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Az originalis gydgyszerfejlesztés koltséghatékonysaganak
problémai és az allatkisérletek etikai vonatkozasai Uj, haté-
konyabb preszelekciot lehetdvé tevé in vitro modellrendszerek
kialakitasat igénylik. Célunk kiilonb6z6 daganatsejtvonalakkal
in vitro 3D bionyomtatott tumorszévetek létrehozasa robusz-
tus mechanizmus- és hatbéanyag-vizsgalatokhoz. Tobbféle
human tumorsejtvonalbdl (emlékarcinéma, vesekarcindma,
glidma stb.) hoztunk létre bionyomtatott szévetszer( struk-
turakat, melyeket ZR75.1 sejtvonal esetén részletesebben
jellemeztiink. A kialakuld szoveti heterogenitast, a struktira
novekedési itemét és hatéanyag-érzékenységét mas modell-
rendszerekkel hasonlitottuk dssze. Eredményeink alapjan
a bionyomtatott in vitro struktirakban egy hét utan kimutatha-
t6 a szovetformalodas, és a tenyészetek akar hosszabb ideig
is fenntarthatok. A kialakuld ,.szovetben” immunhisztokémiai
festésekkel az in vivo tumorokéhoz hasonlé szdveti hetero-
genitds igazolhatd. A bionyomtatott struktirakat emellett az
in vivo tapasztalhaté hatdanyag-érzékenység (rezisztencia
megjelenése) jellemzi. Mindezek alapjan a 3D bionyomtatott
in vitro daganatmodellek az in vivo modellekhez sok tekintet-
ben hasonlé viselkedést mutatnak, igy a kordbbiaknal jobb
in vitro modellként, kevesebb allatkisérlet felhasznalasaval
tehetik hatékonyabba onkoldgiai terileteken is a gydgyszer-
fejlesztéseket. Magy Onkol 67:237-246, 2023

Kulcsszavak: daganatmodellezés, in vitro sejtkultdra, 3D
bionyomtatds, gyogyszerfejlesztés, szoveti heterogenitas

The issues surrounding the cost effectiveness of drug de-
velopment and the ethical concerns associated with animal
testing, emphasise the necessity for innovative in vitro mod-
els that allow enhanced pre-selection. Therefore, we aim to
create 3D bioprinted tissue mimetic structures (TMS] uti-
lizing various human cancer cell lines. We have generated
TMSs from human tumour cell lines (breast, kidney, glio-
ma), with detailed characterisation of the ZR75.1 cell line.
In this study, the tissue heterogeneity, the growth rate, and
the drug sensitivity of different in vitro and in vivo models
were compared. Tissue formation occurs within the TMS af-
ter one week, with a tissue heterogeneity similar to in vivo
growing tumours. Moreover, TMSs exhibit similar drug sen-
sitivity to that observed in vivo. In summary, the established
3D bioprinted TMSs represent an advanced in vitro model,
which can contribute to achieve a more effective and ethical
drug development process in the field of oncology.

Moldvai D, Sztankovics D, Danké T, Szalai F, Miyaura R,
Petévari G, Krencz |, Gelencsér R, Sebestyén A. Effects of
3D tissue structure on drug sensitivity - 3D bioprinted tissue
mimetic structures in cancer research. Magy Onkol 67:237-
246, 2023
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BEVEZETES
A gydgyszeripar kihivasai
A gydgyszeripari originalis kutatasok és fejlesztések kolt-
ségei évrél évre novekednek: egy gyogyszer fejlesztésének
becsiilt atlagos koltsége (a sikertelen fejlesztések koltségeit
is figyelembe véve) 2021-ben 1986 millié dollar, mig 2022-
ben 2284 millié dollar volt. Nemcsak a fejlesztések kéltsége,
de a klinikai vizsgalatok atlagos hossza is folyamatosan nd
(onkoldgiai teriileten 2018-ban még csak 9,4 év, mig 2022-
ben 11,6 évvolt ez az idd) (1. dbral (1). Az elmalt évtizedben
a klinikai gyogyszerfejlesztések hatékonysaga (un. klinikai
fejlesztési termelékenység: klinikai vizsgalatok hossza a si-
ker valészinliségéhez képest) mas betegségcsoportokhoz
viszonyitva az onkoldgia teriiletén volt a legalacsonyabb (2).
Jolismert az is, hogy a rosszindulatu daganatok a veze-
t6 halalokok kozé tartoznak, és a legnagyobb igyekezet és
a kutatas-fejlesztésre koltott dollarmilliok ellenére sem
cs6kken a daganatos halalozas (3). Stirgés sziikség van tehat
a gyogyszerfejlesztés koltségeinek mérséklésére, a folya-
mat egyszerUsitésére és a hatékonysag javitasara, amiben
segitséget nydjthatnak a jobb preklinikai prediktiv értékeket
mutaté modellrendszerek is.

A hatdanyagok tesztelésében felhasznalhaté modell-
rendszerek fejlesztését siirgeti az is, hogy 2023 aprilisatol az
Eurdpai Unié (EU) az Gjonnan forgalomba hozott kozmetikai

termékek allatokon valé tesztelése mellett tiltja az olyan
kozmetikai termékek forgalomba hozatalat is, amelyek akar
csak egyetlen allaton tesztelt Uj 0sszetevét tartalmaznak, még
akkoris, ha a végterméket allatkisérletekben nem vizsgaltak,
vagy a tesztet Eurépan és az Egyesiilt Allamokon kiviil végez-
ték el (4). Hasonld konkrét szabalyozas a gyégyszerhatdanya-
gokkal kapcsolatban még nem sziiletett, de mind az eurdpai
(European Medicines Agency - EMA], mind az amerikai (U.S.
Food and Drug Administration - FDA) gyégyszeriigyi hatdsag
modernizaciés céljai kozott szerepel az allatkisérletek sza-
manak csokkentése és azok mieldbbi in vitro alternativainak
kidolgozasa. A legutdbbi jarvanyhelyzetben a koronavirus
elleni vakcinak fejlesztése, majd ezek rendkiviil gyors beve-
zetése is megmutatta, hogy a gyogyszeriparban sziikség van
ajelenlegieknél gyorsabb és hatékonyabb modszerek, tesztek
kialakitasara (5). Ez krizishelyzetekben segitené a sziikséges
gyogyszerek fejlesztésiidejének és koltségeinek csokkentését
is. Ehhez olyan Uj betegségmodellekre van sziikség, amelyek
nagyobb hatékonysaggal segitenek kivalasztani a fejleszté-
sekbe belépd vezérmolekulakat, és jobban mutatjak a klinikai
fazisvizsgalatok varhaté hatékonysagat is.

.Minden modell hibds, de néhany hasznos” - ezt az
idézetet George E. P. Box brit statisztikusnak tulajdonitjak.
Szinte lehetetlen olyan modell létrehozasa, amely toké-
letesen leképezi a valdsagban zajlé folyamatokat, ennek

Klinikai vizsgalatok

Preklinikai
kutatas

Alapkutatas Alkalma’zott
kutatas

5000-10 000 molekula 250

Egy gyogyszer kifejlesztésének idotartama...

e Egy gydgyszer fejlesztése a kezdetektdl az engedélyeztetésig altaldban 10-15 évet vesz igénybe.
e 5000-10 000 molekuldabdl minddssze egy jut el az engedélyeztetésig és a forgalomba hozatalig.

e Azoknak a hatéanyagoknak, amelyek elérik a klinikai fazisvizsgalatokat, minddssze 16% esélyiik van arra, hogy forgalomba kerdiljenek.
¢ Egyetlen gyogyszer forgalomba hozatalanak atlagos k+f-kéltsége nagyjabol 2000 millié dollar, a sikertelen fejlesztéseket is beleszamolva.

1. ABRA. A preklinikai és klinikai gyogyszerfejlesztés fazisainak atlagos idétartama nagyjab6l 10-15 év, és a belépé molekulak koziil (5000-10 000 db)
minddssze egyetlen hatdanyag kapja meg a forgalombahozatali engedélyt. A klinikai fazisvizsgalatokba belépve atlagosan mindéssze 16% esélye van
egy-egy molekulanak a forgalombahozatali engedély megszerzésére (ez az arany az onkoldgiai teriiletre sz(ikitve még alacsonyabb)
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ellenére térekedni kell arra, hogy a lehetéségekhez mérten
a lehet6 legjobban, a legkisebb hibaval kozelitsiik a valds
folyamatokat.

A jelenlegi preklinikai vizsgalati modellrendszerek
eldnyei és hatranyai

A gyogyszerfejlesztés kezdeti fazisaban a lehetséges mole-
kuldk szama rengeteg - az in silico modellezés a molekula
hatasanak szoftveres szimulalasaval lehetéséget ad a to-
vabbi vizsgalatokra bocsatott vezérmolekulak kivalaszta-
sara. A rendelkezésiinkre allo adatmennyiség folyamatos
novekedése mellett az egyre béviild és javuld bioinformatikai
eszkoztar lehetdvé teszi az in silico médszerek tokéletesi-
tését és az ezen a mddszeren alapulé preszelekcio talalati
aranyanak novelését. Ezek a modszerek ma mar komplex
bioldgiai jelenségek felderitésében és elérejelzésében is
segitenek. A magyar vonatkozasu Turbine Al startup cég
példaul mesterséges intelligencia segitségével szimulalja
atumorsejtek viselkedését, és igéretes gydgyszercélponto-
kat azonositva tdmogatja a gyogyszerfejlesztés lépéseit. Az
in silicomddszerek vitathatatlan elénye, hogy sokkal gyor-
sabbak és olcsobbak a klasszikus teszteknél, eredményeik
azonban mindig szigoru kisérleti igazolast és validalast
igényelnek, igy egyediili modellrendszerként nem elegenddk
a gyogyszerfejlesztéshen.

A tradicionalis preklinikai kutatasok in vitro fazisaiban
atumorsejteket kétdimenzids (2D) kézegben (Petri-csészé-
ben, ill. tenyésztéflaskaban) tenyésztik. Ezek a vizsgalatok az
orvostudomany és a daganatkutatds szamos mérfoldkovének
eléréséhez jarultak és jarulnak hozza mind a mai napig. Az
utdbbi évtizedben végzett vizsgalatok eredményei azonban
alatamasztjak, hogy ugyanazon tipusu daganatsejtek 2D
sejttenyészetekben, allatmodellekben és végsé soron a pa-
ciensekben eltéréen viselkedhetnek (6). Ez részben azon
alapul, hogy az emberi szervezetben megjelené komplex
tumor-mikrokdrnyezeti interakcidk a 2D sejtkultirakban
nehezen vagy egyaltaldn nem modellezhet8k (7). A 2D sejt-
kultirakbol hidnyoznak az érhaldzatok, a kiilonféle stroma-
és immunsejtek, illetve ezek hatasai, amelyek jelentésen
befolydsoljak a tumorszovetben a sejtek viselkedését (8). Az
elébbiek jelentésen modosithatjak a tumor és dsszességében
a beteg terapias valaszat és a megjelené mellékhatasokat
is (9).

Az onkoldgiai kutatdsokban hasznalt in vivo modellként
az el6bbi hidnyossagok kikiiszobdlésére jelentek meg az dn.
xenograftmodellek immundeficiens egerekbe iltetett human
tumorsejtek, szovetek). Ebben a modellrendszerben azon-
ban erdsen limitalé tényezd, hogy a tumor-mikrokornyezet
nem human (10). A xenograftkisérletek az elébbiek mellett
rendkivil idéigényesek, dragak, és élé allatok hasznalatat
teszik sziilkségessé, illetve bizonyos terapiak fejlesztésében
egyaltaldan nem alkalmazhatdk (pl. immunterapia - bar lé-
teznek humanizalt immunrendszer( egerek]. Az is ismert,
hogy tobb sikeres allatkisérletet kdvetden is szdmos gyogy-
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szerjelolt molekula bukik meg a késdbbi fazisvizsgalatokban
(az I. fazisbol az engedélyezésig eljuté hatéanyagok aranya
atlagosan 16% - onkoldgiai teriileten ez az arany a legala-
csonyabb: 8,3%, szemészeti készitmények esetén pedig
a legmagasabb: 29,5%) (11, 12).

Sziikség van tehat olyan tovabbi human sejtalapu pre-
klinikai modellekre, amelyek az elébbieknél jobban kdzelitik
az emberi daganatok szerkezetét és azok mikrokdrnyezetét
is. Az elmult 15 évben a régebben alkalmazott haromdi-
menziés (3D) tenyészetek Ujraélesztése mellett szamos
Uj 3D sejttenyésztési technika fejlesztése indult el (13).
Ilyen technikak az organoidok, a fliiggécsepp- (hanging
drop) kultarék, szferoidkultirak (pl. low attachment te-
nyésztéedények alkalmazasa), a matrigélbe dgyazott sejtek
tenyésztése vagy az Ujabb magneses levitacids technika,
illetve a mindossze néhany éve megjelent 3D bionyomtatas.
A 3D bionyomtatassal kialakithatd in vitro tenyészetekben
nemcsak a sejtek alapvetd 3D ndovekedésének feltételei
teremthet6k meg, hanem pontosan tervezhet6 a struktu-
ra, a tumor- és nem tumoros sejtek dsszetétele, aranya
és térbeli elrendezdédése is. Az élGsejtes bionyomtatast
alkalmazva pontosabb, az eredeti tumorszoveteket jobban
kozelité szoveti szerkezet és strukturalis dsszetettség
alakithato ki.

A mikrofluidikaval (és bizonyos esetekben 3D bionyom-
tatassal] kombinalt 6sszetett daganatmikrochip-rendszerek
megjelenésével még tovabb novelhetd az in vitro kultlra
osszetettsége (organ-on-chip, body-on-chip technikak) (14).
Ezekben a rendszerekben a tumorsejteket perfundalha-
td csatornakban nevelik, melyek tvegbe, szilikonba vagy
polimer membranba vannak formazva, gravirozva. Ez az
elrendezés lehetdséget nydjt kiilonb6zd sejttipusok kozotti
kolcsdnhatasok (pl. endotél - tumorsejt) tanulmanyozasara,
a szervezetben és tumorszoveten beliil taldlhaté gradiensek
és folyadékaramlas modellezésére; igy kdzelebb kerdilve pl.
a fizioldgiailag relevans metasztazismodellezéshez (15) (2.
abral.

In vitro 3D modellek fejlesztése - 3D bionyomtatas

Jélismert, hogy az in vitro 3D modellekben a tumorsejtek
masképp viselkednek, mint a hagyomanyos 2D sejttenyé-
szetekben: eltérd novekedési kinetikat, morfoldgiat, terapias
valaszokat, megvaltozott jelatviteliGtvonal-aktivitast és
fehérjeexpressziés mintazatot mutatnak (16, 17). Ezeket
atulajdonsagokat nem csupan a sejtek 3D novekedési struk-
taradja modosithatja, hanem a specialis mikrokdrnyezet is
(a sejtek altal termelt sajat extracellularis matrix, az erek
altal biztositott oxigén- és tdpanyaggradiens jelenléte és
a kiilonbozé nem tumor sejtek jelenléte). A 3D bionyomtatas
lehet6séget nyujt bonyolultabb, 6sszetett sejtes rendszerek
megtervezésére és létrehozasara (16): segitségével tobb-
féle tipusu sejt, illetve kiilonboz6 extracellularis kornyezet
hozhat¢ létre a biotintak (hidrogélben elkevert sejtek, mely
a nyomtatd tintajaként alkalmazhatd) segitségével. A bio-
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2. ABRA. A preklinikai vizsgalatok soran alkalmazhaté in silico, in vitro (2D sejtkultira, nem nyomtatott 3D modell, mikrofluidikai chip, bionyomtatott
3D modell és sszetett chiprendszerek) és in vivo modellrendszerek elényei és hatranyai

tintak kialakitasahoz sokféle, specidlis dsszetételd hidro-
gél all rendelkezésiinkre (1. tablazat] (18). A nyomtatast
kovetéen a nyomtatott szdvetszer( struktirak a tumorok
in vivo kdrnyezetét és a tumor széveti heterogenitasat is
modellezik, ezzel 6sszefliggésben in vitro korilmények
kozott jobban prediktalhatjak az in vivo kezelésre varhaté
valaszokat (19, 20).

A 3D bionyomtatott tumormodellek tervezése bonyolult
interdiszciplinaris folyamat, melynek elsé lépése a megfeleld
nyomtatasi technika kivalasztasa: extruzids, inkjet (tinta-
sugaras), lézerasszisztalt és sztereolitograf technoldgiak
kozil valaszthatunk. A kovetkezd lépés a nyomtatdsi fajlok
megtervezése és megalkotasa: szamitogépes 3D tervez6prog-
ramok (CAD-szoftverek] és kreativitas segitségével latvanyos
és bonyolult szerkezeteket is létrehozhatunk. Akar tobbféle
sejtet és kozeget tartalmazo, szervszer( struktarakat is (pl.
szivszer(, dobogd in vitro modellek) tervezhetiink. Ezeket
a létrehozott tomor modelleket a 3D nyomtatdk esetében
altaldnosan hasznalt ,.dréthalés” kéd formatumba kell ala-
kitani (legelterjedtebb fajltipusok: STL, AMF, 3MF, OBJ).
A 3D nyomtatok legtobbszor G-code-hoz hasonld gépi kdd/
utasitadsok alapjan tartalmazzak a 3D nyomtaté szamara
sziikséges utasitasokat, mint példaul azt, hogy milyen irany-
ba mozogjon a nyomtatéfej az egyes rétegek kozott, illetve
milyen nyomassal és sebességgel torténjen a nyomtatas.

© PROFESSIONAL PUBLISHING HUNGARY

Ezzel parhuzamosan a megfeleld biotintak és nyomtatasi
korilmények kivalasztasanak is meg kell térténnie, ez az
élésejtes bionyomtatas soran az egyik legkritikusabb lépés.
Az él6 sejtekhez hasznalhaté biotintaknak ugyanis tobb krité-
riumnak kell megfelelnitik: biokompatibilisnek kell lennitik,
oxigén- és tapanyag-permeabilitassal kell rendelkeznilk,
gélképzddési reakcidjuk nem lehet toxikus, viszkoelaszti-
kus, biodegradacioés tulajdonsagaik mellett kontrollalhaté
rigiditassal kell rendelkezniiik és a sziikséges nyomtatasi
korilmények (nyomas, hémérséklet, biotinta-keresztkstési
madszer - pH, UV, hé vagy egyéb kémiai hatasok, tiatméré
stb.) nem kérosithatjadk az él§ sejteket. ElGbbiek mellett
a nyomtatott sejtek in vitro tenyésztését kdvetden a szoveti
formalédashoz szitkséges idét, illetve az adott kisérletek-
hez szlikséges kezelési id6ket kell meghatarozni. Fontos
el6készitést igénylé tovabbi feladat a kapott szdvetekbdl
nyerhetd proliferacids, viabilitasi, egyéb molekularis biologiai
vagy patomorfoldgiai adatok meghatarozasahoz sziikséges
modszerek, a minta-elékészitési eljarasok vagy adott esszék
optimalizalasa is.

Az alabbiakban sajat eredményeinket mutatjuk be,
amelyekben a legkiilonb6zébb human tumorsejtvona-
lak segitségével alakitottunk ki 3D bionyomtatott in vitro
szovetszer( strukturakat, ezekben igazoltuk a szdvetfor-
malodast is. Vizsgaltuk a bionyomtatott struktirak nove-
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1. TABLAZAT. A 3D bionyomtatéshoz hasznalt hidrogélek tipusai, ezek el8nyei, hatranyai és a lehetséges keresztkottetési mechanizmusaik

Tipus

Természetes

Szintetikus

Alap

alginat

zselatin

matrigél

kollagén-I

hialuronsav

agaroz

fibrin

polipeptidek

decellularizalt matrix

akrilamid

pluronic

polietilén-glikol (PEG)

Elonyok

alacsony koltség

konnyl kezelhetéség

magas viabilitas

gyors gélképzés
biokompatibilis

alacsony koltség

jo sejtadhézié

vizoldékony

reverzibilis gélképzés
gyakran hasznalt

régota ismert
biokompatibilis

jol karakterizalt
biokompatibilis

magas sejtadhézio

nem immunogén
enzimatikusan lebonthaté

j6 mechanikai tulajdonsagok
biokompatibilis

kémiai médosulatok elérhetdk
gyors gélképzés
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kedését és kezelGszerekkel szemben mutatott érzékeny-
ségét. A kapott eredményeket dsszevetettiik ugyanazon
sejtvonalak esetében mas modellrendszerekben kapott
érzékenységi adatokkal és az in vivo xenograftok esetében
tapasztaltakkal.

ANYAG ES MODSZER

Irodalomkutatas

A daganatbioldgiai kutatasokban alkalmazott tumormodel-
lekkel kapcsolatos irodalmi adatokat a PubMed adatbazisban
vizsgaltuk a kovetkez6 keresdszavakkal: ,cancer model” AND
.3D" AND ,.organoid” vagy .bioprinting” vagy .spheroid”.
A talalatok eloszlasat 100%-ig halmozott oszlopdiagramon
jelenitettik meg, hogy a talalatok szazalékos eloszlasa és
a publikaciok szamanak novekedése is kovethetd legyen.
A harom tipusu 3D tumormodell (szferoid, organoid, bio-
nyomtatott modell) talalatai kozétt az 6sszefoglald és eredeti
kdzlemények aranyat is vizsgaltuk.

Vizsgalt sejtvonalak, 3D bionyomtatas

Munkéank sordn tébb human sejtvonallal (T47D, MCF-7 -
luminalis A eml6karcinéma; ZR75.1 - luminalis B eml6kar-
cinéma; U373 - asztrocitoma; A498, 786-0 - vildgossejtes
vesedaganat) allitottuk be a 3D bionyomtatas folyamatat.
A nyomtatdshoz extruziés tipust bionyomtatét (Gesim Bio-
Scaffolder 3.2) hasznaltunk. A bemutatott eredményekben
biotintaként kétféle gélt hasznaltunk, alginat-zselatin alacsony
szilardsagu sejtes gélt, illetve alginat-metilcelluldz tartalmd,
magas rigiditast vazgélt (mely a nyomtatott strukturak alakjat
hatarozza meg kalcium-kloridos keresztksttetést kovetéen).

Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai vizsgalatokat ZR75.1 sejtvonalbol
inditott 2D sejtkultirakon (citospin-centrifugalast kovetden),
3D bionyomtatott struktdrakon, illetve xenograft tumorokon (1
hetes in vitro elGtenyésztett nyomtatott struktira, ill. 21 napig
in vivo novekvé tumorbol készilt paraffinos blokk] végeztiik.

a
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3. ABRA. A modellrendszerek fejlédésének attekintése a PubMed adatbazisban 2010-2022 kézétt publikalt tudomanyos kozlemények alapjan. a) A da-
ganatbioldgiai kutatasokra 3D modellrendszereket (organoid, szferoid, bionyomtatas) alkalmazé kézlemények szazalékos megoszlasa és darabszama.
A kozlemények darabszama folyamatos novekedést mutat, az in vitro 3D modellek kozil pedig egyre népszer(bbek az organoid, ill. 3D bionyomtatott
modellek. b) A 3D modellrendszereket alkalmazé Gsszefoglalé és eredeti kdzlemények szazalékos aranya. Mig a szferoidok esetén az elmult tiz évben
az 6sszefoglald és eredeti kdzlemények aranya (1:9) nem valtozott, az organoidok és bionyomtatott modellek esetén a review tipust kdzlemények

szama évek ota kozel 40%-ot tesz ki
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AL98

MCF7

786-0

4. ABRA. Kiilonb6z6 emberi eredet(i tumorsejtvonalbol 3D bionyomtatott szovetszeri struktirak (T47D, MCF-7 - luminalis A emlSkarcinéma; ZR75.1
- luminalis B emldkarcindma; U373 - asztrocitoma; A498, 786-0 - vildgossejtes vesedaganat) egy hét eldtenyésztés utan. A mintakbél formalinban
fixalt, paraffinba dgyazott blokk metszetén késziilt hematoxilin-eozin festés lathaté

A festést altaldnos immunhisztokémiai protokoll alapjan,
FASN p-ACC, pmTOR, pSé (Cell Signaling) és GLS (Abcam)
primer ellenanyagokkal, DAB kromogénnel és hematoxilin
hattérfestéssel végeztiik (21).

Proliferacios vizsgalatok
ZR75.1 in vitro és in vivo modellrendszerekben a gatlosze-
rekkel (rapamicin, doxorubicin) szembeni érzékenységet
tobbféle proliferacids esszével (in vitro: Alamar Blue, Sul-
forhodamine B; in vivo: tumorméret kovetése) vizsgaltuk.
Az eredményeket minden esetben a kontrollhoz (100%)
viszonyitva adtuk meg.

Az allatkisérletek elvégzéséhez szilkséges etikai engedély
szdma: SE KREB 216/2020.

EREDMENYEK

Az in vitro 3D modellrendszerek fejlodése

3D sejttenyésztési modszerként kordbban a szferoidok
hasznalata volt jellemz6. Az utébbi tiz évben azonban az
organoidok és a 3D bionyomtatas egyre népszeriibbé val-
tak, hasznalatuk folyamatosan névekszik, egyre nagyobb

teret héditanak. Erdekes azonban, hogy mig a szferoidok
esetén az évente megjelend kdzlemények minddssze 10%-a
review, addig a 3D bionyomtatassal és organoidokkal fog-
lalkozd kozlemények kozott meglepden magas, kdozel 40%
6sszefoglald kdzleményt taldlunk a megjelenésiiket kovetd
évek 6ta (3. dbral.

3D bionyomtatott tumormodellek létrehozasa
Munkéankban az elmult két évben szamos human tumorsejt-
vonalbol, primer sejtekb6l és izolalt normalis sejtekbdl is
hoztunk létre 3D bionyomtatott sz6vetszer( struktdrat. Kilon-
b6z6 koncentracioju alginat-, zselatin- és metilcelluldz-alapd,
illetve kiilonboz6 cégek altal forgalmazott specidlis 6sszeté-
tel(i (aminosav-alapd, teljesen szintetikus vagy ECM-szerti
osszetétell) és viselkedés(i (UV-fényre, hémérsékletre ke-
resztkdttethetd) hidrogél viselkedését és biokompatibilitasat
vizsgaltuk. A legagresszivebb daganatsejtek, mint az eml6-,
vese- és egyes tiidédaganatok, illetve gliomak esetében sajat
alginatalapu biotintaval hoztunk létre 3D bionyomtatott in
vitro tenyészeteket, amelyekben a szovetformalodast egy
hét elteltével igazoltuk (4. dbral.
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5. ABRA. A kiilosnb6z6 modellrendszerek (ZR75.1 sejtvonal citospin, 3D bionyomtatott struktirak egy hét eltenyésztést kovetsen és haromhetes
xenografttumor-mintak) szoveti heterogenitdsanak sszehasonlitdsa immunhisztokémiai festést kovetéen (FASN: zsirsav-szintaz; P-ACC: foszfo-ace-
til-CoA-karboxildz - lipidanyagcserével, GLS-glutaminaz - glutamin-anyagcserével és pmTOR, pSé - mTOR-aktivitassal dsszefliggé enzimek, fehér-

jék], hematoxilin hattérfestéssel

In vitro tumormodellek szoveti heterogenitasanak
vizsgalata

A szovetekben megjelend metabolikus heterogenitas jelen-
tésen hozzajarul a tumorok alkalmazkodoképességének
fokozddasahoz, igy a szekunder terapiarezisztencia meg-
jelenéséhez. Az emberi tumorszovetek jellemz6 szoveti he-
terogenitasat az in vitro 2D sejttenyészetek kevéssé tudjak
megjeleniteni - jellemzéen homogén festédést mutatnak
a legkiilonbozébb markerekkel. A 3D bionyomtatott strukturak
esetében ugyanazon festések in situ tumorokhoz hasonld
szoveti heterogenitasa figyelheté meg szamos metabolikus
enzim esetén (5. dbral.

3D bionyomtatott tumormodellek novekedése

és hatoanyag-érzékenységének vizsgalata

A 3D bionyomtatott tumorok tanulmanyozasa érdeké-
ben tobb hagyomanyos ndvekedési esszét adaptaltunk
a modellrendszerre: a tenyészetben a sejtek mennyiségi
novekedésével ardnyos fehérjék mennyiségi ndvekedése
(Sulforhodamine B esszé) és a sejtek metabolikus aktivi-
tasa (Alamar Blue esszé] is jol kovethetd. A bionyomtatott
ZR75.1 tumorsejtekbdl kialakitott szoveti struktira leg-
alabb 21 napig fenntarthatd, melynek soran a 18. napig
folyamatos novekedést mutat mind a fehérjemennyiség,
mind a metabolikus aktivitas. Leguljabb vizsgalatainkban
igazoltuk, hogy a 2D, hagyomanyos 3D (fliggécseppkulti-
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rék) és bionyomtatott 3D kultirak terdpias szerekkel és
egyéb metabolikus gatldszerekkel szembeni érzékenysége
eltéré. A nyomtatott in vitro szévetszer( modellek terapias
érzékenysége az in vivo novekvé xenograftokhoz hasonldan
jelentésen csokken. Eredményeik szerint a 3D bionyom-
tatott strukturak akar 3-4 hétig is tenyészthet6k a szovet
folyamatosan novekvé mennyisége mellett, ami alapjan
ezek a tenyészetek hosszu tavu kezelések hatasanak vagy
a terapiarezisztencia kialakulasi folyamatanak vizsgalatat
is lehetdvé teszik (6. dbra).

MEGBESZELES

Bemutatott eredményeink alapjan a legkiilonb6zébb daga-
natsejtekbdl hozhato létre 3D bionyomtatott, szovetszer(
struktlra, melyben a szdvetformaldédas altaldban mar egy
hét in vitro tenyésztés utan megfigyelhetd. Megfeleld kordil-
mények kozott a struktirak passzalas nélkil harom hétig,
illetve - a sejtek tipusatol, kisérleti céloktdl fliggéen - akar
tovabb is fenntarthatdok. A hosszabb tenyésztési idétartam
lehetdvé teszi egyéb in vitro technikakkal ellentétben az in
situtumorokra jellemzd szoveti heterogenitas kialakulasat,
illetve a hosszu tavu kezelés lehetdségét is. Ez azért fontos,
mert régota ismert, hogy a szdveti heterogenitas hozzajarul
atumorok alkalmazkodoképességének fokozasan keresztiil
aterapiarezisztencia kialakulasahoz (21, 22), melynek in vitro
vizsgalatara eddig nem vagy csak kompromisszumokkal és
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6. ABRA. 3D bionyomtatott ZR75.1 eml8raksejtvonal novekedésének és gydgyszerérzékenységének vizsgalata. a) ZR75.1 3D bionyomtatott szévetszerdi
struktirak névekedésének kovetése 21 napig, Alamar Blue (narancs) és Sulforhodamine B (z6ld) proliferaciés tesztekkel. b) ZR75.1 sejtek kezeldsze-
rekkel (rapamicin: 50 ng/ml; doxorubicin: 50 ng/ml) szembeni érzékenységének vizsgalata kiilonbozé fenntartasi modok (3D bionyomtatott struktdra,
xenograft tumor, fligg8csepp- és 2D sejtkultira) esetén. A 3D bionyomtatott struktira a monoterapias kezelések esetén a xenograft tumorhoz hasonlg,

mig a 2D sejtkulturatol szignifikdnsan eltérd reakciot mutatott

a folyamat modellezésének jelentds egyszerdsitésével volt
lehetdség.

A monokultira tipust 3D modellek tovabb fejleszthetdk
tobbféle, akar tumorasszocialt egyéb normalis sejtekbél
(fibroblasztok, endotél stb.) készithetd biotintakkal, érszer(
halézatok integralasaval és egyéb komplex szoveti modell
létrehozasaval is. Ezek a torekvések jelenleg gyorsan fejl6d6
kutatasok a 3D bionyomtatas teriiletén, egyre tobb komplex
szerv- és betegségmodell fejlesztése zajlik, és az eredmények
kozlésére is sor keril (23, 24).

A jovében mindezek a torekvések a tumorbioldgia teri-
letén eldsegitik a tumorevollcio, a daganatsejtek térbeli és
idébeli valtozasainak in vitro vizsgalatat is. Szamos korabbi
vizsgalat és kozlemény hangsulyozza példaul, hogy a tap-
anyag- és oxigénellatottsag heterogén eloszlasa jelentdsen
megvaltoztatja a szoveteken beliil a metabolikus folyamatok
atrendezédését (25). Ezzel 6sszefliggésben a vizsgalt modell-
jeink kozil az in vivo és a 3D bionyomtatott modellben mi is
kimutattuk a lipidanyagcsere (FASN, p-ACC), az mTOR-ak-
tivitds (pmTOR, pSé) és a glutaminhasznositas (GLS) egyes
enzimeinek in situ expressziés mintazataban a heterogenitast,
mig ez sem a szferoidokban, sem a 2D sejtkultirdkban nem
jelenik meg eredményeink szerint.
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