Eredeti kozlemény 303

A haromdimenzids in vitro
tumormodellek jelentésége
a rakkutatasban és diagnosztikaban

Alfoldi Robert, Szebeni Gdbor Jdnos, Puskds LdszI6 G.

AVIDIN Kutat6 Fejleszt6 és Kereskedelmi Kft., Szeged

Atumorellenes hatoanyagok in vitro tesztelése human daganatos sejteken nélkiilozhetetlenné valt a gydgyszerkutatdsban és a klinikumban.
Habdr e célra a kétdimenzios sejtndvesztés terjedt el széleskoriien, az dj, hdromdimenzids sejttenyésztési modszerek egyre nagyobb teret
héditanak meg, mivel szerkezetiik és dsszetettséqiik kbzelebb dil a valos tumor-mikrokdrmyezethez. Munkdnk célja a leginkdbb haszndit
in vitro hdromdimenziés tumormodellek bemutatdsa volt, valamint a RAFT™ hdromdimenziés in vitro tumorsejtmodell dsszehasonlitdsa
a hagyomdnyos kétdimenzios tumorsejttenyészetekkel. Vizsgdlataink sordn dsszehasonlitottuk a kiilénbozé tenyésztési kbriilmények kbzott
névesztett A549 humdn tiidkarcinéma-sejtek életképességét, enzimaktivitdsat. Eredményeink azt mutattak, hogy mig a hosszabb tenyész-
tési id6tartam alatt a RAFT™ hdromdimenzids in vitro tumorsejtmodellben a nekrotikus sejtek szama jelentésen megndtt, addig a konven-
ciondlis hatéanyag-tesztelés idétartamdn beliil (3—5 nap) jelentds kiilbnbséget nem tapasztaltunk a hagyomdnyos kétdimenzios sejtte-
nyészetekkel dsszehasonlitva. A RAFT™ maodszerrel novesztett tumorsejtszigetek szerkezete sokkal dsszetettebb, mint a hagyomdnyos
kétdimenzios tenyészetek esetén, igy — az in vivo tumor-mikrokornyezethez hasonldan — itt is jelen van az extracelluldris térben taldlhatd
kollagénhdlozat, amely nagyban befolydsolhatja a hatéanyagok sejtekhez vald diffunddldsat, ahhoz hasonléan, ahogyan az é16 szervezet-
ben is torténik. Kovetkeztetésként elmondhato, hogy a hagyomdnyos kétdimenzios in vitro hatoanyag-vizsgdlatoknak fontos kiegészitdje
lehet a hatdanyagok hdromdimenzids kultirdban novesztett tumorsejteken végzett tesztelése is, amely segitségével a kapott eredmények
kénnyebben interpretdlhatoak mind az in vivo vizsgdlatok, mind a diagnosztika, illetve terdpia sordn. Magyar Onkologia 59:303-309, 2015
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In vitro testing of antitumor agents on human cancer cell lines has become essential in pharmaceutical research and in clinical practice.
Although the most widely used technique is the two-dimensional cell growing protocol (in tissue culture plates), the new three-dimensional
methods are becoming more and more popular as their structure and complexity is more similar to the microenvironment of the real tu-
mor. The aim of the present study is to describe the most widely used in vitro three-dimensional tumor models and to compare a RAFT™
three dimensional in vitro tumor model with the traditional two-dimensional tumor cell cultures. In the study, the viability and the enzyme
activity of cultured A549 non-small cell lung cancer (NSCLC) cells under different conditions were compared. The results show that while
the number of necrotic cells increased significantly (20-fold; 2D/A549 T75 conventional tissue culture flask 1.6%; 2D/A549-collagen coated
T75 tissue culture flask 1.45%, RAFT™ 22.11%) during long culturing period in the RAFT™ three-dimensional in vitro tumor model, there was
no significant difference during the conventional antitumor screening period (3-5 day) compared to the traditional two-dimensional cell
cultures. The structure of the tumor cell islets grown with RAFT™ is much more complex than that of the traditional two-dimensional cultures.
Thus, similarly to the in vivo tumor microenvironment, there is also a collagen matrix in the extracellular space which can have significant
effect on the diffusion of the antitumor agents to cells. In conclusion, it can be stated that testing of antitumor agents on tumor cells cultured
in three-dimensional systems can be an important complementary method to the traditional two-dimensional in vitro analyses. The results
of the new three-dimensional method can be more easily applied in the in vivo analysis and translated into clinical practice.
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BEVEZETES

Magyarorszdgon a vezetd halalokok listajanak élén a nem
fert6z6 megbetegedések allnak. Ezek koziil is elsé helyen
talalhatoak a sziv- és érrendszeri betegségek, tobb mint az
esetek 45%-aban, majd ezt kovetik a daganatos megbete-
gedések, tobb mint 25%-o0s gyakorisiggal. Igy felesleges
hangsulyozni, hogy miért fontos olyan in vitro modellrend-
szereket kidolgozni, amelyek a daganatos megbetegedések
elleni 4j hatéanyagokat képesek a tumorsejteken azok szik
mikrokérnyezetével egyiitt vizsgdlni, mind révid, mind
pedig hossza tavon. Az altalanossagban alkalmazott un.
monolayer sejtkulturak szamos hatrdannyal rendelkeznek,
mivel a mesterségesen kialakitott, egy sejtrétegben nové
sejtek polaritdsukat elveszitik, igy bioldgiai relevanciajuk,
valamint a tesztelt hatéanyagok klinikai hatékonysdga ne-
hezen megjosolhaté és adaptalhat6 a klinikai kutatasokba
és a terapiaba. Annak ellenére, hogy t6bb tanulmadny is bi-
zonyitotta mdr, hogy a két dimenzidban novesztett sejtek
hatéanyag elleni érzékenysége nagyobb, mint a harom di-
menzioban novesztett sejteké (1-3), mégis a kétdimenzids
sejttenyésztés az altalanosan elterjedt modszer a rakkuta-
tasban és a diagnosztikaban (4-6). Bar a jelolésmentes el-
jarasok uj lehetdségeket és kutatasi iranyokat adtak a kétdi-
menzios vizsgalatoknak, mint amilyen a vezet6képességen
alapulo, valos idejdi sejtelemzé rendszer (7, 8) vagy a holo-
grafikus mikroszkopia (8, 9), hasonlé megoldasok josolha-
tok a haromdimenzids kultirak esetében is.

A haromdimenziods sejttenyésztési modszerek egyik leg-
fontosabb el6nye, hogy mig a kétdimenziés tenyésztés fo-
lyaman a sejtek tobbnyire csak egy rétegben helyezkednek
el a tenyésztési feliileten, aminek kovetkeztében a polari-
tasukat elvesztik, addig a haromdimenzids mddszereknél
a sejtek képesek tobb rétegben névekedni, valamint ennek
eredményeképpen polaritdsuk is megmarad. Ez nem csak
morfologiai kiilonbségeket eredményez, hanem meta-
bolikus folyamataik sem szenvednek a hagyomanyos sejt-
tenyésztésnek betudhaté valtozast. Mivel a fizioldgids kor-
nyezethez hasonldan a kiilonbo6z6 rétegekben elhelyezkedd
sejtek kiilonboz6é mértékben jutnak tapanyaghoz, valamint
oxigénhez, sokkal jobban modellezheték vele az é16 szovet-
ben megtalalhaté avaszkularizalt daganatos sejtcsoporto-
suldsok. A haromdimenziés tumormodellek igy lényegében
mikrometasztazisoknak feleltethet6ek meg.

A haromdimenzids sejtnovesztési technikak tobb tipusra
csoportosithatok, melyek koziil a legelterjedtebb és legin-
kabb vizsgalt modszer a tumorszferoid modszer, de ezen-
kiviil szamos egyéb modszerrel is taldlkozhatunk, példaul
a kiilonbo6z6 extracellularis matrix fehérjékkel boritott
mikrohordozékon valo sejtnévesztés vagy a kollagéndgyban
vald sejtnovesztés modszere.

Multicelluldris tumorszferoidok

A tumorszferoidok elddllitdsa az in vitro haromdimenzi-
0s szovettenyésztés egyik alappillérének szamité modszer,
amelyet az elmult évtizedekben pontosan leirtak és opti-
malizaltak (10, 11). Tumorfiziologiai szempontbol képesek
vagyunk ennek a modszernek a segitségével olyan tumoro-
kat el6allitani, amelyek tapanyagellatasukban és paraméte-
reikben egy avaszkularizalt vagy intervaszkularizalt szilard
tumorhoz hasonlitanak. A multicelluldris tumorszferoi-
doknal megfigyelhet6k a gyors osztodasban 1évo kiilsé sejt-
rétegek és egy hipoxids kornyezetben 1évé apoptotikus és/
vagy nekrotikus mag. Acker és munkatarsai 1987-es, majd
1988-as tanulmanyukban mar jol jellemezték, hogy a no-
veked§ szferoidok esetében a kézponti régio elsavasoddsa
figyelhetd meg, mivel a szferoid atmérdjének (amely akar
a600-700 um-t is elérheti) novekedésével aranyosan, a koz-
ponti régié parcialis oxigénszintje lecsokken, ami késébb

1. abra. A multicellularis tumorszferoidot (fent) hasonlé mikro-
kornyezet veszi koril, mint egy avaszkularizalt mikrometaszta-
zist (alul), valamint ellentétes tdpanyag- és metabolitgradiensek
jellemzik, mint egy kapillaris altal korbedlelt tumor-mikrorégiot
(kozépen)

tapfolyadék

szferoid

kapillaris ér

mikrometasztazis
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egy nekrotikus mag kialakuldsahoz vezet (12, 13). Ezt a fo-
lyamatot, valamint a tapanyagok, a katabolitok és a meta-
bolitok eloszldsat ezutan Juergen Friedrich és munkatdrsai
is tovébb jellemezték. Kimutattak, hogy a multicellularis
tumorszferoidoknal a tdpanyagok egy gradiens mentén
oszlanak meg sugdriranyban, de forditott gradiens mentén,
mint egy kapilldrist koérbedleld in vivo daganat esetén (1.
dbra) (6). A multicellularis tumorszferoidok kialakitasara
szolgald legtobbet hasznalt mddszer a ,,hanging drop” mod-
szer (14, 15), ahol a szferoidok egy specialisan erre a célra
kialakitott tenyésztélemez feliiletén, a gravitacids erét ki-
hasznalva egy-egy cseppben fejlddnek és formalédnak ha-
romdimenzids strukturava. A modszer elénye a robusztus-
saga, valamint ismételhetdsége, viszont nem elhanyagolhato
hatranyai kozzé tartozik az, hogy néhany szaz mikrométer
atméro felett a szferoidok kozponti régiéja nekrotikusan el-
hal (12, 13, 15), igy hosszt tava gydgyszerhatas rajtuk ne-
hezen vizsgalhatd. A rajtuk végzett tapoldatcsere és hatd-
anyag-kezelés is technikailag nehezen Kkivitelezhet, igy
nagy mennyiségben valo elédllitasuk és a tumorellenes sze-
rek rajtuk végzett tesztelése id6- és munkaigényes.

Mesterséges hordozon kialakitott haromdimenzids
tumormodellek

A mikrohordozé polimerek felilletén valé haromdimenzids
tumorsejtnovesztés szamos elénnyel bir. Segitségével a kita-
pado sejtek folyadékkultirdban is szaporithatdak, egyedileg
kialakitott bioreaktorokban. A rendszer legnagyobb el6nye
a hagyomdnyos multicellularis tumorszferoidokhoz képest,
hogy lehet6ség adodik nagyszamu tumorsejt-csoportosu-
last egyszerre felnoveszteni nagy sejtstiriiség mellett, egy
egyedileg kialakitott szaporitéedényben. Szamos tanulmany
foglalkozott mar a kiilonboz6 sejttipusok mesterségesen Kki-
alakitott mikrohordozén (mikrogyongyon) vald tenyészté-
sével (3, 16), de egy 2011-ben a Hamilton cég dltal fejlesztett
eszkoz segitségével (BioLevitator™) a kiilonbozé sejttipusok
haromdimenzids novesztése viszonylag egyszer(ivé valt egy
egyedileg kialakitott asztali inkubator és specialis tenyésztd-
csovek hasznalataval (17-19). A mikrohordozdkra kitapadt
sejtek novekedése harom dimenzidban torténik, szamos
lebegé multicellularis tumorsejt-csoportosulast kialakitva
(2. dbra). A multicellularis tumorsejt-csoportosuldsok ki-
alakitasara oly médon alkalmas a rendszer, hogy az egyedi-
leg kialakitott tenyésztdcsovekben 1évé lapatok (LeviTube™,
Hamilton, Svédjc) biztositjak a sejtek dllandd lebegtetését
a folyadékoszlopban, igy a sejtek képesek egyénileg, minden
egyes gyongy feliiletén tovabbi sejtrétegeket kialakitani, ez-
zel egy komplex multicellularis tumort létrehozva. A mod-
szer lehetévé teszi, hogy nagyszamu sejtet egyidejtileg tud-
junk tenyészteni egy-egy reakcidcsében, valamint azt, hogy
in vivo xenograft allatkisérletekben koézvetleniil hasznalni

3D in vitro tumormodellek a rékkutatdsban

2. dbra. Cytodex 3 (Sigma-Aldrich, Magyarorszdg) fellletén
névesztett hdromdimenziés A549 humdén tiddkarcinéma mik-
roszképos képe

tudjuk a kinyert haromdimenziés tumorokat. Ez annak ko-
szonhetd, hogy a mikrohordozok tébbsége biodegradabilis
és biokompatibilis, azaz nem sziikséges emésztési 1épésnek
kitenni a sejteket, amelynek sordn a sejtadhézids fehérjéik
sériilnének. A mikrohordozén valé tumorndvesztés tovab-
bi elénye, hogy elérhetévé valtak olyan mikrohordozok is
(GEM™, Global Cell Solution, Egyesiilt Allamok), amelyek
a magjukban magnesezhet6 partikulumokat tartalmaznak,
igy a tapoldatcsere alkalmaval nem sziikséges a centrifugalas
soran fellépé centrifugalis erének kitenni a sejteket, hanem
elegendd egy magnes segitségével a cs6 aljara gytjteni ket.

Kollagénbazisi haromdimenzids tumormodellek

Mivel a haromdimenziés tumormodelleknek utanozniuk
kell a daganatos sejteket korbedlelé extracelluldris teret
is, ennek céljabol olyan kollagén-hidrogél korongba agya-
zott daganatos sejtek hozhatok létre a TapBiosystems altal
fejlesztett RAFT™ (Real Architecture for 3D Tissue) kész-
lettel, amelyek vastagsdga 100-120 pm (20, 21). A rend-
szer biomimetikus volta abban rejlik, hogy a neutralizalt
kollagénmatrixba agyazott sejtek felszinére helyezett steril
abszorbens hengerek segitségével a kollagén-hidrogél matrix
a fizioldgiai kollagén térfogatszazalékkal azonos stirtiségu-
re préselhetd (8-10% w/v). Igy az emlitett hiromdimenzi6s
tumormodellek kozil a RAFT™ modszer képes legéletsze-
riibben utanozni az in vivo tumorok valés mikrokornye-
zetét. A kollagénmatrixba agyazott sejtek extracellularis
kornyezete, valamint a sejtek migraciéjaban jelentds sze-
repet jatszo realisztikus extracellularis matrix striiség is
jol modellezett ebben a rendszerben. A kollagénbazisu ha-
romdimenziés tumormodellel igy akar mas sejtekkel valo
egylittes novesztéssel, un. ko-kultiraban, kozel in vivo-sze-
rii tumorszovetet lehet in vitro el6allitani.
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ANYAGOK ES MODSZEREK
A549 sejtvonal

Az A549 human nem Kkissejtes tiidékarcindma-sejtvona-
lat az ATCC-t6l vasaroltuk (ATCC, USA), majd 95% pa-
ratartalom és 5% CO, mellett 37 °C fokon szaporitottuk
fel, standard sejttenyésztési koriilmények kozott 4,5 g/l
glitkoztartalmu DMEM/F12 (DMEM, PAN™ Biotech; F12
Nut mix, Gibco, Life Technologies) tapoldatban 10% bor-
juszérum (FBS, Gibco, Life Technologies), 1xGlutaMAX™
(Gibco, Life Technologies), valamint 1% Pen/Strep antibio-
tikum (Penicillin G sodium salt, and Streptomycin sulfate
salt, Sigma-Aldrich Co.) tartalommal.

Kétdimenzios sejttenyésztés

A kétdimenzids sejttenyésztések T-75 sejttenyésztd flaskak-
ban (Primo® TC flask 75 cm? EuroClone S.p.A, Italy), vala-
mint 96 lyukd mikrotiter tenyésztélemezen (Tissue Culture
Plates-96 Wells, Flat bottom, Orange Scientific) torténtek
standard tenyésztési koriilmények kozott. A felhasznalt sejt-
tenyészté mikrotiterlemezek, valamint a T-75 sejttenyésztd
flaskdk (2D-hagyomanyos sejttenyészté T75 flaska = 2D/
A549-TC) egy csoportjat elézéleg 0,1%
I-es tipust kollagénnel (Collagen Type
I, C3867, Sigma-Aldrich, Magyarorszag)
kezeltiik (2D/A549-kollagénkezelt).

Elésejt-szdm meghatdrozdsa

tripdnkékfestéssel a

A sejtek életképességét, azaz a sejt- E]OO
membran sértetlenségét 1:1 aranyu % 31
0,4% tripankékoldattal (T8154, Sigma- E 60 1
Aldrich, Magyarorszag) vizsgaltuk. ;% 40 4

A sejtek életképességét a tenyésztéfeli- g 20 -
letrél vald leemésztésiik, majd mosdsuk z

utan kozvetleniil meghataroztuk, majd =R 5
az él6 sejtek szamat szazalékban kife- X
jeztiik. =
A sejtek életképességének meghatdro-

zdsa resazurin alapti enzimaktivitds- ¢ 100 -
méréssel £

A sejtek életképességét 10 napon at az e

él6  sejtek enzimaktivitdsan alapulo &
resazurin- (R7017n Sigma-Aldrich, Ma- é W3
gyarorszag) probaval hatdroztuk meg. g 20

Az enzimreakcié a resazurin reduk- 0

cidjan keresztiil narancs-fluoreszcens
resorufin képzédéséhez vezet, amely
fluoriméterrel detektalhat6 és a relativ
fluoreszcencia (RFU) meghatarozhato.

2D/A549-TC

A 0,15 mg/ml-es toménységli reakciéoldatot 1:5 aranyt hi-
gitdsban tettiik a sejtek tenyésztéoldatahoz, majd 37 °C-on
két 6ran at inkubaltuk. A keletkezd resorufin mennyiségét
CytoFluor Series4000 Multi-Well Plate Reader (PerSeptive
Biosystems, USA) segitségével 530 nm excitacids és 580 nm
emisszds hullamhossz mellett detektaltuk.

Aramldsi citometriai vizsgdlatok

A kiilonboz6 tenyésztési feltételek mellett novesztett sej-
teket felemésztettitk Accutase™ (Corning, Egyesiilt Alla-
mok) enzimmel a szovettenyésztd flaska felszinérél, vala-
mint a RAFT™ esetében kollagén-hidrogél vazbol, majd
Annexin V-kot6 pufferbe szuszpendaltuk (0,14 M NacCl,
0,01 M HEPES, 2,5 mM CaCl,). Ezutan a sejtekhez Annexin
V-Alexa Fluor™ 488-at (Life Technologies, 2,5:100) adtunk,
és 15 percre fénytdl védve, szobahémérsékleten inkubaltuk.
Mérés el6tt propidium-jodiddal (PI, Sigma-Aldrich, 10
pg/ml) tettiik pontosabba az €16 sejtek elkiilonitését. Mo-
sds utdn a sejteket FACSCalibur cytofluorimeter (Becton
Dickinson) segitségével vizsgaltuk. Az FL1- (Annexin
V-Alexa Fluor™ 488) és FL3- (PI) negativ, €16 sejtek, az FL1-
pozitiv és FL3-negativ, korai apoptotikus sejtek, FL1-negativ

3. abra. Az é16 sejtek szdmdnak meghatarozdsa Blirker-kamra segitségével 72 6ra-
nal (a) és 240 6ranal (b), valamint a sejtek életképességének a meghatarozdsa kvan-
titativ médon Annexin V/PI festéssel, szintén a 72. (c) és 240. éranél (d)
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4. abra. A nekrotikus sejtek 240. 6rdnal kvantitativ médon
meghatarozott szdzalékos ardnydbdl jol latszik a RAFT™ hé-
romdimenziés modellben [évé tumorsejtek megemelkedett
nekrézisa

25 —

20

AnnexinV-/Pl+sejtek (%)

2D/A549-1C 2D/A549-kollagénkezelt RAFT

és FL3-pozitiv nekrotikus sejtek, valamint az FL1-pozitiv és
FL3-pozitiv kés6i apoptotikus sejtek eloszlasi szazalékat ha-
taroztuk meg.

Konfokadlis lézer szkenning mikroszképia

A sejteket (4000/lyuk) gyari és dltalunk 0,1% patkany I-es
tipust kollagénnel el6kezelt 96 lyuka sejttenyésztd edényre
tltettiik ki, valamint a RAFT™ korongokat a gyarté (TAP
Biosystems, Royston, UK) utasitasa szerint elké-
szitettiik és 37 °C-on 5% CO, mellett 72 6ran,
valamint 240 6rdn at inkubaltuk. A mintdkat

3D in vitro tumormodellek a rékkutatdsban 307

V-pozitiv apoptotikus és PI-pozitiv nekrotikus sejteket ,,ki-
kapuzva”) is meghataroztuk. Tripankékes szamolassal a 72.
oraban a kétdimenzids tenyésztési mddszerek esetében az
él6 tumorsejtek szdma tobb mint 95% volt, a haromdimen-
zi6s RAFT™ esetében pedig kissé kevesebb, 89,5% (3.a dbra).
Az aramlasi citofluorimetrids mérésekben szintén 95% ko-
riil volt az él6 sejtek ardnya a kétdimenzids kulturakban,
mig ez az érték a RAFT™ 3D kollagénmatrixban 87,6%
volt (3.c dbra). Jelent6sen nem valtozott a sejtek életképes-
sége a kétdimenzids tenyésztési korillmények kozott a ki-
sérletsorozat végére, tripankékes szdmoldssal és aramlasi
citofluorimetrias méréssel szintén 95% koril volt, azonban
a RAFT™ haromdimenziés modellben mar atlagosan 60%-
ra csokkent (48,15%) (3.b és 3.d dbra). A 240 6ras tenyész-
tési ciklus végén a PI-pozitiv sejteket is kvantitdlva a kétdi-
menzids kulturdkban jelentds mértékd nekrézis nem volt
detektalhaté (2D/A549-TC: 1,6%; 2D/A549-kollagénkezelt:
1,45%), mig a RAFT™ hdromdimenzids kollagénmatrixban
novesztett tumorsejteknél ez az érték 22,11%-ra emelkedett
(4. abra).

Konfokdlis lézer szkenning mikroszkdpia

A sejtek életképességét calcein segitségével vizualizaltuk,
melynek soran a calcein nem fluoreszkalé lipofil észter-
szarmazékat (Calcein-AM) adtuk hozza a sejtekhez, me-
lyet az él6 sejtek citoplazmatikus észterdzai fluoreszcens
calceinné hasitanak. Az apoptotikus, ill. nekrotikus sej-
tek elkiilonitésére Annexin V- és Pl-festést alkalmaz-

5. abra. A sejtek életképességét kiilonb6z6 sejttenyésztési koriilmények

(2D/A549-TC, 2D/A549-kollagénkezelt, RAFT™ 3D kollagénbe dgyazott)

PBS-sel mostuk és calceink6té pufferben (1,2
mM CacCl,, 0,5 mM MgCl, PBS-ben oldva) 1 uM
calcein-violdval (Life Technologies, Invitrogen,
Molecular Probes) sejttenyészté termosztatban a
30 percet inkubdltuk. A mintakat Annexin V-ko-
t6 pufferrel mostuk és Annexin V-Alexa Fluor™
488-cal (Life Technologies, 2,5:100) 15 percet
fénytol védve, szobahémérsékleten inkubaltuk.
Ezutan a mikroszképos vizsgalat (Olympus FV-
1000) elétt 10 pg/ml propidium-jodiddal tettiik
pontosabba az él sejtek elkiilonitését (Fluoview
szoftver).

EREDMENYEK

Kvantitativ életképesség-meghatdrozds

Vizsgélataink soran 72 dra utdn és a kisérleti
szakasz utolsé napjan, azaz a 240. 6raban az é16
tumorsejtek szamat tripankékfestéssel és dram-
lasi citofluorimetrids mérésekkel (az Annexin

2D/A549-1C

2D/A549-1C

kozott calcein-, Annexin V-, propidium-jodid-festéssel vizualizltuk 72
6ra utén (a) és 240 6ra utén (b)

2D/A549-kollagénkezelt RAFT

2D/A549-kollagénkezelt RAFT

B Calcein [ P10 AnnexinV-Alexa-488
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tunk. A klasszikus tripankékes sejtszamoldssal
és az aramlasi citofluorimetridas mérésekkel
Osszhangban a sejttenyészté edényekben volt
a legmagasabb az €16 sejtek szama. A RAFT™
3D kollagénmatrixban jol kivehetSek a sejtcso-

mok, a primer tumorokhoz hasonléan, ezekben 2000
a kollagénbe agyazott sejtaggregatumokban is 20000 4
az oxigén- és tapanyagellatas passziv diffuziéval

valosul meg, melynek a hatasfoka a sejtcsomok _ 15000
méretének novekedésével aranyosan csokken. = 10000
Ennek megfeleléen a RAFT™ 3D mintakban

lathattuk a legtobb haldédé sejtet mindkét id6- 5000 —
pontban (5. dbra). .
Resazurin mérésén alapuld enzimaktivitds

A resazurin redukciéja folyaman keletkezd

resorufin képzédésének vizsgalataval kvantitativ

képet kapunk az 0sztddo sejtek életképességérol,

valamint az sejtek enzimaktivitdsarol. A naponta

elvégzett mérések relativ fluoreszcencidjabol (RFU) pedig
kirajzolodik a sejtek szaporodasi gorbéje, amely alapjan
meghatarozhato, hogy a sejtek mikor érték el az exponen-
cidlis fazis végét, valamint mikor Iépnek at a stacionarius
fazisba. Az enzimaktivitdson alapulé méréseinken latszik,
hogy mig a kétdimenziés tenyészetek (2D/A549-TC, 2D/
A549-kollagénkezelt) a tenyésztés negyedik napjan elérik
az enzimaktivitdsuk maximumat, addig a haromdimenziés
tenyészet (RAFT™) két nappal késébb, a hatodik napon éri
el ugyanezt (6. dbra).

MEGBESZELES

A munkank f6 célja az volt, hogy szemléltessiik az 1j
tumorellenes hatéanyagok tesztelésében jelenleg hasznalt
in vitro haromdimenziés tumormodelleket, valamint,
hogy Osszehasonlitsunk egy uj, még kevésbé jellemzett
hdromdimenzids tumormodellt (RAFT™) a ma szélesko-
riien hasznalt kétdimenzids tumorsejttenyészetekkel A549
tiidékarcinoma-sejtek felhaszndlasaval. Az 6sszehasonli-
tas f6 fokusza az volt, hogy megvizsgaljuk, tapasztalhaté-e
kiilonbség az A549 sejtek életképességében, valamint hogy
befolyasolja-e a kiilonb6z6 tenyésztési kortilmény a sejtek
osztddasi sebességét.

Az altalunk hasznalt sejt-életképességi vizsgalatok alap-
jan (tripankékfestés, aramlasi citometriai vizsgalatok)
kijelenthetjiik, hogy a RAFT™ hdromdimenzios tumorsejt-
tenyészetek életképessége jelentSs kiilonbséget nem muta-
tott a tenyésztés korai szakaszaban (72 6ra), viszont 240 6ra
tenyésztés utan, mig a kétdimenzids tenyészetek életképes-
sége megmaradt, addig a haromdimenzios tenyészetnél le-
csokkent. Osszevetve a két idépontban (72 és 240 6ra) mért

6. dbra. A resazurin naponta mért enzimaktivitdsan alapulé médszer se-
gitségével szamolt relativ fluoreszcencia (RFU) alapjan lathaté, hogy mig
a kétdimenzids tenyészetek a negyedik napon elérték enzimaktivitdsuk
maximumaét, addig a RAFT™ a hatodik napon

T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Napok

—o— )D/A549-TC === 2D/A549-kollagénkezelt ~ =& RAFT

értékeket és a tenyészetek (a tanulmanyban nem szemlél-
tetett) mikroszkopos képeit, arra kovetkeztettiink, hogy
a kétdimenzios tenyészetek életképessége azért nem valto-
zott a tenyésztés folyamdn, mert miutdn elérték 100%-os
konfluencidjukat (koriilbeliil az 5. napon), bar osztédasi se-
bességiik lecsokkent, tapanyagfelvételitk ugyanolyan mér-
tékben folytatodott, mint kisebb konfluencia esetén, mivel
minden sejt szamdra hozzaférheté maradt mind a tdpanyag,
mind az oxigén. A haromdimenziés RAFT™ esetében pe-
dig a haromdimenzidsan nové sejtek bels sejtrétegei ke-
vesebb tdpanyaghoz és oxigénhez juthattak, hasonléan az
eloz6leg mar multicelluldris tumorszferoidok esetében
leirtakhoz (12), igy kialakult benniik egy nekrotikus mag,
hasonléan az in vivo avaszkularizalt tumorokhoz. Az elmé-
letinket a nekrotikus sejteknek a 240. éraban tortént kvan-
titativ citofluorimetrids meghatarozdsa (AnnexinV-/PI+) is
megerdsitette, mivel a kétdimenzids tenyészetekhez képest
kozel hisszoros volt aranyuk a hdromdimenzids tenyészet-
ben (4. dbra).

A hosszt tava kezelések a kétdimenzids tenyészetek
esetén nehezen kivitelezheték, mivel a sejtek néhany nap
utan tdlszaporodnak, elérik maximalis konfluenciajukat.
A RAFT™ esetében a sejtek tobb sikban helyezkednek el
a kollagénmatrixban, igy minden egyes sejt koriil haromdi-
menzids tumorsejtcsoportok alakulnak ki. Ennek koszon-
hetden azonos kezdeti sejtszam mellett és azonos méretii
tenyésztési térben késébb érik el a maximalis sejtszamot,
amely az A549 human tiid6karcinéman mért adatok alap-
jan koriilbeliil 48 6raval késobb kovetkezett be.

A RAFT™ hatranya a kétdimenzids rendszerekhez ké-
pest az, hogy a nagy datereszt6képességl szlirések nehezen
kivitelezhet6ek, és az anyagkoltsége is joval meghaladja
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a kétdimenzids sztrések arat, tehat rovid tava (2-3 napos)
hatéanyagsziirésekre nem feltétlentil alkalmazhaté. Ki-
valdéan alkalmas viszont olyan aktiv hatéanyagok tovab-
bi vizsgalatara és EC50/IC50 meghatdrozasara, amelyek
a hagyomanyos kétdimenzios hatéanyagsziliréseken biztato
eredményekkel szolgaltak, valamint olyan vizsgdlatokra,
amelyek idétartama a kétdimenzios tenyészetek exponen-
cialis szakaszan néhany nappal tulnyulik. A hatéanyagok
kiilonbozd szovetekbe vald diffuzidja meghatérozott fizi-
kokémiai tulajdonsagok alapjan torténik, mint példaul az
anyag hidrofobicitdsa, molekulatomege, toltése, valamint
a sejtek tapanyag-felvételi sebessége. Ilyen tipust vizsgala-
tokra viszont a hagyomanyos kétdimenzids szlirések nem
igazan alkalmasak, mivel benniik az extracellularis tér
egyaltalan nem modellezett. A RAFT™ hdromdimenzi-
6s modell erre megoldast jelenthet, mivel az in vivo tumor
mikrokornyezetében talalhatd extracellularis tér kollagén-
koncentracidjahoz nagyban hasonlit6 kollagénmatrix talal-
hato benne, igy megfeleloen képes lehet utanozni az in vivo
tumorok mikrokdrnyezetét és az azon atdiffundalni képes
hatéanyagok tényleges felszivodasat.

Végezetiil kijelenthetjiik, hogy a haromdimenzids in vit-
ro tumormodellek fejlesztése még korantsem tekinthet6 be-
fejezettnek. A kisméreti mianyag lyukakba zsufolni kivant
végteleniil komplex tumor-mikrokérnyezet kelléen pontos
leképezése még tobbévnyi kozos munkat kovetel a tudo-
manyteriilet muvel6itél és a velilk parhuzamosan dolgozé
fejlesztoktol egyarant, hogy azok a tobb évtizede megbizha-
téan miikodd kétdimenziés modelleken tul is mutassanak.
A sikerhez vezeté uthoz tartozik a kutatasunkban vizsgalt
haromdimenziés modellrendszer is, amely alkalmas arra,
hogy a kevésbé életszerti in vitro kétdimenzids tesztekben
aktivnak tiné hatéanyagokat egy olyan komplex harom-
dimenzids in vitro tumorsejtmodellel tudjuk tovabb jel-
lemezni, melynek segitségével pontosabb hatéanyagpro-
filt tudunk kapni egy adott tumorsejttipusrdl, amely mar
a preklinikai kisérletekben és a klinikai diagnosztikaban és
terdpiaban is pontosabban alkalmazhato.
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