmirigy duktalis

s

proliferalo sejtek szamara és az EV kibocsatasra is.

4.3. A Wnt szekrécio gatlasa modositja a proliferalo sejtek
aranvat és az EV-k Kibocsatasat egér bronchiolaris

organoidokban

Kovetkezé modellnek az egér bronchiolaris organoidokat

valasztottuk. Ezek az organoidok az &sszes bronchiolaris sejttipust
tartalmazzak (csillos hamsejt, bronchiolaris exokrin sejt, kehelysejt,
bazalis sejt), igy jol reprezentaljak az in vivo koriilményeket.
Legeldszor a Porent sejteket detektaltuk, amelyek
heterogenitast mutattak ¢és joval kisebb mennyiségben voltak
megtalalhatok, mint az egér hasnyalmirigy duktalis organoidok
esetében. Tovabba csak a sejtek egy kisebb részében tudtuk detektalni
a Ki67-et és sejtmagi lokalizacioju B-katenint, ami a Wnt jelatviteli
utvonal aktivitasat jelzi. Az organoidok tobb Wnt gént is magas

10



szinten expresszaltak, és a Wnt szekrécio LGK974-gyel valo gatlasat
kovetden csokkent Ki67+ sejtszamot tapasztaltunk, de az aktiv
kaszpaz-3+ apoptotikus sejtek szama ez esetben sem névekedett meg.
Eredményeink arra utalnak, hogy az organoid sejtek szubpopulacioi
hozzajarulnak a proliferalé sejtek szdmara a megfeleld mikroniche
kialakitasahoz.

Mind az organoidokban, mind pedig a fibroblasztokban
jellegzetes Wnt gének expresszidjat tudtuk kimutatni. Ez felveti annak
a lehetdségét, hogy a fibroblasztok is részt vesznek az organoid sejtek
Whnt-fiiggd heterogenitasanak a kialakitdsaban. A fibroblasztokbol
szarmaz6 EV-k megnovelték az organoidokban az osztédd sejtek
szamat. A Wnt fehérjék szekrécidjat altalanosan gatoltuk a
fibroblasztokban is LGK974 kezeléssel. Az ezt kdvetden izolalt
fibroblaszt EV-kkel valo kezeléssel az EV-k organoidokra vald
hatasat is megakadalyoztuk, vagyis nem tapasztaltunk sejtproliferacid
novekedést. Az LGK974 kezelés a fibroblasztokban nem volt hatassal
sem az o0sztod6 Ki67+, sem az apoptotikus aktiv kaszpaz-3+ sejtek
aranyara. Tovabba az EV kibocsatast sem befolyasolta ezekben a
sejtekben. Tehat mind a Porent organoid sejtek, mind a
fibroblasztokbol szarmaz6 EV-k fontos szerepet jatszanak az
organoidok proliferalé mikrokoérnyezetének kialakitasaban.

Az organoidokban az LGK974 kezelés nem csak a
sejtproliferaciot, hanem a tiidore jellemz6 Wnt célgének RNS-ének az
expresszigjat is csokkentette, tovabba.redukalt EV kibocsatashoz
vezetett. Ezzel ellentétben, amikor a Notch aktivitasat gatoltuk, nem
tapasztaltunk kiilonbséget sem a Ki67+ sejtek aranyaban, sem az
organoidok EV kibocsatasaban. Igy ezek az eredmények azt mutatjak,
hogy a Wnt szekrécidé specifikus gatlasa kritikusan modositja a
proliferald sejtek szamat, valamint az EV kibocsatas intenzitasat a
bronchiolaris organoidokban is.

4.4. Az EV szekrécio mértéke korrelal a proliferalo sejtek
aranyaval human bronchiolaris organoidokban is

Annak tesztelésére, hogy a proliferalo sejtek szazaléka
korrelacioban all-e a human szovetekben is az EV kibocsatas
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mennyiségével, huméan tlidészévet mintakbol bronchiolaris
organoidokat izolaltunk. Ezek az organoidok az dsszes bronchiolaris
sejttipust  tartalmaztdk. Az egér bronchiolaris organoidokhoz
hasonléan heterogenitast talaltunk a PORCN-t expresszald sejtek
volt megtalalhatd a K167 sejtosztodasi marker. Bizonyos sejtekben
pedig sejtmagi lokalizacioju B-katenint is detektaltunk, ami a Wnt
jelatviteli Gitvonal aktivitasat jelzi. Az organoid sejtek és a normal
tiid6szovetbdl izolalt fibroblasztok WNT expresszios profiljanak
Osszehasonlitasakor azt talaltuk, hogy bizonyos WNT gének
miitkddése jellemz6 a hamsejtekre, ezzel megmutatva, hogy a
bronchiolaris organoidok képesek WNT ligandumokat eldallitani
onmaguk szamara. A WNT fehérjék szekrécidjanak gatlasa
csokkentette a WNT célgének RNS szintjét, valamint a KI6 7+ 0sztdédo
sejtek szamat az organoidokban, de az aktiv kaszpaz-3+ apaptotikus
sejtek aranya ez esetben sem emelkedett. Az egér organoidokhoz
hasonléan az aktiv WNT termel6 sejtpopulacié méretének modositasa
az EV szekrécio valtozasat eredményezte. igy elmondhatjuk, hogy a
bronchiolaris organoidokban a proliferalé sejtek szamaval, valamint
megnovekedett EV felszabadulassal fiigg 6ssze.

45. A human LUAD organoidok olvan Wnt termelo
mikrokornvezettel rendelkeznek, amely befolyasolja a
sejtproliferacio és az EV Kibocsatas mértékét

Habar egér modellen mar bizonyitottak, hogy a LUAD
progresszidjahoz nélkiilozhetetlen, hogy kialakuljon a Wnt szekrécid
szempontjab6él az  intratumoralis  heterogenitds, az ilyen
mikrokornyezet jelenlétét human rendszerben még nem igazoltak.

Ahhoz, hogy LUAD-ban tanulmanyozzuk a WNT termeld
mikrokdrnyezet  szerepét az EV  szekrécidban, eldszor
kereskedelemben kaphat6 sejtvonalakat hasznaltunk. Annak
tesztelésére, hogy mutatnak-e heterogenitast a WNT termelés
szempontjabol, primer NSCLC eredetii sejtvonalakat és immortalis
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kontroll tiid6 hamsejteket tenyésztettiink 3D koriilmények kozott.
Erdekes modon egyik esetben sem volt jelen nagy mennyiségii
PORCNH+ sejt a szferoidokban, és az LGK974 kezelés nem valtoztatta
meg a K167+ sejtek és az EV szekrécid szdzalékos aranyat egyik 3D-
s tenyészetben sem.

Ezt kovetéen a mar korabban publikalt modszer szerint
izolaltunk LUAD beteg eredetii tumoros organoidokat. A tumorbol
szarmazé mintakbol azonban nem csak tumor eredetii organoidok
képzddnek, hanem normal organoidok is, amelyek gyakran tulndvik a
tumoros organoidokat. A TP53 a leggyakrabban mutalt gén a LUAD-
ban, igy nutlin-3 kezelést alkalmaztunk a TP53 mutans organoidok
szelektalasara. Mig a normal tiidé organoid tenyészetek egyike sem
¢lte tul a nutlin-3 kezelést, a LUAD minték jelentGs része tartalmazott
organoidokat ezen szelekcids 1épést kovetéen. A szelekciot tuléld
organoid vonalak tovabbi jellemzése érdekében a KRAS gént a
mutacios  forropontokra nézve (12, 13, 61-es kodon)
megszekvenaltuk.

Ezekben az organoidokban detektalni tudtunk kiilonb6zo
differencialédasi markerekkel rendelkezé sejteket, de csak
elhanyagolhat6é szami KRT14+ bazalis sejtet tartalmaztak a normal
tiidé organoidokhoz képest, ami irodalmi adatok alapjan szintén a
tumoros eredetiiket bizonyitja. Tovabba a LUAD organoidok egyes
sejtjeiben nuklearis lokalizacioju B-katenint detektaltunk, illetve sejtes
heterogenitast mutattak a PORCN ¢és a KI67 esetében, tehat a WNT
termeld mikrokdrnyezet megtalalhatd nem csak egér, hanem human
LUAD-ban is.

Annak vizsgalatara, hogy a proliferaldo LUAD sejtek
mennyiségét milyen hatasok befolyasoljak, LUAD betegek mintaibol
fibroblaszt tenyészeteket (LUAD-F) is létrehoztunk. A LUAD
sejteknek és a fibroblasztoknak ez esetben is jellegzetes, és csak
részben atfed6 WNT expresszids mintazata volt. Hasonldan az egér
bronchiolaris organoidokhoz, a LUAD-F-ek altal szekretalt EV-K is
novelték a proliferalo sejtek szamat a LUAD organoidokban.

A WNT termeld sejtpopulacio tovabbi jellemzésére
megvizsgaltuk, hogy a proliferald és PORCN+ sejtek mely
markerekkel jellemezhetd sejtpopulaciokra jellemzoek.
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Kisérleteinkben megallapitottuk, hogy a PORCN+ és az osztodd
sejtek  nem  kapcsolhatok  egy-egy  sejtmarkerhez LUAD
organoidokban, és eloszlasuk eltér a normal organoidokhoz képest,
ami a tumorsejtek esetében a termindlis differencidlodas hianyaval
magyarazhato.

Hasonldan a normal human bronchiolaris organoidokhoz, az
aktiv WNT fehérjék szekréciojanak gatlasakor a WNT célgének RNS
szintjének csokkenését, illetve a proliferalo sejtek aranyanak és az EV
termelés csokkenését figyeltik meg, mig az aktiv kaszpaz-3+
apoptotikus sejtek aranya ez esetben sem emelkedett.

Eredményeink alapjan tehat elmondhatjuk, hogy az
intratumoralis WNT termeld sejtek és a fibroblasztokbol szarmazo
EV-k altal létrehozott sejtes heterogenitas kritikusan meghatarozza
proliferacid6 mértékét és az EV-szekrécio intenzitdsat LUAD-
organoidokban.

4.6. A CD133-at expresszalo LUAD sejtpopulacié PORCN+
sejtekben gazdag organoidokat hoz létre, amelyek EV
kibocsatasa magasabb. mint a CD133-at nem _expresszalo
sejtekbol kialakul6 organoidok esetében

Korabbi tanulmanyok szerint a CD133 fehérje egy agressziv
sejtpopulaciot jeldl a tiidé tumorokban. Annak vizsgalatara, hogy ez a
sejtpopulaciéo mas tulajdonsagokkal rendelkezik-e a WNT termeld
mikroniche 1étrehozasara, mint mas LUAD sejtek, LUAD organoid
sejteket fluoreszcensen szortoltunk a CD133-mat nagy mennyiségben
(CD133"%) ¢s CDI133-at kis mennyiségben, vagy egyaltalan nem
(CD133%") expresszald csoportokra. Nem taldltunk kiilonbséget a
WNT célgének expresszidjaban a frissen szortolt sejtek kozott.
Azonban a CD133" sejtek nagyobb organoidokat képeztek, és
ezeknek az organoidoknak magasabb volt a CD133 RNS szintje,
illetve tobb CD133+ sejtet tartalmaztak 2 héttel a szortolast kovetéen
is. Igy az organoidok megtartjak a kiilonbséget a CD133 expresszids
mintazatban. A CD133" sejtekb6l képzodott organoidokban a WNT
aktivitdas megemelkedett. Meglepé modon, ellentétben a CD133™%Y
organoidokkal, ahol az dsszes sejt pozitiv volt a PORCN fehérjére, a
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CD133%" organoidok esetében a sejteknek csak egy alcsoportja
expresszalta ezt az enzimet, ami arra utal, hogy nem minden sejt képes
aktiv. WNT ligandok termelésére. Ennek megfeleléen a KI67+
proliferdld sejtek alacsonyabb szamat detektiltuk a CD1334s"
sejtekbol szarmazo organoidokban. Erdekes médon magasabb EV
koncentraciot detektaltunk a CD133™% sejtekbdl szdrmazé LUAD
organoidok feliiluszoiban, amely organoidok tobb osztodo sejtet
tartalmaztak.

Osszességében elmondhato, hogy ellentétben a CD133"9Y
sejtekb6l szarmazo organoidokkal, ahol a sejtek tobbsége WNT
termeld és fogado is egyben, ennek kdszonhetéen pedig nagymértékii
sejtproliferacid figyelhetd meg benniikk, a CD133K sejtekbdl
nézve. Ez alacsonyabb proliferacios ratait és EV szekréciot
eredményezett a CD 133" sejtekbdl szarmazd organoidokhoz képest.

5. Kovetkeztetések

» A tumoros sejteknél megfigyelt nagyobb EV szekrécid
eredményeink  alapjan  csak  részben = mutéciok
kovetkezménye. A hasnyalmirigy duktalis organoidokban a
kollagén I jelenléte, mely mind a PDAC-ben, mind pedig a
PDAC egyik f6 rizikofaktoranak szamité CP-ben is feldusul,
emelkedett EV szintet eredményezett.

» Kutatdcsoportunk mar egy masik organoid
modellrendszeren, a CRC organoidokon bizonyitotta, hogy
kapcsolat van a Wnt fehérjékre valaszold sejtpopulacid
mérete, a proliferaicio6 és az EV kibocsatas kozott.
Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy ez a jelenség nem
csak erre a szovettipusra, hanem a hasnyalmirigy duktalis
organoidokra, normal tidé bronchioléris organoidokra és
LUAD organoidokra is igaz, igy egy széleskoril
mechanizmusrol van szo.

» A hasnyalmirigy duktalis organoidok esetében a legtobb sejt
pozitiv volt a Porcn enzimre, mely a Wnt fehérjék
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sejteket jeloli. A Porcn kiilonb6zd inhibitorokkal vald
gatlasanak kovetkeztében mind a proliferald sejtek aranya,
mind pedig az EV szekrécio lecsokkent.

A normal tiid6 bronchiolaris és a LUAD organoidok esetében
a sejteknek csak egy alpopulacioja tartalmazott PORCN
enzimet. Bar a Wnt termelé mikroniche és annak kapcsolata
a rossz tuléléssel mar ismert egér LUAD modellekben,
kisérleteinkben bizonyitottuk a jelenlétét human LUAD
organoidok esetében is.

Mind a normal bronchiolaris, mind pedig a LUAD
organoidokban is megfigyeltiik, hogy PORCN gatl6 hatasara
lecsokkent a proliferdlé sejtek aranya és az EV szekrécio.
Kisérleteinkben a LUAD organoidokbdl szarmazé CD133+
sejtek olyan organoidokat hoztak 1étre, melyekben jelent6sen
feldusultak a PORCN+ és az osztddd sejtek, valamint
emelkedett EV kibocsatas volt megfigyelhetd a CD133
negativ sejtek altal képzett organoidokhoz képest. Mindez
magyarazatot adhat arra, hogy irodalmi adatok alapjan a
CD133+ LUAD sejtpopulacié agressziv tulajdonsagokkal
rendelkezik.

Bizonyitottuk, hogy a Wnt termeld ¢és arra reagalod
mikrokdrnyezet kialakitasaban nem csak az organoid sejtek,
hanem a kornyez6 fibroblasztok altal szekretalt, Wnt fehérje
tartalmtl EV-k is jelentdsen hozzajarulnak.

A dolgozat eredményei alapjan elmondhatjuk, hogy i) a
mikrokornyezetnek mar a PDAC tumorigenezist megel6z6 fontos
valtozasai is nagy hatassal vannak a hasnyalmirigy duktalis sejtek EV

s

mikroniche mérete, az oszt6dd sejtek ardnya €s az EV kibocsatas
intenzitdsa kozott tobb egészséges, valamint tumoros organoid

esetében.

Minthogy az EV alapt, korai diagnosztikahoz sziikséges az

EV kibocsatast befolyasolo tényezdk, valamint az EV-k sejttipus
eredetének a feltérképezése, igy eredményeink hozzajarulhatnak ezen
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modszerek kidolgozasahoz PDAC és LUAD esetében, ami Iényegesen
megkonnyithetné ezeknek a tumoroknak a tiinetek eldtti észrevételét.
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