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Bevezetés

PhD-hallgatéi munkam soran elsédleges célom az volt, hogy az extracellularis vezikulak (EV-k)
szerepét a tumorbiolégidban elmélyitsem. Az EV-k nanométeres nagysagrend(i, kettés
membrannal hatarolt struktdrak, amelyek kilonb6zé makromolekuldkat — tobbek kozott
fehérjéket, lipideket, nukleinsavakat és egyéb jelatviteli molekuldkat — szallitanak [1]. Az EV-kat
egyre szélesebb korben ismerik el, mint az intercellularis kommunikacié kulcsfontossagu
kozvetit6it, mivel képesek bioaktiv molekuldkat stabil forméaban célsejtekhez juttatni [2]. Tekintve,
hogy az EV-kutatas viszonylag fiatal és gyorsan fejl6dd tudomanytertilet, jelentés potenciallal bir

a daganatprogresszido mélyebb megértésében.
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1. abra. Az extracellularis vezikulak sematikus abrazolasa. Az EV-k minden sejt altal termelt,
nanoszkopikus méretli, membrannal hatdrolt részecskék, amelyek jelen vannak minden
testfolyadékban. Szamos molekulat szallithatnak: lipideket, fehérjéket, kiilonbozd tipusud RNS-
eket, DNS-téredékeket és egyéb jelatviteli molekulakat. Készitve: Biorender.com.

Az EV-k korabbi kutatasok alapjan a daganatprogresszié szinte minden fazisaban
kézremlkodhetnek [3]. Adaganatsejtek altal kibocsatott EV-k onkogén fehérjéket és nukleinsavak
hordozhatnak, amelyek befolyasolhatjak a sejtek morfolégiajat, serkenthetik a sejtek
proliferaciojat, migracios képességét, invaziv potencialjat [4] - [6]. Az EV-k nemcsak a tumorsejtek
autoném tulajdonsagait erdsithetik, hanem aktivan formalhatjdk a tumormikrokdrnyezetet is:
aktivalhatjak a fibroblasztokat [7], modulalhatjak az immunvalaszt [8], atstrukturalhatjak az
extracellularis matrixot [9], valamint el&segithetik a véredényképzést is [10]. Emellett integrinek
altal iranyitott szervpreferencidjuk révén tavoli szovetekre is képesek hatni, elésegitve a

premetasztatikus niche kialakulasat [11].



Ugyanakkor még nem teljesen ismert, hogy a daganatfejlddés mely szakaszaiban birnak az EV-k a
legkritikusabb szereppel. Els6sorban a daganat korai novekedését tamogatjak, vagy inkabb a
szisztémas terjedésben és a attét képzédésben toltenek be kulcsszerepet? Ez a kérdés kiemelt

motivacioként szolgalt PhD-kutatdsom szamara.

A kérdés megvalaszolasahoz melandma szolgalt modellként — ami egy rendkivul agressziv
daganat, magas attétképzd6 potenciallal és specifikus onkogén mutacidkkal [12]. A melanéma
elérehaladott stadiumaihoz tarsulé rossz progndzis egyik f6 oka, hogy a célzott terapiakkal
szemben szinte kivétel nélkial kialakul rezisztencia [13]. Mivel a melandmas betegek
tobbségében aktivaldé BRAF-mutaciok vannak jelen [14], a terdpids megkozelitések
kézéppontjaban els6sorban a BRAF-gatlok (BRAFi) (pl. vemurafenib, dabrafenib, encorafenib)
allnak [15] - [17]. Bar MEK-inhibitorokat (MEKi) is alkalmaznak a klinikumban, a megjelend
rezisztencia tovabbra is gyakori és jelentdés kihivas [18]. Ujabb kutatdsok szerint az EV-k
hozzéajarulhatnak a terdpias rezisztencia kialakulasdhoz rezisztenciaval 6sszefliggéd molekulak
terjesztésével [19], [20], a gydgyszerek megkotésével [21], vagy a tumormikrokdrnyezet
befolydsoldsa révén [21]. E folyamatok EV-kozvetitett aspektusainak feltardsa Uj terapias

célpontokat és beavatkozasi lehetéségeket azonosithat.

Az EV-k masik jelentés tulajdonsaga, hogy jelen vannak a kilénb6zd testfolyadékokban, és
tikrozhetik a szuléi sejtek molekularis sajatossagait, ily moédon jellemezhetik a tumorok
heterogén szerkezetét. Ezek a tulajdonsagok rendkiviil igéretes biomarkerekké tehetik 6ket,
segitséglkkel akar kevésbé invaziv diagnosztikai eljarasok fejlesztheték [22]. Ennek vizsgalatara
egy korabban kevésbé alkalmazott testfolyadékot, a mellhartydk kozotti térben felgyllemld és az
itt megtaldlhaté daganatok mikrokornyezetét képviselé pleurdlis effizidét elemeztem [23]. Az
akkumulalédott pleuralis folyadékot gyakran a betegséget kiséré tlinetek enyhitése céljabol
leszivjak, igy ez egy nagy mennyiségben rendelkezésre allé diagnosztikai célu testfolyadék lehet.
Nem-kissejtes tudérakban (NSCLC) és pleuralis mezoteliomaban (PM) szenved6 betegek
esetében e folyadék felgyulemlése igen gyakori. Tovabba, jéindulatd, pleuritiszes betegek esetén
is el6forduld tinet [24]. Ugyanakkor, e harom megbetegedés elkulonitése és diagnosztikaja
tovabbra is kihivast jelent. Az EV-k pedig képviselhetik a mellhartyalirben fellelhetd daganatokat,
illetve a mikrokdrnyezet valaszat ezekre a folyamatokra, igy ezen partikulumok felszini
markereinek vizsgalata diagnosztikai potenciallal birhat [25]. Tovabbd, az EV-khoz tarsuld
molekularis mintazatok gyakran komplexek és nehezen felismerhetdk, a gépi tanuldson alapuld
modszerek hatékony eszkozoket nydjthatnak az ilyen mintdzatok feltardsahoz, melyeket

hagyomanyos elemzésekkel nem lehetne kimutatni.



Célkitlizések:

A disszertacio atfogo célja az EV-k szerepének vizsgalata a daganatok progresszidjaban, a célzott

terapidkkal szembeni rezisztencia kialakulasaban, valamint a pleurdlis folyadék eredetl EV-k

diagnosztikai alkalmazhatdésagaban. A kutatas konkrét célkitlizései az aldbbiak:

e Az EV-k szerepének feltarasa a tumorprogresszioban, kiilonos tekintettel a primer tumor

novekedésére és a metasztatikus potencidlra. Ezek proliferacién, szferoid névekedésen és

migracion keresztlli vizsgalata, olyan sejtvonalakat alkalmazva, amelyek kilonb6zé

progredialtsagot modelleznek, de azonos genetikai hattérrel rendelkeznek.

e Az EV-k funkciéjanak mélyebb megértése a BRAF- és MEK-inhibitorokkal szembeni

rezisztencia kialakulasaban, elssorban egysejt kovetésen alapuld migracids analizisek

révén, olyan EV-k felhasznaldsaval, amelyek eltéré gyogyszerérzékenyseégl sejtvonalakbol

szarmaznak:

o

Az EV-k hatasanak vizsgalata vemurafenibbel szemben kialakulé rezisztenciaban — egy
elsd generaciés BRAF-inhibitor, amelyet azon betegek kezelésére alkalmaztak, akiktél az
egyes sejtvonalak szarmaznak.

A kombinacids kezeléssel (dabrafenib — BRAFi, és trametinib — MEKi) szemben kialakult
rezisztencidban az EV-k jelent8ségének vizsgalata olyan sejtvonalakon, amelyek korabban
BRAF-gatlonak voltak kitéve.

Rezisztens sejtvonal-klénok eléallitasa, hosszutavu alacsony koncentraciéju kombinalt
encorafenib (BRAFi) és binimetinib (MEKi) kezeléssel. A kialakulé fenotipusos eltérések
jellemzése, valamint annak vizsgalata, hogy az ezen klénokbdl szarmazé EV-k milyen
mértékben képesek tdmogatni a kombinacios kezelés utan fellép6 rezisztenciat — vizsgalva

az EV el6kezelés hatasait is.

e Az EV-k diagnosztikai potencialjanak vizsgalata a melliiri régi6 megbetegedéséiben

(NSCLC, PM, pleuritis), egy tobb felszini fehérjét egyuttesen detektald kereskedelmi kit

(MACSPLex) segitségeével.

o

Az egyes felszini markerek diagnosztikai potencialjanak meghatarozasa a betegcsoportok
kozott.

Gépi tanulasi algoritmusok alkalmazdsa annak érdekében, hogy az EV-felszini markerek
mintazata alapjan a betegek besorolasanak pontossagat noveljuk.

Alternativ betegosztalyozasi stratégidk értékelése, a diagnosztikai teljesitmény
o0sszehasonlitdsa: (i) minden beteg bevondsa a klinikai daganatos elézmények alapjan,
ezek alapjan tobbféle osztalyozas készitése illetve (ii) azok kizarasa, akiknél a klinikai hattér
Osszetett vagy masodlagos tumorokkal rendelkeznek. Ezaltal annak megitélése, hogy a
szigorubb beteg osztalyozas javitja-e az EV-alapu diagnosztikai klasszifikacio pontossagat.
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Mddszerek

Avizsgalatokat olyan sejtvonalparokon végeztem, melyek ugyanabbdl a betegb6l szarmaztak vagy
egymas klénjai voltak. Ultracentrifugalassal izolaltam az EV-kat, majd a részecske koncentracio
és méreteloszlas elemzését NTA-val (Nanoparticles Tracking Analyses-el), a fehérje mennyiség
mérését Qubit fehérje assay-el, a lipid koncentracio vizsgalatat SPV assay-el €s a jellemz6 felszini
markereket gyongyhoz kotott aramlasi citometridaval mutattam ki. Ezt kdvet6en, minden esetben
a szul6i sejtet és ennek parjat is mindkét sejtvonaltél szarmazd EV-kkal kezeltem, és a vezikuldk
szerepétvizsgaltam a sejtek proliferacidjaban, szferoid képzésében és migraciojaban. A sejtek
relativ életképességét a kezelést kovetd 72. 6raban SRB assay-el hataroztam meg, mig a szferoid
képz6dést 7 napon keresztil figyeltem meg. A sejtek mozgasat 24 6ran keresztil a félautomata
modon mikodd CellTracker-rel [26] kovettem, majd az xy koordinatakbdl teljes megtett utat (TTD)
és atlagos négyzetes elmozduldst (MSD) hataroztam meg, illetve az idéfuggd gorbékbdl
statisztikai 6sszehasonlithatésag érdekében gorbe alatti terliletet szamitottam. A sejtek BRAFi és
MEKi valamint ezek kombinacidjanak érzékenységét szintén SRB assay-el hataroztam meg,
tovabba kombinacids indexeket szamitottam, hogy megallapitsam, hogy a kombinacios kezelés
esetében a két anyag er@siti-e egymas hatasat. Az EV-k gyégyszerrezisztenciaban betoltott
szerepét a sejtmigracio viszgalata soran elemeztem. Emellett, alacsony koncentraciéju hosszu
tavu kezeléssel (8 hénap) BRAFi (encorafenib) és MEKi (binimetinib) rezisztens sejtvonal
klonokat hoztam Llétre. Ezen klonok megvaltozott fenotipusat jellemeztem (proliferacids és
migracios képesség valamint, morfolégia elemzése). Ezen felll, a klonok altal termelt vezikulak
mennyiségét is 0sszehasonlitottam a kordbban leirtakhoz hasonldéan. Végul az EV-k rezisztencia
atvitelét két megkozelitésben vizsgaltam: (i) EV-k és BRAFi-MEKi egylttes alkalmazésa, illetve (ii)

el6ékezelés EV-kal és 24 6ra letelte utdn BRAFi-MEKi alkalmazéasa.

NSCLC, PM és pleuritis betegek pleuralis folyadékabdl méret kizarasos kromatografiaval és
ultrafiltraldssal izolaltam EV-kat, annak érdekében, hogy azok diagnosztikai potencialjat
vizsgaliam. Majd a részecskeméret-eloszlast Nanoparticle Tracking Analyses-el, a
fehérjetartalmat Qubit-assay segitségével hataroztam meg, mig a tetraspanin markerek (CD9,
CD63, CDB81) expresszidjat nFCM-el vizsgaltam egyedi EV-szinten. A felszini markerek
mintdzatdnak elemzését MACSPlex-kittel (gyongyhoz kotésen alapuld immunoldgiai eljaras)
végeztem a gyartdi protokoll szerint. Ezzel 37 fehérje illetve 2 izotipus kontroll szintjét hataroztam
meg a mintakban. Majd, a felszini markerek expresszidos mintazatat gépi tanulasi algoritmus
segitségével elemeztem. Tovabba a betegeket négy kulonbozé klasszifikaciés séma alapjan
soroltam csoportokba a klinikai kértorténetik figyelembevételével és ezekben a csoportokban a

felszini markerek eloszlasat ismét az alkalmazott algoritmussal elemeztem.



Uj Tudomanyos Eredmények

I. A melandma eredetii EV-k els6sorban a sejtmigraciot serkentik, kevésbé hatnak a
proliferaciora és a szferoidképzédésre.

A vizsgalathoz melandma sejtvonalparokat hasznaltam, melyek ugyanazon betegbdl
szarmaztak vagy egymas kldnjai voltak és kiilonb6z6 progredialtsagu tumorokat képviseltek.
Az EV-k izolalasa minden sejtvonal esetén sikeresen megtértént, Az EV-k fehérje- és
lipidtartalma nem mutatott jelentGs eltérést a ktilonb6z6 malignitasi foku sejtvonalak kozott.
Az EV-kezelés néhany esetben befolyasolta a proliferaciét, mig a szferoid névekedési
képesség megegyezett kontroll sejtekével. Ezzel szemben a migracidra gyakorolt hatasuk
markansabb volt: dltalanosan fokozott sejtmozgékonysagot figyeltem meg. Tovabba, a munka
kiemelkedé eréssége, hogy az EV-medialt migraciot egyedi sejtszinten elemeztem - ilyen

mélységl vizsgalatokat leird irodalmat nem talaltam.

Il. A gydgyszerrezisztens melanéma sejtvonalakbol szarmazé EV-k hozzajarulnak a
rezisztencia kialakulasahoz.

a. Az EV-k altal kivaltott migracios képesség névekedés a BRAF-gatlo kezelés mellett is
fennall.

A sejtvonalak vemurafenibbel és dabrafenibbel szembeni alapérzékenységét meghataroztam,
és a GI50 értékekhez kézeli ddzisokat valasztottam a tovabbi kisérletekhez. A rezisztensebb
sejtvonalakbdl szérmazo EV-k képesek voltak ellensulyozni a BRAF-inhibitorok migraciogatlo
hatasat, ami arra utal, hogy az EV-k hozzajarulnak a rezisztencia kialakulasahoz. Tovabba, hogy
a rezisztens sejtek EV-i kiilbnb6z6 molekulakat hordoznak, mint a szenzitiv sejtek altal termelt

vezikulak.

b. Akombinalt BRAF-MEK gatlas hatékonysagat az EV-k csak korlatozottan befolyasoljak

A sejtek érzékenységét a BRAF-MEK kombinacids kezelésre szintén vizsgaltam, illetve,
igazoltam a koztiik lévé szinergikus hatast kombinacids indexek szamitasa révén. Az EV-k
egyideji jelenléte mellett sem a MEK-gatlds, sem a kombinalt kezelés hatékonysdga nem
csbkkent szamottevéen. Ugyanakkor a migracio gatlas mérséklédott, ha a sejtek az

inhibitorokkal torténé kezelést megel6zéen EV kezelésen estek at, ami id6fliggd hatasra utal.
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2. abra. Az EV-k hatasainak 6sszefoglalasa melanomaprogresszio és célzott terapia elleni
rezisztencia kontextusaban. A) Az EV-k hatdsa inkabb sejtmigrécio fokozd, mint proliferacio vagy
szferoid névekedés serkenté. Mely fokozott migrdcios képesség BRAF-gatlas (vemurafenib,
dabrafenib) mellett is megmarad, amennyiben a rezisztens sejtekb8l szarmazd EV-kat
alkalmazzuk, azonban BRAFi-MEKi (dabrafenib + trametinib) kombindciés kezelés esetén ez nem
megfigyelhetd.; B) A létrehozott BRAFi-MEKi-rezisztens sejtvonalak esetében csak az EV-
el6kezelés volt képes részben ellensilyozni az encorafenib-binimetinib (BRAFi-MEKi) kombin&cid
migraciogatlé hatasat.

lll. NSCLC, PM és pleuritis betegek pleuralis folyadékaboél szarmazé EV-k eltéré felszini
markerprofilokat mutatnak.

a. Abetegcsoportok megkiilonboztetésére a CD4, CD8, CD44, CD326 és MCSp markerek
a legalkalmasabbak

Az EV-k izolalasa pleuralis folyadékbdl sikeresnek bizonyult, jelentésebb kulonbséget a
részecskeméret-eloszlasban vagy fehérjetartalomban a betegcsoportok kozott nem
tapasztaltam. A felszini markerek expresszidjanak vizsgalata multiplex gydngyalapu
modszerrel tortént, mely alapjan a pleuralis eredetl EV-profilok jelentésen eltérnek a
plazmaban taldlhaté EV-kt6l, és aktiv vezikularis kommunikaciéra utalnak a tumor
mikrokornyezetében. A CD44 és MCSp markerek jellemzéen PM-hez tarsultak, mig a CD8
pleuritisre, a CD326 pedig NSCLC-re és altalanos malignitasra utalt. Emellett a CD4 és CD44

markerek kiilonbséget tettek a PM altipusai (epitheloid vs. nem epitheloid) kézott is.



b. Az EV felszini markerek gépi tanulasalapu elemzése képes volt azonositani azokat a
besorolasi bizonytalansagok, amelyek els6sorban masodlagos daganatos
megbetegedéssel rendelkez6 betegekhez koétheték; ezen esetek kizarasa
eredményezte a legnagyobb pontossagot.

A felszini marker expressziot gépi tanulason alapuld algoritmusok segitségével analizélva a
betegek tobbsége helyesen besorolhaté az adott betegcsoportba. Ezenfelll, az algoritmus
képes ramutatni a klasszifikdcid esetleges gyengeségeire. Ennek alapjan tobbféle
betegosztalyozasi stratégiat készitettem a betegek kortorténete alapjan: ’eredeti’ (citolégiai
diagndzis alapjan), ‘tumor-fékusz’ (a szervezetben jelenlévé barmely daganat szerint), ’pleura
érintettség’ a malignitas pleuralis jelenléte alapjan), ‘daganat tipus’ (NSCLC, PM és egyéb
daganatok elkilonitése), s ’szigoru kritérium’ szerint (szekunder malignitasok kizarasa). Ezek
kozul a szigoru kritériumokon alapuld megkozelités eredményezte a legpontosabb

osztalyozast az NSCLC és PM betegek esetében.
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3. abra. A pleuralis folyadékbdl szarmazo EV-k felszini markerprofilja, diagnosztikai
potencialja és az alternativ klasszifikaciok gépi tanulason alapulé elemzése A) CD326
(EpCAM) magasabb expressziot mutat NSCLC-betegek esetén; B) CD44 és MCSp emelkedett
szintje figyelheté meg PM-ben; C) CD8 egy inkabb pleuritishez kdthetd marker; D) CD4 és CD44
markerek magasabb szinten vannak jelen epitheloid PM-ben, mint a nem epitheloid altipusban;
E) A kiilonb6z6 klasszifikacids stratégiak kozul a ,,szigoru kritérium” szerinti csoportositassal volt

az algoritmus teljesit6képessége a legkiemelkedbbb.



Tarsadalmi hasznosulas

A kutatas mélyiti ismereteinket az EV-k daganatprogressziéban és terapiarezisztencidban
betoltott szerepérél. A melandma-sejtekbdl szarmazd EV-k elsésorban a sejtmigraciot, és nem a
proliferaciot vagy a szferoidképzddést serkentik, ami ravilagit a tumorinvazié és metasztatikus
potencial mogottes mechanizmusaira. Az egysejt szintd migracios vizsgalatok alkalmazéasa Uj
dimenziét ad az EV-k funkcionalis jellemzéséhez. A terapiarezisztencia kontextusdban a
rezisztens sejtvonalakbol szarmazo EV-k képesek fenntartani a migracidés aktivitast még BRAF-
inhibitor kezelés mellett is, ami arra utal, hogy az EV-k a tulélési jeleken tulmenden, specifikus
gatlo hatasokat lekiizdeni segitd molekulakat is képesek szallitani. Bar a kettés BRAF-MEK gatlas
hatékonysaga nagyrészt megmarad EV-k jelenlétében is, az EV-el6kezelés némi gatlast modulald
hatasa arra enged kovetkeztetni, hogy ezek a vezikuldk komplex iddigényes folyamatokat
indukalnak, nem csak a kiilonb6z6 gydgyszerek bekebelezésében/megkotésében vesznek részt.
Ezek az eredmények hozzajarulnak az EV-k szerepének egyre szélesebb korl elismeréséhez a

daganatbioldgiaban, és hangsulyozzak potencialjukat terapias célpontként.

A kutatds tovabbi jelentds tarsadalmi értéke az EV-k felszini marker expresszidjanak elemzésében
rejlik, melyet pleurdlis folyadékbdl - egy konnyen hozzaférhetd, minimalisan invaziv
folyadékbiopszias mintabdl — végeztem, amely kdzvetlenll tikrozi a tumorkoérnyezet aktudlis
allapotat. Noha a pleurdlis folyadék klinikai szempontbdl relevans, az EV-k tekintetében eddig
kevéssé feltérképezett, kilondésen az NSCLC és a PM, valamint a pleuritis
differencidldiagnosztikaja terén. A vizsgdlat soran betegségspecifikus EV-marker mintdzatok
valtak azonosithatéva, amelyek megerdsitik a mar diagnosztikai potenicallal rendelkez6é markerek
— példaul a CD326 (EpCAM) és CD44 - relevancidjat, valamint Uj jeloltek felfedezését is lehetdvé
tették. A gépi tanulasi algoritmusok alkalmazasa tovabb novelte a klasszifikacids pontossagot, és
azt mutatta, hogy az dsszetett eseteket kizard, jol definialt betegcsoportositasok eredményezik a

legmegbizhatébb diagnosztikai kiilonbségeket.

Osszességében az eredmények tdmogatjak az érzékenyebb és specifikusabb, EV-alapu folyadék
biopszias diagnosztikai eljarasok fejlesztését, melyek kevésbé invazivak, mint a hagyomanyos
szoveti biopsziak. A betegség soran felgyulemld és a betegek tlinet enyhitésének jovoltabol
rendelkezésre allé pleurdlis folyadékok felhasznalasaval ez a kutatas megalapozza az Ujabb,
pontosabb betegjellemzést biztositd diagnosztikai eszkozok fejlesztését. Az ilyen jellegl
fejlesztések hozzajarulhatnak a betegellatas szinvonalanak emeléséhez, mikézben elésegitik a

hatékonyabb és koltségtakarékosabb egészségugyi ellatast.
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