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Betegekbdl szarmazé tumormintakbol
képzett xenograftok lehetséges szerepe
a hatékony, személyre szabott terapia
kivalasztasaban

Tovari Jozsef

Orszagos Onkologiai Intézet, Kisérletes Farmakoldgiai Osztaly, Budapest

A hatékony daganatellenes terdpia gyors kivalasztdsa a kezelés eredményességén feliil csokkenti a beteg felesleges megterhe-
lését, valamint komoly financidlis kévetkezményekkel is jar. Kisérleti dllatokat, kéztiik olyanokat, amelyek humdn daganatok létre-
hozdsdra is alkalmasak voltak, korgbban elsésorban ujfajta terdpids lehetdségek kutatdsdban haszndltak. Napjainkban azonban
lehetdség nyilt arra, hogy az eddig szévettenyészeti sejtekbdl képzett kisérletes daganatok helyett kbzvetlendil a betegbdl szarmazd
tumorszovetet liltessiik be az dllatokba. Ezzel a médszerrel a humdn daganatsejteken kiviil az azokat kdriilvevé kérnyezeti elemek
is transzplantdldsra keriilnek, melyeknek naqy szerepe van a daganatellenes terdpidk hatékonysdgdaban is. Ezek a szévetek bizo-
nyitottan tébb generdcion keresztiil tulélnek és funkciondlisan aktivak is maradnak, igy a modell jobban tiikrézi a klinikai koriilmé-
nyeket. Ezért a modellt alkalmazva kivalaszthatjuk akdr egy adott beteg sajat daganatdra a legigéretesebb terdpidt is a lehetdsé-
gek kbziil. Magyar Onkoldgia 59:324-328, 2015
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The rapid selection ofthe efficient anticancer therapy may decrease the unwanted burden to patients and has financial consequences.
Tumor models including xenografts in mice were used previously mostly in the development of new anticancer drugs. Nowadays
xenografts from direct patient-derived tumor tissues (PDTT) in immune deficient mice yield better models than experimental tumors
originating from cell cultures. The new method enables researchers to observe heterogeneous tumor cells with their surrounding
tissue elements and matrices representing the clinical situation in humans much better. The cells in PDTT tumors are alive and
functionally active through several generations after serial transplantation. Therefore using these models we may investigate tumor
response to different therapies, the selection of resistant cell populations and the formation of metastasis predicting the outcomes
in the personalized therapy.
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KISERLETI ALLATOK
A DAGANATKUTATASBAN

Allatokban létrehozott kisérletes daganatok hasznlata elen-
gedhetetlen a daganatellenes hatéanyagok és terapias proto-
kollok fejlesztésében. A leggyakrabban hasznalt modelleket
ragcsalokban fejlesztették ki, azon belil is a legkiilonbo-
zO6bb genetikai hatter( egértorzsekben. A National Cancer
Institute-ban (NCI, USA) 1955-ben vezették be az els6 egér-
leukémia-modellt hatéanyagok tesztelésére, majd késébb
szolid daganatos modelleket is kialakitottak. A °70-es évek-
ben mar human eredet tumormodellek (xenograftok) is
léteztek, de igazan akkor terjedtek el ezek a kisérletes rend-
szerek, amikor megjelentek az immunszupprimalt egértor-
zsek (1, 2). Addig komoly kihivast jelentett egy idegen faj
szovetét beiiltetni a kisérleti allatokba: thymectomia utan
teljestest-besugarazassal tettiik tonkre az allatok meglévd
immunrendszerét, amit a tumordarabok/tumorsejtek beitil-
tetése utan csontvel$-transzplantélassal épitettiink fel ujra.
Ez gyakran igen komoly dllatszamveszteséggel és kis hatas-
fokt tumormegeredéssel jart.

Manapsag a leggyakrabban haszndlatos immunszuppri-
malt egerek az athymicus nude egér (3), a sulyos, kombinalt
immunhianyos (severe combined immune deficient, SCID)
(4), a nem elhizott cukorbeteg SCID (non-obese diabetic,
NOD-SCID) (5) és a rekombindcidaktivald gén-2 (Rag2)
génkiiitott egér (6). Az utébbi harom ko6zos jellemzdje, hogy
karosodott a DNS-rekombinaci6 és ezaltal a génatrendezo-
dés a sejtjeikben, ennek kovetkeztében nincsenek megfele-
16en miik6dé T-sejt-receptoraik és immunglobulinjaik sem,
ezért nincs immunvalaszuk az idegen sejtekkel/szovetekkel
szemben (7). Ezek a mutaciok teszik lehetévé a xenograftok
létrehozasat, ugyanakkor érdemes megemliteni, hogy im-
munhidnyos allapotuknak kdszonhetéen a tartdsuk igen
kortilményes (steril kornyezetet kell biztositani nekik), és
beszerzésiik is igen koltséges (70-180 EUR/allat).

Az 1980-as évektdl kezdédben tobbféle stratégiat fo-
gadott el az NCI a potencidlis daganatellenes szerek tesz-
telésére. Kezdetben P388 leukémiamodellben tesztelték
a hatéanyagokat, amit kiegészitettek egy xenograftpanellel.
A kezdeti ,hatéanyag-megkozelitést” 1989-ben felvaltottak
a ,betegségmegkozelitéssel™ ennek keretében egy 60, kii-
16nbo6z8 szoveti eredetl tumorsejtbdl allé panelen (NCI-60)
szlrték in vitro a hatdéanyagokat, amelyet egy harom, kii-
16nosen érzékeny sejtvonalbol allé panelre valtottak 1999-
ben. Természetesen az in vitro sztrésekben hatékonynak
bizonyult vegyiileteket xenograftpanelen in vivo is letesz-
telték (8).

A 80-as évek elejétdl alkalmazott in vitro és in vivo
szlirések eredményességérél egy 2001-ben sziiletett Osz-
szefoglalé tanulmany megallapitotta, hogy 39 hatdanyag
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esetében, ahol legalabb a xenograftmodellek harmadaban
pozitiv daganatellenes hatast tapasztaltak, az szignifikans
korrelaciét mutatott a human fazis II vizsgalatokban mért
aktivitasukkal (9).

DAGANATOK LETREHOZASA
KISERLETI ALLATOKBAN

A napjainkban hasznalt daganatmodellek talnyomo tobb-
ségében szovettenyészetbdl szarmazd sejteket juttatunk
a kisérleti allatokba. Leggyakrabban a daganatnoveke-
dést és a kezelGszerek arra gyakorolt hatdsat a legkony-
nyebben monitorozhatéan, subcutan (sc.) transzplantal-
juk a tumorsejteket az dllatok hatbére ala. Ez a lokalizacio
csak kismértékben hasonlit az eredeti szoveti kornyezetre,
a megeredés hatékonysaga szamos esetben nem tul magas,
és attétek is csak ritkan alakulnak ki. Ezért szdmos esetben
a szoveti eredetitknek megfeleld helyre (orthotopicusan) is
inokulaljuk a tumorsejteket. Az utébbi modellben érvénye-
stilhetnek a ,,gazdaszovet” lokalis tulajdonsagai, s6t, gyak-
ran metasztazisok is kialakulnak, lehetévé téve azok biol6-
giai sajatossdgainak vizsgalatat, azonban ebben az esetben
valamilyen képalkotéval lehet csak a daganatnovekedés
dinamikajat nyomon kévetni.

A sejtvonalak hasznalatanak nagy el6nye, hogy toké-
letesen ismerhetjitk a sejtek genetikai hatterét és fehérje-
expresszios profiljat (mutdciok megléte, hormonreceptorok
expresszidja, génamplifikdcié el6fordulasa, fehérjék kife-
jez6désének véltozasa stb.), amely lehetévé teszi az azonos
szoveti eredetd, de eltéré mutdcids statuszu sejtvonalak
kozotti killonbségek vizsgalatat. Ezzel lehet6vé valhat egy
adott molekula terdpias célpontként torténé meghataro-
zasa, vagy a vizsgalt hatéanyag alkalmazhatdsaganak fel-
deritése az eltéré genetikai hatteri daganatok esetében.
Azonban ezek a sejtvonalak akar tobb évtizedesek is lehet-
nek, mar sok-sok passzazson mentek at, amely egy komoly
szelekciés mechanizmus, ami abba az irdnyba nyomta el
a sejtek fehérjeexpresszidjat, hogy minél jobban alkalmaz-
kodjanak a sejttenyésztési koriilményekhez. Gyakran em-
litik, hogy két, in vitro régebben fenntartott, eltéré szdve-
ti eredetdi tumorsejtvonal génexpresszids profilja sokkal
jobban hasonlit egymasra, mint a tumorsejt és az eredeti
szovet génkifejez6dési mintazata. Ennek megfelelGen a sejt-
vonalakbdl képzett daganatokban nem lehet kimutatni azt
a nagyfoka heterogenitast, amely a klinikai tumorokban
gyakran kialakul. Rdaddsul a szovettenyészeti sejtekbdl
szarmazé daganatok esetében a tumorokban egyébként
mindig jelen 1év6, a terapia szempontjabdl szintén fon-
tos kornyezeti sejtek (immunsejtek, fibroblasztok stb.) és
struktardk (extracellularis matrix, vagy az adott szervre
lokalisan jellemz6 citokinek, novekedési faktorok stb.) nem
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1. tdblazat. A kiilonb6z8 xenograftmodellek sajatossagai
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A modell kbltsége viszonylag olcsébb koltséges

talalhatoak meg (10). Ennek megfelel6en az ilyen kisérletes
daganatokban sokkal nehezebb vizsgalni a klinikumban
gyakran megfigyelhet6 rezisztencia kialakulasat, rezisztens
sejtpopulaciok kiszelektdlodasat. Ezek az alkalmazasi kor-
latok sziikségessé teszik olyan ujfajta tumormodellek kiala-
kitasat, amelyek még jobban mutatjak a klinikai daganatok
biologiai sajatossagait, segitve a daganatellenes hatdanya-
gok fejlesztését, valamint a személyre szabott terapia helyes
megvalasztasat.

BETEGBOL SZARMAZO DAGANATMINTAKBOL
KIALAKITOTT TUMORMODELLEK

A korabban emlitett modellek hidnyossdgainak kikiiszobo-
lésére alkalmasnak tlinik olyan xenograftok létrehozasa,
amelyeknél a daganatszovet kozvetleniil a betegb6l szarma-
zik. A betiltetésre szant daganatszovet lehet biopszias minta
vagy sebészi anyag egyarant. El6nynek ttinik, hogy ezekben
az esetekben a daganatsejteket az eredeti széveti kornyeze-
tiikkel egytitt transzplantaljuk, rdadasul tobb vizsgalat is
kimutatta, hogy az eredeti szoveti sajatossagok tobb atoltas
utdn is megtartottak a mintaban (11-13). Ennek megfele-
16en ez a modell kozelebb all a valds klinikai szitudcidhoz,
igy a tumorok kezelése sordn a kérnyezeti elemek terapiat
befolydsold hatasai is vizsgalhatéak. Ugyanakkor meg kell
jegyezni, hogy a daganatok novekedéséhez elengedhetetlen
azok beerezddése, amely természetesen ,egérerek” képzo-
dését jelenti a xenograftokban, s6t a sorozatos transzplan-
talasok soran egyre tobb egéreredetli egyéb sejt jelenik meg
a human daganatsejtek kornyezetében, de az eredeti human
kornyezeti sejtek is tobb generacion keresztiil talélnek és ki-
mutathatéan aktivak a daganatokban (11-13).

A tumorok transzplantdlasinak madsik fontos eleme
a PDTX-modellek esetében is a daganatok beiiltetésének
helye. Ezekben a xenograftokban is leggyakrabban a kisér-

leti allatok hatbdre ala (subcutan) iltetjitkk a daganatokat,
ami természetesen messze all bioldgiai tulajdonsagait te-
kintve az eredeti szoveti krnyezet sajatossagaitdl, ugyan-
akkor nagy elénye, hogy viszonylag nagyobb tumordarabot
transzplantalhatunk, ami heterogén tumorsejt-populaciot
és tobb, nem tumoros kornyezeti elemet tartalmazhat. Saj-
nos ebben az oltasi lokalizaciéban a tumorok megeredésé-
nek ardnya mindéssze 40-60%, és csak ritkan adnak attétet
a betiltetett daganatok, ami csokkenti a metasztazisok vizs-
galatanak lehet6ségét.

Egy masik lokalizacid, amelyet a PDTX-modelleknél
gyakran alkalmaznak, a vesetok ald (subrenal capsular,
SRC) torténd transzplanticid. Ezen az oltasi helyen ,vald-
sabb” szoveti kornyezetbe keriil a tumorminta, és sokkal
jobb (akar 95% feletti is) a tumorok megeredésének ara-
nya, ugyanakkor csak kisebb tumordarab iiltethetd be, ami
csokkenti a heterogenitas és az eredeti kornyezeti elemek
el6fordulasanak gyakorisagat (14). Természetesen a PDTX-
modellek esetében is alkalmazhatjuk az orthotopicus oltasi
technikakat, amelyek sordn a kivett tumordarabot az ere-
deti szoveti kornyezetnek megfelel6 anatomiai lokaliza-
cioba ultetjiitk (tejléc, prosztata, intracutan, vastagbél, agy
stb.), biztositva az adott szerv kornyezeti sajatossagainak
meglétét. Ezekbdl a lokalizaciokbdl gyakran alakulnak ki
metasztazisok is (15), igy még jobban modellezhetjiik a va-
16s klinikai szituaciokat. Az egyes tumormodellek hasznal-
hatésagat az 1. tabldzat hasonlitja Gssze.

A PDTX-MODELLEK KIALAKITASA

A PDTX-modellek esetében a transzplantalasra keriil6 friss
human tumordarab szarmazhat biopszids mintabdl és sebé-
szi anyagbdl egyarant. A sebészi anyag természetesen jobb
kiinduldsi minta, mivel a nagyobb mennyiségli szovetbdl
tobb xenograftvonalatisalapithatunk, valamint szdmos kez-
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deti vizsgalatot (mutdcidk azonositasa, fehérjeexpresszios
vizsgalatok stb.) végezhetiink (16). Amennyiben tobb ki-
sérleti allatban is inditottunk xenograftot (GO, elsé genera-
cio), a késébbiekben csak egy megeredt tumort passzalunk
tovabb. A beliltetéskor néhdny mm?’-es tumordarabokat
transzplantalunk (természetesen a méret nagyban fligg az
oltas helyétdl), majd 1-2 cm’-re hagyjuk megnéni a daga-
natokat. A GI generacioban mar tobb allatot (3-5) vonunk
be a transzplantdcidba és a G2-ben is ezzel az allatszammal
dolgozunk. Ezutdn a G3 (és a kovetkezOk is) az a generacio,
amelyben mdr a kisérletnek megfelel dllatszamban ala-
kitjuk ki a xenograftokat. Itt egy-egy csoportba minimum
5 allat keriil, és ebben a fazisban tesztelhetjiik a kisérletes
hatéanyagokat, vagy kivalaszthatjuk az adott beteg tumo-
rara legmegfelel6bb daganatellenes készitményt és terapias
protokollt is (11, 17). Természetesen a kialakult, nagyobb
xenograftokbol minden passzalas soran vehetiink min-
tat tovabbi kisérletes és diagnosztikai vizsgalatok céljabol.
A PDTX-modellek kialakitasat az 1. dbra szemlélteti (18).
Mivel a daganatokon beliili heterogenitds, valamint az
egyes betegek daganatai kozott megléve kiillonbségek gyakran
kifejezettek, indokolt, hogy egyszerre tébb daganatdarabot
is elinditsunk ugyanabbdl a betegbdl tobb kisérleti allatban,
valamint tobb betegbdl szarmazd, de azonos szoveti eredett
tumorokbdl xenograftbankokat is létrehozzunk. Ilyen ban-
kok ma mar tobb szoveti eredetli daganat esetében léteznek
(19-21), s6t ezeket meg is vasarolhatjuk kisérletes felhaszna-
lasra, példaul ujfajta daganatellenes hatdéanyagok tesztelésére.
Szamos publikacié tamasztja ald, hogy ezek a vonalak kife-
jezetten stabilan expresszaljak az eredeti tumor markereit, és
megtartjak annak szoveti kornyezeti sajatossagait is (22).

1. abra. A PDTX-modellek kialakitdsanak sematikus rajza
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A PDTX-MODELLEK
KLINIKAI ALKALMAZHATOSAGA

A betegbdl szarmazoé tumorxenograftok hdrom f6 teriileten
hasznalhatok. Az els6, amelyben a leggyakrabban alkalmaz-
zak ezeket a modelleket, az ujfajta daganatellenes hatdanya-
gok fejlesztése. A hatdanyagok sejtes rendszerekben tortént
szlrése utin PDTX-modellpanelen tesztelhetdk, ahol tobb-
féle szoveti eredetli xenograftokat, vagy egyfélébdl, de tobb
paciensbdl szarmazé tumorokat vonhatunk be a vizsgala-
tokba. Ezek sordn a targetspecifikus hatéanyagok fejlesztése
is vizsgalhat6, meghatarozva a target valodi szerepét in vivo
kezelési koriilmények kozott.

A masodik felhasznalhatésiaga a modelleknek a terapia
hatékonysagat jelz6 markerek, vagy a rezisztencia kiala-
kuldsaban fontos szerepet betolté molekulak azonosita-
sa. A xenograftokbol folyamatosan tudunk mintat venni
a kezelések alatt, amelyeket feldolgozva vizsgalhatjuk pél-
daul a terdpidra rezisztens populdcidk kialakuldsat, azok
bioldgiai sajatossagait. Azonosithatunk ujfajta markereket,
amelyek a kezelés hatékonysagat jelzik, vagy a rezisztencia
kialakuldsdban szerepet jatsz6 molekularis eseményeket,
amelyek késdbbi terapids célpontok lehetnek.

A harmadik és a klinikai gyakorlatban még uttérének
szamito felhasznaldsi lehetdség az adott betegre alkalmaz-
hato, leghatékonyabbnak igérkezd személyre szabott terapia
meghatdrozasa. Ennek sordn a daganatmintdban meghata-
rozhatjuk a terapia elStti molekularis sajatossagokat, majd
a xenograftmodellekben kiprébalhatjuk az egyes lehetséges
terdpias modalitdsokat és protokollokat. Kézben monito-
rozhatjuk a beteg daganatiban az egyes kezelések hatdsara

bekévetkezé molekularis valtozasokat, amelyek ha-
tassal lehetnek a terapia sikerességére. Igy egyszerre
tobbféle terapids lehetséget probalhatunk ki, kiva-
lasztva koziilitk azt, amely a leghatékonyabbnak igér-
kezik az adott beteg kezelésében.

OSSZEFOGLALAS

A betegbdl szirmazé tumormintakbdl létrehozott
xenograftmodellek djfajta eszkozt adtak a keziinkbe
a daganatellenes kiizdelemben. A tobb generacion at
jol megtartott tumormorfologia és molekuldris saja-
tossagok, valamint a kérnyezeti elemek megléte olyan
modellt jelent, amely jelenleg a legjobban reprezentalja
aklinikai sajatossagokat (23). Ennek megfelelen a mo-
dellek hasznalhatéak mind 4j targetek és daganatellenes
szerek kifejlesztésében, mind a meglévé modalitasokat
tesztelve ujfajta terapias protokollok kidolgozasaban.
Kifejezetten igéretes a személyre szabott terapia meg-
valasztasaban, ahol egy adott beteg tumormintajabol
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szarmaz6é modellekben tesztelhetjilk a kiilonboz6 terdpias
lehet8ségeket, sét, még az attétek kialakulasat is vizsgalhat-
juk. Azonban mindenképp megjegyzendd, hogy a modellek
kialakitasa viszonylag id6igényes, komoly laboratériumi és
allathazi hétteret igényel, koltséges, és allatkisérletes etikai
kérdéseket vet fel (24). Ezeket a hatranyokat azonban messze
felilmuljak azok a potencidlis eldnyok, amelyek az ujfajta da-
ganatellenes szerek fejlesztése soran Iépnek fel, valamint a be-
teg felesleges megterhelésének csokkentésébdl szarmaznak.
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