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1. Bevezetés

a4

1.1 A tiidorak epidemiologiaja és diagnosztikaja

A tiidérak napjainkban tovabbra is a vezetd halalok mind a férfiak, mind a nék korében.() Az
egyes orszagok gazdasagi fejlettségi szintje alapjan nincs jelentds eltérés az 6sszmortalitasban,
azonban a fejlett orszdgokban a nék korében magasabb a tiidérdk okozta haldlozas, mint a
fejlédd orszagokban.®) A tiidorak eléfordulasa és mortalitasa és a dohdnyzas kdzott szoros
Osszefiiggés van. Az elmult évtizedekben Magyarorszagon folyamatosan ndtt mind a
megbetegedések szdma, mind a halélozési arany, igy mara Magyarorszagon a vilagon az egyik
legmagasabb a tiidérdk morbiditdsa és mortalitdsa. A 2016-ban végzett HeLP3 tanulmany
eredményei szerint Magyarorszagon 6996 1;j tiidérakos esetet diagnosztizaltak 2016-ban, az
esetek 59,7%-a férfiakat érintett és az atlagos életkor 65,88 év volt (SD + 9,84).®  Ezzel
parhuzamosan 6465 beteg halt meg (63,2%-uk férfi), atlagos életkoruk 67,95 évnek bizonyult
(SD + 9,68).®

A tudoérak diagnozisanak feléllitdisa komplex folyamat. A megbetegedés radioldgiai
stadiumanak meghatarozasahoz kiilonb6z6 képalkotod eljarasok sziikségesek, ugymint CT-
vizsgalat, magneses rezonancia képalkotas, pozitronemisszids tomografia (PET)-CT vizsgalat,
csontszcintigrafia és ultrahang. Az FDG-PET egyre gyakrabban haszndlatos a CT képalkotas
mellett az tiidérak stddiumanak meghatdrozasahoz. Az FDG-PET ¢és a CT kombindacidja a két
modszer 6nmagaban vald alkalmazasahoz képest kivaloan alkalmas az érintett mediasztinalis
nyirokcsomok kimutatasara, 58-94% érzékenységgel és 76-96% specifitassal.1? A tiidérak
diagnozisanak felallitdisahoz a tumor patomorfologiai vizsgalata sziikséges. A mintavétel
leggyakrabban bronchoszképidval torténik, melynek sordn a tumorbol vald mintavétel mellett
lehetéség van hagyomanyos vagy endobronchidlis ultrahang-vezérelt transbronchialis
tiibiopszia elvégzésére a mediasztinalis nyirokcsomodk érintettségének igazolasara és ezaltal a
pontos stddium meghatarozasara. Ritkabban alkalmazott invaziv diagnosztikai eljarasok a CT-
vezérelt transthorakalis tlibiopszia, a mediastinoszkopia és a video-asszisztalt thoracalis
sebészet (VATS) soran torténd mintavétel is. A tiidorak pontos stddiumanak meghatarozasa
elengedhetetlentil sziikséges a késdbbi terapias lehetdségek meghatarozasahoz. A tiidérak
(TNM) stadiumrendszere (tumor, nyirokcsomo, metasztazis) egy nemzetkozileg elfogadott

rendszer, amelyet a betegség kiterjedésének leirasara hasznalnak.!' A TNM rendszer alapjan



meghatarozott stadiumok ¢és a daganat szovettani tipusa alapjan hatarozzak meg a nemzetko6zi

crer

1.2 Atidoérak szovettani jellemzdi és molekularis genetikaja

A tiidé daganatos megbetegedéseit szovettanilag két {6 tipusba soroljdk: a nem-kissejtes
tiidérak (NSCLC), amely a diagnozisok 85%-4at teszi ki, €s a kissejtes tiidérak (SCLC), amely
15%-ot képvisel. Az NSCLC két altipusa az adenokarcindéma (LUAD), mely a gyakoribb
forma, ¢és a laphdmsejtes karcindma (LUSC). Az elmult évtizedben a LUSC el6fordulasa,
amely egykor a leggyakoribb szdvettani tipus volt, jelentésen csokkent, elsdsorban a
gazdasagilag fejlett orszagokban a dohdnyzas visszaszoruldsa és a cigaretta Osszetételének
véltozasa miatt.1? A tiidédaganatok molekuldris hittere dsszetett és heterogén. A genetikai,
epigenetikai ¢és fehérjeexpresszios szinten bekdvetkezd molekuldris valtozasok egyre nagyobb
mértékli megismerése ¢és megértése jelentdsen befolyasolja napjainkban a tlidorak
diagnosztizalasat, kezelését és prognodzisat. A tliidorak kialakuldsa tobblépcsds folyamat,
amelynek soran novekedést eldsegitd utvonalak aktivalodnak, mikdzben a tumor szuppresszor
utvonalak gatlodnak, és amelyet tobb genetikai és epigenetikai valtozas jellemez. A
tiidédaganat molekularis patogenezisében részt vevd sokrétli biokémiai utvonalak atfogod
megértése elengedhetetlen a molekularis rendellenességeket és azok downstream Utvonalait
célzod kezelési stratégiak kidolgozasahoz.®) A tumor novekedését eldsegité és a terapia
lehetséges célpontjait jelentd molekularis valtozasokat jelenleg adenokarzindmaban ismerjiik
legrészletesebben.®) Ugyanakkor egyre nagyobb az érdeklédés a LUSC molekularis hattere
irant, amelyben a pathogenezis szorosabb Osszefliggést mutat a dohadnyzassal, ezaltal rendkiviil
valtozatos mutacios hattérrel jar. Jellemzdek a kiilonbozé génekben 1étrejovo génamplifikaciok,
génfliziok, tumor szuppresszor mutaciok és pontmuticiok kombinicioi.'> Mindezek
kovetkeztében laphdmkarcindmaban jelenleg mutaciokon alapuld célzott terdpia nem all
rendelkezésre. A tiidorak esetében, hasonloan mas rosszindulati daganatokhoz, a tumorgenezis
folyamata novekedést eldsegitd fehérjék (pl. KRAS, EGFR, BRAF, MEK-1, HER2, MET,
ALK, RET) aktivalodasaval, valamint tumor szuppresszor gének inaktivalodasaval jar.®) A
novekedést eldsegitd onkogének aktivalodasanak folyamata génamplifikdcid vagy mads
genetikai valtozasok, példaul pontmutacidk és szerkezeti atrendezddések révén torténhet,
amelyek onkogén utvonalakon keresztiil kontrollalatlan jelatvitelhez vezetnek. Az ,,onkogén
fliggdség” jelensége akkor jelentkezik, amikor a sejtek talélése a rendellenes jelatviteli
utvonalak tartds aktivalodasatol fiigg. Ezek a rendellenes jelatviteli utvonalak idedlis

célpontnak szamitanak a célzott terapias beavatkozasok szamara. Onkogén driver mutaciokat
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azonositottak a LUAD esetek tobb mint 50%-aban, és ezek altalaban kizarjdk mas driver
muticiok jelenlétét.®) A nagy felbontasti szekvenalasi technikak (NGS) megjelenése lehetdvé
tette a tiidddaganatok atfogd molekuldris profiljanak azonositasat. A Cancer Genome Atlas
(TCGA) kutatdsi halozat azonositotta a genomikus ¢és egyéb molekularis valtozasokat

kiilonbozo tipust rakok, koztiik a tiidédaganatok esetében is.

1.2.1 WNT jelatvitel tid6rakban

Egyre tobb kutatasi eredmény tamasztja ald, hogy a WNT jelatviteli ut, amely kulcsfontossagu
szerepet jatszik a tidé homeosztazisdnak fenntartasdban, szamos tiidébetegség patogenezisében
is szerepet jatszik.?®), hasonléan mas tipusti daganatos megbetegedésekhez. A WNT fehérjék
szekretalt glikolipoprotein morfogének, amelyek a tiido fejlédése soran sziikségesek a sejtek
differencialodasahoz, a sejtek szaporodasdhoz ¢€és az aszimmetrikus sejtosztodas
szabalyozasahoz. Az emberi tiidében 19 WNT ligandumot és 10 f6 receptorukat, az ugynevezett
Frizzledeket (FZD) azonositottak, amelyeket emlds sejtekben is kimutattak. Két f6 WNT-
jelatviteli Gtvonal ismert: 1) a B-katenin-fliggd vagy masnéven kanonikus utvonal, és ii) a f3-
katenin-fliggetlen vagy tgynevezett non-kanonikus utvonal, amely magaba foglalja a PCP
(planar cell polarity) és a WNT/Ca2+ utvonalakat. A Ca2+-fliggd WNT jelatvitel legismertebb
aktivatora a WNTSA. A WNT jelatviteli utvonalak nyilvanvalo kiilonbségei ellenére a WNT
fehérjék kotetlenséget mutatnak, képesek receptorokat megosztani és a WNT jelatviteli
molekuldk expressziojat szabalyozni, valamint modulalni a WNT jelatviteli Utvonal
aktivitasat.?*>2% A WNT/B-katenin utvonalban bekovetkezd valtozasok a kiilonbozé daganatos
megbetegedésekre jellemzdek. Nem-kissejtes tiidorakban a B-katenin és az APC mutacioi
ritkdk, azonban a WNT jelatvitel jelentds szerepet jatszik, mivel gatlasa a sejtproliferacid
csokkenéséhez vezet.3? A WNT-1, -2, -3 és -5a expresszioja, mas WNT jelatviteli
komponensekkel, példaul Frizzled-8, DVL, PORCN ¢és TCF-4 egyiitt, gyakori a reszekalt
NSCLC-ben, és rosszabb prognézissal tarsul.®>*> Ezzel szemben a WNT-7a gatlo hatast fejt
ki a NSCLC kialakulasara, és gyakran alulregulélt a reszekalt tumoros szovetekben. Bar a -
katenin gyakran expresszalodik a NSCLC-ben, jelenlétét egyes tanulmanyok jobb prognozissal
tarsitjak, valdsziniileg az E-kadherinnel vald interakciok miatt.?® A  WNT-gatlok
expressziojanak csokkenése, amely gyakran hipermetilaciora vezethetd vissza, szamos NSCLC
tumorsejt-vonalban és reszekalt szdvetekben megfigyelhets.®? Az expresszid csdkkenése
Osszefliggésbe hozhat6 az eldrehaladott stadiummal, a dedifferencialodéssal és a kedvezotlen

prognozissal. Elozetes vizsgalatok szerint a WNT-gatlo funkci6 helyreéllitaisa a WNT-jelatvitel



csdkkenéséhez, a proliferacio gatldsahoz és az apoptozis elSsegitéséhez vezet.(? A WNT
jelatvitel hozzajarulhat a kemoterapias szerekkel, példaul a ciszplatinnal és a docetaxellel
szembeni rezisztencidhoz, mig a WNT-gatlok fokozhatjak a kemoszenzitivitast.®Y A WNT-
utvonal antagonistainak klinikai célzasa, beleértve a specifikus B-katenin kolcsonhatasokat

gatlo vagy a WNT-gatld expressziot fokozo szereket, tovabbi vizsgalatot érdemel.

1.2.2 Az ABC drug-transzporter expressziojanak szerepe tudérakban

A gyogyszer-transzporterek integrans membranfehérjék, amelyek eldsegitik a gyogyszerek és
a xenobiotikumok sejtekbe vald bejutasat és onnan valo kivalasztdsat minden szervben,
beleértve a tiidot is. Mivel az eldérehaladott stadiumt tiidérak kezelése a kemoterapiat is magaba
foglalja, nem meglepd, hogy a tumorsejtek fokozzdk a drug-transzporter expresszidjat a
gyogyszerek aktiv eltavolitasa érdekében. 3 Ez a folyamat hozzajarul a gyégyszerrezisztencia
kialakulasahoz és noveli a sejtek talélési esélyét. A legjobban kutatott gydgyszer-transzporterek
az ATP-kotd kazetta (ABC) szupercsaladba tartoznak.®® Az ABC transzporter csaladot a
genomikus szekvencidk és a transzmembran domének (TMD-k) szerkezete alapjan hét
alcsaladba soroljdk. Ezek dontd szerepet jatszanak kiilonboz0 kemoterapids szerek
kivalasztasaban, ami gyakran ezeknek a gydgyszereknek a hatékonysagéanak csokkenéséhez
vezet. Az ABC transzporterek amiatt is jelentdsen befolyasolhatjak a terapiat, mivel expresszios
szintjiik valtozasa hatassal lehet a gyogyszerek kivalasztasanak mértékére €s iddtartamara. Ez

pedig hatéssal van a betegség kimenetelére.”

1.2.3 Afehérje-transzlacié szabalyozasa — mikroRNS-ek tudérakban

A mikroRNS-ek kis (21-25 nukleotid), nem kodolé RNS-ek csalddja, amelyek képesek gatolni
elésegitik a cél mRNS-ek komplementer helyeinek lebontasat. Ezen mechanizmus révén a
mikroRNS-ek transzkripcié utdn modositjdk a génexpressziot. Az elsé nem kodoldé RNS,
amelyet a miRNA csalad tagjaként azonositottak, a lin-4 volt, amelyet 1993-ban fedeztek fel a

Caenorhabditis elegansban.*%

Csak a 2000-es évek elején hataroztak meg a miRNS-eket
onallé szabalyozd molekulak csoportjaként. Azdta a miRNS-ekkel kapcsolatos kutatdsok
szdma gyorsan novekedett, ¢s a miRBase adatbazis ma mar tobb mint 2500 érett mikroRNS-t
tartalmaz (1188 prekurzor molekulabol).* A mikroRNS-ek dontd szerepet jatszanak a
karcinogenezisben, mivel a tiidorakkal kapcsolatos gének mutacioi  fehérje
expressziovaltozasokhoz vezethetnek. E fehérjék transzlacios szabdlyozasa jelentdsen

befolyasolhatja a betegség progresszidjat, a terapiara adott valaszt és az altalanos tulélést



1.2.4 Extracellularis vezikulak (EV)

Az exoszomak olyan extracellularis vezikuldk, amelyek kettds lipidréteggel rendelkeznek, és a
az intracellularis kommunikacioban bet6ltott kulcsfontossagu szerepiik miatt az utobbi iddben
intenziv kutatasok targyat képezik. Ezek a vezikuldk képesek eldsegiteni bioaktiv molekuldk,
tobbek kozott a fehérjék, a DNS, az mRNS ¢és a nem kodold RNS-ek atjutasat egyik sejtbol a
masikba. Ez a folyamat genetikai informécidcseréhez és a befogadd sejt atprogramozasahoz
vezethet.*” Kutatdsi eredmények bizonyitjak, hogy a tumorsejtek jelentds mennyiségii
exoszomat bocsajtanak ki, amelyek befolyasolhatjdk a tumor novekedését, disszeminacidjat és
gyogyszerrezisztenciajat.®? Kimutattak, hogy ezek a részecskék lehetvé teszik a tumorsejtek
¢és kiilonbozé mas sejttipusok, tobbek kozott az immunsejtek és a stromasejtek kozotti
kommunikacidt. Ez az interakcid hozzdjarul a tumor kialakulasahoz, progresszidjahoz és az

immunrendszer megkeriiléséhez.C?

1.3 Az elérehaladott stadiumu tiidorak szisztémas terapiaja

Az eldrehaladott staddiumu tiidddaganatok szisztémds kezelése szamos terdpids modszert
magaban foglal, beleértve a kemoterapiat, a célzott molekularis terapiakat és az immunterapiat
is.5Y A megfeleld szisztémas kezelés kivalasztisa a beteg altalanos allapotatdl, a betegség
stadiumatol, valamint a tumor szovettani €s molekularpatoldgiai jellemzo6itél fiigg. A
hagyomdanyos kemoterapias szerek, koztiik a ciszplatin, a karboplatin és a harmadik generacios
citotoxikus szerek, mint a taxanok (paclitaxel, docetaxel) vagy a gemcitabin, a nem kissejtes
tiidérak klinikai gyakorlatanak standard elemei. Ezenkiviil a pemetrexed €s a bevacizumab is
gyakran alkalmazott szerek az elérehaladott stadiumu nem-kissejtes tiidérak kezelésében.¥
Az elmult években a terdpias lehetdségek jelentésen bdviiltek a célzott terdpia és az

immunterdpia megjelenésével.

1.3.1 Célzott terapia NSCLC-ben

A molekularis célzott terdpia a tumor molekuldris profiljahoz igazodik.®> A LUAD kiilénallé
molekuléris altipusokba sorolhatd, amelyeket az onkogén driverekben bekovetkezd specifikus
genetikai valtozasok jellemeznek. A nem-kissejtes tiidddagantokban molekuldris driverként
leggyakrabban az alabbi génekben el6forduld széles spektrumi genomikus valtozasok
szerepelnek : EGFR (gyakori és ritka mutaciok), ALK, ROS1, BRAF, KRAS, MET, RET,
NTRK ¢s HER2. Ezen mutaciok tobbsége azonban viszonylag ritka — a betegek kevesebb mint

2-5%-anal fordul el — és a standard diagnosztikai modszerekkel, mint a polimeraz lancreakcid

6



(PCR) vagy az immunhisztokémia (IHC) nehezen azonosithatoak, tobbek kozott a eljarés
koltségei, a feldolgozasi id6 hossza €s a rendelkezésre all6 tumor szovetmintak kis mérete miatt
is.®) A next generation sequences (NGS) technolégidk megjelenése megoldotta ezeket a
kihivasokat, mivel lehetové tette tobb genetikai valtozas egyidejii, nagyobb érzékenységgel,
pontossaggal és koltséghatékonysaggal torténd kimutatasat. Az NGS alkalmazhat6 formalinban
fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) tumor szoveteken, valamint a periférias vérbdl liquidbiopszia

tjan nyert kering szabad DNS-en vagy messenger RNS-en is. ©©

1.3.2 Immunterapia NSCLC-ben

Az immunoterapia — amelynek célja az immunrendszer a daganatos sejtek felismerésére és
elpusztitasara irdnyulo képességének fokozasa — az utdbbi években jelentds figyelmet kapott.
A tumorok elleni immunvalasz hatékonysagat nagyban meghatarozza a daganatos sejtek ¢és az
immunsejtek kozotti interakci6 a tumor mikrokdrnyezetben.®® Ujabb kutatasok ramutatnak az
immunsejtek kettds szerepére a tiidoérak progressziojaban: tdmogathatjdk a tumorellenes
immunitast, vagy elésegithetik az immunszuppressziv mikrokdrnyezet kialakulasat.®” A tumor
mikrokdrnyezet egy dinamikus ¢és komplex halézat, amely endothelidlis sejtekbdl,
fibroblasztokbol, mesenchimalis sejtekbdl, adipocitakbol, immunsejtekbdl €s az extracellularis
matrixbol all. Az elmult évtizedben nagy figyelmet forditottak a tumor immunmikrokdrnyezet
(TIME) 0sszetételének ¢s milkodésének megértésére, amelynek dontd hatdsa lehet az
immunvalasz alakuldsara és az immunterapiak hatékonysagara. Az immunterapia attorését az
immunellenérz6 pontok (ICP-k) felfedezése jelentette, amelyek az immun- és daganatos
sejtekben expresszalodo szabalyozé fehérjék. Normalis fiziologiai koriilmények kozott ezek az
ellen6rz6 pontok fenntartjak az immunhomeosztazist és megakadalyozzak az autoimmunitést
azaltal, hogy gatlo jeleket tovabbitanak, amelyek a ligandum kotddése utan lecsokkentik a T-
sejtek aktivitasat. A tumorsejtek azonban kihaszndljak ezeket az Gtvonalakat, hogy elkeriiljék
az immunmedialt pusztulast azaltal, hogy tultermelik az ICP-ligandumokat és elnyomjak a T-

sejtek miikodését.?

Az immunellendrz6 pontokat blokkold immunellenérzépont-gatld szerek (CKIs)
forradalmasitottdk a rakkezelést azaltal, hogy helyreallitottdk a tumorellenes T-sejtek
aktivitasat. Az  elséként  felfedezett ¢s  legszélesebb  korben  tanulmanyozott
immunellendrzépontok a citotoxikus T-limfocita-asszocialt antigén-4 (CTLA-4) és a
programozott halal-1 (PD-1). Az immunellendrzépont-gatlok az elérehaladott stadiumti nem-

kissejtes tiidédaganat kezelésének sarokkoveivé valtak. 2015-ben az amerikai Elelmiszer- és



Gyobgyszeriigyi Hivatal (FDA) jovahagyta a nivolumab (egy anti-PD-1 antitest) alkalmazasat
platina-alapt kemoterapia utan eldrehaladott LUSC esetén, majd ezt kovetéen minden NSCLC
altipusra kiterjesztette a jovahagyast. A PD-1 egy receptor, amely normalis esetben az aktivalt
T-sejteken expresszalddik, ¢€s ligandumaval, a PD-L1-gyel kolcsonhatasba Iépve
megakadalyozza az immunvalasz tulstimulalasat. A tumorok a PD-L1 expresszidjat fokozzak,
hogy elkeriiljék az immunrendszer észlelését, de a PD-1/PD-L1 utvonal monoklonalis antitest
gatlokkal torténd blokkolasa helyreéllitja a T-sejtek miikodését, és az eldrehaladott stadiumu
tiidédaganatos betegeknél kovetkezetesen jelentds tumorellenes hatast mutat. Jelenleg a
klasszikus kemoterapids szerek, az 0 immunellenérzépont blokkoldk ¢és ezek kombinacios
terdpidi a tiidérak kezelésének gold standardjai.®® A pembrolizumabot hasonloképpen 2015-
ben engedélyezték PD-L1-pozitiv NSCLC-ben masodvonali kezelésként, majd 2016-ban pedig
els6 vonalban is torzskonyvezték magas PD-L1-expresszioval (=50%) bir6 NSCLC-s betegek
szamara, csakigy, mint az atezolizumabot, egy masik anti-PD-L1 antitestet.®) A
daganatimmunologia kutatasanak elérehaladtaval az immunterapia a checkpoint inhibitorokon
tal is fejlédik. Igéretes alternativak kozé tartoznak a rakvakcinak, mas monoklonalis antitestek
¢s az adoptiv sejtterapiak, amelyek a jovOben tovabbi kezelési lehetdségeket kinalnak majd az

elérehaladott tiidorak terapiaban.

2. Célkituizések

Korabbi kutatdsok mar igazoltdk, hogy a nem-kissejtes tiidérak (NSCLC) két elsddleges
altipusa -a laphamsejteskarcindoma (LUSC) és az adenokarcindéma (LUAD) - a kiilonb6z6

terapiakra eltéré reakciokat mutatnak.(®®

Az altipusok molekuléris kiilonbségeirdl
rendelkezésre all6 adatok attekintése és a betegstatisztikak elemzése alapjan tobb 1j lehetséges
kutatasi tertilet is felmertilt. Megkérddjeleztiik a jelenlegi trendeket, miszerint a legtobb kutatés
a tumor szovetekben taldlhaté markereket vizsgalja, figyelmen kiviil hagyva a betegek
jellemzobivel és a terapiara adott valasszal valo Osszefliggést a keringésben, ahol szamos lipid-
vezikula, koztiik a heparan-szulfat proteoglikanok (HSPG-k), a citonéméak ¢és az EV-k
legszélesebb korben vizsgalt tagjai, az exoszomak, hatalmas molekulakészletet hordoznak,
beleértve a nukleinsavakat, fehérjéket stb. Ezenkiviil bizonyos terapidkkal kapcsolatban néhany
aggasztd tendencia is felmeriilt. A laphdmsejtes karcinomaval diagnosztizalt betegeknél
jelentésen megndtt a vérzés szovodmény eldfordulasa, amennyiben vascularizacidt gatld

kezelésben részesiiltek.®*%?) Ez a felfedezés azt eredményezte a klinikai gyakorlatban, hogy a

laphamsejtes karcindmés betegek antiangiogén terdpidt nem kaphatnak, beleértve a



bevacizumabot is. Fontos azonban hangstlyozni, hogy vérzéses szovodmény, példaul gyomor-
bélrendszeri vérzés vagy perforaci6 az érképzddés-gatld kezelésben részesiild
adenokarcindmas betegek esetén is eléfordul. A fentiek alapjan felmertil a kérdés, hogy milyen
alapvetdé molekularis mechanizmusok jarulnak hozza ezekhez a reakcidkhoz. Mig a célzott
terapiak javitottdk a LUAD talélési aranyat, a LUSC hatékony kezelési lehetoségei még mindig
korlatozottak. A fenti terdpias valaszok fényében felvet6dott a hipotézis, hogy létezhetnek
olyan specifikus molekularis mikrokornyezeti elemek, amelyek elésegitik a specifikus kezelési
sémakra adott eltérd valaszokat. A terapias valaszok kozotti kiilonbségek Osszefliggésben
allhatnak az extracellularis vezikuldkban szallitott molekuldkkal vagy a gyoégyszer-
transzporterekben megfigyelhetd eltérd expresszidval. E potencidlisan befolyasold tényezdk
azonositasaval és mérésével célunk az volt, hogy mélyebb betekintést nyerjiink a terapias valasz

¢s az altalanos tulélés biologiai alapjaiba.
A kutatas céljai a kovetkezOk voltak:

1. A LUAD ¢és a LUSC differencialt molekularis jellemzdinek azonositisa a betegek
szérumaban és a szérumbol szarmazd exoszémakban, kiilonds tekintettel bizonyos
fehérjékre és a mikroRNS-ek széles spektrumara.

2. A betegek klinikai kovetése kezelés alatt és utan, valamint a betegek terépiara adott
valaszanak ¢s az altalanos tulélésnek elemzése a kezelés el6tt azonositott molekuléris
jellemzokkel vald 6sszefliggésben.

3. A gyogyszer-transzporterek és azok KRAS- és EGFR-mutacidkkal valo 6sszefliggésének
vizsgélata az NSCLC egyik altipusaban, LUAD-sejtvonalak felhasznalésaval.

3. Anyagok és maddszerek

3.1 Betegek és mintavétel kering6 EV-vizsgalatokhoz

2018 februarjatdol decemberéig hatvan, tobbségében III/b-IV stddiumu nem-kissejtes
tidédaganatos betegtdl vettiink szérummintat, a PTE Isz. Belgydgyaszati Klinika
Pulmonologiai Tanszékén. A kutatast etikai bizottsagi engedéllyel
(PTE_KK RIKEB 6444/2016) ¢és a Helsinki Nyilatkozatnak megfeleléen végeztiik. Minden
beteg irasbeli beleegyezd nyilatkozatot irt ald a részvétel elétt. A betegek adatait Excel
tablazatban taroltuk, amelyben minden betegrdl a kovetkezd informécidkat rogzitettiik: nem,

¢letkor, szovettani diagnozis, a tumor TNM stadiuma, a daganat molekularis profilja (KRAS,



EGFR, ALK), a szovettani mintavételhez hasznalt diagnosztikai eljaras, a tumor elhelyezkedése
(kdzponti vagy periférids), a mintavétel datuma, a kezelés tipusa (gyogyitdé vagy palliativ), a
kezelés kezdete és vége, a kezelési ciklusok szama, a terapiara adott valasz RECIST 1. 1 szerint,
a beteg tovabbi onkoldgiai kezelése, progresszid mentes ¢€s teljes tulélése, a kezelés soran
esetlegesen felépett vérzéses vagy egyéb komplikaciok, a beteg dohanyzasi eldzménye,
valamint hogy a betegnek volt-e ismert kronikus obstruktiv tiiddbetegsége (COPD). A
kemoterapids kezelés elso ciklusanak elsé napjan minden betegtdl 5 ml vért vettiink periférias
vénabol nativ csObe. A csdveket a mintavétel utan két oran beliil 3000 g-vel 10 percig 4 °C-on
centrifugaltuk. A centrifugalas utan a szérumot Eppendorf csovekbe toltottiik és tovabbi
felhasznalasig -80 °C-on taroltuk. A betegeket a kezelés soran mindvégig kovettiik, a klinikai
vizitek soran a fenti adatokat gondosan rogzitettilk. A kutatds bevélasztasi kritériumai a
kovetkezOk voltak: szovettani vizsgalattal igazolt [-1V. stddiumi (az American Joint
Committee on Cancer (AJCC, 8. verzid) alapjan) nem Kkissejtes tiidorakban (LUAD vagy
LUSC) szenvedd betegek, akik a diagnozis felallitasat megeldzéen nem részesiiltek sugar,-
immun,- vagy kemoterapidban, vagy egyéb kezelésekben. Csak olyan betegek keriiltek
bevalasztasra, akiknél kovetési adatok hidnytalanul alltak a rendelkezésre, beleértve a legjobb
altalanos valaszt (BOR) ¢és az altalanos tulélést (OS). Végiil, a vizsgalatba olyan betegeket
vettiink fel, akiknél elegendé mennyiségli és mindségli szérummintak alltak rendelkezésre. A
kizérasi kritériumok a kdvetkezOk voltak: (i) patologiailag az NSCLC-tdl eltérd diagndzis; (ii)
egy¢éb malignus daganatos megbetegedés eléfordulasa a kortorténetben; €s (iii) a nem megfeleld
szérummintak vagy barmely mas ok, amely a vizsgalat barmely szakaszdban a mindség-
ellendrzés meghitisulasat eredményezhette volna. A legjobb altalanos valaszt (BOR) a RECIST
1.1 verzidja szerint hataroztuk meg. A kezelés megkezdésétdl a kezelés barmely okbol
bekovetkezett végéig vagy az utolsd kovetési datumig eltelt idot teljes tulélésnek (OS)
tekintettilk. Kontrollként a vizsgalati populacidhoz hasonld koreloszlasu, egészséges
vérdonoroktol (HC) szarmazé szérumot hasznaltunk. A vizsgalatot harom évvel kés6bb, 2021-

ben zartuk le.

3.2 Sejtkulturak

A kisérletekben human NSCLC adenokarcindéma sejtvonalakat (A549 (KRAS mutéans) és PC9
(EGFR mutans: DelE746A750) (American Type Cell Culture Collection, Rockville, MD,
USA)) hasznéltunk. Az A549 sejteket teljes Dulbecco-féle modositott Eagle-taptalajban
(DMEM) (Lonza, Walkersville, MD, USA) tenyésztettiik, 10% borju szérummal (FCS), 3%
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penicillin/streptomicinnel, 2% L-glutaminnal, 1% nem esszencidlis aminosavval, 1% 4-(2-
hidroxi-etil)-1-piperazin-etan-szulfonsav (HEPES) pufferrel és 1% p-merkaptoetanollal
kiegészitve. A PC9 sejteket Rosewall Park Memorial Institute 1640 taptalajon (RPMI) (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) tenyésztettiik, 10% FCS, 3% penicillin/streptomycin, 2% L-
glutamin kiegészitéssel. Az elsddleges kis léguti hamsejteket (SAEC) a Lonza (Lonza,
Walkersville, MD, USA) szallitotta, és Small Airway Growth Medium (Lonza, Walkersville,
MD, USA) taptalajon tenyésztettik. A normal emberi tiid6fibroblasztsejteket (NHLF)
Fibroblast Growth Medium (FGM-2) taptalajon tenyésztettiik, az elsédleges umbilikalis véna
endotelialis sejteket pedig Normal, human (HUVEC) (American Type Cell Culture Collection,
Rockville, MD, USA, ATCC® PCS-100-010™) F-12K taptalajban (Kaighn’s Modification of
Ham’s F-12 Medium) (ATCC® 30-2004T™) tartottuk. Minden sejttipust 37 °C-on, 5% CO
tartalmu parasitott 1égkdrben tenyésztettiink. . A sejtek viabilitds ellendrzését tripan kék festék

kivélasztasos teszttel végeztiik.®®

3.3 Haromdimenziés (3D) aggregatum tenyészetek

A 3D aggregatumok NHLF, HUVEC ¢és A549 vagy PC9 sejtekbdl alltak 4:3:3 ardnyban. Az
aggregatumokat kereskedelmi forgalomban kaphatd mégneses sejtlevitacios technikaval
allitottuk elé a Greiner Bio-One Ltd. (Kremsmiinster, Ausztria) altal gyartott 96 Well
Bioprinting Kit és 96 Well BiOAssay™ Kit segitségével. A sejteket NanoShuttle(™™ -PL-lel 4
°C-on 4 6ran at inkubaltuk (A549, A549-CR, PC9, PC9-CR, NHLF, HUVEC). A magnesezett
sejteket levalasztottuk, megszamoltuk €s sejt-taszitd lemezre adagoltuk. A sejt-taszitd lemezt a
tartora helyeztiik a sejtek aggregélasa érdekében, majd 37 °C-on 15 percig inkubaltuk. Az
aggregatumok alkalmasak voltak génkifejez6dés vizsgalatdra és gyogyszer-transzporterek

immunhisztokémiai festésére.©®

3.4 Immunhisztokémia

3.4.1 WNT5A kimutatasa

Az immunhisztokémiai vizsgalatot 4 um vastag FFPE szovetblokkokbol kivett
szovetmetszeteken végeztiik. Az antigén visszanyeréséhez 20 percig pH 9,0-es Tris/EDTA
puffert hasznaltunk. A reakciokat BOND polymer refine detection (Leica DS9800) (Leica
Biosystems, Deer Park, IL, Egyesiilt Allamok) segitségével vizualizaltuk. WNTS5A (klén 3D10)
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(MAS-15511, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Egyesiilt Allamok) monoklonalis

antitestet hasznaltunk.

3.4.2 Gydgyszer-transzporterek kimutatasa

A 3D-aggregatumokat Leica CM 1950 kriosztattal (Leica, Wetzlar, Németorszag) metszettiik,
majd fixaltuk és rutin IHC festési eljarassal festettiik Vision Biosystems bond™ automatizalt
immunfestoben (Leica, Wetzlar, Németorszag). Elsddleges antitestként anti-human ABCG2
egér monoklondlis antitestet (CD338, klon 5D3, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) és anti-
human ABCBI1 nyul monoklondlis antitestet (klon D3H1Q, Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA) hasznaltunk, mindkett6t 1:50 higitasban. EpCAM (CD326, 323/A3, MAS-
12436, ThermoFisher Scientific, MA, USA), egy jeloletlen egér monoklonalis antitest 1:50
higitasban, és Cytokeratin 5 poliklonalis nyul (SC-66856, Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
TX, USA) 1:100 higitasban. A masodlagos antitest kecske anti-nytl IgG antitest (Alexa Fluor®
647) (ab150087) (1:2000) (Abcam Plc, Cambridge, Egyesiilt Kirdlysag) volt, az anti-egér
antitest pedig Alexa Fluor® 488 konjugalt IgG (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
(1:200 higitasban). A magokat Dapiprazole hydrochloride (DAPI) (ab142859) (1:1000)
(Abcam Plc, Cambridge, Egyesiilt Kirdlysag) ellenanyaggal festettiik. A képeket Nikon Eclipse
Ti-U mikroszképpal (Nikon GmbH CEE, Bécs, Ausztria) és CCD kameraval (AndorZyla 5.5)
készitettiik, a denzitometridhoz ImageJ (Java) szoftvert hasznaltunk. A gyogyszer-transzporter
fehérjék intenzitasdnak kvantifikdlasat a megfeleld epitelidlis marker intenzitdsdhoz

viszonyitva normalizaltuk.®®

3.5 WNT jelatviteli rendszerek gyogyszer-transzporter
vizsgalatokban

A WNT jelatviteli utvonal gének relativ mRNS expressziojat (27991 ) A549, A549-CR és PC9,
PC9-CR 3D aggregatumokban Applied Biosystems™ TaqMan™ Array, Human WNT
Pathway, Fast 96-well (Thermo Fisher Scientific Inc. TMO, Waltham, MA, USA) segitségével
értekeltiik.

3.6 Exoszomak kivonasa a szérumbol

Altalanossagban a vérmintakat a levételt kovetéen 37 °C-on 20 percig alvadni hagytuk, majd
1500%g-vel 10 percig szobahdmérsékleten centrifugaltuk. A szérumot ezutan -80 °C-on taroltuk

a tovabbi feldolgozéasig. A gyartd utasitdsai szerint az exoszoémakat 400 pl szérummintabol
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izolaltuk Total Exosome Isolation Reagent (TEI) (szérumbol) (4478360, Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, Egyesiilt Allamok ) segitségével. Roviden: a szérummintakat
2000xg-vel 30 percig centrifugaltuk a sejtek €s a tormelék eltavolitasa érdekében. Ezutan 0,2
térfogatnyi TEI reagens hozzdadasa utan a mintdkat 30 percig 4 °C-on inkubaltuk. A
kicsapodott exoszomakat 10 000xg-vel 10 percig szobahdmérsékleten centrifugaldssal
izolaltuk. Az exoszOmapelleteket ezutan pH 7,4-es PBS-ben, szobahdmérsékleten

reszuszpendaltuk.

3.7 Nanorészecske tracking analizis

A valos idejti kovetéshez és elemzéshez egy 488 nm-es kék 1ézerrel felszerelt NanoSight NS300
miuszert (Malvern Panalytical Ltd., Malvern, Egyesiilt Kiradlysag) hasznaltunk. Az Osszes
elemzett mintat Ca- és Mg-mentes PBS-ben higitottuk 1 ml végtérfogatra. Az exoszoma
izoldtumokat ezutan a mérések el6tt az optimalis NTA detektaldsi tartomanyra higitottuk (10—
50 részecske/képkocka). Minden méréshez 6t 1 perces videot rogzitettiink a kovetkezd
feltételek mellett: sejt hdmérséklet: 25 °C; fecskendd sebessége: 50 ul/s. A videokat a beépitett
NTA v3.2 szoftverrel elemeztiik.

3.8 Transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM)

A TEM-et az exoszomak vizualizaldsara hasznaltuk. Minden mintabdl 2,5 pl-t helyeztiink
egyenként egy 300-mesh-es racsra. A racsot egy ¢jszakan at szobahOmeérsékleten szaritottuk,
majd 5% uranil-acetatot és 3% natrium-citratot adtunk hozza. 5 perces inkubaléas utan a racsot
levegon szaritottuk. Huszonnégy oraval késobb a racsot JEOL TEM (JEOL Ltd., Tokio, Japan)
1200 EX késziilékkel elemeztiik.

3.9 EV antitest-array

Az EV-specifikus marker elemzést Exo-Check antitest-array (EXORAY210B-8, System
Biosciences, Palo Alto, CA, USA) segitségével végeztiik el. 60 pg EV-készitményt adtunk a
membranalapu blot array-hez, és a gyartd utasitasait kovettiik. A kemilumineszcencia

intenzitdsat G:BOX Chemi XRQ (Syngene, Cambridge, UK) segitségével mértiik.
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3.10 WNT5A ELISA

A szérum, az exoszOmamentes szérum €és az exoszomak WNT5A-tartalmanak kvantitativ
meghatarozasdhoz human WNTSA (Wnt-5a fehérje) ELISA készletet (EH1164, FineTest,
Wuhan, Kina) hasznaltunk. A kiindulési térfogat minden esetben 400 ul szérum volt. Tovabba,
a WNTS5A és az exoszomak kozotti sszefliggeés és eloszlas vizsgalatahoz az izolalt pelletet 395
ul PBS-ben reszuszpendaltuk, hogy meghatarozzuk a WNTSA tartalmat az exoszomak
feliiletén. Az exoszomak teljes WNTS5A-tartalmanak meghatarozasahoz a mintdkat 95 pl
jéghideg RIPA-pufferrel (89900, Pierce RIPA buffer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
Egyesiilt Allamok) kezeltiik az exoszomak membranjainak megzavarasa érdekében. Az dsszes
mintat 5 ul 100x Halt-Protease inhibitor koktéllal (87786, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, Egyesiilt Allamok) inkubaltuk. A mintédkat a megfelelé pufferekkel kevertiik 6ssze, és 15
BCA Protein Assay Kit (23225, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Egyesiilt Allamok)
segitségével, a gyartd utasitdsainak megfeleléen. Minden reagens, standard és minta a gyarto
utasitdsai szerint kertilt elokészitésre. A mintak abszorpcidjat 450 nm-en Perkin Elmer Enspire
Multiplate Reader (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) segitségével rogzitettik. A
gorbébdl interpolaltuk. Minden mintat kétszer mértiink. A részecskénkénti WNTSA fehérje
mennyiségét az ELISA-val meghatarozott WNTS5A koncentracié és az NTA-val detektalt

részecskekoncentracid hanyadosaként szamitottuk.

3.11 RNS izolalas és tovabbi vizsgalatok EV-ben és gyogyszer
transzporter vizsgalatokban

3.11.1 Teljes RNS izolalas EV-bdl és Nanostring analizis

A teljes RNS-t az exoszomakbdl a Total Exosome RNA and Protein Isolation Kit (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével, a gyartd utasitdsai szerint
izolaltuk. Az izolalt RNS-t 50 ul RNaz-mentes vizzel elualtuk. Az eluens (50 pl) mennyiségét
vakuumkoncentratorral 5 pl-re koncentraltuk. A miRNA profilalkotashoz a NanoString
nCounter® microRNA platformot (3. verzid) (NanoString Technologies, Seattle, WA, USA)
hasznaltuk a gyartd utasitdsai szerint. A mindség-ellendrzés megerdsitette a futtatds
megbizhatosagat, valamint a miRNA szlirési protokoll érvényességét és reprodukalhatosagat.

Az adatok elemzéséhez és normalizalasdhoz nSolver szoftvert hasznaltunk. A normalizalast a
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plazma- ¢és szérummintdkban végzett nCounter miRNA expresszidelemzés technikai

utasitasainak megfelelden, ,,Housekeeping” modszerrel végeztiik.

3.11.2 RNS izolalas, cDNS szintézis es qRT-PCR gydgyszer-transzporter
vizsgalatokban

A sejtkultarakat RA1 pufferoldatban gytijtottiik, majd a gyartd utasitasai szerint (Macherey-
Nagel, Diiren, Németorszag) Nucleospinll RNA izolacids készlettel izolaltuk az RNS-t. Az
USA) mértiik. A cDNS szintézist a nagy kapacitasi RNS-cDNS készlet (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) véletlenszerli hexamer primereivel végeztik a gyartd
protokollja szerint. A szekvenciaspecifikus primerekkel végzett SYBRGreen (Roche, Bazel,
Svajc) valos idejii qRT-PCR reakciot Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével allitottuk be. A kiilonb6zd

~(ddCt)

gybgyszer-transzporterek relativ mennyiségét a 2 modszerrel szamitottuk. A belsd

kontroll minden mintaban B-aktin volt.

3.12 Az ABC gyo6gyszer-transzporterek funkcionalitasanak
vizsgalata

A vad tipusu és a cisplatin-rezisztens (CR) A549 és PC9 sejteket PBS-sel mostuk, majd
tripszinizaltuk. A sejteket megszamoltuk, FACS csévekbe soroltuk, 100 000 sejt/csd, harom
parhuzamos mintdban. Az ABCB1 és ABCG2 transzporterek funkcionalis aktivitasanak
mérésére MultiDrugQuantTM Kit (SOLVO Biotechnology, Szeged, Magyarorszag) ¢s
aramlési citometriat hasznaltunk. Az 4aramlési citometridhoz BD FACScanto II (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) és BD FACSDiva V5.1 szoftvert (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA) hasznaltunk. Az eredményeket a gyartd utasitasai szerint multidrug resistance
(MDR) aktivitasi tényezd értékekként (MAF) szamitottuk. A szdmitdsokat a harom példany
medidnja alapjan végeztik. A 20 feletti MAF értékeket funkciondlisan aktiv gydgyszer

transzporter fehérjéknek tekintjiik.®

3.13 Gyodgyszerek és reagensek

A gyogyszereket, beleértve a ciszplatint, a karboplatint és a paclitaxelt, a Selleckchem
(Houston, TX, USA) széllitotta. A CR NSCLC sejtvonalak eléallitdsdhoz a ciszplatin kiindulasi

koncentracioja az A549 sejtkultardkban 1 uM volt, mig a végsd koncentracié 3 héten beliil
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elérte a 12 uM-t. A PC9 sejtkultirdkban a ciszplatin kiindulasi koncentracigja 0,67 uM volt,
amelyet 3 héten beliil 4,67 uM-re emeltek. A karboplatin és a paklitaxel kezelést 24 6ran at,
100 uM, illetve 0,002 uM koncentracidoban alkalmaztuk.

3.14 Statisztikai elemzés

3.14.1 Az exoszémak vizsgalatanak statisztikai elemzése

Az adatok atlag £ SD-ként vannak kifejezve. A normal eloszlast Shapiro-Wilk-probaval
teszteltiik. Két specifikacio 0sszehasonlitasthoz Mann—Whitney U-probat vagy parositatlan t-
probat, harom vagy tobb specifikacid dsszehasonlitdsdhoz Kruskal-Wallis-probat vagy egyutas
ANOVA-t hasznaltunk. A szérum, az exoszOmamentes szérum ¢s az exoszom WNTSA
kiiszobértékeit ROC gorbe elemzésével vagy a legjobb kiiszobérték-modszerrel, ami egy orvosi
kutatasokra szabott webes tulélési elemzd eszkoz. Roviden: az also és felso kvartilisek kozotti
Osszes lehetséges kiiszobértéket kiszamitottuk, és a legjobban teljesitd kiiszobértéket
hasznaljuk kiiszobértéknek. A Kaplan—Meier-mddszert alkalmaztuk a talélési gorbék
eldallitasahoz az elsd kezelés és a halal kozotti idotartam alapjan. A log-rank tesztet (Mantel—
Cox) alkalmaztuk a talélési eloszlasok Osszehasonlitasara. Minden elemzésnél kétoldalas
p&lt;0,05 értéket tekintettiink statisztikailag szignifikdnsnak. A statisztikai elemzést a
GraphPad Prism 9.0.0 szoftver (GraphPad, Palo Alto, USA) segitségével végeztiik.

A differencialis  expresszidelemzést t-probakkal  végeztiikk, ¢és kiszamitottuk a
szorzdvaltozasokat. Benjamini- és Hochberg-korrigalt p-értékeket is szamitottunk. Az adatok
eléfeldolgozasat és a differencidlis expresszidelemzést az R statisztikai csomaggal % végeztiik.

A hétérképek vizualizalasdhoz a heatmap csomagot (R) hasznéltuk 7%,

3.14.2 Gyogyszer-transzporter vizsgalatok statisztikai elemzése

A statisztikai elemzést az SPSS 26.0 csomaggal végeztiik Windows rendszerre (IBM SPSS
Statistics, Chicago, IL, USA). A normal eloszlast Kolmogorov—Smirnov-probaval teszteltiik.
A két fiiggetlen csoport kozotti kiilonbségeket nem paraméteres szamitasként Mann—Whitney-
U-prébaval szamitottuk ki. A normadl eloszlashoz fiiggetlen mintdk t-probajat ¢s Kruskal—
Wallis-probat végeztiink. Az eredményeket akkor tekintettiik statisztikailag szignifikansnak, ha

p < 0,05.
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3.15 IPA-elemzés

A funkciondlis elemzéshez az Ingenuity programot (Ingenuity Systems, USA;
http://analysis.ingenuity.com) hasznaltuk. A differencialtan expresszalodé miRNA-kat miRNA
célsziiroknek vetettilk ala, és daganatos betegség, VEGF, VEGF csalad ligand-receptor
interakciok, epithelidlis adhézids kapcsolatok, tight junction jelatvitel és NSCLC jelatvitel
szlir6k alkalmazasaval hoztuk létre az mRNA célsziird listakat. Ezutdn Molecule Activity

Predictor (MAP) elemzést alkalmaztunk a molekularis aktivacié vagy gatlas eldrejelzésére.
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4. Eredmények és megbeszélés
4.1 AWNT5A mint biomarker

Korabbi kutatdsok mar igazoltdk, hogy a WNTSA kovetkezetesen tarsul kiillonb6z6 daganat
fajtakhoz®*7®, de biomarkerként valo potencialja még nagyrészt nem igazolt. Kutatisunkban
azt a hipotézist allitottuk fel, hogy a szérum vezikulamentes és vezikuldhoz kotott frakcidinak
elkiilonitése megbizhatoan eltér6 WNTS5A-szinteket eredményezhet, ¢és prediktiv,
prognosztikai vagy diagnosztikai értéket adhat NSCLC-s betegek esetében. Kezdetben azt
figyeltiik meg, hogy a reszekalt tumoros szovetekben megemelkedett WNTS5A-szintek nem
alltak Osszefiiggésben a csokkent teljes taléléssel, és nem kiilonboztették meg a NSCLC
altipusait, a LUAD-ot és a LUSC-t, megerdsitve a szakirodalomban szerepld adatokat. A
szérum exoszOmamentes ¢s exoszomas frakcidinak elkiilonitésével azonban szignifikans
kiilonbségek mutatkoztak a WNTS5A-szintekben a LUAD ¢és a LUSC altipusok kozott. A
LUSC-betegeknél alacsonyabb volt a keringd exoszoémak szintje, mint a LUAD-os betegeknél
vagy az egészséges kontrolloknal. Ezenkiviil a LUSC-exoszomak szignifikansan tobb
WNT5A-t tartalmaztak mind a feliiletiikon, mind a belsejiikben, mint a LUAD-os betegeké.
Ezenkiviil a LUAD-betegek exoszomamentes szérumaban szignifikansan magasabb WNTS5A-
szintek voltak, mint a LUSC-betegeknél, ami arra utal, hogy a NSCLC két altipusa eltérd
extracellularis WNTS5A-profilokkal rendelkezik. A WNTS5A-tartalom kiilonbsége az
exoszomakban ¢€s az exoszOmamentes szérumban arra utal, hogy a WNTS5A elhelyezkedése
jelentds szerepet jatszhat a LUAD ¢és a LUSC klinikai kimenetelében. A WNTSA vezikuldkban
nem talalhato és vezikuldkhoz kotott formainak szerepét vizsgald korabbi kutatasok kimutattak,
hogy a szekretalt ¢s a vezikuldkhoz kotott WNTSA aranya a sejttipustol és a sejtkontextustol
figg. Mig a szekretdlt WNTS5A agresszivebb daganat fenotipust tlinik eldsegiteni, az
extracellularis vezikuldkban talalhat6 WNTSA kontextusfliggd hatasokat mutathat,

potencialisan gatolva vagy elSsegitve a daganat progressziojat.””-’®

Vizsgalatunkban az
exoszomakhoz kotott WNTSA magas szintje laphdmkarcinomaval €és rovidebb taléléssel
tarsult, mig az exoszOémamentes szérumban magasabb WNTS5A-szint jobb tulélésre utalt
adenokarcindmaban, ami arra utal, hogy a WNTS5A megjelenésének kontextusa és szekrécios
modja dontd fontossagl a rakban betdltott funkcidja szempontjabdl. Tovabbi vizsgalatokra van
sziikség a WNTS5A extracellularis térbe és vezikuldkba valo szelekcidjanak és szortirozasanak
molekuléaris mechanizmusainak tisztazasara NSCLC altipusokban, hogy megértsiik a talélésre

gyakorolt eltérd hatdsokat. Ezen kiilonbségek megértése 11j terapias célpontok azonositasdhoz

is vezethet, ami kiilondsen fontos, mivel az exoszomakhoz kotédé magas WNTS5A-szintek
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sokkal agresszivebb betegségre utalnak, amely magasabb metasztatikus potenciallal és
rovidebb taléléssel jar.”® Szintén jelentds, hogy egy egyszerii vérmintabol és a szérumban
¢s az exoszomakban mért WNTS5A-szintbdl a diagndzis idején meghatarozhat6 lehet a betegség
elérehaladott stddiuma, a nyirokcsomo-attét, a tavoli attét, és eldre jelezhetd a terapia
hatastalansaga. Taladn kevésbé meglepd, hogy mindezek a jellemzdk 6sszefliggésbe hozhatok a
laphamsejteskarcinomas betegekkel és azok alacsony tulélésével. LUAD-ban az exoszomakhoz
kapcsolodd WNTSA-szintek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak és szignifikdnsan hosszabb
Ossz-tuléléssel tarsultak. A szérum WNTSA eldfordulasanak kiilonbsége 1) diagnosztikai
biomarkerként is szolgalhat a LUSC és a LUAD megkiilonboztetésére. Mig mas tanulmanyok
is megallapitottak, hogy a magas WNTS5A expresszi6 valamilyen modon Osszefligg a rossz
prognézissal NSCLC-betegeknél, kiilondsen a LUSC alcsoportban,” , jelen kutatds az elso,
amely meghatarozta a szérumban ¢€s a sz€rumbol szarmazo6 exoszémakhoz kapcsolodo WNTSA
pontos helyét, valamint diagnosztikai és prognosztikai értékét meghatarozott kiiszobértékekkel.
Osszefoglalva, a WNTS5A specifikus extracelluldris formainak mérése folyadékbiopszia
segitségével fontos klinikai informacidkat szolgaltathat, amelyek kiegészitik a szdveti

biomarkereket és timogatjak a NSCLC kezelési dontéseit.

4.2 A szérum exoszomakbol szarmazo mikroRNS-ek mint potencialisan
prediktiv markerek NSCLC-ben

Az elmult néhany évben tobb kutatas alapjan feltételezték, hogy a keringé mikroRNS-ek
biomarkerként funkciondlhatnak NSCLC-ben.*®4”  Ezen tanulmanyok elsédleges célja a
betegség korai felismerésének eldsegitése és a gyors €s hatékony terapiavalasztas, emellett 4j
terapias célpontok azonositasa révén a hosszi tavu tulélés esélyének ndvelése volt.*” A korabbi
tanulmanyokkal ellentétben, kutatdsunk az elsd, amely képes volt Osszefliggésbe hozni a
szérum exoszoOmabodl szdrmazd mikroRNS profilokat a differencidldiagnodzissal és tovabbi
kutatas folyik annak érdekében, hogy a szérum exoszomakbol szarmazd mikroRNS-eket

potencialis prediktiv biomarkerként azonositsuk a NSCLC terapids valaszara vonatkozoan.

4.3 LUAD sejtvonalak gyogyszer-transzporter elemzése a
terapiarezisztencia vizsgalatara

Kutatasunkban a cisplatin hatasat vizsgaltuk kiilonb6zd, KRAS ¢s EGFR onkogén mutacios
hattér esetében. Két LUAD sejtvonal molekularis mikrokornyezetét elemeztiik, és
Osszehasonlitottuk normal tiiddepithel sejtekkel. Mindkét LUAD sejtvonalban a normal

kontrollhoz képest emelkedett ABCB1 és ABCG2 ABC-transzporter expressziot figyeltiink
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meg. A KRAS-mutans A549 sejtekben mind az ABCBI, mind az ABCG2 expresszidja
magasabb volt, mint az EGFR-mutans PC9 sejtekben, ami arra utal, hogy a mutacios hattér
befolyasolja a gyodgyszer-transzporter expressziojat. Ezenkiviil adataink azt mutatjak, hogy a
kronikus ciszplatin-expozicidé modulalja ezeknek a transzportereknek az expresszidjat. Az
ABCBI ¢és ABCG2 expresszidja ¢és funkcionalis aktivitasa eltérdéen valtozott attol fliggden,
hogy a sejtek KRAS- vagy EGFR-mutédciét hordoztak-e, ami aldtdmasztja az MDR-
mechanizmusok mutaciofiiggd természetét tidérdkban. Az emberi tiidétumor
mikrokornyezetének jobb utanzésa érdekében KRAS-muténs (A549), EGFR-mutéans (PC9) és
azok ciszplatin-rezisztens megfeleldi (A549-CR, PC9-CR) sejteket 3D aggregatumokbol allo
co-kultaraban tenyésztettiik a klinikailag relevansabb kisérletekhez. Bar a ciszplatin tovabbra
is az egyik legrégebbi kemoterapids szer, kombinalt kezelésekben még mindig széles korben
hasznaljak. Toxikus hatdsa ¢€s gyakran korlatozott toleralhatosdga miatt a ciszplatint
helyettesithetik mas platina-alapu szerekkel, példaul karboplatinnal. A karboplatint altalaban
olyan gydgyszerekkel kombinaljak, mint a paclitaxel, a vinorelbin vagy a gemcitabin, a
valasztast a beteg mutacids hattere befolyasolja. A 3D-s co-kultara modellel megallapitottuk,
hogy a karboplatinra vagy kombinacios terapiakra vald attérés elott alkalmazott ciszplatin-
kezelés, kiilondsen magas hatékonysaga miatt, jelentésen emelte az ABCB1 (P-gp) mRNS-
szinteket, amelyek a multirezisztencia kulcsfontossagn mediatorai.®> Az ABCB1-rdl ismert,
hogy kipumpalja a kiilonb6z6 kemoterapias szereket, tobbek kozott a vinka-alkaloidokat, az
antraciklineket, a taxanokat és kiilondsen a paclitaxelt. Mivel a paclitaxel az eldérehaladott
stadiuma LUAD kezelésének egyik alapvetd gyogyszere,®*%> az ABCBI1 expresszidja a
terapids valaszt elrejelzé markereként szolgalhat.®® A cisplatin-rezisztens A549-CR sejtekben
az ABCBI1 szintje tovabb emelkedett karboplatin és paclitaxel kezelés utan, akar 6nmagaban,
akar kombinacioban. Ezzel szemben az ABCG2 expresszidja csokkent, ami ramutat a
transzporter expressziojanak érzékenységére mind a muticidés hattér, mind a kezelés
tekintetében. Ezek az eredmények alatamasztjak a 3D-s co-kultarak hasznossagat a gydgyszerre
adott valaszok modellezésében. Elvileg az ABCB1 gatlésa javithatja a kezelés hatékonysagat.
Ennek megfelelden a gydgyszeripar is vizsgalta az ABC transzporter gatlasanak lehetdségét.
P¢éldaul a Tariquidart, egy hatékony ABCBI1 géatlét, karboplatin/paklitaxel kombinadcioban
tesztelték III. fazist klinikai vizsgalatokban nem kissejtes tiidérakban, mivel varhatdan fokozza
a kemoterapia hatékonysagat. Ezeket a vizsgdlatokat azonban a Tariquidar-csoportban
megndvekedett kemoterapiaval kapcsolatos toxicitas miatt abbahagytak.®® Ennek ellenére a
Tariquidar, paclitaxel, docetaxel, karboplatin és cisplatin alkalmazasaval folyamatban 1évo és

befejezett vizsgalatok arra utalnak, hogy az ABC transzporter aktivitasanak szelektiv
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modulalasa igéretes lehet, feltéve, hogy javithato a daganatos sejtek iranti specifitasa.®”-%9) Bar
a cisplatin dnmagaban nem az ABCBI1 vagy az ABCG2 szubsztratja, a cisplatin iranti
rezisztencia megvaltoztatja ezeknek a transzportereknek az expresszidjat. Kovetkezésképpen,
ha egy beteg mar nem toleralja a cisplatint, a korabbi expozicid a transzporterek upregulacioja
miatt csokkentheti a masodvonalbeli terapidk hatékonysagat. A WNT jelatviteli ut
kulcsfontossagti szerepet jatszik az ABC transzporter expressziojanak szabalyozéasaban.
Konkrétan, a TCF/LEF altal kozvetitett B-katenin-fiiggd WNT jelatvitel aktivalja az ABCBI
promoétert, novelve annak transzkripciojat.®%%) fgy a WNT ttvonal modulacidja kozvetleniil
befolyasolja a kemoterapias rezisztenciat.®>°? Ez a komplex, evoluciésan konzervalt utvonal
szamos fejlédési és homeosztatikus folyamatot szabdlyoz,?*3% és bar ritkin mutalodik
tiidoérakban, szabdlyozasa az egyes tiidorak altipusok kozott eltérd. Tanulmanyunk mutacio-
specifikus kiilonbségeket tart fel a WNT ttvonal génjeinek expressziojaban, amelyek
modulaljak a ciszplatinra adott valaszt. A RHOU, a Rho GTPaz csalad tagja, amely részt vesz
a citoszkeletlis szervezédésben és a metasztazis szabalyozasaban,(’? koriilbeliil 10 000-szer
nagyobb expressziot mutatott a KRAS-mutans A549 sejtekben, mint az EGFR-mutans PC9
sejtekben. Ezzel szemben a PC9 sejtek tobb WNT ligandumot (WNT1, WNT7A, WNT7B,
WNT9A) expresszaltak tulzottan, amelyek szerepet jatszanak a LUAD-ban.® A WNT9A
kiilonosen figyelemre méltd a kanonikus WNT/B-katenin jelatvitel aktivalasdban FZD
receptorokon keresztiil. Hosszan tarto cisplatin-kezelés PC9 sejtekben tobb -katenin jelatviteli
szabalyozot is feliilszabalyozott, koztiik a DACT1-et, a JNK és WNT jelatvitel Disheveled-
kotd antagonistajat.*>*> A DACTI expresszidja altalaban alacsony NSCLC-ben, de mas
daganat tipusokban emelkedett lehet,® és szabélyozasanak zavara rossz prognézissal korrelal.
A DACTI-et jelenleg terapias célpontként vizsgaljak.®®) Ezenkiviil a WNT16, amely az
apoptozis megakadalyozasaval tamogatja a malignitast, szinténupregulalodott. Legujabb
tanulmanyok szerint a WNT16-semlegesit6 antitestek kemoterapiaval kombinalva javithatjak a
talélést.*Y  Mdis WNT-hez kapcsolodd gének is hasonldéan moduldlédtak. A RHOU
expresszidja PC9-CR sejtekben emelkedett,®) és a tiidé- és vastagbélrakban ismert onkogén
TLE4 cisplatin hatdsara indukalédott.*>°? A WISP1, amelyet korabban platina-indukalt
toxicitassal hoztak sszefiiggésbe tiidorakban, szintén upregulalodott.®® Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy a cisplatin atalakithatja a WNT mikrokornyezetet az EGFR-mutans
sejtekben, ami potencialisan befolyasolhatja a kezelés eredményeit. Az A549-CR sejtekben a
cisplatin drdmai modon feliilszabalyozta a LEF1-et, a -katenin Gitvonal transzkripcids faktorat,
valamint az NKD1-et, a WNT jelatvitel negativ visszacsatolé szabalyozo6jat.®” Mig az A549-
CR sejtek tobb oldhato WNT-gatlot (pl. frizzled-rokon fehérjéket) expresszaltak, a PC9-CR
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sejtekben magasabb szinti WNT-ligandok, DACT1, WISP1 és a ko-receptor KREMEN?2
voltak kimutathatok. E molekuléris kiilonbségek ellenére a végsd valasz — azaz az ABCBI
feliilszabalyozasa — mindkét sejttipusban k6zds volt. Fontos megjegyezni, hogy az EGFR-
mutans PC9 sejtekben megfigyelt WNT utvonal aktivacidja olyan molekuldkat is magaban
foglal, mint a DACT1 ¢és a WNT16, amelyeket mar terapias célpontként vizsgalnak. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az EGFR-mutins LUAD-ban szenvedd betegek szamara
elényOsebb lehet a WNT jelatviteli komponenseket célzo terdpidk alkalmazéasa, mint az ABCB1
kozvetlen gatlasa, ami potencialisan pontosabb ¢és kevésbé toxikus kezelési stratégiat jelenthet.
Osszefoglalva, a haromdimenzids képalkotassal igazolt kemoterapias szerek szoveti
kornyezetre gyakorolt hatdsa még tisztazdsra szorul. A tanulmanyban hasznélt gyogyszerek
mind 2D, mind 3D formaban megegyeznek a betegeknek adott gyogyszerekkel. Ezt kdvetden
Osszehasonlitast végeztiink, hogy megallapitsuk, mely transzporterek expresszalodtak. A
LUAD KRAS vagy LUAD EGFR 06sszehasonlitd vizsgalata azt mutatja, hogy ugyanazon
kemoterapids kezelésre eltérd valaszokat adnak. Ezenkiviil a gyogyszer-transzporterek fokozott
expresszioja a gyogyszerek tumorba vald kidramlasdhoz vezet, ami gétolja a tumorsejtek
elhalasat. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a LUAD-ban a ciszplatin-rezisztencia szorosan
Osszefligg a WNT-jelatvitel mutacio-specifikus valtozasaival és az ABC-transzporter
expressziojaval. Figyelemre méltod, hogy az EGFR-mutans sejtek fokozott expressziot mutattak
a WNT-utvonal komponenseinek, beleértve a DACT1 és a WNTI16, valamint az ABCB1
szintjének emelkedését. Ezek a valtozasok hozzajarulhatnak a multirezisztencidhoz ¢és
befolyéasolhatjak a kezelés hatékonysagat. Fontos megjegyezni, hogy az EGFR-mutéans
sejtekben megfigyelt WNT-vel kapcsolatos valtozasok tovabbi, potencidlisan célba vehetd
utvonalakra utalnak, amelyek felhasznalhatok a kezelés hatékonysaganak novelésére és a
toxicitas csokkentésére. Igy a WNT-atvonal gatldinak integraldsa a hagyomanyos
kemoterapiaba mutacio-specifikus, hatékonyabb terapids stratégiat jelenthet az EGFR-mutans

LUAD-ban szenvedd betegek szamara.

5. Az uj eredmények 6sszefoglalasa
1. Kutatasunk a WNTS5A-t igéretes, nem invaziv biomarkerként azonositotta a nem kissejtes

tiidérak diagnosztizalasdban és prognoézisaban, amelynek klinikai jelentdsége erdsen fiigg a

szekrécio mod;jatol.
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2. Az exoszOmamentes szérum ¢és az exoszomahoz kotott WNTSA elemzésével kiilonb6zo
extracellularis profilokat talaltunk a LUAD- és LUSC-betegek esetén. A magas exoszémahoz
kotott WNTSA szint LUSC-hez, elérehaladott betegséghez és rosszabb altalanos tuléléshez
kapcsolddott, mig az exoszOmamentes szérumban megemelkedett WNTSA jobb kimenetelt
josolt LUAD-betegeknél. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a WNTS5A
kompartmentalizacidja, €és nem csupan teljes expresszidja, értékes eszkoz lehet a NSCLC
altipusok megkiilonboztetésében, a prognodzis rétegzésében ¢és potencidlisan a terdpia

kivalasztasaban.

3. A WNTS5A specifikus extracellularis formainak mérése folyékony biopszia segitségével
fontos klinikai informdciokat szolgaltathat, amelyek kiegészitik a szoveti biomarkereket és

tamogatjdk a NSCLC kezelési dontéseit.

4. Kutatasunk az elsd, amely kimutatta, hogy a szérum exoszomakbol szarmazo mikroRNS-ek

képesek megkiilonboztetni az egészséges ¢s a NSCLC mikroRNS-profilokat.

5. Kutatasaink aldtdmasztjdk a tlidéadenokarcindéma multirezisztenciajanak (MDR) mutacio-
specifikus mechanizmusait, kiilonds tekintettel arra, hogy az EGFR- és KRAS-mutaciok
hogyan befolyasoljak eltéré6 modon az ABC-transzporter expresszidjat és a WNT-jelatvitelt a
ciszplatin-kezelésre adott valaszként. A ciszplatin-rezisztens sejtek, kiilondsen az EGFR-
mutacioval rendelkezd sejtek, az ABCB1 ¢és a WNT-jelatviteli ut kulcsfontossagu
komponenseinek, példaul a DACT1 ¢s a WNTI16, a kemoterapids rezisztenciaval és rossz
utalnak, hogy a WNT jelatvitel célzasa, az ABCB1 kdzvetlen célzésa helyett, hatékonyabb ¢és
kevésbé toxikus stratégiat jelenthet az EGFR-mutacioval rendelkezd tiiddadenokarcindma
MDR-ének lekiizdésére, lehetové téve a személyre szabottabb és a mutacidhoz igazodo kezelési

modszerek alkalmazasat.
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