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Hosszutavu ex vivo ,,minibél” tenyészetek eldallitasa (Sato T et al, 2009, Nature)

Lgr5* Gssejtek vagy kriptak

Whnt-agonista (R-Spondin) és . l o

egyéb faktorok Matrigel (3D matrix)

(noggin, EGF, colon esetében

Wnt fehérjek) Hosszu tavu kultarak
Splitting

Uj kultardk inditasa

Wiener Z et al, nem publikalt



Sejt-sejt interakciok azonositasa az 6ssejt niche-ben
Sejt-sejt interakciok az intra-tumoralis heterogenitas kialakulasaban
Személyre szabott medicina

Tumorsejtek és immunsejtek interakcidjanak modellezése human rendszerben



Az organoid technolégia a human tumorok vizsgalatara és a szemelyre

szabott medicinaban

Sato, 2009

Betegekbdl szarmazdé organoidok:
- Gyors, betegre jellemzé modell
- Eredeti sejtes heterogenitas
- Hatdanyagok személyre szabott szlirése
Takahashi, 2018 - Személyre szabott terapia

*CRC organoid biobank: van de Wetering M et al, Cell. 2015;161:933-45 - Mutacios V|zls.gz,alatok, gene editing
*M3j: Huch M et at, Cell. 2015;160:299-312 - Transzplantacio

*Gyomor biobank: Yan HHN et al, Cell Stem Cell. 2018;23:882-897.e11.

*Pancreas: Boj SF et al, Cell. 2015;160:324-38

*Prosztata és prosztatardk: Karthaus WR et al, Cell. 2014;159:163-75

*Mellrak biobank: Sachs N et al, Cell. 2018 Jan 11;172:373-386.e10.

*Tud6rdk biobank (2023)



A bél epithélium strukturalis felépitése



Sejttipusok funkcidi: Paneth sejtek a vékonybélben (niche faktorok termelése)

A Wnt szekrécid gatlasa az 6ssejtek pusztulasahoz vezet
A Paneth sejtek altal termelt faktorok
Kontroll Whnt szekrécié gatlo

Villus
Lgr5+ Gssejt — Paneth sejt dupletek hatékonyak az organoid
képzésben
| I T
/ g -
Kripta _E =
* |L-22, IFNy szerepe az §ssejt niche-ben o T

Sato T et al, Nature, 2011 Lgr5-P Lgrs-LgrS Paneth Lgrs 6
Doublet Doubiet Singlet Singlet



Az intesztinalis 0ssejt niche és az Lgr5+ 6ssejtek
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Schuijers J, Clevers H, EMBO J,
2012; 31: 2685-96, modositva
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Smith NR és mtsai, Gastroenterology, 2012,
143: 1426-1430, moédositva



A fibroblaszt EV-k altal szallitott amfiregulinnak (AREG) kozponti szerepe

van a normal ISC niche-ben

* Lgr5+ bélham Gssejtek: Gssejt niche (ISCN)
 Fibroblasztok altal kibocsatott EVV-k, mint
niche faktorok?

Oszvald A et al. Stem Cells.
2020:38(2):291-310.



A vastagbéltumorok niche fliggésének és a mikrokornyezet modellezése in vitro az organoid és

a CRISPR-Cas9 technologiak alkalmazasaval

e Colon organoidok genetikai médositasa, mutaciok bevitele a
CRISPR-Cas9 technolégiaval Tenyésztési korilmények

b TGF-f Nutlin-3

AK

Bevitt mutaciok
AKST

AKSTP

Matano M et al,

Nature Medicine 21, 256-262 (2015)
Drost J et al, Nature 521, 43—47 (2015)


http://www.nature.com/nm/journal/v21/n3/fig_tab/nm.3802_F2.html
http://www.nature.com/nature/journal/v521/n7550/fig_tab/nature14415_F4.html

A fibroblasztokbol szarmazoé EV-k a CRC sejtek osztodasat indukaljak

amfiregulin (AREG) szallitasa altal

v Afibroblaszt eredet(i EV-k AREG
transzportja fontos mechanizmus lehet-e a
CRC korai stadiumaban?

v KRAS mutacié megjelenése — a CRC
sejtek EGF aktivitastol fuggetlenek lesznek

Oszvald A et al. Front Cell Dev Biol. 2020;8:558. eCollection 2020.



Tudd adenokarcinoma es PDAC: Wnt flgges Wnt utvonal mutaciok nelkdl

* PDAC: a progresszio soran elveszik a kulsé Wnt

flggés (seino T, 2018, Cell Stem Cell)
« Tudod adenokarcindma

* Wnt termelésre nézve intratumoralis heterogenitas
(Tammela T, 2017, Nature)

* Niche sejtek és responder sejtek

« Egér modell



Human tudd adenokarcinoma intratumoralis sejtes heterogenitasa

mikrokornyezet szerepe

« Wnt termelésre nézve intratumoralis heterogenitas
« Akornyezd fibroblasztok fontos szerepe a Wnt termelésben
A Wnt részben extracellularis vezikulakhoz kapcsolva szallitddik
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Sdndor GO et al, Front Cell Dev Biol. 2021;9:670825.



Human tumor organoid biobankok készitése

David Tuveson, and Hans Clevers Science 2019;364:952-

Copyright © 2019 The Authors, some rights reserved; exclusive licensee American Association
for the Advancement of Science. No claim to original U.S. Government Works

CRC
PDAC
Mellrak
Tudo6rak
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Parakrin kommunikacié a CRC sejtek k6zott 5FU kezelés soran

e 5FU-val szembeni

rezisztencia a tumorsejtek
kdzotti parakrin
kommunikacion alapul

* mTOR utvonal gatlasanak

fontossaga (schmitt M, 2022,
Nature)

14



Organoid és stromasejtek biobankja CRC-ben

Farin HF et al. Cancer Discov. 2023 Oct 5;13(10):2192-2211.

* Gefitinibbel szemben altaldnos rezisztencia
e A tobbi hatéanyagnal valtozatos kiilonbségek

* A fibroblasztok szarmazdsa nem
befolyasol
* A fibroblasztok kevésbé szenzitivek 15



Példa az organoid technoldgia hasznalatara a személyre szabott medicinaban | — colorectalis

tumor

van de Wetering M et al.
Prospective derivation of
a living organoid biobank
of colorectal cancer
patients.

Cell. 2015 May
7;161(4):933-45.

Drug screening

>

David Tuveson, and Hans Clevers Science 2019;364:952-
955

16


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25957691

Példa az organoid technoldgia hasznalatara a személyre szabott

medicinaban Il - mellrak

Mutacidk jelenléte és tipusa megegyezik az adott A tamoxifen hatasa betegekben és organoidokban
beteg tumorszovetében és az organoidokban

Sachs N et al, A Living Biobank of Breast Cancer Organoids Captures Disease Heterogeneity. Cell. 2018 Jan 11;172(1-2):373-386 17



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29224780

Példa az organoid technoldgia hasznalatara a

személyre szabott medicinaban Il - PDAC

Az organoidok jelzik a betegek reakciojat

e Ugyanazon beteghdl kilonbo6z6 id6pontokban kivett

organoidok
A PDO-k (betegbdl
szarmazo organoidok)
kemoterapias szenzitivitasa
Driehuis E et al. Proc Natl Acad Sci e Ugyanazon kilénb6z6 metasztazisaibdl kivett organoidok:

USA. 2019;116:26580-90. ;s . . .
eltérd rezisztencia profil

Tiriac H et al. Cancer Discov. 2018;8:1112-1129. 18



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29224780

Példa az organoid technoldgia hasznalatara —ko-kultura CAR

(chimeric antigen receptor) limfocitakkal

Kompetitiv killing teszt
Organoid citotoxicitasi teszt lumineszcencia és

mikroszképos elemzés alapjan

Schnalzger TE et al, 2019, EMBO J 19



Példa az organoid technolégia hasznalatara — tumorsejtekre

specifikus T-sejtek szelekcidja organoidok segitségével

Periférias vérb6l mononukledris sejtek (PBMC) és ugyanazon betegbdl tumor organoidok ko-kulturdja

Cattaneo CM et al, 2020, Nature Protocols 20



Az innate lymphoid sejtek (ILC) alcsoportjainak kialakulasa

* Az egyes ILC altipusok kialakulasa fligg az epitéllel
vald kozvetlen kapcsolattdl, illetve a
mikrokornyezettdl

Jowett GM, Cell Rep, 2022 21



A tumorsejtek és az immunsejtek kozotti interakcio modellezése —makrofagok

és dendritikus sejtek

« 3 eltérd ko-kultura
osszehasonlitasa

« HLA-DR expresszio,
makrofag funkcio

« Makrofagok jelenléte
rezisztenciat
biztosithat

Tumoroids Mixed Tumoroids

» DC-k funkcionalitasa megmarad 3D
kokulturaban

w
(9]

— - n —_ 0glCsp=3.171n . .
g i g « DC-k felveszik a tumorsejt fragmentumokat
: meusen;, R =059% « Ko-kulturabdl valé izolalasuk utan a DC-k
3 3 megtartjak jellegzetességeiket
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0 ; : : ; .
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Antonella Raffo-Romero et al, Cell Reports Methods, 2024 Subtil M et al, 2024, Front Immunol 22



https://www.cell.com/cell-reports-methods/fulltext/S2667-2375(24)00148-6

Air-liquid interface tenyészetek alkalmazasa a komplex tumor mikrokornyezet

modellezésére

« Atumor modellezése a komplex mikrokornyezetével egyutt
« AKUlI6onbdzé immunsejt populacidk megléte (a makrofagok
aranyaban eltérés)
« ATCR klonotipus 6sszetétele megmarad Neal JT, Cell, 2018
« Alegnagyobb TCR klonok azonosak
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