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1. Bevezetés

Mivel a daganatos megbetegedések a vezetd halalokok kozott szerepelnek,
kiemelten fontos a tumorok ndvekedését gatld, citosztatikus és citotoxikus szerek
folyamatos fejlesztése és in vitro majd in vivo szirése. A hatdanyagok fejlesztése
mellett azokat a szlrési eljarasokat is fejlesztenlink kell, amelyeken az
molekulakat megbizhatéan tesztelni tudjak. Fontos uj tipusu in vitro modelleket
kidolgozni, amelyeken 0Osszetett mdédon 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
legnagyobb hatranya, hogy a mesterségesen kialakitott, egyrétegben ndvé sejtek
sejt-sejt és sejt-ECM kapcsolatai alul reprezentaltak, igy az azokon végzett
hatdéanyagtesztek biolégiai relevanciaja, valamint a tesztelt hatéanyagok klinikai
hatékonysaga is nehezen megjoésolhatd és adaptalhatd a klinikai kutatasokban és a
terapidban egyarant.

A haromdimenzids sejttenyésztési modszerek egyik legfontosabb elénye,
hogy a sejtek képesek tobb rétegben ndvekedni és ennek eredményeképpen a
polaritasuk sem valik ekvatoridlissa. Ez nem csak morfologiai kilonbségeket fog
eredményezni, hanem metabolikus folyamataik is koézelebb allnak az élé
szervezetben lév6hdz, igy valésagosabb képet mutatnak az in vivo kériiményekhez.
Ezekben az ugynevezett multicellularis szferoidokban a sejtek elhelyezkedésik
fliggvényében kulénb6zé mértékben fognak tapanyaghoz, névekedési faktorokhoz,
valamint oxigénhez jutni, ami sokkal jobban modellezi a valés tumor
mikrokornyezetben a kapillarisoktol eltéré tavolsagban 1évé sejtcsoportosulasait.

A Ph.D. értekezésem gerincét annak felderitése adta, hogy megvizsgaljam
melyik in vitro sejttenyésztési mdéd tudja a legpontosabban modellezni a normal in
vivo fiziolégias szoveti allapotot, valamint azokat 6sszehasonlitani a rutinszerlien
hasznalt hagyomanyos kétdimenzios sejttenyészetekkel. Vizsgalataink soran egy
Ujfajta sejtmatrix alapu modellrendszert allitottunk be és teszteltliink, melynek soran
ex vivo 6sszehasonlitottuk a hagyomanyosan szélesztett egyrétegl sejtkulturaban
novesztett egér hasnyalmirigy-szigetek sejtéletképességét, valamint glukagon és
inzulin termelését a kollagén matrixba agyazott haromdimenzidés hasnyalmirigy-
szigetekkel. Tovabbi kisérleteinkben kildonb6zé matrixban és tenyésztési
kordlmeények kozott ndvesztett tumorsejtek atfogo vizsgalatait végeztik el. Az eltéré
in vitro modellekben ndvesztett A549 human tidé karcinbma sejtek ndvekedési
kinetikdjat, életképességét, gén és fehérje expresszidjat vizsgaltuk, majd
hasonlitottuk dssze az in vivo szubkutan beultetett A549 tumorokkal. Végul két és
haromdimenziés korulmények kozott tenyésztett human MCF-7 és egér 4T1 emld
daganatsejtek ellenallképességet vizsgaltuk Ujtipusu imidazo[1,2-b]pirazol-7-
karboxamid gyogyszerjeldltekkel szemben annak tisztdzasara, hogy az eltérd
tenyésztési korilmények hogyan befolyasoljak a molekulakonyvtar egyes tagjainak
hatdsossagat.



2. Célkitlizések

F6 célom az volt, hogy meghatarozzam, melyik in vitro sejttenyésztési mod modellezi
legpontosabban a normal fizioldgias allapotot, amelyet akar nagyateresztéképességi
vizsgalatokban is hasznalni lehet. A kulonb6zé 3D modellek dsszehasonlitasat is
elvégeztem a rutinszerlien hasznalt hagyomanyos kétdimenzids sejttenyészetekkel.

Vizsgalataim soran célul tiztem ki,

- a hagyomanyosan szélesztett egyrétegl sejtkulturaban ndvesztett egérbdl izolalt
hasnyalmirigy-szigetek sejtjeinek életképességet, glukagon és inzulin termelését
O0sszehasonlitani a RAFT kollagén matrixba agyazott haromdimenziés hasnyalmirigy-
szigetek sejtjeivel,

- a kuldénb6dzé 2D és 3D tenyésztési korilmények kdzott ndvesztett A549 human
tidé karcindma sejtek novekedési kinetikajat, életképességét, gén és fehérje
expressziojat vizsgalni, majd dsszehasonlitani az in vivo szubkutan beultetett A549
tumorokkal,

- human MCF-7 és egér 4T1 eml6 daganatsejtek 2D és 3D koérliimények kozott
tenyésztett formainak életképességét megvizsgalni egy 42 komponensi hatdéanyag
konyvtar tesztelése soran, valamint meghatarozni a gyogyszerjel6lt molekulak IC50
ertekét 2D és 3D novesztett sejteken.

3. Alkalmazott moédszerek

= Kétdimenzios sejttenyésztés

= Hasnyalmirigy-szigetek (isletek) izolalasa és fenntartasa

= ECM-szer(i matrixban novesztett MCS-ek el6allitasa RAFT™ sejttenyésztési
modszerrel

= Mikrohordozok fellletkezelése

= Mikrohordozok fellletén ndvesztett és matrix nélkdli MCTS-ek elballitasa
szuszpenzids sejttenyésztési modszerrel

= Matrix nélkili MCTS-ek eléallitasa ULA modszerrel

= El6 sejtszam meghatarozas tripankék festéssel

= Sejtek életképességének meghatarozasa resazurin alapu enzimaktivitas

méreéssel

Apoptdzis vizsgalata citofluorimetriaval

Sejtciklus analizis

Konfokalis Iézer szkenning mikroszkopia

A549 Xenograft Tumor Modell eléallitasa

Génexpresszios vizsgalatok

Egysejt tomegcitometrias (CyTOF) vizsgalatok

Klaszteranalizis

Statisztikai analizis



4. Eredmények

4.1. A hagyomanyosan szélesztett egyrétegii vagy szuszpenziés sejtkulturaban
novesztett hasnyalmirigy-szigetekkel szemben a haromdimenziés kollagén
matrixba agyazott hasnyalmirigy-szigetek életképessége jobb volt

A kilénbdzé tenyésztési korulményekkel kozott fenntartott hasnyalmirigy-

szigetek életképességének és morfologiajanak a vizsgalatat 6t idépontban végeztuk
el a tenyésztés elsé, negyedik, hetedik, tizedik és tizennyolcadik napjan.
A negyedik és a hetedik nap kozoétt folyamatos morfologiai valtozasokat
tapasztalhattunk a monolayer kultiraban. A fibroblaszt-szerli sejtek lassu
kivandorlasat figyelhettiik az id6 mulasaval ellentétben a RAFT™ MCS-eivel, ahol a
szigetek a morfolégigjukat mindvégig megdrizték. A standard szuszpenzios
tenyészetben fenntartott egér hasnyalmirigy-szigetek a RAFT™ szigetekhez
hasonldéan, megébrizték szferoid morfolégidjukat, azonban a tenyésztés hetedik napja
utan a propidium-jodid pozitiv nekrotikus régiok halmozédast mutattak. A 2D
hasnyalmirigy-szigetek az elsé négy napban tdébbnyire nekrotikusan karosodtak, amit
a negyedik napig tartdé massziv propidium-jodid festés igazolt is a mintainkban,
ellentétben a RAFT™-ba agyazott szigetekkel, ahol a szferoidok féként csak szort és
alacsony intenzitasu Annexin V festést mutattak a 18 napos tenyészid6szak alatt.

4.2. A haromdimenziés kollagén matrixba agyazott hasnyalmirigy-szigetek
hormontermelése a tenyésztés 18 napja alatt végig megorzédott

A RAFT™ szigetek esetében szignifikans ndvekedést tapasztaltunk az inzulin
Ins-1 génjének kifejez6désében mind az SC (* p < 0,05) mind a 2D tenyészethez (**
p < 0,01) viszonyitva, tovabba az Ins-2 gén kifejezédése is szignifikansan magasabb
volt a RAFT™ kulturdkban az SC (* p < 0,05) és a 2D-hez (* p < 0,05) képest is.
Habar az immunfluoreszcens festés magas gliikkagon jelet mutatott a RAFT™
szferoidokban a tizedik napig, a gluikagon Gcg génjének expresszidja kozel
mérhetetlenll alacsony volt minden tenyésztési koralmény kozott.

Az inzulin és a glukagon termelés bizonyitasdahoz a szigetek indirekt
immunfluoreszcens festését is elvégeztik. Mig a hetedik napra a 2D kultdra
hasnyalmirigy-szigetei szétestek és inzulin, valamint glikagon termelése is
lecsokkent, addig a SC-ben, és a RAFT™ szigeteiben az inzulin- és glikkagon
termelés intenziv jelet mutatott végig a kisérlet tizennyolcadik napjaig. A legnagyobb
intenzitast hormontermelés a 18 napos kisérlet alatt pedig a RAFT™ esetében volt
kimutathatd. Ez az eredmény tulmutat az eddig publikalt peptid amfifil nanostrukturalt
gélszerl vazban elért 14 napos hormontermelésen a vizsgalt hormonok tekintetében.

4.3. A 3D in vitro tenyésztett A549 human tidé adenokarcinédma sejtek gén
expresszidja kozelebb all az in vivo korulményhez, mint a hagyomanyos 2D
egyrétegl kultara sejtjei

A 2D és 3D in vitro tenyészetek génkifejez6dés vizsgalathoz a xenograft
tumorok és 2D sejtkultura 624 tumorspecifikus gén expressziés mintazatanak az
O0sszehasonlitasabol kiszirt 60 génen felul, tovabbi két gén, az SLC2A1 (GLUT1,



glikoz transzporter) és az SLC16A3 (MCT4, tejsav transzporter) expressziojat is
megvizsgaltuk.

Ahhoz, hogy az altalunk vizsgalt in vitro kulturak kozul kiderdljon, melyik
modellezi legjobban az in vivo nem Kkissejtes tidbékarcinomat, a génexpresszios
adatokat hierarchikus klaszterezésnek vetettik ala. A 9 napos in vitro tenyészetek
kozul a 3D Spheroid a 3D Nutrisphere és a 3D Cytodex3 kdzelebb kerilt az in vivo
tumorokhoz, amely azt feltételezi, hogy az 62 tumorspecifikus gén expresszios
mintazata alapjan ezek a kulturak jobban utédnozzak a valdés szoveti tumoros
allapotot.

4.4. A 3D in vitro tenyésztett A549 human tiildé adenokarcinéma sejtek fehérje
marker profilja kézelebb all az in vivo xenograft tumorokhoz, mint a 2D kultura

A tdmegcitometriai vizsgalatokhoz 9 napos 2D és 3D kulturakat hasznaltuk, és
Osszehasonlitottuk a korai és kés6i stadiumu egérbdl izolalt xenograft A549
tumorokkal. Osszesen tizenkét marker kifejez6dési mintazatat hataroztuk meg:
TMEM45A, MCT4, CD66 (CEACAMS), GLUT1, CA9, CD24, TRA-1-60, CD326,
EpCAM, Galectin-3, CD274, PD-L1 és EGFR. A reprezentativ tobbdimenzios
adatelemzéssel (ViSNE, visualization of stochastic neighbor embedding) egysejt
szinten képesek voltunk a 12 féle marker egyidejli expresszidjanak a mintazatat
Osszehasonlitani a klilonb6zd tenyészetek kdzott.

A 12 fehérje egylttes expresszios mintazata alapjan 3 elkilénulé szigetrészt
mutattak, ahol az egyik harmad a 2D kultura sejtjeit, a masik a 3D kulturak sejtjeit a
harmadik pedig az in vivo tumorok sejtjeit képviselik, minimalis atfedéssel. Mind a
szigetek szegmentacidja, mind a terllete a tenyésztési mddon bellli sejtek
heterogenitasat tukrozte. A hagyomanyos, 2D in vitro kultura alkotta a legkisebb
kiterjedésli és szegmentaltsagu régiot, azaz ezek a sejtek mutattak a legkisebb
heterogenitast, tavol a 3D-tél vagy a valos in vivo allapottdl.

4.5. Az human MCF-7 és egér 4T1 emlé daganatsejtek haromdimenzids
korilmények kozott tenyésztett formai ellenalobbak a tumorellenes
hatéanyagoknak egy tobb komponensii hatéanyag konyvtar tesztelése soran

Az Imidazo[1,2-b]pirazol-7-karboxamid vegylletek daganatellenes hatasat
human MCF-7 eml6 adenokarcinoma és egér 4T1 eml6 karcinoma sejtek 2D és 3D
tenyészetein vizsgaltuk doxorubicin pozitiv kontroll mellett.

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 klinikai relevancidja nagy valdsziniség szerint mar
kérdésessé valna a tovabbi gyogyszerfejlesztési lIépések soran. Ezen kritériumok
alapjan a 45 ujonnan szintetizalt kismolekulabdl 16 bizonyult aktivnak a kisérletben
hasznalt két emlétumoron. Kozilik hat pedig minimum két és félszeres
hataskulonbséget mutatott a sejtvonalak 2D és 3D tenyészetei kdzott.

Az aktiv molekuldk hataskilonbsége egyezik az irodalomban leirt adatokkal, azaz a
multicellularis 3 dimenzids sejttenyészetek kevésbé voltak érzékenyek mind az
ujonnan létrehozott aktiv hatdanyagokkal, mind a pozitiv kontrollként hasznalt
doxorubicinnel szemben.



5. Osszefoglalas

Kutatasaim soran kulonb6zé haromdimenziéos in vitro sejttenyésztési
eljarasokkal kialakitott multicellularis szferoidokat vizsgaltam annak érdekében, hogy
igazoliam azok elényeit a ma széleskdorben hasznalt kétdimenzids
tenyésztélemezeken torténé tenyésztési moédszerrel szemben.

5.1.
A RAFT™ alkalmazasa az egér hasnyalmirigy-szigetek hosszu tavu fenntartasara

kivalo eredményeket mutatott, mivel a szigetek integritasa, specialis sejtjeinek inzulin
és glukagon termelése legalabb tizennyolc napig ex vivo megmaradt. A kapott
eredményeink alapjan a RAFT™ igéretes eszkdznek bizonyul, mivel a klinikumban
nagy igény mutatkozik az olyan terapiak irant, ahol a cukorbetegek inzulinpétlasat a
szervezetikbe (ltetett inzulin termel6 xenograft szigetekkel tudnak potolni.
Tudomasunk szerint csoportunk kézleménye volt az elsé a hasnyalmirigy-szigetek
RAFT™ 3D in vitro sikeres fenntartasarol.

5.2.

A 624 gént vizsgalé nanokapillaris qRT-PCR, valamint a 62 gént vizsgalé 1536 qRT-
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 egyrétegi 2D tenyészetekhez képest.

5.3.

Az alkalmazott tobbdimenzids egysejt fehérje profil (ViSNE) kimutatta, hogy a 3D
(Cytodex3 és Nutrisphere) kulturak atmenetet jelentenek a 2D-bdl az in vivo allapot
felé a TRA-1-60, TMEM45A, 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.

5.4.

A human MCF-7 és egér 4T1 emlé daganatsejteket hasznalva igazoltuk a 2D és 3D
sejtkulturak eltéré kemorezisztencigjat. Mivel a szlrés soran az ujonnan szintetizalt
imidazo [1,2-b] pirazol-7-karboxamidok potencialis tumorellenes hatasanak
vizsgalata folyaman a 16 aktiv kismolekulabdl 6 vegyllet esetén minimum két és
félszeres hatasbéli kulénbséget mértink. Ezekben az esetekben 3D tenyészetek
kevésbé voltak érzékenyek az adott szerre, beleértve a klinikumban széleskoriien
hasznalt és jol ismert doxorubicinre is. Ezzel az altalunk létrehozott 3D kulturakon is
igazolva az irodalomban leirt hatas béli kilonbseéget.
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NYILATKOZAT

Alulirottak, mint Alféldi Robert jel6lt doktori témavezetéi a Harom-dimenziés in
vitro multicelluldris szferoidok fejlesztése és alkalmazasa tumorellenes
hatéanyagok vizsgélatara cimi doktori értekezes témakorében  késziilt
publikaciokkal és a jeldlt 6sszes tézispontjaval kapcsolatban eziton nyilatkozunk
arrél, hogy ezek eddig nem szerepeltek mas, korabban fokozatszerzéssel lezarult,
vagy az értekezés benyujtasanak napjan folyamatban Iévé doktori eljarasban. Az

értekezésben felhasznalt eredmények tikrozik a jel6lt 6nallé hozzajarulasat.

Szeged, 2021. junius 24.

v
DWészm Géza
Tudbmanyos tanacsadé

Szegedi Biolégiai Kutatokézpont
Avidin Kft. igyvezetd igazgato

Dr. Szebenl Gabor Janos
Tudomanyos fdmunkatars
Szegedi Biolégiai Kutatokézpont
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NYILATKOZAT

Alulirottak, mint Alfdldi Rébert jeldlt a Harom-dimenziés in vitro multicellularis
szferoidok fejlesztése és alkalmazasa tumorellenes hatéanyagok vizsgélatéra
cimii doktori értekezéshez kapcsolodé Single Cell Mass Cytometry of Non-Small Cell
Lung Cancer Cells Reveals Complexity of In vivo And Three-Dimensional Models
over the Petri-dish., Cells. 2019 Sep 16;8(9). publikacio felelés szerzdje eziton
nyilatkozom arr6l, hogy az ehhez a publikacibhoz kapcsolédé eredmények
elérésében a jeldlt szerepe meghataroz6 fontossagu volt, ezért ezeket az

eredményeket eddig nem hasznaltuk fel tudomanyos fokozat megszerzésekor, s ezt
a jovoben sem tesszik.

—

Dr. Puskas Laszl6 %/’—f—
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NYILATKOZAT

Alulirottak, mint Alfsldi Rébert jelolt a Hsrom-dimenziés in vitro multicellularis
szferoidok fejlesztése és alkalmazasa tumorellenes hatéanyagok vizsgalatara
cimii doktori értekezéshez kapcsolédd Synthesis, cytotoxic characterization, and
SAR study of imidazo[1,2-b]pyrazole-7-carboxamides., Arch Pharm (Weinheim).
2018 Jul; 351(7). publikacié els6, valamint felelés szerzéje ezuton nyilatkozunk arrl,
hogy az ehhez a publikacidhoz tartozé biolégiai mérések és a jelélt 4.5
tézispontjdhoz kapcsol6dé eredmények elérésében a jelélt szerepe meghatarozé
fontossagu volt, ezért ezeket az eredményeket eddig nem hasznaltuk fel tudomanyos

fokozat megszerzésekor, s ezt a jovoben sem tesszik.

Dr. Demjén Andras

Dr. Kanizsai lvan
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NYILATKOZAT

Alulirottak, mint Alféldi Robert jeldlt a Harom-dimenziés in vitro multicellularis

szferoidok fejlesztése és alkalmazésa tumorellenes hatéanyagok vizsgélatara
ciml doktori értekezéshez kapcsolodé Real architecture For 3D Tissue (RAFT™)
culture system improves viability and maintains insulin and glucagon production of
mouse pancreatic islet cells, Cytotechnology. 2017 Apr;69(2):359-369 publikacié
elsd, valamint felelés szerz6je eziton nyilatkozunk arrél, hogy az ehhez a
publikaciéhoz kapcsolodd eredmények elérésében a jelslt szerepe meghatarozé
fontossagu volt, ezért ezeket az eredményeket eddig nem hasznaltuk fel tudomanyos
fokozat megszerzésekor, s ezt a jévében sem tessziik.

R AR A
Dr. Szebeni Gabor

[4

Dr. Puskas Laszlo
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NYILATKOZAT

Alulirottak, mint Alfoldi Robert jeldlt a Harom-dimenziés in vitro multicellularis
szferoidok fejlesztése és alkalmazésa tumorellenes hatéanyagok vizsgélatira
cimi doktori értekezéshez kapcsoléd6 The potential of three-dimensional tumor
models and cell culturing in cancer research and diagnostics., Magy Onkol. 2015
Dec;59(4):303-9. publikacio felelds szerz6je eziton nyilatkozom arrél, hogy az ehhez
a publikaciohoz kapcsolédé eredmények elérésében a jelolt szerepe meghatarozé
fontossagui volt, ezért ezeket az eredményeket eddig nem hasznaltuk fel tudomanyos

fokozat megszerzésekor, s ezt a jovében sem tessziik.

Dr. Puskas Laszlé M
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