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ROVIDITESEK JEGYZEKE

2D — két dimenzid

3D — harom dimenzid

CA9 — szénsav-anhidraz 9

CAF — tumor asszocialt fibroblaszt (cancer associated fibroblast)
DMEM - Dulbecco altal médositott Eagle taptalaj (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium)

ECM — extracellularis matrix

EGFR — epidermalis n6vekedési faktor receptor

EMT- epitélidlis-mezenchimalis tranzicio

HIF — hipoxia indukalta faktor

HLA — human leukocita antigén

HRE — hipoxia reszponziv elemek (hypoxia response elements)

HTS — nagy ateresztéképességi szirés (high throughput screening)
IC50 — 50%-0s gatlé hatast okozd hatdanyag koncentracio

MCT — monokarbonsav transzporter

MCTS — multicellularis tumorszferoidok

MCS — multicellularis szferoid

MCSB — Maxpar sejtfestd puffer (Maxpar Cell Staining Buffer)

MHC — hisztokompatibilitasi komplex

MMP — matrix metalloproteinaz

PHD - Prolil-4-hidroxilaz

RCCS - rotacios sejttenyésztési rendszer (rotary cell culture system)
RFU — relativ fluoreszcencia egység (relative fluorescence unit)

TAM — tumor asszocialt makrofag (tumor associated macrophage)
TIMP — szdveti metalloproteinaz gatlo (tissue inhibitor of metalloproteinases)
TOF — repulési id6 (time of flight)

ULA — ultra alacsony tapadasu mikrotitralé lemez (ultra low attachment)
VEGF — vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor

VHL — von Hippel Lindau tumorszupresszor

ViISNE — reprezentativ tdbbdimenzids adatelemzés (visualization of stochastic

neighbor embedding)



BEVEZETES

Magyarorszagon a vezet6 halalokok listajanak élén a nem fert6z6
megbetegedések allnak. Ezek kozul elsé helyen talalhaté a sziv és érrendszeri
betegségek, ezt pedig a daganatos megbetegedések kovetik, tdbb mint 25%-at
kittve az éves halalozasoknak. Mivel a daganatos megbetegedések a vezetd
halalokok kozott szerepelnek, kiemelten fontos a tumorok ndvekedését gatlo,
citosztatikus és citotoxikus szerek folyamatos fejlesztése és in vitro majd in vivo
szlrése. A hatéanyagok fejlesztése mellett azokat a szirési eljarasokat is
fejlesztentink kell, amelyeken az Uj molekulakat megbizhatéan tesztelni tudjak.
Ezért mind a gydgyszeripar, mind a klinikkum szamara fontos uj tipusu in vitro
modelleket kidolgozni, amelyeken 6sszetett modon tudjuk a daganatellenes szerek
hatasat vizsgalni nem csak a tumorsejteken, hanem olyan rendszerekben is,

amelyek a tumor mikrokdrnyezetét is modellezik.

A napjainkban rutinszer(ién hasznalt sejttenyészté edényes kulturak szamos
hatrannyal rendelkeznek, mivel a mesterségesen kialakitott, egyrétegben névé
sejtek polaritasukat elveszitik és a sejt-sejt kapcsolataik is ekvatoridlissa valtak, igy
az azokon veégzett hatéanyagtesztek bioldgiai relevanciaja, valamint a tesztelt
hatéanyagok klinikai hatékonysaga is nehezen megjésolhatd és adaptalhatd a
klinikai kutatdsokban és a terapiaban egyarant. Annak ellenére, hogy tdbb
tanulmany is bizonyitotta mar, hogy a fent emlitett két-dimenzidban (2D) nOvesztett
sejtek hatdanyag elleni érzékenysége eltér a harom-dimenziéban (3D) ndvesztett
sejtekénél [1-3], mégis a kétdimenzids sejttenyésztés az altaldnosan elterjedt
modszer a kutatasban és a diagnosztikaban is [4-6], mivel azokat sokkal kdnnyebb

és gazdasagosabb fenntartani.

A haromdimenzids sejttenyésztési mdédszerek egyik legfontosabb elénye, hogy a
sejtek képesek tobb rétegben névekedni és ennek eredmeényeképpen a polaritasuk
sem valik ekvatorialissa. Ez nem csak morfologiai kilonbségeket fog eredményezni,
hanem metabolikus folyamataik is kozelebb allnak az él6 szervezetben lév6hoz, igy
valosagosabb képet mutatnak az in vivo kérulményekhez. Ezekben az ugynevezett
multicellularis szferoidokban a sejtek elhelyezkedésik fuggvényében kulonb6zé
mértékben fognak tapanyaghoz, ndvekedési és egyéb faktorokhoz, valamint
oxigénhez jutni, ami sokkal jobban modellezi a valés tumor mikrokdrnyezetben a

kapillarisoktdl eltéré tavolsagban 1évé sejtcsoportosulasait.



A Ph.D. értekezésem gerincét annak felderitése adta, hogy megvizsgaljam
melyik in vitro sejttenyésztési mod tudja a legpontosabban modellezni a normal in
vivo fiziologias szoveti allapotot, valamint azokat dsszehasonlitani a rutinszerien
hasznalt hagyomanyos kétdimenzios sejttenyészetekkel. Vizsgalataink soran egy
Ujfajta sejtmatrix alapu modellrendszert allitottunk be és teszteltlink, melynek soran
ex vivo dsszehasonlitottuk a hagyomanyosan szélesztett egyrétegl sejtkulturaban
novesztett egér hasnyalmirigy-szigetek sejtéletképessegét, valamint glukagon és
inzulin termelését a kollagén matrixba agyazott haromdimenzidés hasnyalmirigy-
szigetekkel. Tovabbi kisérleteinkben kuldnbdzé matrixban és tenyésztési
koriimények kozott ndvesztett tumorsejtek atfogo vizsgalatait végeztik el. Az eltérd
in vitro modellekben ndévesztett A549 human tidé karcindma sejtek ndvekedési
kinetikajat, életképességét, gén és fehérje expresszidjat vizsgaltuk, majd
hasonlitottuk dssze az in vivo szubkutan belltetett A549 tumorokkal. Végul két és
haromdimenzids korilmények kdzott tenyésztett human MCF-7 és egér 4T1 emld
daganatsejtek ellenalloképességét vizsgaltuk ujtipusu imidazo[1,2-b]pirazol-7-
karboxamid gydgyszerjeloltekkel szemben annak tisztdzasara, hogy az eltérd
tenyésztési kortlmények hogyan befolyasoljdk a molekulakdnyvtar egyes tagjainak
hatasossagat.



IRODALMI HATTER

Daganatsejtek kialakulasa

A daganat kialakulasa egy tobbtényezds folyamat, ahol egy sejt névekedését
és osztdédasat befolyasold protoonkogének és tumorszupresszorok genetikai
rendellenessége végsé soron egy korlatlanul osztédd malignus sejtburjanzast idéz
el6. A tumor fejl6déséhez vezet6 ut tobb egymast kovetd, figgetlen esemény
lancolata. A bekdvetkezé mutacidk hatasara megvaltoznak a sejten bellli és sejtek
kozotti jelatviteli folyamatok, felborul a sejtciklus szabalyozasa, és megvaltozik a
sejt—extracellularis matrix (ECM) kapcsolata. Két, a tumorbiolégiaban
nemzetkdzileg elismert kutaté, Hanahan és Weinberg ravilagitott arra, hogy a
daganatok kialakulasa altaldban tiz kd6zos jellemzére vezethetd vissza [7]. Erre a
kdvetkeztetésre tobb ezer nemzetkdzi tanulmany gondos attekintése utan jutottak.
(1. &bra)
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1. dbra Rakos sejtek kdzds sajatossaga, hogy képesek dnmagukat és koérnyezetiiket
metabolikusan atprogramozni. Képesek kikerllni az immunrendszert, ellendlinak az
apoptoézisnak és elkerllik a sejtosztédas programozott korlatait, mentesllve az osztddasi
Oregedéstdl. Tovabbi sajatossaguk, hogy Uj erek kialakulasat kezdeményezik, el tudjak
kerulni a kontakt gatlas folyamatait, genetikailag instabilak és invazivak egyarant.
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hatterében allé genetikai valtozasokon tul, egyre tdbb adat alapjan vet6dik fel az az

elmélet is, hogy a tumorok részben metabolikus betegségnek is tekinthetdk.

A daganatsejtek metabolikus fenotipusa, Warburg- effektus

Az 1920-as években, Otto Warburg irta le el6sz6r a rak altalanos metabolikus
fenotipusat, amelyet késébb aerob glikolizisnek, vagy ,Warburg-effektus”-nak
neveztek el. Otto Warburg Nobel-dijas felfedezése azt irja le, hogy a daganatos
sejtek oxigén jelenlétében is nagymennyiségl glikozt vesznek fel és azt a
mitokondriumok oxidativ foszforilacioja helyett, glikolizissel térténé fermentacio
soran (aerob-glikolizis), tejsav el6allitasara hasznaljak [8]. Az aerob glikolizis soran
termel6dd tejsavat a monokarbonsav transzporter (MCT) fehérjék segitik az
extracellularis térbe, ami veégul a tumor mikrokdrnyezetének az elsavasodasahoz
vezet. Ezt a folyamatot a mitokondriumokbdl felszabaduld széndioxid is tovabb
fokozza. Az elsavasodd mikrokdrnyezet és a tejsav egylttes jelenléte pedig szamos
olyan metabolikus folyamatot indukal a tumorok kozvetlen kérnyezetében, amelyek
kedveznek a tumor progressziojanak és tulélésének. llyen folyamatok példaul a
fibroblaszt sejtek hialuronsav termelésének a fokozasa, a CA9 karbonsav-anhidraz
kifejez6désének a fokozdsa miatt a tumorinvazié tamogatasa, a matrix
metalloprotedzok (MMP-k) altali ECM &atrendezddés indukalasa, a tejsav altali T-
sejt aktivalasanak a gatlasa, valamint a tumorasszocialt fibroblasztok az endotél

sejtek és a sztrdma sejtek VEGF termelése és HIF-1 alfa aktivalodasa [9].
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2. abra. A Warburg-effektusra jellemz6 aerob glikolizissel és tejsavtermeléssel az
elsavasodd kornyezet és a tejsav szamos normal sejt funkciojat befolyasolja. llyenek
tobbek kdzoétt az endotél sejtek fokozott VEGF termelése, a fibroblasztok hialuronsav
termelése, az ECM MMP-k altali atalakulasa és a T-sejtek aktivalédasanak a gatlasa is. A
tumorsejtek fokozott GLUT és MCT transzporter fehérjék kifejez6dése pedig tovabb segiti
a glikoéz fokozott felvételét és a tejsav exctracellularis térbe valo kijuttatasat.

Az felsoroltakra j6 példa a GLUT1 (glukéz transzporter 1) és az MCT4
(monokarbonsav transzporter 4) mivel ismert réluk a fent emlitett, a malignus
daganatsejtek metabolikus atprogramozasaban jatszott fontos szerepe (2. abra),
vagy a von Hippel Lindau (VHL) tumorszupresszor, amely normal oxigénellatottsag
mellett a sejtekben a HIF1-alfa ubikvitinizaciojaért és a proteoszomaban valo
lebontasaért felel6s, igy funkcidvesztéses mutacioja esetén a HIF 1 fehérje szamos
metabolikus gén atirddasat tudja szabalyozni. Normal oxigén szint mellett
(normoxia) a sejtekben lévé HIF fehérjék prolil oldallancai hidroxilalva vannak a
PHD (Prolyl-4-hydroxylase) fehérjék altal. (3. abra) A hidroxilalt prolin oldallancok a
VHL- fehérje szamara felismeré motivumként szolgalnak és az oda bekotédott VHL
kijeloli a HIF 1-alfat a proteoszémaba valé degradaciéra [10]. Ennek a folyamatnak

kdszodnhetd, hogy normoxias korulmények kozott a HIF 1-alfa féléletideje korulbeldl

9



10 perc a sejtekben. Alacsony oxigénszint mellet (hipoxia) a PHD nem tud
hidroxilalni vagy a VHL funkcidvesztéses mutacidja soran a VHL nem tud bekotddni
a prolin oldallancokhoz. igy a HIF-1 alfa transzkripcids faktor a sejten beliil gyorsan
akkumulalédik és dimerizalddik az ARNT/HIF1 béta alegységgel, majd a HIF
transzkripcios faktor a sejtmagba jutva tobb szaz gén atirédasat eredményezi. llyen
gének altalaban protoonkogén metabolikus folyamatokat szabalyoznak, mint a
gliuk6z metabolizmus (GLUT-1, MCT4), a tejsavszintézis [11], az angiogenézis [12]

és az apoptdzis [13].

(wF1a)
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3. abra. A sejtekben talalhatdé HIF-1a normoxias kéralmények kdzott hamar lebomlik,
azonban alacsony oxigén szint mellett (hipoxia) a HIF-1B3-val dimerizalédva a sejtmagba jut
és ott a hipoxia reszponziv gének (HRE) atirédasat fogja indukalni. A von Hippel Lindau
(VHL) tumorszupresszor funkcidvesztéses mutacioja esetén a HIF-1a fehérje szintén
stabilizalédni tud a sejtekben és szamos metabolikus gén atirédasat fogja eredményezni,
hasonléan, mint hipoxia esetében.

Daganatok in vitro modellezése

A rutinszerlien alkalmazott egyrétegli (monolayer) sejtkulturak alkalmazasa
mind az alap mind az alkalmazott kutatas esetében kiegészitésre szorul, mivel az
ezeken tesztelt hatdanyagok klinikai relevancidja szamos esetben vitatott. A
kétdimenzids (2D) sejtkulturak mesterségesen kialakitott mianyag fellleten, egy
rétegben névé sejtekbdl allnak, melyek igy polaritasukat elvesztették, tapanyag- és

10



oxigén ellatottsaguk pedig a sejtek kozott egyenletes. Az in vivo daganatok oxigén
és tapanyagellatottsaga azonban a 2D sejtkulturakkal ellentétben gyakran ingadozo
a szoveti kornyezet gyors valtozasa (remodelling) miatt. A daganatsejtek
metabolikus profiljara pedig legtdbbszdr a Warburg-effektusnak nevezett oxigén-
ellatottsagtél  figgetlen, aerob  glikolizis jellemz6, amely emelkedett
glukozfelhasznalassal, tejsavszintézissel és a mikrokdrnyezet elsavasodasaval jar.
A valddi tumorok mikrokdrnyezete is sokkal komplexebb, mint amit a 2D sejtkultarak
modellezni tudnak, a korlatlanul osztodni képes tumorsejtek szoros kdrnyezetében
szamos nem tumoros sejttipus is megfigyelheté, mint a tumor asszocialt
fibroblasztok (CAF), a tumor asszocialt makrofagok (TAM), az endotél sejtek, és

egyeb extracellularis matrix 6sszetevék.

Tumor asszocialt fibroblasztok (CAF)

A daganat mikrokornyezetét alkoté tumorsziroma legyakoribb sejttipusa a
normalistdl nagyobb meéretli, orsé formaju tumor asszocialt fibroblaszt. Ez a
sejttipus képes atformalni a dagantsejteket korbe 6lelé ECM szerkezetét [14] és a
normal szoveti fibroblasztoktdl eltéréen képesek fokozni a daganatok proliferaciés
és migracios tulajdonsagat [15,16]. A tumor asszocialt fibroblasztok a
mikrokdrnyezet stimulusai  &ltal, normal szoveti fibroblasztokbdl vagy
mesenchimalis Ossejtekbdl alakulnak ki [17,18]. Ezen stimulusok kozul a
legfontosabb a szdveti hipoxia, az oxidativ stressz és a kornyez6 tumorsejtek altal
kifejezett faktorok, mint amilyen a TGF-3, az epidermalis ndvekedési faktor (EGF),
a vérlemezke-eredetli ndvekedési faktor (PDGF) és a fibroblaszt novekedési faktor
(FGF2) [19,20].

Tumor asszocialt makrofagok (TAM)

Azokat a makrofagokat, amelyek tumorszévetbe infiltralédnak és a
daganatok mikrokdrnyezetében képesek befolyasolni a tumor ndvekedését, az
angiogenézist és az immunregulaciot, tumorral asszocialt makrofagoknak
nevezzik. A féként monocitakbol kialakuld tumorasszocialt makrofagok M2
fenotipusuak [21], csbkkent fagocita aktivitassal rendelkeznek és képesek
gyulladasgatlé citokineket (IL-10, IL-13 és IL-4), kemokineket (CCL7, CCL8, CCL9)

expresszalni, igy lokalisan gatolni az immunrendszer tumorellenes valaszat [22,23].
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Endotél sejtek

A vérerek belsd falat bélel6 endotélium egy dinamikusan valtozo sejtréteg,
amely szabalyozza a tapanyagok szovetekbe valo jutasat, fenntartja az erek
véraramlasat és szabalyozza a leukocitak érfalon keresztili kilépését a kérnyezd
szbvetekbe. Azonban daganatos megbetegedésekben a szdveti hipoxia és a
ndvekedési faktorok allando jelenléte endotél diszfunkciot okoz, amely a tumorokat
atszové vérereket torékennyé teszi, melynek hatasara hianyos véraramlas alakul Ki
a tumorszodvetekben. A sérllt érhalézatu, valamint az avaszkularis daganatok
alacsony oxigénszintje pedig a sejtekben talalhatd hipoxia indukalta faktor (HIF)
stabilizalédasat fogja eredményezni, amely szamos hipoxia altal szabalyozott gén
kifejez6désének fokozasa mellett a pro-angiogén vaszkularis endotél ndvekedési
faktort (VEGF) is indukalni fogja [24]. Ennek eredményeként a szekretalt VEGF
gradiense mentén a hipoxias teriletre Ujabb endotél sejtek fognak vandorolni és
vaszkularizalni a daganat oxigén és tapanyagszegény teruletét [25,26]. Ez az
angiogén-valtas (angiogen-switch) pedig robbanas szer(ién fokozza a tumor
novekedését és invazidjat [27].

Extracellularis matrix

A tumorsztromat az 6ket alkotd sejteken tul egy dinamikusan valtozé nem
sejtes OsszetevOkbdl allé, 3D szerkezet is korbe oleli, amelyet masképpen
extracellularis matrixnak nevezink (ECM). Az ECM szamos 0&sszetevéje
kulcsfontossagu a tumorgenézis soran. llyen fehérjék az integrinek [28], a matrix
metalloproteinazok (MMP) [29] és a szolubilis névekedési faktorok, mint a lizil-
oxidaz,[30] és a kotészoveti novekedési faktor (CTGF) [31].

Szamos tanulmany leirta, hogy tumoros elvaltozasok esetében az ECM és sejtek
ko6zotti kommunikacid megvaltozik és féként az integrinek, szindekanok és
diszkoidin &ltal szabalyozott jelatviteli utak aktivalédnak, amelyek koros
sejtproliferaciot és differencialodast eredményeznek [32]. Normal kortlmények
kozott az ECM atrendezédés kulcselemei a matrix metalloproteinazok, amelyek
legtobbje a kollagén lebontasaért felelds, igy bontva meg a tumor kozvetlen
kozelében lévé kotbszovetet, ezaltal a tumor terjedése gyorsabban végbe mehet.
Ezekben a folyamatokban a legfébb proteazok az MMP-2 és az MMP-9, melyek az

ECM f6 komponensének, a IV-tipusu kollagénnek a lebontasaért felelések [33]. Az
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MMP-k aktivitasat, endogén gatlé molekulaik, az un, TIMP-ek (tissue inhibitor of
metalloproteinases) szabalyozzak, amelyek ekvimolarisan képesek az MMP-k cink
kotdé doménjéhez kotddni, igy azok proteaz aktivitasat gatolni [34]. Tumorokban
fokozédik a tumormikrokérnyezet MMP aktivitasa, mivel az MMP-k mennyisége
gyorsabb noévekedést mutat a TIMP-nél, igy elbillen azok molaris aranya és a
tulsulyban lévé MMP-k aktivitasa érvényesul. Az ECM-ben tovabba feldusulhatnak
az angiogenézist (VEGF, PDGF) és az immunszupressziét indukalé szolubilis
faktorok is (IL-6, IL-10), amelyek igy a tumor mikrokérnyezetében kdzvetlenil

képesek befolyasolni a tumor progresszidjat és metasztatikus képességét [35].

Haromdimenzios in vitro multicellularis sejttenyésztési médszerek

Az in vitro multicellularis 3D szferoidok (MCS) létrehozasahoz egyetlen
sejtvonalbdl kiindulva képezhetdk komplex, haromdimenzios sejtcsoportosulasok.
Ezek a multicellularis strukturak képesek kell6 pontossaggal utanozni azt a niche-t,
amely az él6 szervezetben talalhaté a sejtek kortl. Az MCS-ek azonban nem csak
homogén sejtvonalbdl hozhatok létre. Szamos komplex szoOveti struktura is
létrehozhatd altaluk, mint példaul 6ssejteket felhasznalva organoidok, vagy endotél,
immun, fibroblaszt és tumorsejtek keverékébdl pedig a tumormikrokornyezetet

(TME) is jol modellez6 komplex szdveti struktura.

Az elmult évek soran szamos 3D sejttenyésztési eljaras latott napvilagot, de
altalanossagban valamennyirél elmondhatd, hogy az aldbbi négy nagy csoportba

sorolhato:

ECM-szerii matrixban novesztett MCS-ek (scaffold-based spheroids)

Az elballitasuk soran hasznalt félszilard biokompatibilis matrixok az
extracellularis matrix (ECM) fehérje vazat modellezik, igy lehetévé téve a sejtek 3D-
s novekedését egy térhalon belll. Ezek a matrixok altalaban természetes,
szintetikus vagy félszintetikus eredetli hidrogélek [36,37]. Az egyik ilyen
leggyakrabban hasznalt természetes hidrogél, amelyet az ECM-szer(i matrixal
rendelkezd szferoidok el6allitdsa soran hasznalni szoktak az Engelbreth-Holm-
Swarm egér szarkoma sejtek altal termelt fehérjeelegy, vagy mas néven a Matrigel®
[38]. A természetes hidrogélek kulonféle ECM komponensekbél, valamint

citokinekbél és novekedési faktorokbdl allhatnak, amelyek a sejtek tuléléséhez
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fontos jelatviteli utvonalakat képesek indukalni. A természetes hidrogélek
legnagyobb hatranya azonban az, hogy mivel természetes forrasbdl szarmaznak,
OsszetételUk a gyartasi sarzsok kozott eltérhetnek, amely késébb nagyban
befolyasolhatja a kisérletek reprodukalhatésagat. Ennek kikliszdbdlésére a masik
széleskorben hasznalt természetes matrix fehérje alapi modszer a RAFT™
technoldgia, melyben a sejtekhez adott kollagén tomdritett formaban képes a sejtek
kordl térhalds vazat biztositani [39]. Emellett a szintetikus matrixok is elterjedtek,
mint példaul a poli(etilénglikol) (PEG) hidrogélek, amelyek segitségével egységes
és standardizalhaté moédon alakithatéak ki soksejtes szferoidok. Ezek hasonléan a
természetes matrix fehérje vazhoz szintén képesek utanozni a kilonféle
mikrokornyezeti tényezdket, mivel azokhoz kulonféle ndvekedési faktorok és
adhézidos peptidek adhatdéak [40]. Sokoldalusaguk ellenére az ECM-szeri
matrixszal rendelkez6 szferoidok szamos kihivast is jelentenek a nagy
atereszt6képességl szliréseknél (HTS), mivel a szferoidok polimerizalt térhaldba
agyazva helyezkednek el, amelyek viszkozitdsa a hémérséklettél fugg. A HTS
kivitelezhet6ségének rovasara irhatd fel még az is, hogy a szferoid formalédas
soran kulénbdz6 méretl és alaku szferoidok is képz&dnek, melyek a kiulénb6zé
hatéanyagokkal torténd kezelésre nem egyenletesen reagalnak, igy hasonld
behatasra eltéré eredményeket kaphatunk. Ezek a szferodiok, optimizalas nélkil a
folyadékkezel6 robotokkal, mikrotitralé lemezolvasdkkal és a mikroszképias
képalkotassal sem feltétlenll kompatibilisek, ami bonyolultta teszi azok mérését és
HTS elemzését [41]. El6nylk viszont az, hogy mivel szamos sejtvonal ECM
hianyaban nem képes sejtaggregaciora, igy ezzel a modszerrel ezen sejtvonalakbol

is igen hatékonyan képezheték MCS kultarak tovabbi tanulmanyozasra.

Matrix nélkili MCS-ek (scaffold-free spheroids)

A matrix nélkili MCS-ek létrehozasa soran ECM fehérjék és szintetikus
polimerek hozzaadasa nélkul torténik a szferoidok el6allitasa. A képzéslk soran a
sejteket olyan fellletre helyezzik, ahol a felllethez val6 kitapadasuk gatolt, ezzel
0sztdndzve Oket az egymashoz val6 tapadashoz, vagyis a sejtaggregaciohoz. Az
egymashoz valé tapadas kdvetkeztében a sejtek fokozatosan atszervezddnek és
polarizalédnak, valamint ECM termelésbe kezdenek és idével komplex 3D szdveti
struktarat alakitanak ki maguk koral annak cellularis és nem cellularis dsszetevéivel

egyutt. A matrix nélklli MCS kialakitdsara szamos modszer létezik, am
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legelterjedtebb kozulik az ultra alacsony tapadasu mikrotitrald lemezek (ULA)
hasznalata [42] vagy a hagyomanyos lemezek agarral illetve agarozzal valo
fellletkezelése [43]. Mindharom modszer eredményesen hasznalhaté a HTS
hatéanyagsziirések soran, mivel segitségukkel standard méretli és sejtszamu
MCS-ek hozhaték létre [44]. A hordozd nélkili MCS uttoréjének szamitd figgd-
csepp modszer (hanging drop) szamos tanulmanyban bizonyitotta alkalmassagat
[45,46]. Segitségével egy specialis sejttenyésztd lemez fellletérél 16go6 tapfolyadék
cseppekben formalédnak a kis MCS-ek. Mind a fligg6é-csepp, mind az ULA lemezek
egységes MCS-ek képzédését eredményezik, raadasul reakciélyukanként egy-egy
darabbal [47,48,49], igy ezek kompatibilisek a HTS szlrésre hasznalt mikrotitrald

lemez olvasokkal.

A fugg6-csepp mobdszer hatranya azonban, hogy annak manualis és robotikus
kezelése is igen nehézkes, mivel a fuggd cseppek kdnnyen lehullanak mind a
tapfolyadék utanpétlas-, mind a kezelések soran. Az ULA lemezen formalodé MCS-
ek létrehozasahoz azonban tobb idére van szikség, hogy a sejtek dsszealljanak,
igy ennek gyorsitasa céljabdl centrifugalis erével [50] vagy magneses erével [51,52]
fokozhato a sejtek kezdeti aggregacioja. A hordozé nélkili MCS-ek tdmegesen
szuszpenzios tapoldatban is Iétrehozhatdék, ehhez viszont specidlis asztali
inkubatorra (pl. BioLevitator™) és sejttenyészté edényre (pl. LeviTube™) van
szlkség, amelyben a sejtek hordozon [53] vagy anélkul [54] vald lebegésre
kényszeritheték. Adherens felllet hianyaban a lebeg6 sejtek az osztddasaik soran
egymashoz fognak tapadni és végul nagy mennyiségl szferoidokat fognak
létrehozni. A szuszpenzios tenyésztés masik formaja pedig a rotaciés
sejttenyésztési rendszerek altal (RCCS) elballitott MCS-ek. Itt is hasonléan az el6z6
modszerhez lehetéség adddik nagyszamu MCS eléallitasra egyetlen
folyadékkulturaban, ami alkalmassa teszi a rendszert specialis molekularis bioldgiai
vizsgalatokra, mint amilyen az RNSi vagy a CRISPR. Osszeségében tehat
elmondhato, hogy a kulonb6zé modon eléallitott hordozo nélkali MCS-ek kulonbdzé
vizsgalatokra alkalmasak és mig a fugg6-csepp és az ULA modszer igazi elénye,
hogy HTS-ben hatéanyagszlirésre hasznalhaté, addig a szuszpenziés tenyészetek
elénye az, hogy azonos kornyezeti korulmények kozott témeges szferoidok

képzésre alkalmasak [53].
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Mikrohordozok feliiletén novesztett MCS-ek

A mikrogydngyon, vagy mikrohordozén vald sejtndvesztés évtizedek ota
ismeretes eljaras. Az elballitasuk soran biokompatibilis anyagbdl, altalaban
polisztirolbdl vagy dextranbdl készilt 50-200 uym atmeéréji gyongyok fellletét
pozitivan toltik (pl. Cytodex-1), vagy ECM fehérjével boritjak (pl. Cytodex-3),
melyekre a sejtek kdnnyedén feltapadnak és osztédnak. Kezdetben féként Vero
(afrikai z6ld majom vese epitél) sejtjeinek a tbmeges szaporitasara hasznaltak [54]
a virulencia vizsgalatok és a vakcina gyartas soran [55,56], azonban az elmult
idében tdbb tanulmany foglalkozott azzal, hogy 3D tumorszferoid |étrehozésara
alkalmazzak [57]. Az igy létrehozott szferoidok elénye, hogy egy reakciocsdben
szamtalan kdzel azonos méretl multicellularis tumorszferoid (MCTS) talalhatd, ami
alkalmas nagy sejttomeget igényl6 mérések biokémiai, sejtbioldgiai,
transzkriptomikai és proteomikai vizsgalatok elvégzéséhez. A mikrohordozo
alternativat jelenthet a HTS rendszerekben nehezen hasznélhaté ECM-szeri
hidrogélben ndvesztett sejtek HTS vizsgalatara, mivel a fellletikon olyan sejtek is
novekedni képesek, amelyek matrix nélkil nehezen vagy nem képesek az

aggregaciora.
Mikrofluidikai chipek

A mikrofluidikai chipek hasznalata hianypétionak szamit az in vitro
rakkutatasban, mivel segitségikkel modellezhet6 a MCS-ek Kkortl aramlo
folyadékok dinamikaja. Szamos mikrofluidikai rendszer bizonyitotta eddig szerepét
a 3D szferoidokkal végzett hatéanyagszirésekben. Egy mikrofluidikai chip akar
tobb ezer dokkold helyet is szolgaltathat a 3D sejt-hidrogél részeknek, amelyeken
szamos tumorellenes hatdanyag egyideji hatasa vizsgalhaté [58,59]. Ezen
mikrofluidikai rendszerek mikrométer atméréji csatornakat tartalmaznak, amelyek
lehetbvé teszik a sejttenyésztési korllmények, vagy a hatdanyag kezelések
dinamikus valtoztatasat a tenyésztés soran. Tovabbi elénylk, hogy segitségukkel
komplex, szdvetszerl koérnyezetben is végezhetdk vizsgalatok. Endotél sejtekkel
bélelt mikrocsatornai példaul képesek utanozni a tumor mikrokdrnyezetében
talalhaté kapillaris ereket, igy tumorszferoidokkal egyutt tenyésztve 6ket, képesek
vizsgalni [60]. A mikrofluidikai chipek bonyolult eléallitasa, kolisége és nem

standardizalt protokolljai miatt jelenleg még nem terjedtek el széleskorben.
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CELKITUZESEK

F6 célom az volt, hogy meghatarozzam, melyik in vitro sejttenyésztési méd
modellezi legpontosabban a normal fiziologias allapotot, amelyet akar
nagyateresztképességl vizsgalatokban is hasznalni lehet. A kilonb6zé 3D
modellek 6sszehasonlitasat is elvégeztem a rutinszerlien hasznalt hagyomanyos

kétdimenzios sejttenyészetekkel.

Vizsgalataim soran célul tliztem ki,

- a hagyomanyosan szélesztett egyrétegi sejtkulturaban névesztett egérbél izolalt
hasnyalmirigy-szigetek sejtjeinek életképességét, glukagon és inzulin termelését
O0sszehasonlitani a RAFT kollagén matrixba &gyazott haromdimenzids

hasnyalmirigy-szigetek sejtjeivel,

- a kulénbdzd 2D és 3D tenyésztési kdrulmények kozott ndvesztett A549 human
tudé karcinoma sejtek novekedési kinetikjat, életképességét, gén és fehérje
expressziojat vizsgalni, majd dsszehasonlitani az in vivo szubkutan belltetett A549

tumorokkal,

- human MCF-7 és egér 4T1 emlé daganatsejtek 2D és 3D koérlulmények kdzott
tenyésztett formainak életképességét megvizsgalni egy 42 komponensi hatéanyag
koényvtar tesztelése soran, valamint meghatarozni a gyégyszerjel6lt molekulak 1Cso

ertékét 2D és 3D novesztett sejteken.
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ANYAGOK ES MODSZEREK
Etikai engedély

Az dsszes egérvizsgalatot a nemzeti és nemzetkdzi elbirasok szigoru
betartasa mellett végeztik el. A hasnyalmirigy sejtek izolalasa soran felhasznalt
allatokat a 42/2015 szamu allatkisérleti engedély birtokaban végeztik, a xenograft
tid6étumor eldallitasat pedig a XX1X./128/2013-as nyilvantartasi szamu allatkisérlet

végzésére sz6l6 engedeély birtokaban hajtottuk végre.

Alkalmazott sejtek

A kutatas soran frissen izolalt egér hasnyalmirigy sejtekkel (CD-1 123®
Charles River), valamint harom daganatos sejtvonallal dolgoztunk. A
haromdimenzios szferoidok jellemzése és dsszehasonlitasa soran A549 human
nem kissejtes tid6ékarcindma sejtvonalat hasznaltuk (ATCC), mig a 42 komponens(
molekulakdnyvtar citotoxicitas vizsgalatanal a human MCF7 emlékarcinoma-
(ATCC) és az egér 4T1 emlbkarcindma sejteket (ATCC). Az sejtvonalakat 95%
paratartalom és 5% CO2 mellett 37 °C fokon szaporitottuk fel, standard

sejttenyésztési korulmények kozott.
Kétdimenzios sejttenyésztés

A kétdimenzios sejttenyésztések T-75 sejttenyészt6 flaskakban (Primo® TC
flask 75 cm?, EuroClone S.p.A,), valamint 96-lyukd mikrotiter tenyésztélemezen
(Tissue Culture Plates-96 Wells, Flat bottom, Orange Scientific) torténtek standard
tenyésztési korulmények kozott. A felhasznalt sejttenyésztd mikrotiter lemezek,
valamint a T-75 sejttenyészt6 flaskak 50%-at el6z6leg 0,1% l-es tipusu kollagénnel
(Collagene Type |, C3867, Sigma-Aldrich) fellletkezeltik. Az A549 human nem
kissejtes tiddkarcinoma sejtvonalat és az MCF7 human emlékarcindma sejteket 4,5
g/L glukoéztartalma DMEM/F12 (DMEM, PANBiotech; F12 Nut mix, Gibco, Life
Technologies) tapoldatban 10% borjuszérum (FBS, Gibco, Life Technologies),
1xGlutaMAX™ (Gibco, Life Technologies) valamint 1% Pen/Strep antibiotikum
(Penicillin G sodium salt, and Streptomycin sulfate salt, Sigma-Aldrich) tartalommal
szaporitottuk fel. A 4T1 egér emlérak sejteket pedig RPMI (RPMI-1640, Gibco) 10%
borjuszérummal kiegészitett tdpoldatban ndvesztettik, amely szintén 1xGlutaMAX-

ot és 1% Pen/Strep antibiotikumot tartalmazott.
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Hasnyalmirigy-szigetek (isletek) izolalasa és fenntartasa

A hasnyalmirigy-szigetek izolalasa Prof. Dr. Dinnyés Andras kollaboracios
partnerlink laboratériumaban tortént. Az egereket (CD-1 123, Charles River) a nyaki
diszlokacid utan 70% etanollal lefertétlenitetttk (Molar Chemicals), majd
haslUreguket feltartuk és a hasnyalmirigylket eltavolitottuk. A hasnyalmirigyeket
ezutan HBSS tapoldatba helyeztik (HBSS, w/o phenol red, Sigma-Aldrich), a
zsirszdvetet eltavolitottuk és a szerveket néhany milliméter atméréji darabokra
vagtuk. Ezutan a darabokat kollagenaz enzim oldataba (Collagenase powder IX,
Sigma-Aldrich; 2 mg / hasnyalmirigy) helyeztik és a hasnyalmirigy sejtszigeteket
kiemésztettuk a kdrnyezd szdvetbdl. Az enzimatikus emésztést 12 percig végeztuk
folyamatos kevertetés mellett 37 °C hémérsékleten. Ezutan a szuszpenziobdl a
hasnyalmirigy-szigeteket 8 masodpercig 1000 rpm-en killepitettik és visszavettik
MES tapoldatba (egér embrionalis 6ssejt altal kondicionalt ESC médium). Az egyedi
szigetek kigyijtése 27G tlvel (Becton-Dickinson) tortént 60 mm-es Petri csészékbe

(Corning Life Sciences). A tapoldatot naponta cseréltuk.

ECM-szerii matrixban novesztett MCS-ek eldallitasa RAFT™ sejttenyésztési

modszerrel

A 3 napos izolalt egér hasnyalmirigy sejtszigetekkel és az A549 human
tuddkarcindma sejtekkel kialakitott 3D hidrogélek elballitasat a gyarté altal javasolt
utasitast kdvetve készitettik el RAFT™ abszorbens hengereket hasznalva 96-lyuku
mikrotiter tenyésztélemezekben (RAFT™, TAP Biosystems). A Kkollagén,
sejttenyészté médium és sejtszuszpenzio keverékébdl 240-240 pl-t kiraktunk kulén
lyukakba (4000 sejt/lyuk), majd 15 perc szdvettenyésztd inkubatorban (5% CO2, 37
°C) valé kollagén-hidrogél inkubacié utan, tovabbi 15 percre a lyukakba helyeztik a
specialis abszorbens hengereket, hogy a kialakult hidrogélek felszinérél a szabad
folyadékot leszivjak, valamint a kialakult hidrogéleket 6sszetomoritsék 100-120 um
vastagsagu tomor sejt-kollagén korongokka, melyekhez 200 pl tapfolyadékot
adtunk. Ezutan a 96-lyuku mikrotiter tenyésztélemezeket standard kordlmények
kozott tenyésztettuk tovabb 37 °C fokon, 5% CO2 mellett inkubatorban.

Mikrohordozok feliiletkezelése

A 3D sejttenyésztések soran két tipusu mikrohordozé gyongyot hasznaltunk.

A Cytodex-3 dextran mikrohordozék (Cytodex® 3 microcarrier beads, Sigma-
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Aldrich) felllete gyarilag denaturalt sertés bér kollagénnel volt fellletkezelve. A
masik tipusu mikrohordozét, NutriSphere (Hamilton) a laboratériumunkba
fellletkezeltuk I-es tipusu kollagénnel. Ehhez 2 ml NustriSphere magneses
gyongyot szilanizalt (Silanization solution, Sigma-Aldrich) Uvegcsébe helyeztik,
majd steril desztillalt vizzel mostuk. Ezutan a gyongyodket MOPS pufferbe helyeztiik
(0,AM MOPS, pH 5,0, Sigma-Aldrich). A gyongyok feluletaktivalasa EDC/NHS
reagenssel tortéent, amely 600 mM EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide  hydrochloride, Sigma-Aldrich) és 200 mM NHS (N-
hydroxysulfosuccinimide, Sigma-Aldrich) tartalmazott 0,1 M-os pH 5,0 MOPS
pufferben. Az aktivalast szobahémérsékleten végeztik 20 percig, majd semleges
kémhatasu foszfat pufferrel (Phosphate Buffered Saline, Sigma-Aldrich) lemostuk a
gyongyoket. Ezutan a fellletkezelést 1 ml végtérfogatu 5 mg/ml kollagén tartalmu
oldattal végeztiuk (Collagen type I, Sigma-Aldrich) egy éjszakan at allando
kevertetés mellett, szobahémérsékleten. Végul foszfat pufferes mosas utan a
kollagén-boritott mikrohordozékat pH 7,0 foszfat pufferben kihigitottuk és

autoklavoztuk (121 °C, 15 perc), majd felhasznalasig 4°C-on taroltuk.

Mikrohordozok feliiletén novesztett és matrix nélkiili MCTS-ek el6allitasa

szuszpenzios sejttenyésztési modszerrel

Az A549 sejteket szuszpenzidés korulmények kozott haromféleképpen
tenyésztettik. Cytodex-3 dextran mikrohordozd gyongyodk fellletén, NutriSphere
(Hamilton) kollagén feluletboritott magneses gyongyokdon és mikrohordozo
gyongyok nélkil. A sejtek tenyésztéséhez egy erre a célra kifejlesztett bioreaktor-
inkubator  hibrid rendszert hasznaltunk (BioLevitator™, Hamilton). A
mikrohordozékon novesztett sejtek kiindulasi sejtszamat felllet és térfogat
ekvivalensen hataroztuk meg. Azaz annyi mikrohordoz6é gydngyoét tettink a
tenyésztd edénybe amennyinek azonos volt a felllete a T-75-6s sejttenyésztd flaska
fellletével, mivel a 2D kisérleteink soran ezeket hasznaltuk. A térfogat ekvivalencia
érdekében pedig azonos térfogatu tapoldatban tenyésztettik a sejteket a 2D és a
3D tenyésztési modok soran is. A Cytodex-3 mikrohordozé gydngyok atméréje 175
um, fellletiik 200 — 230 cm?/ml, a Nutrisphere atméréje 65 um, felliletiik 125 cm?/ml
volt. Ahhoz, hogy tartani tudjuk a felllet/térfogat aranyt a 75 cm? felileti T-75
tenyésztéflaskaval, a LeviTube (BioLevitator™, Hamilton) specidlis tenyésztd

csovekhez az inokulalasi lépés soran 350 ul Cytodex-3 és 602 ul Nutrisphere
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mikrohordozo6t adtunk. Minden tenyésztési moéd soran, egységesen 1 x 106
kiindulasi sejtszam mellett dontottunk. A BioLevitatorban valo MCTS formalddasa
soran az inokulaciés fazis 5 6ra volt; 0 masodperc rotacidos szlnettel; 1
masodperces rotacios peridodussal; valamint 20 perces agitacios szunettel; 50 rpm
rotacidés sebeséggel és 5 perces agitaciés periodussal. Az MCTS szaporitasanak
fazisa pedig 9 napig tartott, 0 masodperc rotacios szlnettel; 1 masodperces rotaciés
periddussal; 75 rpm rotacios sebeséggel. A specialis LeviTube sejttenyésztd csdvek
40 ml DMEM/F12 sejttenyészté médiummal voltak téltve, amelyek 10% szérummal
és 11X GlutaMAX-ot, valamint 1X PenStrep antibiotikumot tartalmaztak. A
tapfolyadék csere 72 éranként tortént, centrifugalas utan (1200 g, 10 perc) az

Ossztérfogat 50%-anak friss tapoldattal valo cseréjével.

Matrix nélkuli MCTS-ek elballitasa ULA moédszerrel

A hagyomanyosan felszaporitott MCF-7 és 4T1 sejteket tripszin segitségével
felemésztettik, majd foszfat pufferrel megmostuk és a 6000 sejt/80 ul tapoldat
koncentraciéban reakcidlyukanként szétosztottuk U- alju sejttaszitd 96-os
reakcidlemezekre (Cellstar® Cell-Repellent Microplate, Greiner Bio-One). Az
aggregalodas el6segitése céljabol a reakcidlemezeket 1200xg segitségével 10
percig Ulepitettik, majd a lemezeket 24 6ran keresztul 37°C-on inkubaltuk, 5% CO2
koncentracié mellett. A lemezeket 24 6ra elteltével fénymikroszkop segitségével
ellendriztik, hogy kialakultak-e a tdbbsejtes aggregatumok, majd azokat a

citotoxicitasi vizsgalatokhoz kulonb6z6 hatéanyagokkal megkezeltuk.

El6 sejtszam meghatarozas tripankék festéssel

A sejtek életképességét, azaz a sejtmembran sértetlenségét 1:1 aranyu 0,4%
tripankék (T8154, Sigma-Aldrich) oldattal vizsgaltuk. A sejtek életképességét a
tenyésztéfellletr6l vald leemésztésik, majd mosasuk utan kozvetlendl
meghataroztuk Burker kamra segitségével (Sigma-Aldrich), inverz fénymikroszkop

(Zeiss, DE) alatt és az €16 sejtek szamat szazalékban kifejeztik.

Sejtek életképességének meghatarozasa resazurin alapu enzimaktivitas

méréssel

A resazurin enzimaktivitdisanak a mérését mar publikalt modszer altal
végeztik a kisérleteink soran [61]. Az A549 sejtek életképességét 10 napon at az

él6 sejtek enzimaktivitasan alapuld resazurin (R7017n, Sigma-Aldrich) probaval
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hataroztuk meg. Az enzimreakcid a resazurin redukciojan keresztul narancs-
fluoreszcens resorufin képzddéséhez vezet, amely fluoriméterrel detektalhatd és
altala a relativ fluoreszcencia értéke (RFU) meghatarozhat6. A 0,15 mg/ml-es
toménységl reakcidoldatot 1:5 aranyu higitasban tettik a sejtek tenyésztd
oldatahoz, majd 37 °C-on két és tizenkét éran at inkubaltuk (2D sejttenyészetek
esetében 2 dra, 3D sejttenyészetek esetében 12 o6ra). A keletkez6 resorufin
mennyiségét mikrotiter lemez olvas6é (CytoFluor Series4000 Multi-Well Plate
Reader, PerSeptive Biosystems) segitségével 530 nm excitaciés és 580 nm

emissziods hullamhossz mellett detektaltuk.

Az MCF-7 és 4T1 sejtek életképességének a vizsgalata is hasonldéan tortént,
azonban mind a 2D mind a 3D sejtkulturakat a resazurin mérést megel6z6 72 6raval
DMSO koncentracié 0,4%). igy ezek esetében a sejtek életképességét 72 oras

inkubalas utan hataroztuk meg.

Apoptoézis vizsgalata citofluorimetriaval

Az apoptdzis vizsgalatot mar ismert mdodszer alapjan végeztik el [62].
Roviden a kulonb6zd tenyésztési feltételek mellett ndvesztett A549 sejteket egyseijt
szuszpenzidra emésztettik akutdz enzimmel (Accutase™, Corning), majd Annexin
V kot pufferbe szuszpendaltuk (0,14 M NaCl, 0,01 M HEPES, and 2,5 mM CaClz).
Ezutan a sejtekhez Annexin V-Alexa Fluor™ 488-at (AnnV, Life Technologies,
2,5:100) adtunk és 15 percre fénytdl védve, szobahédmérsékleten inkubaltuk. Mérés
el6tt propidium-jodiddal (Pl, Sigma-Aldrich; 10 pg/ml) tettik pontosabba az élé
sejtek elkllonitését. Mosas utan a sejteket FACSCalibur cytofluorimeter (Becton
Dickinson) segitségével vizsgaltuk. Az FL1 (Annexin V-Alexa FluorTM 488) negativ
és FL3 (propidium iodide) negativ él6 sejtek; az FL1 pozitiv és FL3 negativ korai
apoptotikus sejtek; FL1 negativ és FL3 pozitiv nekrotikus sejtek; valamint az FL1

pozitiv és FL3 pozitiv késbi apoptotikus sejtek eloszlasi szazalékat hataroztuk meg.

Sejtciklus analizis

A KkUlénbozd tenyésztési korulmények kozott nodvesztett sejtkulturakat
el6észor 1 mg/ml 1V-es tipusu kollagenazzal (Collagenase Type IV, Sigma-Aldrich)
emésztettik. Ahhoz, hogy a tenyészetek egyedi sejtekre essenek, a 3D MCTS-ek

esetében 30 percig, mig a 2D kulturak esetében 5 percig tart6 emésztésre volt
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szikség 37 °C-on, allandé kevertetés mellett. A RAFT mintak el6készitése soran
12 korong egybegyiijtésére volt sziikség azért, hogy elegendé sejtet tudjunk beléluk
kinyerni. A citometriai vizsgalatot mar jol ismert modszer alapjan végeztik el [63].
Roviden, a kisérlet negyedik, valamint a kilencedik napjan minden kulturabdl
kinyertink 50.000 A549 sejtet, amelyet foszfat pufferben mostunk és DNS koété
pufferbe felvettink (1X foszfat puffer, 0,1% tri-natrium-citrat, 10 g/ml propidium-
jodid, 0,1% Triton X-100, 10 pg/ml RNaz-A, Sigma-Aldrich), majd 30 perc
szobahdémérsékleten valé inkubacio utan a sejteket FACSCalibur citofluoriméter
(Becton Dickinson) segitségével lemértiuk. A szub-G1 apoptotikus populaciot FL3
hisztogramon vizsgaltuk CellQuest szoftver segitségével (Becton Dickinson). A
sejtciklus meghatarozast Modfit szoftver segitségével (Modfit v3.2, Becton
Dickinson) végeztik, a dupleteket (FL2-A/FL2-W) és a sejttormeléket pedig

kikapuztuk, kizartuk a tovabbi sejtciklus-elemzésbdl.

Konfokalis lézer szkenning mikroszképia

Az egér hasnyalmirigy-szigetek, valamint az A549 sejtbél készitett monolayer
(2D) kulturék vizsgalata soran gyari és altalunk 0,1% patkany I-tipusu kollagén
el6kezelt 96 Ilyuku sejttenyésztd edényre Ultettliik ki a sejteket (4000 sejt/lyuk),
valamint a RAFT™ korongokat a gyartd6 (TAP Biosystems) utasitasa szerint
elkészitettuk és 37 °C-on 5% CO2 mellett 72 6ran, valamint 240 éran at inkubaltuk.
A mintakat PBS-sel mostuk és kalcein koté pufferben (1,2 mM CaClz 0,5 mM MgCI2
PBS-ben oldva) 1 pM kalcein-ibolyaval (Life Technologies, Invitrogen, Molecular
Probes) 30 percig inkubaltuk. A mintakat ezutan Annexin V kété pufferrel mostuk és
Annexin V-Alexa Fluor™ 488-cal (Life Technologies, 2,5:100) 15 percet fénytdl
védve, szobahémeérsékleten inkubaltuk. A mikroszképos vizsgalat el6tt (Olympus
FV-1000) itt is propidium-jodiddal (PI, Sigma-Aldrich; 10 ug/ml) tettiik pontosabba

az él6 sejtek elkulonitését (Fluoview szoftver).

Az egér hasnyalmirigy sejtek glukagon és inzulin szekréciojat pedig parhuzamos
mintakon fluoreszcensen jeldlt glikagon- és inzulin- ellenes ellenanyagokkal
vizsgaltuk formalin fixalt és permeabilizalt sejteken (anti-glikagon 1:50 (N-17) és
anti-inzulin 1:100 (H-86), Santa Cruz Biotechnology).
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A549 Xenograft Tumor Modell eléallitasa

Az in vivo A549 tumorok elballitasahoz 108 A549 sejtet injektaltunk bér ala
100 pl szérum mentes DMEM/F12 tapoldatban, 8 hetes immundefficiens NOD SCID
egerekbe (Innovo Ltd.) A génexpressziés mérésekhez négy héttel késébb, amikor
a tumorok térfogata elérte a 80-100 mm? az allatokat kialtattuk (n=3) és a szubkutan
tumorokat eltavolitottuk az  expresszidos vizsgalatokhoz. Az  egysejt
tomegcitometrias CyTOF vizsgalatokhoz pedig (Helios, Fluidigm) szintén 8 hetes
immundefficiens NOD SCID egerekbe oltott A549 in vivo tumorokat hasznaltunk (n
= 6), de a tumorokat egy korai, nem nekrotizalt (80-100 mm?3) és egy késéi, részben
nekrotizalt stadiumaban (1000-1200 mm3) tavolitottuk el az allatokbol, majd

dolgoztuk fel.

Génexpresszios vizsgalatok

Az ex vivo hasnyalmirigy-szigetek expresszios vizsgalatahoz o6t gén
kifejez6dését hataroztuk meg, Ot bioldgiai parhuzamost hasznalva (Roche,
LightCycler Nano) [64]. Az A549 xenograft in vivo tumorok és kulonb6zé
tenyésztési feltételek mellett novesztett in vitro A549 sejttenyészetek
geénkifejez6dési, mRNS profiljat pedig tobb mdodszerrel is vizsgaltuk. A kétdimenzids
sejtkulturak és az in vivo xenograft tumorok expresszidjanak dsszehasonlitasahoz
624 gén expresszios szintjgt mértik (Applied Biosystems™, TagMan®
OpenArray®, Human Cancer Panel), majd a kilénb6z6 in vitro két és
haromdimenziés kulturak gén expressziés mintazatanak vizsgalatahoz pedig 64

altalunk kivalasztott gén kifejez6dését mértik (Roche, LightCycler 1536) [65].

A vizsgalatok soran kapott Ct értékeket ACTB és GAPDH haztartasi génre

normalizaltuk. A relativ génexpresszié aranyt pedig génexpressziés valtozas (fold

change) vagy AACt (logz2) értékkel abrazoltuk + standard szérassal. A kapott

eredményeket GraphPad Prism programmal dbrazoltuk.

Egysejt tomegcitometrias (CyTOF) vizsgalatok

Az A549 sejteket a kdvetkezd szbvettenyésztési korilmeények kozott tartottuk fenn:
A. Rovid- (4 nap) és hosszu tavu (9 nap) in vitro kulturak:

a. standard szdvetkultura (10 mm atmeérdji sejttenyészté Petri-csésze

és T-75-0s szdvettenyészt6 flaska, 2D egyrétegi),
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b. kollagén fellletkezelt tenyészt6écsészében szaporitott standard
szovetkultura (10 mm atmérdji sejttenyészet Petri-csésze és T-75-0s
szbvettenyésztd flaska, kollagénnel kezelve, 2D egyréteg)

c. Cytodex3-on mikrohordozén nétt 3D MCTS-ek

d. Nutrisphere mikrohordozoén nétt 3D MCTS-ek

B. NOD SCID egerekbe injektalt in vivo tumorok:

a. korai stadiumu (80-100 mm3)

b. kés6i stadiumu (1000-1200 mm3)

A fent felsorolt tenyészetek fehérje analizisére 13 féle, stabil fémizotéppal konjugalt,

monoklonalis ellenanyagokat hasznaltunk (1. tablazat).

Katalégusszam Forgalmazé Célgén Fémijel
3144017B Fluidigm HLA-A,B,C 144Nd
3141006B Fluidigm D326 “pr

(EpCam)
3148012B Fluidigm TRA-1-60 148Nd
3149018B Fluidigm CD66-a,c,e 49Sm
31560268 Fluidigm CD274 (PD-L1) 156Gd
3162027A Fluidigm Pan-Keratin 62Dy
3166007B Fluidigm CD24 166
3170009B Fluidigm EGFR 70Er
3153026B Fluidigm Gal3 1S3Eu
MAB2188-100 R&D Systems CA9 1%8Gd
MAB1418 R&D Systems Glut1 1%4Sm
sc-376140 Santa Cruz Biotech. MCT4 YDb
orb357227 Biorbyt TMEM45A 16TM

1. tablazat A felhasznalt antitestek listdja a forgalmazd, célfehérje és a konjugalt fém
feltiintetésével

A mintak el6készitése soran a tenyészeteket akkutazzal (Roche) egyedi sejtekre
emeésztettlk majd foszfat pufferrel mostuk. Az in vivo tumorok emésztése is
hasonldan tortént, de azokat elébb oll6 és csipesz segitségevel néhany milliméteres

darabokra vagtuk. Ezutan a mintakat 100 um-es sejtszirén atszlrtuk (CellStrainer,
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VWR) és foszfat pufferrel atmostuk. Mosas utan az él6 sejteket Burker kamraban,
tripankék festék segitségével leszamoltuk, majd a tenyészetbdl harom biolégiai
ismétlést felhasznalva poolokat készitettliink, amelyek 3-3 millio sejtet tartalmaztak.
Ezutan a sejtek életképességét cisplatin (5 pM 195Pt, Fluidigm) festéssel (3 perc
inkubalas jégen hiitve) hataroztuk meg citofluorimetriasan, majd a sejteket 1500 ul
MCSB Maxpar sejtfest6 pufferel (Maxpar® Cell Staining Buffer, Fluidigm) kimostuk,
3509 -n 5 percig lecentrifugaltuk és a sejteket 50 ul MCSB Maxpar sejtfesté pufferel
visszavettik. Ezutan a sejtekhez tovabbi 50 ul térfogatban antitest keverékeket
adtunk az 1. tablazatban szerepld antitestekbél. 60 perc szobahédmérsékleten
torténd inkubacié utan az antitesteket atmostuk és centrifugaltuk 2 ml MCSB-vel
300g-n 5 percig. A fixalasahoz 16%-os formaldehidbél (ThermoFisher) 1,6%-osat
higitottunk foszfat pufferrel, majd szobahémérsékleten inkubaltuk 10 percig. Ezutan
a mintakat lecentrifugaltuk 800g-n 5 percig. Sejt ID DNS interkalatort (125 yM
191/193 Iridium, Fluidigm) 1000-szeresen higitottunk Maxpar Fix (Fluidigm) és
Permmel (Fluidigm) és éjszakara 4°C-on hagytuk inkubalédni. Masnap a sejteket
mostuk és centrifugaltuk 800 g-n 5 percig, elészér 2x1 ml MCSB-vel, majd 1000 ul
foszfat pufferrel. Blrker kamraban megszamoltuk a sejteket és a sejtszamnak
megfeleléen (0,5 x 10%) CAS-t (Cell Aquisition Solution, Fluidigm) adtunk hozzajuk
10% EQ Calibration Bead-del majd a sejteket 30 ym-es steril filteren atsz(rtik és
lemértik (Helios, Fluidigm). Az FCS fajlokat Cytobankban (Beckman Coulter)
értékeltuk ki.

Klaszteranalizis

A hierarchikus klaszteranalizist a Gene Cluster 3.0 szoftver (Tokioéi Egyetem,
Tokio, JP) segitségével végeztik el a kilénb6zd tenyésztési korilmények kdzott

tenyésztett A549 sejtek expresszids adataibdl (AACT, log2 értékek).
Statisztikai analizis

A statisztikai elemzéseket a GraphPad Prism 6 (Sandiego, Kalifornia, USA)
és a Microsoft Excel segitségével végeztik. Két csoport kdzotti szignifikancia
kimutatasara paros Student-féle t-tesztet hajtottunk végre, amelyet az abra
feliratokon vagy az abra magyarazatokban fel is tuntettink. Az adatokat

matematikai atlag +/- standard szoras (SD) jelenitettik meg.
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Grafikai illusztraciok

A grafikai abrak szerkesztéséhez az BioRender online grafikai szoftvert

(app.biorender.com) valamint a Microsoft PowerPoint szoftvert hasznaltuk.
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EREDMENYEK

TEZIS 1.

Hagyomanyosan szélesztett egyrétegli vagy szuszpenziés sejtkulturaban
novesztett hasnyalmirigy-szigetekkel szemben a haromdimenziés kollagén
matrixba agyazott hasnyalmirigy-szigetek életképessége, gliikkagon és inzulin
termelése emelkedett

Hasnyalmirigy-szigetek (isletek) azonositasa

ellenériztik. Az alkalmazott kollagenazzal valé6 emésztés eredményeként intakt
hasnyalmirigy-szigeteket tudtunk kinyerni, mint az a fénymikroszkoépos képen is
lathatd (4.abra). A szigetek izolalasat Dr. Tanczos Zsuzsanna (Biotalentum Kft.)

végezte és adta at tovabbi vizsgalatokra csoportunk részére.

4. abra Izolalt egér hasnyalmirigy-szigetek reprezentativ képe. Méretjeldl6: 100 um.
(a Biotalentum Kft engedélyével)

Ahhoz, hogy meggy6zédjunk az izolalt szigetek glukagon (5. dbra a és b) és inzulin
(5. abra c és d) termelésérdl, a szigeteket immunfluoreszcens festékek segitségével
jeloltik, majd kdzvetlenul az izolalas utan megvizsgaltuk. Ahhoz, hogy a szigetek
konturjai kirajzolédjanak a sejtmagokat is lathatova tettik DAPI sejtmagfesték

segitéségével a kdbnnyebb azonositas céljabol (5. abra).
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5. abra Az egér hasnyalmirigy-szigeteinek azonositasa kozvetlenil az izolalast kdvetéen
tortént, immunfluoreszcens (IF) festéssel. Glikagon (a és b, zdld) és inzulin (c és d, zdld)
IF festést végeztink a szigeteken, DAPI-val pedig a sejtmagokat (kék) jeloltik. Méretskala
100 um (a és c¢), 50 uym (b és d). (a Biotalentum Kft engedélyével)

Az eredményeket az irodalmi adatokkal dsszhangban talaltuk, azaz esetlinkben is
az egerbdl izolalt hasnyalmirigy-szigetek tobb inzulin termel6 béta-sejtet
tartalmaztak (5. dbra c) mint glikagon termel6 alfa-sejtet (5. abra a) [66]. Az
inzulinfestés soran az Aaltalunk izolalt egér hasnyalmirigy-szigetekben is jol
megfigyelhetd volt a Suckale and Solimena altal ragcsalokban leirt karakterisztikus

inzulinmag mintazat (5 abra c) [67].
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A hasnyalmirigy-szigetek MCS morfolégiaja és életképessége

Az egér hasnyalmirigy-szigetek morfologiajat és életképességét a kilonbozé
tenyésztési koriilmények kozott 18 napig kovettik nyomon. A RAFT™ kollagén
matrixba agyazott MCS-ket (6. abra c és d oszlop) a hagyomanyos csészében
novesztett (,monolayer’) szigetekkel (6. abra a és b oszlop), valamint a
szuszpenzios kulturakkal (6. abra e és f oszlop) hasonlitottuk 6ssze. Ahhoz, hogy
lathatova tegyuk a szigetek integritdsat, a vilagos latoterl képeket (6. abra a, ¢ és

e oszlop) és a fluoreszcens képeket 0sszeillesztettik (6. abra b, d és f oszlop).

A szigetek él6 sejtjeit Calcein-AM (kék) festékkel, a korai-apoptotikus sejteket
Annexin V Alexa Fluor™ 488 (z6ld) festékkel a halott sejteket pedig propidium-jodid
(piros) festékkel jeldltik. Az Annexin V képes a foszfatidil-szerin atfordulast, igy az
apoptozist kimutatni, a propidium-jodid pedig a késdi apoptozist (kettbs pozitivitas
esetén), valamint a nekroézist jeldlni [68,69]. A negyedik és a hetedik nap kozott
folyamatos morfoldgiai valtozasokat tapasztalhattunk a monolayer kulturaban. A
fibroblaszt-szerl sejtek lassu kivandorlasat figyelhettlik az idé mulasaval (6. abra a
és b oszlop) ellentétben a RAFT™ MCS-eivel, ahol a szigetek a morfologiajukat
mindvégig megdrizték (6. abra c és d oszlop). A tizedik és a tizennyolcadik nap
kozott az egyrétegi sejtkulturak szigetszerl integritdsa tovabb lazult (6. dbra a és
b oszlop), azaz a fibroblaszt-szer( sejtek kivandorlasa tovabbra is megfigyelhetd
volt a szigetekbél, mig a RAFT™ szigetek integritdsa tovabbra is megmaradt (6.
abra c és d oszlop). Ezek az eredmények azért is fontosak, mert a hasnyalmirigy-
szigetek morfologiajanak fenntartasa kritikus fontossagu az atultetés utani graft-
funkcié és a revaszkularizacié fennmaradasahoz [70,71]. A Calcein-AM festék
intenzitasa aranyos a sejten bellli észteraz aktivitassal, igy a sejtek
életképességével is. A RAFT™ kollagénmatrixba agyazott szigetek Calcein-AM
jelintenzitasa a kisérlet tizennyolc napja alatt stabilan magasabb maradt a
hagyomanyos 2D kulturahoz képest, tovabba a jel lokalizacidja a szigetek kdzponti
régidjabol szarmazott, amely a szigetek magjanak elégséges oxigén és
tapanyagellatottsagara utalt (6. abra c és d oszlop). Az egyrétegl tenyészetekben
féként a fibroblasztszer( sejtek mutattak Calcein-AM jel6l6dést, mivel a szigeteket
a tenyésztés hetedik napjara szétestek és a sztromat alkoto fibroblasztszeri sejtek

tulnéttek a tenyészeten (6. dbra a és b oszlop).
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A standard szuszpenziés tenyészetben fenntartott egér hasnyalmirigy-szigetek a
RAFT™ szigetekhez hasonloan, megdrizték szferoid morfologiajukat, azonban a
tenyésztés hetedik napja utdan a propidium-jodid pozitiv nekrotikus régidk
halmozddast mutattak (6. abra e és f oszlop). A 2D hasnyalmirigy-szigetek az elsé
négy napban tdbbnyire nekrotikusan karosodtak, amit a negyedik napig tartd
massziv propidium-jodid festés igazolt is a mintainkban (6. abra a és b oszlop),
ellentétben a RAFT™-ba agyazott szigetekkel, ahol a szferoidok féként csak szort
és alacsony intenzitasu Annexin V festést mutattak és azt is féként a szigetek

perifériajan, végig a tizennyolc napos tenyésziddszak alatt.

kildnb6z6 tenyésztési kdralmények kozott. Az abran feltlintetett idépontokban konfokalis
pasztazé mikroszkdp segitségével detektaltuk az egyrétegli kulturak (a és b oszlopok), a
RAFT™ kulturak (c és d oszlopok) és a szuszpenzids kulturak (e és f oszlopok) fluoreszcens
jelintenzitasat. A szigetek integritdsanak vizsgalata érdekében a vilagos latomezével
készllt képeket (a, c, e oszlopokat) egyesitettik a hozzajuk tartozo fluoreszcens képekkel
(b, d, f oszlopok). Az él6 sejteket Calcein-AM (kék), az apoptétikus és mar elhalt sejteket
pedig Annexin V Alexa Fluor 488 (z6ld) és propidium-jodid (piros) festéssel jeldltik (n=3).
Méretskala: 100 um
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Az RAFT™ matrixba agyazott szigetek inzulin expressziéjanak a vizsgalata

Annak érdekében, hogy a hasnyalmirigy-szigetekre jellemzé gének (inzulin-
1: Ins-1; inzulin-2: Ins-2; glikagon: Gcg; glukéz transzporter-2: Slc2a2; és
fibroblaszt specifikus fehérje-1: S7100a4) kifejez6dését vizsgalni tudjuk, kvantitativ
valés ideji PCR (qRT-PCR) méréseket végeztink. A szuszpenzids kultara (SC), a
RAFT™ kollagén matrixba agyazott szigetek (RAFT™) és a hagyomanyos
egyrétegu kultura (2D) génkifejez6dési eredményeit dsszehasonlitottuk egymassal,
majd a gének kifejez6dését a SC elsd napjan mért génkifejez6désére normalizaltuk.
A RAFT™ szigetek esetében szignifikdns ndvekedést tapasztaltunk az Ins-1 gén
kifejez6désében mind az SC (* p < 0,05) mind a 2D tenyészethez (** p < 0,01)
viszonyitva, tovabbéa az Ins-2 gén kifejez6dése is szignifikdnsan magasabb volt a
RAFT™ kulturakban az SC (* p < 0,05) és a 2D-hez (* p < 0,05) képest is (7. abra).
Habar az immunfluoreszcens festés magas gliikagon jelet mutatott a RAFT™
szferoidokban a tizedik napig (8. abra c és d oszlop), a Gcg gén expresszidja kozel
meérhetetlendl alacsony volt minden tenyésztési kortlmény koézoétt. A hasnyalmirigy
glukoéz szenzoraként ismert Glut-2 transzporter fehérje [72] génje az Slc2a2 mutatta
a legmagasabb kifejez6dést a RAFT™ szigetek esetében. Ez megerdsiti azt a
feltételezést, hogy a haromdimenziés kollagénbe agyazott ndvekedés kedvez a
hasnyalmirigy-szigetek funkcionalitasanak és a tulélésnek (7. ébra). A fibroblaszt
marker S700a4 génexpresszidjat hasonlonak mértik a kilonb6zé tenyésztési
korulmények kdzott. Ahhoz, hogy a 2D tenyészet szétesett szigeteibdl szétterjedd
fibroblast-szer( sztrémasejtek tipusat meg tudjuk allapitani (6. abra a, b oszlop),
tovabbi vizsgalatokra lenne szukségunk, azonban jelen tanulmanyunkak ez nem

volt célja.
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7.abra A hasnyalmirigy-szigetek génkifejez6désének vizsgalata qRT-PCR modszerrel a 18.
napon. A szuszpenziés (SC), a RAFT™ és a hagyomanyos 2D kultirakban mért
expresszios adatok az SC kultura 1. napjan mért expresszidés adataira lettek normalizalva.
A génkifejez6dési kuldonbségek az anyagok és modszerekben leirtak alapjan lettek
kiszamitva. Szignifikancia: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001

A gRT-PCR adataink visszaigazolasahoz, és az inzulin és a glikagon termelés
bizonyitasdhoz a szigetek indirekt immunfluoreszcens festését végeztik el. A
fénymikroszkopos képeinket egybeillesztve a hozzajuk tartozé fluoreszcens
képekkel lathatéva tettik a szigetek morfologiai kiterjedését és az altaluk termelt
hormonokat is. Mig a hetedik napra a 2D kultura hasnyalmirigy-szigetei szétestek
és inzulin, valamint gliikkagon termelése is lecs6kkent, addig a SC-ben, és a RAFT™
szigeteiben az inzulin- és glikagon termelés intenziv jelet mutatott végig a kisérlet
tizennyolcadik napjaig (8. abra ¢ és d oszlop). A legnagyobb intenzitasu
hormontermelés a tizennyolc napos kisérlet alatt pedig a RAFT™ esetében volt
kimutathatd. Ez az eredmény azért izgalmas, mert tulmutat az eddig publikalt peptid
amfifil nanostrukturalt gélszeri vazban elért 14 napos hormontermelésen [73] a

vizsgalt hormonok tekintetében.
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8. abra Az inzulintermeld béta-sejtek és a glikagon termel6 alfa-sejtek jellemzése IF
festéssel kilonb6zd tenyésztési korilmeények kozott (n = 3). Az abran feltlintetett
idépontokban mért egyrétegii 2D kulturak (a, b oszlop), RAFT™ szferoidok (c, d oszlop), és
szuszpenziés kulturak (e, f oszlop). szigeteinek integritasanak megjelenitésére a
fénymikroszképos képeket (a, ¢, e oszlop) egyesitettik a fluoreszcens képekkel (b, d, f
oszlop). Az inzulintermelést az anti-nyul Alexa Fluor 488 (z6ld), a glukagon termelést pedig
az anti-kecske Alexa Fluor 594 (piros) festékkel mutattuk ki. Méret skala: 100 um

Az |. tipusu kollagén a természetes 3D matrixok csoportjaba tartozik,
amelyek utanozni tudjak az in vivo pericellularis ECM szignaljait, ami fokozott
sejttulélést és funkcionalitast biztosit a kollagénnel korulvett sejteknek [74]. A
RAFT™ kultirakban, fliggetlenil attol, hogy a kollagénmatrix 3D vazként szolgal-e
a sejteknek vagy helyettesiti az alapmembrant, esetleg stimulal-e bizonyos
sejtfelszini jelatviteli utvonalakat (pl. integrin receptorokat), érdemes a szferoidok
életképesseégére gyakorolt pozitiv hatasa miatt kiemelni. A hagyomanyos egyrétegl
(monolayer) kulturak alapvetd elemei voltak az alap sejtfiziologia folyamatok
megértésének, azonban a komplexebb 3D in vitro modellek alaposabban képesek
modellezni a sejt-sejt-ECM, valamint a sejt-sejt és a sejt-ECM kapcsolatokat.
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Adataink megerésitettek benniinket ebben, mivel azt mutattak, hogy a RAFT™
kulturakban ndvesztett egér hasnyalmirigy-szigetek az 6ket koruldlelé 3D kollagén
matrixnak kdszonhetéen in vivo szerl kornyezetet voltak képesek kialakitani,
tikrozve a valds in vivo mikrokdrnyezet szerkezetét. A hasnyalmirigy-szigetek
fenntartasahoz hasznalt |-es tipusu kollagén ex vivo alkalmazasat el6z6leg mar
leirtak [75,76], azonban a RAFT™ segitségével standardizalt korilmények kozott,

azonos modon allithatéak el6 matrixba agyazott multicellularis szferoidok.
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TEZIS 2.

A 3D in vitro tenyésztett A549 human tiidé adenokarcinéma sejtek gén
expresszidja és karcinobma marker profilja kozelebb all az in vivo
korulményhez, mint a hagyomanyos 2D tenyésztés esetén

Az A549 human nem Kkissejtes tud6 adenokarcindma sejteket kulonb6z6
tenyésztési korulmények kozott tenyésztettik kilenc napon at. Annak érdekében,
hogy a kildnbdzé tenyésztési korulményeket az id6 flggvényében dssze tudjuk
hasonlitani, két id6pontban a negyedik tenyésztési napon (9. abra a), valamint a
kilencedik tenyésztési napon (9. abra b) apoptozis, sejtciklus vizsgalatnak és gén,

valamint fehérje expresszios vizsgalatoknak vetettlik ala.
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9.abra Az A549 human tidé adenokarcindma sejtek kilonb6zé tenyésztési korilményei 4
napos (A) és 9 napos (B) tenyésztés utan, kilénb6z6 tenyésztési korilmeények kdzott. A 2D
és 3D kultarak ugyanazon feliilet / térfogat aranyban tartalmaztak a sejteket, amelyet
bdévebben az Anyagok és mddszerek részben részleteztik. A képeket a HoloMonitor M3
mikroszkoppal készitettiik, x10 faziskontraszt objektivvel. Méretskala: 150 pm

Minden vizsgalat soran referenciaként a T-75-0s szoOvettenyésztd flaskaban,
egyrétegben novesztett A549 sejtek (2D-TC) adataira normalizaltunk. A kollagénnel
felUletkezelt 3D kulturak (3D Cytodex-3 és 3D NutriSphere) 2D parjaként I-es tipusu

kollagénnel boritott T-75-0s szdvettenyésztd flaskakat allitottunk el (2D-Coll).

A 3D kulturak eléallitasa soran kétféle modszert hasznaltunk:
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a) lebegd (levitacios) tenyésztési moddot, specidlis asztali sejttenyésztod
készllékkel (BioLevitator™, Hamilton), mikrohordozdk fellleten vagy anélkil; és

b) RAFT™ kollagénmatrixba agyazva létrehozott szferoidokat.
A lebegdb tenyésztési moddal eléallitott szferoidokat tovabbi 3 csoportra oszthatéak:

a/1) Multicellularis tumor szferoidokat (MCTS) hoztunk Ilétre Cytodex-3
mikrohordozék feltletén (3D Cytodex3),

a/2) Multicellularis tumor szferoidokat hoztunk létre NutriSphere mikrohordozok

segitségével (3D Nutrisphere),

a/3) Multicellularis tumor szferoidokat hoztunk létre mikrohordozé felhasznalasa

nélkul is, lebegtetve (3D Spheroid).

A kiilonb6z6 tenyésztési koriilmények kozott tenyésztett 2D és 3D kultarak

életképessége

A Kkulonb6z6 tenyésztési modon létrehozott 2D és 3D tenyészetek
proliferacios vizsgalatat resazurin segitségével mértiik meg. A 2D tenyészetek (2D-
TC és 2D-Coll) metabolikusan aktivabbaknak bizonyultak a 3D kulturaknal, mivel a
sejtek a resazurin irreverzibilis resorufinna redukalasat intenzivebben végezték (10.
abra a). A 2D-tenyészetek (2D-TC, 2D-Coll) a negyedik napon érték el az
osztdédasuk telitési fazisat, mig a kollagénnel boritott magnesgydngyokon nétt
szferoidok (3D Nutrisphere) ezt csak a nyolcadik napon érték el. A Cytodex-3
mikrohordozék fellletén nétt szferoidok (3D Cytodex3) és az ECM-szer(i matrixba
agyazott sejtszigetek (RAFT™) egységesen a hatodik napon érték el az osztodasuk
maximumat. Az is megfigyelheté volt, hogy a hordozé nélkili MCTS-ek (3D
Spheroid) a kisérleti id6 végéig sem érték el a platéd fazist, aminek oka valdszinileg
azok nagyon lassu szaporodasa volt, igy a sejtek még a szferoid formalddas korai

stadiumaban tartottak (10. dbra a) a mért id6szakban.
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10. abra A kilénb6z8 2D és 3D kulturak szaporodasi gorbéje, életképessége és apoptédzis
vizsgalata. (A) A 3D kulturdk szaporodasi sebessége a 4. napon lassabb volt, mint a 2D
tenyészeteké (3D Spheroid p< 0.0001; RAFT™ 3D Cytodex3 és 3D Nutrisphere p<0.01),
viszont a tenyésztés 9. napjan csak a 3D Spheroid (p< 0.01) és A 3D Cytodex3 (p< 0,05)
kulturdk mutatnak szignifikdnsan alacsonyabb sejtszamndvekedést a 2D kulturakhoz
képest. (n=3, paros t-teszt). A sejtek életképessége (AnnV-/ Pl-, él6 populacid) a 4. napon
80-90% korul maradt minden tenyésztési korliimény kozétt (B), és a 9. napon is csak a
RAFT™tenyésztés eredményezte az életképesség 50% -os csOkkenését (C). A méréseket
harom ismétléssel végeztik és azok atlag (SD) értékeit abrazoltuk.

Két idépontban, amikor a 2D kulturak ndvekedése elérte a maximumat (negyedik
nap), és a kisérleti id6szak végén (kilencedik nap) (10. a abra), a hat fajta 2D és 3D
in vitro tenyészetet egysejt szuszpenziora emésztettik és az életképességiket
vizsgaltuk (apoptdzis) (10. abra b és c). A sejtek életképességének a mértékét a Pl
és AnnV jeldletlen sejtek szazalékos értékébdl szamoltuk ki. Minden tenyésztési
kérulmény esetében, mind a negyedik (10. b abra) mind a kilencedik napon (10. c
abra) 90% felett maradt az életképes PI és AnnV jeldletlen sejtek aranya, kivéve a
RAFT™ kultirakban, ahol a citometriai vizsgalatok a kilencedik napra a sejtek

életképességének tobb mint 50% -os csdkkenését mutattak (10. abra c).
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11. abra A 4. (A) és a 9. tenyésztési napon (B) kulénb6z6 kérilmények kdzott tenyésztett
A549 sejtek sejtciklus eloszlasa. A bels6 abra az egyedi sejtek Pl jelének az FL2-A (terllet)
-FL2-W (szélesség) aggregatum kikapuzasat jeldli (A bal), mig a sejtciklus fazisainak
reprezentativ képét a jobb oldali belsé abra jeldli (A jobb). Az adatok harom ismétlés
atlagaként vannak feltlintetve +/- szérassal (SD), kivéve a RAFT™ tenyészetet, ahol 12
darab kollagén-diszkoidot egyesitettiink az értékelheté mennyiségi sejtszam eléréséhez.

Az A549 sejtek sejtciklus eloszlasat a kulonbdz6 tenyésztési korulmények alatt
citometriasan meghataroztuk (11. abra). A sejtciklus GO/G1 és S (DNS-szintézis)
fazisanak vizsgalata soran szignifikans kilonbséget nem tapasztaltunk a 2D és 3D
tenyésztési korulmények kozott sem a negyedik (11. abra a), sem a kilencedik
napon (11. abra b). A 2D-Coll, a 3D Cytodex3 a 3D Nutrisphere és a RAFT™
tenyészetek esetében a negyedik napon a sejtek nagyobb hanyada tartézkodott a
G2/M fazisban (11. abra a) 6sszevetve a tdbbi kulturaval, azonban ez a kilénbség

a kilencedik napra eltint (11. abra b).

In vivo expressziés mintazatot mutaté gének kivalasztasa

A génexpresszids vizsgalatokat két Iépésben hajtottuk végre. Elsé Iépésként
a nagyatereszt6képességl, 624 tumorspecifikus gént tartalmazé ugynevezett
Human Cancer Panel segitségével Osszevetettik az in vivo xenograft A549
tumorokat a hagyomanyos 2D in vitro A549 sejttenyészettel (12. abra a), majd a
mérés soran a leghagyobb expresszios kiuldnbségeket mutatdé géneket tovabb
vizsgaltuk (60 gén), és azok expresszidjat megmértik a kuléonb6zd modon
tenyésztett in vitro 2D és 3D sejtkulturakon (12. abra b). A masodik génexpresszios

vizsgalathoz a Roche LightCycler 1536 HTS gPCR rendszerét hasznaltuk.
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12. dbra A mintak vizsgalatanak folyamatabraja. Az in vivo xenograft tumorok és in vitro 2D
tenyészetek (A) expressziés 0Osszehasonlitasat 624 tumorspecifikus gén mérésével
végeztik, majd az ebbdl szelektalt 60 gén segitségével az in vitro 2D és 3D tenyésztési
modokat (B) 6sszehasonlitottuk.

Az els6 expresszios Kkisérletben hasznalt valds-ideji kvantitativ
nanokapillaris PCR-t (QuantStudio 12K Flex qRT-PCR) laboratériumunkban
kordbban mar sikeresen alkalmaztuk toxikogenomikai szlirévizsgalatok soran a
toxikus vegylletek klaszterezésére [77], valamint a szervspecifikus toxicitas
elérejelzésére [78]. Jelen tanulmanyunkban az egérben ndvesztett A549 xenograft
tumorok (80-100 mm3) és az egyrétegi in vitro A549 sejtkulturak (hagyomanyos
100 mm-es Petri-csészében, 70%-0s konfluencia mellett fenntartott A549 sejtek)
génexpresszidjanak dsszehasonlitd vizsgalatara hasznaltuk a kereskedelmi
forgalomban kaphaté Human Cancer Panel segitségével. Az emlitett panel 624
validalt, a tumorfolyamatokban kulcsszerepet jatszé gént vizsgalt, mint amilyenek a
pluripotens markerek, angiogenézisben szerepet jatszé gének, apoptotikus gének,
sejtciklus és sejtadhéziés molekulak, valamint ezen felul 24 haztartasi gént (1.
melléklet). A szelektalt 60 gén kozul 29 fokozott kifejezédést (2. tablazat, piros), 31
pedig csokkent relativ kifejez6dést (2. tablazat, z6ld) mutatott az A549 xenograft
tumorokban az in vitro 2D kulturakhoz képest, igy ezeket valasztottuk ki a tovabbi
génexpresszios vizsgalatokhoz. A vizsgalt 648 (624 tumorspecifikus és 24 kontroll)

gén expressziojanak a valtozasa (AACt +/-SD, p) az 1. mellékletben talalhaté meg.
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Gén szimbélum Azonosité AACt (log2) SD p szignifikanica |Gén szimbdélum| Azonosité |AACt (log2) SD |pszignifikanica
CEACAMS Hs00944025 m1 9,11 1,77 0,0220 JUN Hs00277190_s1 -2,34 1,97 0,2740
APPL1 Hs00179382_m1 8,17 0,12 0,0001 MYC Hs99999003 m1 -2,42 1,96 0,2306
LCN2 Hs01008571_m1 5,58 0,68 0,0082 MKI67 Hs01032443 m1 -2,43 0,45 0,0249
SEPP1 Hs01032845 m1 5,26 1,10 0,0293 FTL Hs00830226_gH -2,51 1,21 0,1293
PRDX2 Hs03044902_g1 4,71 1,45 0,0590 CTPS Hs00157163_m1 -2,53 1,41 0,1831
TGFBR1 Hs00610318_m1 4,38 0,02 0,0001 E2F1 Hs00153451_m1 -2,63 1,58 0,1555
CP Hs00236810_m1 4,36 0,08 0,1173 PFKP Hs00242993 m1 -2,64 1,70 0,1746
ANPEP Hs00952642_m1 3,79 2,19 0,2148 FBN2 Hs00266592_m1 -2,65 0,17 0,2083
DLG3 Hs00221664_m1 3,72 0,22 0,0213 CYR61 Hs00155479_m1 -2,79 2,20 0,2390
CA9 Hs00154208_m1 3,71 1,42 0,0886 CTSL2 Hs00822401_m1 -2,81 1,03 0,0769
CD24 Hs00273561_s1 3,66 0,54 0,0182 EGFR Hs01076078_m1 -2,82 0,38 0,0345
IFITM1 Hs00705137_s1 3,60 0,25 0,0057 IGFBP4 Hs00181767_m1 -2,83 1,73 0,1601
PECAM1 Hs00169777_m1 3,54 0,00 0,0217 FGFR1 Hs00241111_m1 -2,87 1,74 0,2655
MX1 Hs00895608_m1 3,53 0,92 0,0702 AXL Hs01064444_m1 -2,87 1,81 0,1685
TMEM45A Hs01046616_m1 3,49 1,42 0,2538 ASNS Hs00370265_m1 -2,98 1,02 0,0890
KRT19 Hs00761767_s1 3,38 1,35 0,0793 SOCS3 Hs02330328 s1 -3,04 1,01 0,1962
TLR3 Hs00152933 m1 3,37 0,48 0,0330 IER3 Hs00174674_m1 -3,18 1,78 0,2419
ERBB3 Hs00176538_m1 3,27 0,95 0,0524 CDC25B Hs01550934_m1 -3,20 1,51 0,1116
IGFBP5 Hs01052296_m1 3,18 1,03 0,0563 BAX Hs00180269_m1 -3,32 1,22 0,0804
CDKN1B Hs00153277_m1 2,91 0,22 0,0217 TFAP2C Hs00231476_m1 -3,60 1,58 0,0921
SFN Hs00968567_s1 2,83 0,61 0,0329 ABCG2 Hs01053790_m1 -3,66 0,85 0,0368
HYAL1 Hs00201046_m1 2,74 0,38 0,0096 NR4A1 Hs00374226_m1 -3,66 0,83 0,0250
MYB Hs00920554_m1 2,54 1,61 0,2887 RAB6B Hs00981572_m1 -3,66 0,89 0,0446
PDGFB Hs00966522_m1 2,47 0,47 0,0853 CD70 Hs00174297_m1 -3,94 0,00 0,1385
ERBB2 Hs01001580_m1 2,40 1,25 0,1180 CSF1 Hs00174164_m1 -4,03 0,19 0,0107
GRB7 Hs00918009_g1 2,39 0,67 0,3032 FYN Hs00176628_m1 -4,09 1,86 0,0988
FN1 Hs01549976_m1 2,38 1,25 0,1188 PLCG2 Hs00182192_m1 -4,13 2,19 0,1465
CEBPG Hs00156454_m1 2,37 1,99 0,5677 EGR1 Hs00152928 m1 -4,19 2,60 0,1582
IGFBP3 Hs00181211_m1 2,34 1,03 0,1114 ID1 Hs03676575_s1 -4,38 0,22 0,0155
ADM Hs00181605_m1 -4,51 0,10 0,0013
FOS Hs00170630_m1 -4,61 2,40 0,1254

2. tablazat Az A549 xenograft tumorok (in vivo) és a 2D sejtkultirak (in vitro)
génexpresszidjanak az dsszehasonlitasa (TagMan® OpenArray® Human Cancer Panel,
QuantStudio- 12K Flex) 624 specifikus gén kifejez6désének a tesztelésével tortént. A
vizsgalat soran 60 gént valasztottunk ki a tovabbi vizsgalatokra, amelyek kozil 29 fokozott
kifejezddést (piros) és 31 csokkent kifejez6dést (z6ld) mutatott az xenograft mintakban. A
szignifikanciat (p) Student t-teszttel szamitottuk, a ACt-k 6sszehasonlitasaval.

A 2D és 3D in vitro tenyészetek génkifejez6dés vizsgalathoz a xenograft
tumorok és 2D sejtkultura 6sszehasonlitasabdl kiszirt 60 génen felll, tovabbi két
gén, az SLC2A1 (GLUTA1, glukoz transzporter) és az SLC16A3 (MCT4, tejsav
transzporter) expressziojat is megvizsgaltuk. A GLUT1 glikoéz transzporter és az
MCT4 tejsav transzporter nem volt benne a forgalomban kaphaté Human Cancer
Panel primer listajaban, azonban mivel kulcsszerepléi a tumorsejtek
anyagcseréjének, ugy dontoéttink, hogy ezeknek a géneknek vizsgalatat is
elvégezzik. Korabbi kutatasok azt bizonyitottak, hogy a magas MCT4 és GLUT1
génkifejez6dés rossz tulélési prognozissal parosul adenokarcindmas betegeknél
[79]. Az 1536 lyuku HTS gRT-PCR gének primer listdja a 2. mellékletben talalhaté
meg. A kllénbdzd in vitro tenyészetek expresszios vizsgalatat is a negyedik és a
kilencedik napon végeztik el, hasonldéan a tobbi vizsgalatokhoz (13. abra). Mind a
62 gén expresszidjanak a valtozasa (AACt +/-SD, p) a 3. mellékletben talalhato

meg.
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A vizsgalat soran mért valtozasok koézul a legnagyobb valtozast (16-32-szeres)
mutatd gének sejtfelszini fehérjéket kodolnak, igy varhaté volt, hogy a kulturak
kés6bbi egysejt tdmeg citometrias (CyTOF) fehérjevizsgalatanal is megfeleld
jelkilonbséget fogunk tapasztalni. A 3D Cytodex3 és 3D Nutrisphere
tenyészetekben magas expressziot mutaté SLC16A3 (MCT4), SLC2A1 (GLUT1) és
a CA9 génekrél korabban kimutattak, hogy a malignus daganatsejtek metabolikus
Ujra programozasaban jatszanak fontos szerepet [80], a CEACAMS-rél és CD24-
rél, hogy kulcsmolekulai az epitéliadlis-mezenchymalis tranziciénak, azaltal, hogy
tdmogatjak a tumor progressziojat és kemorezisztencia kialakulasat [81,82]. A
TMEM45A és az EGFR a tumorsejtek proliferaciés folyamatainak a szabalyzéi
[83,84]. A 10. abran bemutatott gének kdzul csak az EGFR nem mutatott emelkedett
génkifejez6dést a mikrogyongy alapi 3D kulturakban. Azonban a RAFT™ és a
hordozé nélkili 3D spheroid tenyészetek masképp viselkedtek, mint a gydngy alapu
3D kulturak. A kilencedik napon a 3D szferoidok expresszioja csak a CEACAMS gén
esetében mutatott 8-szoros tultermelédést a 2D kulturakhoz képest (13. abra). A
RAFT™ mintakbol csak kilencedik napon végeztiink méréseket, mivel az RNS

tisztitas soran nagyon kis mennyiségl RNS tudtunk kinyerni a kevés jelenlévé sejt

miatt.
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13. abra. Kiilénbdz6 kulturakban mért génexpresszios valtozasok a 4. (d4) és a 9. napon
(d9). A TMEM5A, SLC16A3 (MCT4), CEACAMS5, SLC2A1 (GLUT1) és CA9 16-32-szeres
overexpressziot mutattak a 3D Cytodex3 és a 3D Nutrisphere kulturakban a hagyomanyos
2D kulturakhoz képest. Az abrazolt gének mindegyike sejtfelszini fehérjét kodol és a
kereskedelmi forgalomban elérhetéek antitestek, amelyek késébb lehetévé tették azok
fehérje szintl vizsgalatat. A grafikonokon a harom bioldgiai ismétlés atlagai és +/- szérasai
(SD) latszanak.
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Ahhoz, hogy az altalunk vizsgalt in vitro kulturak kézul kiderljon, melyik modellezi
legjobban az in vivo nem kissejtes tudékarcindmat a negyedik és a kilencedik napon
meért génexpresszidés mintazatukat, hierarchikus klaszterezésnek vetettik ala (14.
abra). A 2D-TC, 2D-Coll a 3D Cytodex3 a 3D Nutrisphere és a 3D Spheroid kulturak
négy napos tenyészetei jol elkilonllé alcsoportot képeztek az in vivo xenograft
kultaraktol. A kilenc napos tenyészetek kdzil a 3D Spheroid, 3D Nutrisphere és a
3D Cytodex3 kozelebb kerllt az in vivo tumorokhoz, amely azt feltételezi, hogy az
expresszios mintazatuk jobban utanozza a valds szoveti helyzetet (14. abra). A
késObbi fehérjeanalizis soran figyelmen kivil hagytuk azon kulturak vizsgalatat,
amelyek nem tették lehetévé a statisztikai analizishez szikséges minimum
sejtszam kinyerését (RAFT™), vagy amelyek méretstandardizalasa problémaba
Utk6zott (3D Spheroid). Az utdbbi tenyésztési mod esetében a szuszpenzids
kordlmények kozott tenyésztett mikrohordozd nélklli szferoidok mérete nagy
intervallum koézott mozgott a néhany aggregalddott sejtcsoporttdl a tobb szaz
mikrométeres képletekig (vagy organoid), igy a szferoidok kdzotti heterogenitas tul
nagy lett volna ahhoz, hogy azokbdl tudomanyosan relevans fehérje adatokat

tudjunk kézolini.

_ 13D Cytodex3 d9
3D NutriSphere d9
Spheroid d9

“lin vivo

14. abra A 3D kulturak (3D Spheroid, 3D Nutrisphere, 3D Cytodex3) 9 napos (d9)
tenyésztése jobban hasonlit az in vivo tumorok értékeihez. A kiemelt géneket (fekete
négyzeteket) valasztottuk ki a késdbbi, egysejtes citometrias elemzéshez. A hierarchikus
klaszteranalizist a Gene Cluster 3.0 szoftver segitségével végeztik el a bemutatott mintak
expresszids adataibdl (AACt, log2 értékek).

Fehérjemarkerek egysejt-tomegcitometrias (CyTOF) vizsgalata

A tdmegcitometriai vizsgalatokhoz a 9 napos 2D és 3D in vitro kulturakat
hasznaltuk, és 6sszehasonlitottuk a korai (in vivo early stage) és késbi (in vivo late
stage) stadiumu egérbdl izolalt xenograft A549 tumorokkal. Osszesen tizenkét
rakmarker kifejez6dési mintazatat hataroztuk meg, a TMEM45A, MCT4, CD66
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(CEACAMS), GLUT1, CA9, CD24 és EGFR markereket. Ezeket a génexpresszids
vizsgalatokbdl valasztottuk ki, valamint 6t tovabbit is megvizsgaltunk, amelyeket
masik két nem-kissejtes tumorsejt vonalon (H1975 és H1650) validalta
laboratériumunk egy masik projekt sordn (nem kozolt adatok). Ezek kdzul harom
karcinoma 6ssejtmarker volt: TRA-1-60 [85], CD326 (epitél sejtadhézidés molekula,
EpCAM) [86], és a Galectin-3 (GAL-3) [87]; egy immunellenérzépont szabalyozé: a
CD274 (programozott sejthalal-ligand-1, PD-L1) [88] és egy karcindma marker: pan-
keratin (citokeratinok) [24]. Bar a keratinok az epitél sejtek l-es és ll-es tipusu
intermedier filamentumainak épit6é elemei [89], tobb kutatdcsoport is igazolta, hogy
a tumoros sejtek kils6 membranjan lokalizalodhatnak, ezzel fokozva a rakos sejtek
(ViSNE, visualization of stochastic neighbor embedding [92]) egysejt szinten
képesek voltunk a 12 féle marker egyideji expresszidjanak a mintazatat

O0sszehasonlitani a kiilénb6z6 tenyészetek kozott (15. abra).

A mintak elemzését minden esetben csak a HLA-A,B,C pozitiv sejteken végeztik el
(4,5 x 10* db sejt/minta), mivel ezzel a modszerrel el tudtuk klloniteni a kisérlet
szempontjabdl relevans human A549 sejteket a xenograft tumorokban infiltralédé
egyeb, nem human eredetl egér sztréma sejtektél. Az egyes markerek expresszios
intenzitasat a 12. abran feltlintetett szinskala jeldli, a kék az alacsony, mig a piros
a magas fehérje kifejezddést abrazolja. A hagyomanyosan tenyésztett 2D A549
kultaraban a tizenkét markerbdl kilenc (TRA-1-60, TMEM45A, pan-keratin, CD326,
MCT4, GAL-3, CD66, GLUT1, CA9) egyaltalan nem, vagy csak nagyon gyengén
expresszalodott (15. abra a és b elsé oszlopok), a maradék harombdl ketté pedig
mérsékelt sejtvonalon-bellli heterogenitast mutatott (CD24 és CD274), egy (EGFR)
pedig eréset (15. abra b, elsé oszlop). Osszeségében viszont jol latszott, hogy kilenc
fehérje expresszidja alapjan (TRA-1-60, TMEM45A, pan-keratin, CD326, MCT4,
GAL-3, CD66, GLUT1, CD274) a 3D kulturak (3D Cytodex3 és 3D Nutrisphere)
atmenetet képeznek a 2D-bél az in vivo allapot felé (15. abra a és b, masodik és
harmadik oszlop), mivel nagyobb expresszidés intenzitdst mutattak a 2D-nél.
Ezekben a rendszerekben azonban harom marker esetében (CA9, CD24, EGFR)
magasabb intenzitasokat mértlink az in vivo tumorokénal (15. dbra b, masodik és

harmadik oszlop).
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15. abra A 2D, 3D (3D Cytodex3 vagy 3D Nutrisphere) kultdrak és in vivo (korai és késéi
stadiumu) daganatok egyittes (12 fehérje) tdbbdimenziés elemzésének reprezentativ
abraja (ViSNE). Az elemzést 4,5 x 10* HLA-A, B, C pozitiv sejtek kapuzasa utan végeztik
el a kulénb6z6 mintakon. (iteracié = 1000, bizonytalansag = 30, théta = 0,5).

A ViSNE térképen a 12 fehérje egylttes mintazata alapjan jol felismerheté a
kllonb6zb tenyészetek egyedi szigetei. A szigetekben minden pontot egy-egy sejt
alkot. A mintak sejtszint(i heterogenitasat pedig a szigetek kiterjedése és mintazata

mutatja.

A 2D, 3D és in vivo mintak multiparametrikus (12 fehérjét abrazolo) viSNE
grafikonjainak az dsszeolvasztasaval megkaptuk a kulonb6zé tenyésztési mdédok
kozotti atfedettséget. Az altalunk vizsgalt kulturak a 12 fehérje egylttes expresszios
mintazata alapjan harom elkilonulé szigetrészt mutattak, ahol az egyik harmad a
2D kultura sejtjeit (16. abra, kék régid), a masik a 3D kulturak sejtjeit (16. abra,
narancs régié) a harmadik pedig az in vivo tumorok sejtjeit (16. abra, zold régio)
képviselik, minimalis atfedéssel. Mind a szigetek szegmentacidja, mind a terllete a
tenyésztési médon bellli sejtek heterogenitasat tikrozi. A hagyomanyos, 2D in vitro
kultura alkotja a legkisebb kiterjedés(i és szegmentaltsagu régiot, azaz ezek a sejtek
bizonyultak a legszegényebb heterogenitassal rendelkezé populacionak, tavol a

3D-t61 vagy a valods in vivo allapottol.
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16.abra A 2D, 3D és in vivo mintak viSNE grafikonjanak (multiparametrikus egysejtes
citometriai adatanak) egyesitett abrazolasa. Az abran jol kiveheté a 2D, 3D és in vivo
tenyészetek kozotti heterogenitaskilénbség.

Ahhoz, hogy a markerek kifejez6dését ne csak egysejt szinten, hanem a
tenyészetek (populacid) szintjén is vizsgalni tudjuk, a HLA-A, B, C pozitiv sejtek
(human Ab549) szazalékos aranyat egy Otszogl radar térkép segitségével
abrazoltuk. A radartérképen az 6t kilonb6zd szog a kuldonféle kulturakat jeloli: (1) in
vitro 2D, (1) 3D Cytodex3, (lll) 3D Nutrisphere, (IV) korai és (V) késbi stadiumu in
vivo adenokarcindma (17. a dbra). A radartérkép egyes gydrli pedig a pozitiv sejtek
szazalékos értékét jeldlik 0-100% tartomanyban. Minden egyes fehérje egy kulon
radartérképen van abrazolva, ahol a kulonb6zé markerekre valé pozitivitas
szazalékosan van feltintetve: TRA-1-60 (9%), TMEM45A (37,5%), pan-keratin
(50%), CD326 (100%), MCT4 (50%), GAL-3 (30%), CD66 (100%), GLUT1 (100%)
(17.abra a).
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17. abra (A) A kilénb6z6 2D, 3D és in vivo tenyészetek szazalékos aranya az egyes
markerek expressziojat tekintve. A TRA-1-60, TMEM45A, pan-keratin, CD326, MCT4, GAL-
3, CD66 és GLUT1 esetében féként a korai és késbi stadiumu in vivo tumorok esetében
tapasztalhaté pozitivitas. A radartérképen az 6t kilénb6z6 sz6g a kilonféle kulturakat jeloli:
(1) in vitro 2D, (ll) 3D Cytodex3, (lll) 3D Nutrisphere, (V) korai és (V) késbi stadiumu in vivo
adenokarcindbma.

(B) A tdmeg citometrias adatok hétérképe az 6t kilénb6z6 tenyészetben a 2D tenyészetre
normalizalva (z6ld: alacsony, piros: magas expresszio).

A CA9 pozitiv sejtek populaciodja az in vitro 3D tenyészetekben volt a legnagyobb
(100%). Ennek az oka valoszinlileg az intratumor keringés hianyanak tudhato,
amely ezekben a nagyméretl szferoidokban jelen volt. Az in vivo tumorokban a 2D-
hez viszonyitva a CD24 tumor &ssejt marker és az EGFR markerek sejtpozitivitasa
70% -rél 35% -ra, illetve 100% -rol 25% -ra csokkent. Tovabba a CD274 pozitiv
sejtek szama 2D-ben 40% -ban, mig in vivo csak 25% -ban volt jelen, mikdzben a
3D modellekben alig volt talalhaté CD274 pozitiv sejt (17. abra a).

A sejtszintl markersiriiség meghatarozasa soran az intenzitdsokat a 2D egyréteg
tenyészetre normalizaltuk és a vizsgalt fehérjéket h6térkép segitségével jelenitettik
meg (17. abra b). Itt is jol latszik, hogy a vizsgalt tumormarkerek alapjan a 3D

kulturak atmenetet képeznek a 2D és az in vivo kérilmények kozott. (17. abra b).
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TEZIS 3.

Az MCF-7 és egér 4T1 emlé daganatsejtek haromdimenziés koriilmények
kozott tenyésztett formai ellenalébbak a tumorellenes hatéanyagoknak egy 67
komponensii hatéanyag konyvtar tesztelése soran

Gyogyszerjelolt kismolekulak daganatellenes hatasanak a vizsgalata 2D és 3D

sejttenyészeteken

Az Imidazo[1,2-b]pirazol-7-karboxamid vegyuletek daganatellenes hatasat
human MCF-7 eml6 adenokarcindma és egér 4T1 eml6 karcinoma sejtek 2D és 3D
tenyészetein vizsgaltuk. A 67 komponensi molekula kdnyvtarat Dr. Demjén Andras
vegyészkollégam szintetizalta azzal a céllal, hogy uj daganatellenes hatbanyagokat
hozzon létre, ezek kozll 45 hatdanyagot in vitro 2D és 3D tenyészeteken is
leteszteltink. A sejtek életképességét resazurin segitségével fluorimetriasan
detektaltuk ismert antitumor vegyllet a doxorubicin mellett, amelyet pozitiv
kontrollként hasznaltunk. Az elmult években tdbb tanulmany is foglalkozott azzal,
hogy a két és harom dimenziéban ndvesztett sejtek hatdbanyag elleni érzékenysége
kulénbdzik [1,2,3], ezért az ujonnan szintetizalt kismolekuldk hatasat, a
hagyomanyos 2D in vitro tenyészetek mellett 3D in vivo szferoidokon is megmértik
és az anyagok IC50-értékét meghataroztuk (4. melléklet). A szferoidok
létrehozédsahoz az anyagok és modszerekben részletezett ULA modszert
hasznaltuk, amely lehet6vé tette a HTS szliréshez nélkllézhetetlen azonos méret
és sejtszamu szferoidok egyideji és nagy mennyiségl létrehozasat. Azokat a
kismolekulakat, amelyek legalabb az egyik tenyészeten 10 uM alatti aktivitast
mutattak, aktivnak tekintettik, amelyek 10 uM felett hatottak, azokat pedig
inaktivnak, mivel ezek Kklinikai relevancidja nagy valdszinliség szerint mar
kérdésessé valna a tovabbi gyogyszerfejlesztési lépések soran. Ezen kritériumok
alapjan a 45 ujonnan szintetizalt kismolekulabdl 16 bizonyult aktivhak a kisérletben
hasznalt két eml6tumoron. Koézulik hat pedig minimum két és félszeres
hataskulonbséget mutatott a sejtvonalak 2D és 3D tenyészetei kozott. Az aktiv
molekuldk hataskulonbsége egyezik az irodalomban leirt adatokkal [2,3], azaz a
multicellularis sejtek kevésbé voltak érzékenyek mind az ujonnan Iétrehozott aktiv
hatéanyagokkal, mind a pozitiv kontrollként hasznalt doxorubicinnel szemben (3.

tablazat, félkover sorok).
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molekulakéd 2D 4T1 3D 4T1 2D MCF-7 3D MCF-7 logP (ChemAxon)

doxorubicin 0,057 0,141 0,024 0,063 0,53
DU214 3,63 15,6 10,6 31,3 2,97
DU227 9,95 4,94 8,29 5,12 3,93
DuU261 2,41 3,62 1,95 2,81 4,93
DU270 4,01 4,39 1,69 3,5 4,04
DU325 3,94 10,8 3,44 8,22 3,21
DU385 4,56 9,52 3,53 8,85 3,73
Du413 1,88 2,97 1,49 3,79 2,85
DU414 4,24 9,09 4,07 8,91 4,83
Du433 9,31 8,72 8,57 7,38 5,3
Du441 3,36 4,91 3,03 3,54 5,29
DU442 2,25 5,66 1,56 5,51 4,48
DuU452 2,59 2,22 1,9 1,81 4,37
DuU453 2,85 2,21 1,7 2,07 4,55
DU466 6,91 6,34 8,35 5,09 4,97
Du467 4,66 3,25 4,46 3,52 3,57
DU469 4,37 4,32 2,55 4,2 4,37

3. tablazat Az aktiv kismolekuldk IC50 eértékei. Félkovér betlikkel lathatdak azok az
anyagok, amelyek legalabb két és félszeres aktivitast mutattak a hagyomanyos 2D
kulturakban az ugyan olyan kérilmények kozott tenyésztett 3D szferoidokhoz képest. A
pozitiv kontrollként hasznalt doxorubicin mind a két sejtvonalon minimum 2,5-szeres
aktivitas kulénbséget mutatott a 2D és a 3D kulturak kézott. Az djonnan szintetizalt
hatéanyagok kozétt pedig a DU214 molekula mutatta a legnagyobb aktivitaskilénbséget
(4T1 kulturak esetében 4,3-szeres, MCF-7 kulturak esetében 3-szoros kiilénbség). Az
tablazatban felsorolt kismolekulak IC50-értékei 72 6ras inkubacios id6é utan, legalabb két
fuggetlen kisérlet atlagaibdl lettek kiszamitva és pM-ban kifejezve.

Egyedil a DU227 esetében tapasztaltunk 4T1 tenyészetek esetén forditott
érzékenységet (2,01-szeres). Mivel az MCF-7 sejtvonalon is hasonlé tendenciat
lattunk (1,62-szeres) az érzékenységben, ugy feltételezziikk, hogy az adott
kismolekula befolyasolhatja a 3D szferoid képz&dés folyamatat vagy valamelyik

adhéziés molekula sejtmembranon valé kifejez6dését.

A kismolekulak szintézisét kovetéen a molekulak szerkezeti képlete alapjan a logP
értékek a Chemaxon, MarvinSketch nevi programjaval kerlltek meghatarozasra (3.
tablazat, utols6 oszlop). Az aktiv hatéanyagok logP értékei 2.87 és 5,3 kozott
mozogtak, amely alapjan minden ujonnan szintetizalt molekulank lipofilnek
szamitott. Ezek aldl az a 6 molekula sem volt kivétel, amely kilénbdz6 1C50 értéket
mutattok ugyanazon sejtvonal 2D és a 3D kulturaiban. Ez alapjan ugy gondoljuk,

hogy a 2D és 3D kulturak érzékenység kuldnbségét nem a molekulak logP értékei
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okozzak, azonban ennek eldontéséhez viszont tovabbi vizsgalatokat jelen

tanulmany soran nem végeztunk.
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DISZKUSSZIO

PhD munkam soran kilénbdzé haromdimenzids in vitro sejttenyésztési
eljarasokkal kialakitott multicellularis szferoidokat vizsgaltam annak érdekében,
hogy igazoljam azok elényeit a ma széleskdrben hasznalt kétdimenzios

tenyésztdlemezeken torténé tenyésztési moédszerrel szemben.

Vizsgalataink soran egy ujfajta sejtmatrix alapu modellrendszert allitottunk be és
teszteltink, melynek soran 06sszehasonlitottuk a hagyomanyosan szélesztett
egyrétegl sejtkulturaban ndvesztett egér hasnyalmirigy-szigetek életképessegét,
valamint glukagon és inzulin termelését a kollagén matrixba &agyazott
haromdimenziés hasnyalmirigy-szigetekkel. Megvizsgaltuk a hasnyalmirigy-
szigetek életképességét kilonbozd tenyésztési korilmények kdzott, valamint az
alfa és béta sejtek funkcionalitasat is jellemeztiik. Osszeségében elmondhato, hogy
a RAFT™ alkalmazasa az egér hasnyalmirigy-szigetek hosszu tava fenntartasara
kivalé eredményeket mutatott, mivel a szigetek integritdsa, specialis sejtjeinek
inzulin és glikagon termelése legalabb tizennyolc napig ex vivo megmaradt. A
kapott eredményeink alapjan tehat elmondhatd, hogy a RAFT™ igéretes eszkdz
lehet a kutatok kezében mind az alapkutatdsok, mind az alkalmazott kutatasok
soran, mivel a klinikumban nagy igény mutatkozik az olyan terapiak irant, ahol a
cukorbetegek inzulinpotlasat a szervezetukbe ultetett inzulin termelé xenograft
szigetekkel tudnak pétolni. Tudomasunk szerint csoportunk kézleménye volt az elsé

a hasnyalmirigy-szigetek RAFT™ 3D in vitro sikeres fenntartasardl.

Munkam f6 célja 3D in vitro sejttenyésztési eljarasok jellemzése és
tumorellenes hatdéanyagszlréssel kapcsolatos alkalmazasok kiterjesztése volt
tumorsejtekbdl kialakitott szferoidokkal. El6szor kilonb6zé 3D sejttenyésztési
modszereket optimalizaltam annak érdekében, hogy egy olyan tenyésztési
rendszert fejlesszink ki, amely sokkal jobban reprezentalja a valddi tumoros

szovetek komplex bioldgiai folyamatait és heterogenitasat.

Egyre inkabb elfogadott tény, hogy az egyrétegi sejtkultura tulsagosan
leegyszerUsitett modellje a tobbsejti organizmusoknak, és szamos esetben nem
tudja kell6 részletességgel modellezni a sejt metabolitok eloszlasat, a lokalis oxigén
koncentraciét és a tapanyagok, valamint a szignal molekulak szdveti gradienseit.

Ezeket a folyamatokat a 3D sejttenyésztési mddszerekkel sokkal megbizhatébb
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modon tudjuk vizsgalni [93]. A 3D modellekben az oxigén- és tapanyaghiany
magasabb glikolitikus aktivitashoz vezet, valamint jellemz6 rajuk a megndvekedett
autofagia és az anaerob korlimények altal kivaltott nekrozis [94-97]. Az aktiv
jelatviteli utak szintén kulonbodznek a 2D és a 3D kulturak kézott, mivel a 2D-ben
kisebb aranyban képviseltek a sejt-sejt, valamint a sejt-ECM kapcsolatok (integrinek
és proteoglikanok mennyisége) [98,99]. Szamos tanulmany azt is igazolta, hogy a
multicellularis szferoidképz&dés erdésen befolyasolt az ECM fehérjék expresszidja

[100,101], vagy az azokat kodolé gének kifejezédése altal [102,103].

Modellkisérleteinkben kilonb6zé tenyésztési korialmények kdzott ndvesztett A549
human tiadé karcindma sejtek ndvekedési kinetikajat, életképességét, gén és
fehérje expressziojat vizsgaltuk, majd hasonlitottuk 6ssze az in vivo szubkutan
bedultetett A549 tumorokkal. Annak céljabdl, hogy megtalaljuk az in vivo tumorokhoz
leginkabb hasonlitdé 3D in vitro tenyésztési mddszert, 6sszehasonlitd vizsgalatokat
végeztunk a kilonbozé 2D (2D standard Petri-csésze; 2D-TC: hagyomanyos
szovettenyésztd T-75 flaska; 2D-Coll: I-es tipusu kollagénnel fellletkezelt T-75-0s
flaska), 3D gyongyalapu (3D Cytodex3, 3D Nutrisphere), 3D hordozé nélkili (3D
szferoid) és 3D kollagénbe agyazott (RAFT) sejttenyésztési modszerekkel (9. bra).
A kulénb6z6 in vitro kulturakat egérbdl izolalt A549 xenograft tumorok korai és késai
stadiumaval is 6sszevetettlk két idépontban, a negyedik és a kilencedik tenyésztési

napon.

A kulonb6z6 tenyészetek sejtosztédasa azt mutatta, hogy a hordozo nélkuli
szferoidok (3D Spheroid) lassabban voltak képesek osztddni és a leghosszabb lag-
fazissal rendelkeztek, mig a RAFT™ kultura életképessége volt a legrosszabb a
tenyésztések soran (10. dbra). Figyelembe véve a fent leirtakat, valamint, hogy a
3D spheroid kultura MCTS méreteit nehéz lett volna standardizalni, ezeket a
kulturakat a kés6bbi egysejt fehérje vizsgalatainkbol (CyTOF) kizartuk. Ezekkel
ellentétben a mikrogyongy alapu 3D tenyészetek allandé felllet/térfogat arannyal
rendelkeztek, igy a 3D Cytodex3 és 3D Nutrisphere szferoidok standard
modszerekkel kdnnyen vizsgalhaték voltak. A sejtciklus vizsgalatok csak a
négynapos tenyészetek esetén mutattak G2/M dusulast a 2D-Coll és a 3D Cytodex3
és 3D Nutrisphere tenyészetekben (11. abra). A 624 gént vizsgald nanokapillaris
gRT-PCR, valamint a 62 gént vizsgalé 1536 gRT-PCR vizsgalatok az in vivo és a
3D kulturék esetében magasabb TMEM45A, SLC16A3, CD66, SLC2A1, CA9 és
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CD24, valamint alacsonyabb EGFR expressziét mutattak az egyrétegi 2D
tenyészetekhez képest (2. tablazat, 13. és 14. abra). Ezért ezen gének altal kédolt
fehérjéket, tovabba a klinikai jelentéséggel bir6 TRA-1-60, pan-keratinok, CD326,
Galectin-3, és CD274 fehérjék kifejez6dését egysejt tomeg citometriai mddszerrel
(CyTOF) is megvizsgaltuk. Az adenokarcinomak képesek a K8, K18, K19, valamint
egyes esetekben a K7 és K20 keratinok expresszidjara, amelyek az intermedier-
filamentumok épité kdvei [89]. Erdekes médon ezek a citokeratinok a karcindma
sejtek felszinén is képesek lokalizalodni, és fokozni az ECM-hez val6 sejt rogzilését
[90,91]. Ezért anti-pan-keratin antitestet (C11 klén) hasznalva képesek voltunk
megmeérni a sejtfelszinen Iévé keratinok mennyiségét, amely a 4, 5, 6, 8, 10, 13 és

18 keratinok felismerésére volt alkalmas [104].

Az alkalmazott tobbdimenzios egysejt fehérje profil (viSNE) kimutatta, hogy a 3D
(Cytodex3 és Nutrisphere) kulturak atmenetet jelentenek a 2D-bél az in vivo allapot
felé a TRA-1-60, TMEMA45A, pan-keratin, CD326, MCT4, Gal-3, CD66, GLUT1 és a
CD274 kifejez6dése alapjan. A CA9, CD24 és az EGFR ezzel szemben magasabb
kifejez6dést mutatott a 3D Cytodex3 és Nutrisphere kulturakban, mint az in vivo
tumorokban (15. abra). A citometrids eredmények egybeillesztése soran kapott
multiparametrikus, tobbdimenzios abra jol szemlélteti (16. abra) a kulonb6zé
tenyésztési moédok és in vivo tumorok kozotti fehérje atfedéseket. Ezekbdl az
eredményekbdl jol lathatd, hogy harom jél elkalonilé regidt kaptunk, ahol a kultdran
bellli sejtek heterogenitasat az adott régio kiterjedése és szegmentalodasa fejezi
ki. Itt is jol megfigyelhetd, hogy a 2D tenyészetek minimalis heterogenitassal birnak,
minimalis atfedéssel mind a 3D kultdrakkal, mind az in vivo tumorokkal. A markerek
a tenyészetek szintjén valé komplex vizsgalatdhoz a tenyészeteken mért mintazatot
Ootagu radarkép formajaban is kifejeztik, ahol az 6t csucs az 6t kilénb6zd
mintaféleséget képviseli. A radarkép koncentrikus korei a tenyészeteken beluli
pozitiv sejtek szazalékos aranyat mutatjak (17. abra a). Az in vivo tumorok
esetében a TRA-1-60 sejtek 9%-ban, a TMEM45A a sejtek 37,5%-ban, a pan-
keratin a sejtek 50%-ban, a CD326 a sejtek 100%-ban, az MCT4 a sejtek 50%-ban,
a GAL-3 a sejtek 30%-ban, a CD66 a sejtek 100%-ban, a GLUT1 pedig a sejtek
100%-ban volt jelen a tumoros mintakban, mig ezen fehériék a kilonbdz6

tenyésztési moédok kozil egyikben sem fejez6dott ki ilyen magas mértékben, mint
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az in vivo tumorokban. A 3D mintak esetében azonban a CA9, CD24, EGFR

mutatott a tumoroktdl magasabb expressziot (17. abra a).

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy egy szervezet, vagy daganat
bonyolultsdga sokkal komplexebb, mint az egy in vitro tenyésztés soran
modellezhetd. A multicellularis 3D kulturak a vizsgalataink alapjan azonban sokkal
Osszetettebb modon képviselik az in vivo kdrulményeket, valamint hatékonyabb
eszkdzt biztositanak a klldonb6zdé molekularis bioldgiai vizsgalatokhoz, valamint az
Uj daganatellenes gyogyszerek, molekulakdnyvtarak sziiréséhez. A kutatasunk
soran a vizsgalt A549 kultura génexpresszios és CyTOF fehérje szintii vizsgalata
alapjan ugy tinik, hogy a 3D tenyészetek sejtjein tdbb potencialis gydgyszer célpont

fejezédik ki, mint a 2D tenyésztések esetén.

Az uj tipusu 3D kulturak genomikai €s a proteomikai vizsgalata uj utakat nyitott a
tumorellenes terapiaban is, mivel altaluk Uj terapias és diagnosztikai célpontokat
azonosithatunk. A gyégyszerkutatas preklinikai szakaszaban egyre inkabb hasznalt
innovativ 3D technikak hozzajarulnak a pontosabb, nagy ateresztéképessegi
hatéanyag szlréshez, melyek hatékonyabb gydgyszerjeldlteket eredményeznek.
Ezért is tartottuk kiemelten fontosnak a mar ismert és 0 3D tenyésztési
modszereket |étrehozni és jellemezni mind a gének, mind a fehérjék
kifejez6désének a szintjén, mivel altaluk pontosabb képet kapunk a kulonb6zé
technikak alkalmazhatosagarol. Ezek a kutatdsok nem csak egy adott gydgyszerre
adott altalanos sejtvalaszrdl (citotoxicitasrol) nyujtanak majd pontosabb informaciét,
hanem Uj jelatviteli mechanizmusok felfedezéséhez is hozzajarulhatnak azaltal,
hogy pontosabban modellezik az in vivo transzkripcios és transzlaciés valaszokat

egy adott szerre [105].

Munkam harmadik tézisében kildnb6zd matrixban és tenyésztési korlilmények
kozott novesztett human MCF-7 és egér 4T1 eml6 daganatsejteket hasznaltunk
tumorellenes hatdéanyagok szlirésére igazolva a 2D és 3D sejtkulturak eltérd
kemorezisztencigjat. Kisérleteinkben referencia kemoterapias szer, a doxorubicin
€s egy altalunk szintetizalt 67 tagu kismolekulakdonyvtar 2D és 3D tenyészeteken
valo parhuzamos szirését végeztuk el. A szlrés soran az ujonnan szintetizalt
imidazo [1,2-b] pirazol-7-karboxamidok potencialis tumorellenes hatasat vizsgaltuk,

amibdl 45 ujonnan szintetizalt kismolekulabdl 16 bizonyult aktivhak a 4T1 és az
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MCF7 sejtvonalakon (3. tablazat). Az eredményeink igazoltdk az irodalomban
leirtakat: a 16 aktiv kismolekuldbdl 6 vegyulet esetén minimum két és félszeres
hatasbéli kilonbséget mutattak az eltérd sejtkulturakban. Ezekben az esetekben 3D
tenyészetek kevésbé voltak érzékenyek az adott szerre, beleértve a klinikumban

szeéleskorlen hasznalt és jol ismert doxorubicinre is.

Figyelembe véve a PhD kutatasom eredményeit és az attekintett
tudomanyos eredményeket az in vitro tumormodellek fejlesztése még korantsem
tekinthet6 befejezettnek. A nagymértékben heterogén koérképet mutaté daganatok
kell6 részletesseégl in vitro modellezése még tobb évnyi kitartd munkat kdvetel mind
a kutatoktél mind a Klinikusoktdl egyarant. A sikeres modellrendszerek
kidolgozasahoz tartoznhak a munkam soran vizsgalt haromdimenzios
modellrendszerek is. Osszességében elmondhato, hogy a tézisekben bemutatott
3D sejttenyészetek alkalmasak hatdanyagok szlrésére, amely utat nyithat U]
rakellenes szerek azonositasahoz. llyen komplex modellrendszerek egyre nagyobb
teret fognak hdéditani hamarosan nem csak a preklinikai kisérletekben, hanem a

klinikai diagnosztikaban és a terapiaban egyarant.
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OSSZEFOGLALO

A dolgozat a soran a kulénb6zd modon eléallitott haromdimenzids in vitro

sejttenyésztési eljarasokkal kialakitott multicellularis szferoidok vizsgalatat

végeztem el annak érdekében, hogy dsszehasonlitsam azokat a normal in vivo

fiziologias szoOveti allapottal, valamint a széleskdérben hasznalt hagyomanyos

kétdimenzios sejttenyészetekkel. Tovabba igyekeztem bemutatni a kialakitott

rendszereken, illetve a létrehozott szferoidokon végzett vizsgalatok eredményeit,

melyek alapjan négy f6 megallapitasra jutottunk

A RAFT™ alkalmazasa az egér hasnyalmirigy-szigetek hosszu tavu
fenntartasara kivalé eredményeket mutatott, mivel a szigetek integritasa,
specialis sejtjeinek inzulin és glikagon termelése legalabb tizennyolc napig
ex vivo megmaradt. A kapott eredményeink alapjan a RAFT™ igéretes
eszkdznek bizonyul, mivel a klinikkumban nagy igény mutatkozik az olyan
terapiak irant, ahol a cukorbetegek inzulinpotlasat a szervezetikbe Ultetett
inzulin termelé xenograft szigetekkel tudnak poétolni. Tudomasunk szerint
csoportunk kézleménye volt az elsé a hasnyalmirigy-szigetek RAFT™ 3D in

vitro sikeres fenntartasarol.

A 624 gént vizsgalé nanokapillaris gRT-PCR, valamint a 62 gént vizsgalo
1536 gRT-PCR vizsgalatok az in vivo xenograft tumorok és a 3D A549
sejtkulturak esetében magasabb TMEM45A, SLC16A3, CD66, SLC2A1,
CA9 és CD24, valamint alacsonyabb EGFR expressziét mutattak az

egyrétegl 2D tenyészetekhez képest.

Az alkalmazott tobbdimenzids egysejt fehérje profil (viSNE) kimutatta, hogy
a 3D (Cytodex3 és Nutrisphere) kulturak atmenetet jelentenek a 2D-bél az in
vivo allapot felé a TRA-1-60, TMEMA45A, pan-keratin, CD326, MCT4, Gal-3,
CD66, GLUT1 és a CD274 kifejez6dése alapjan. A CA9, CD24 és az EGFR
ezzel szemben magasabb kifejez6dést mutatott a 3D Cytodex3 és

Nutrisphere kulturakban, mint az in vivo tumorokba.
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A human MCF-7 és egér 4T1 eml6 daganatsejteket hasznalva igazoltuk a 2D
és 3D sejtkulturak eltéré6 kemorezisztenciajat. Mivel a szlrés soran az
ujonnan szintetizalt imidazo [1,2-b] pirazol-7-karboxamidok potencialis
tumorellenes hatasanak vizsgalata folyaman a 16 aktiv kismolekulabdl 6
vegyulet esetén minimum két és félszeres hatasbéli kiilébnbséget mértink.
Ezekben az esetekben 3D tenyészetek kevésbé voltak érzékenyek az adott
szerre, beleértve a klinikumban széleskérlien hasznalt és j6l ismert
doxorubicinre is. Ezzel az altalunk létrehozott 3D kulturakon is igazolva az

irodalomban leirt hatas béli kildnbséget.
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SUMMARY

The main goal of my work was to investigate different multicellular spheroids

generated with different three-dimensional in vitro cell culture techniques in order to

demonstrate their advantages over the two-dimensional culture method widely used

today. In the current work, the results of the experiments carried out on the

established spheroids are presented, which led to four main findings:

The use of RAFT™ provided excellent results in preserving islet spheroid
viability, structure integrity and insulin, glucagon production for at least 18
days ex vivo.

Based on our data, RAFT can be a promising tool both in research and
therapy as well, as there is a great demand in the clinic for therapies
where diabetic patients can replace their insulin supply with insulin-
producing xenograft islets implanted in their bodies. To the best of our
knowledge, our group's findings was first to report the successful

maintenance of pancreatic islets using RAFT™ technique in vitro.

Gene expression analysis by nanocapillary gqRT-PCR (624 genes) and
1536 well high-throughput qRT-PCR (62 genes) resulted in the selection
of lung cancer markers associated with higher (TMEM45A, SLC16A3,
CD66, SLC2A1, CA9, CD24) or lower (EGFR) expression in vivo or in 3D

in vitro models compared to 2D monolayer cultures

The implemented multidimensional single cell proteomic profiling
revealed that 3D (Cytodex3 and Nutrisphere) cultures represented a
transition from 2D to in vivo situation by intermediate marker expression
of TRA-1-60, TMEM45A, pan-keratin, CD326, MCT4, Gal-3, CD66,
GLUT1, CD274. In 3D systems CA9, CD24, EGFR showed higher

expression than in vivo.

Using human MCF-7 and mouse 4T1 mammary tumor cells, we
demonstrated the different chemoresistance of 2D and 3D cell cultures.

The performed screening investigated that 6 out of the 16 active small
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imidazo[1,2-b]pyrazole-7-carboxamides  molecules had different
antitumor activity with minimum two and a half fold difference in potency
using 2D and 3D in vitro cultures of same cell lines. In these cases, 3D
cultures were less sensitive to the agent of interest, including the widely
used and well-known doxorubicin. Our findings showed the reduced

chemosensitivity of multicellular spheroids.
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