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1. Bevezetés

A daganatsejtek extrém alkalmazkod6 képessége a
normdl sejtek szdmara mar nem toleradlhatdé kornyezeti
feltételekhez, amely lehetévé teszi, hogy a daganatszovet
a valtozd kornyezeti feltételek és terapias kezelések
mellett is taléljen, jol ismert. Ennek egyik
kovetkezménye az adott kezelésekkel szembeni
érzékenység megvaltozasa, elvesztése, a
terapiarezisztencia kialakulasa is. A hattérben tobb, a
daganat kialakuldsa és kezelése kozben megjelend
szabalyozasi, genetikai valtozas all, amelyek kozé
tartoznak a sejtszintll anyagcsere (metabolikus)-
valtozasok is.

A daganat progresszios valtozasairol sok adatot a
szoveti Osszehasonlitd vizsgalatokbol, illetve in vitro és
in vivo kisérleti modellekb6l  kaphatunk. A
modellrendszerek és az alkalmazott vizsgalatok korlatai
mellett a szoveti heterogenitas altalaban nem értékelhetd,
a szOveti szerkezet hianya vagy a nem human
mikrokornyezet korlatozza az eredmények értékelését. A
szovett mikrokornyezet, €s a haromdimenzios (3D)
struktira  jelentdsen = megvaltoztatia ~a  sejtek
proliferacidjat, talélését, befolyasolhatja a sejtek
anyagcseréjét. A daganatellenes hatdanyagok fejlesztése
¢és tesztelése ennek ellenére még mindig jellemzden
hagyomanyos kétdimenzios (2D) in vitro
sejttenyészetekben  zajlik.  Ezekben a  sejtek
kezelOszerekre adott valaszai torzulhatnak (rezisztencia-,
szenzitivitaskiilonbségek), amely jelentdsen modosithatja
a gyogyszerhatdanyag-tesztek eredményeit.

A  malignus sejtekben felhalmozodd genetikai,
génszabalyozasi, jelatviteli zavarok, a genetikai
instabilitas, kiilonb6z6 kornyezeti hatdsok vezetnek a
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tuléléséhez, a szervezet immunvédekezo
mechanizmusainak elégtelenségéhez, a
metasztazisképzéshez.  Ezekben a  bioenergetikai,
metabolikus egyensuly elvesztésének, és a plaszticitasnak
szerepe megkérddjelezhetetlen.

A daganatsejtek bioenergetikai folyamatainak, azok
valtozasainak ¢és ennek akar az egész szervezet
alapanyagcseréjét befolyasold hatdsainak vizsgalata a
daganatkutatas egyik fontos teriilete napjainkban. A
tumorsejtek talélésiik, proliferaciojuk és a folyamatosan
valtozé mikrokdrnyezeti alkalmazkodédsuk érdekében az
egész szovet, a kornyez6 sejtek anyagcsere-folyamatait is
atprogramozzdk. A  daganatterapids fejlesztésekben
megnott az igény arra, hogy a daganatok komplex
metabolikus atrendezddését és folyamatait feltarjuk.

Az alkalmazkodas jellemz6jeként a daganatszdvetben
sokféle metabolikus fenotipusu tumorsejtet figyelhetiink
meg, ez a daganatszovet metabolikus plaszticitasanak
hattere. A daganatok egyedi jellegzetességei, a szovetet
alkotd6 daganatos ¢€s nem daganatos sejtek (pl.:
gyulladésos elemek, erek, fibroblasztok) ardnya, az
extracellularis matrix alkotok valtozatossaga, az Oz és a
szoveti heterogenitast teremtenek. Az elmult évek
eredményei igazoltdk a genetikai heterogenitast, az
immunmikrokdrnyezet eltéréseit, a szovetek metabolikus
heterogenitdsat is. A modern terapidk mellett, ez a
sokféle heterogenitds jelenti a legnagyobb kihivast,
amelyben  fontos a  daganatsejtek  anyagcsere
valtozadsainak és  metabolikus  alkalmazkodéasanak
megismerése.

Az évtizedek ota alkalmazott metabolikus célponta
kemoterapias készitmények daganatellenes hatasainak és
a daganatsejtek jellegzetes metabolikus valtozasainak
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megismerése a tumorigenezisben, tumorprogresszidban,
illetve az ujabban megismert anyagcsere-folyamatok
célzésa eldsegitheti a tovabbi terapias fejlesztéseket.

A mechanistic/mammalian target of rapamycin
(mTOR) a jelatviteli halézatban megjelend a
kornyezetbdl érkezO sokféle tényezé hatasait és a sejt
aktualis allapotat jellemzd szignalokat integralja, és
ennek megfeleléen szabalyozza a sejt novekedését,
anyagcser¢jét (felépitd és lebonto folyamatok, autofagia),
valamint tulélését. Az utvonal hibas miikodése kiilonbozd
szabalyozasi zavarokhoz, betegségek kialakulasahoz
vezet. A daganatproliferacioval jar6 folyamatokban
emelkedett mTOR-aktivitas figyelheté meg. mTOR-gatld
kezeléskor sok mas célzott kezeléshez hasonldoan
jellemzden inkdbb citosztatikus, mint citotoxikus hatasok
jelennek meg, a talélé sejtekben aktivalodd autofagias
mechanizmusok tdmogatjdk a sejtek talélését, igy
hozzéjarulhatnak a rezisztencia megjelenéséhez is. A
rapalogok (rapamycin szdrmazékai) mellett, mas
antimetabolikus kezeléseknek is vannak, lehetnek
tumorndvekedést gatlo hatasai (pl.: metformin daganat
incidenciat és egyes tumorok novekedését gatlo hatasai).

A korabban elterjedt ,,egy betegség egy hatoanyag
elméletet”  felvalthatta a  gyogyszerhatdanyagok
Ujrahasznositasa, Ujra pozicionalasa, amely daganatos
betegségek kezelésében is megjelenhet. Illyen esetben
csokkenthetd a farmakologiai tesztekhez sziikséges 1d6 és
koltség is.

Elébbiek koltségeit emeli a preklinikai és klinikai
vizsgalatok alacsony sikeressége, amelynek hatterében
szerep jut annak is, hogy a daganatszovet heterogenitasat,
a sejtek egyedi metabolikus kiilonbségeit az in vitro
vizsgélatokban nehéz vagy nem lehet modellezni.



Szamos cellularis folyamatban kulcsszerepet toltenek
be a mitokondriumok valtozasai, Osszefiiggésben
anyagcsere-folyamatokkal, a jelatviteli valtozasokkal,
indukalt sejthalal-mechanizmusokkal. A sejtekben az 1j
mitokondriumok képzddése €s a karosodott szerkezetii
vagy funkcidju, illetve a feleslegessé valtak szelektiv
autofagias lebontdsa kozott (mitofagia) egyensuly van. A
mitofagia  tdmogatni és  gatolni is képes a
daganatprogressziot. Ezzel Osszefiiggésben a
mitokondrium, a mitokondriumok mindségellenérzd
folyamatainak gatlasa is potencidlis daganatterapids
célpont lehet.

A tetraciklin analog doxiciklin antibiotikum igéretes
mitokondrialis  biogenezis gatlo lehet daganatok
kezelésében. Az antibiotikumok toleralhato
mellékhatasprofillal rendelkeznek (bar a mikrobiomra
gyakorolt hatdsai és ennek szerepe a daganatos
progresszioban kiilon vizsgélatokat igényel),
repoziciondlt hasznalatukkal a daganatdssejtek is
tamadhatok lehetnek.

A GLOBOCAN elemzése vilagviszonylatban az
Osszes diagnosztizalt 1) esetet figyelembe véve az
emlddaganatok 4llnak az els6 helyen. A magas
prevalencia egyik oka a betegség kialakuldsat tdmogato
kockéazati faktorok felhalmozodasa (pl.: genetikai,
kornyezeti, életmodi tényezok). Az 1j esetek szamanak
novekedéséhez hozzajarulhatnak az elterjedd prevencios,
szir6-¢és  regisztracios  programok is. A  Korai
felismerésnek és a terapiak fejlddésének koszonhetéen a
mortalitdsi rata mar csokkenést mutat, de még igy is
jelentds ebben a daganattipusban. Az emlddaganatokat
genetikai és molekularis sajatossagaik alapjan tobb eltérd
eléfordulasi gyakorisdgu, klinikai lefolyast, terdpias
érzékenységli, progresszioju szubtipusba sorolhatjuk.
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Ezek a szubtipusok metabolikus eltérésekkel is
jellemezhetok.

Evtizedeken 4t a 2D adherens/monolayer tenyészetek
uraltadk a betegségmodellezést, citoxicitasi vizsgalatokat
és a gyogyszerfejlesztések els6 Iépéseit. A  sejtek
természetes, nativ kornyezetének megfeleld, minél
pontosabb, de kontroll alatt tarthaté lemasolasa jelenti az
els6 alapveté 1épést ahhoz, hogy a kisérleti
rendszerekben hasznalt modellek fizioldgids szempontbol
minél pontosabbak legyenek. Az elmult évtizedekben
fejlédésnek indult 3D sejttenyésztés esetében, a 3D
szferoid-, organoid tenyészetekben az eredmények
azonban alig reprodukalhatok, és nem jelenitik meg a
gyogyszer penetrancia kiilonbségeket sem. EISbbi
modellekben a 3D, de nem szoveti struktira még mindig
tavol all az in vivo kornyezet modellezését6l. Az in vivo
allatmodellekben tapasztalt megfigyelések értelmezése és
interpretalasa a human szervezetre vonatkozoan is
kihivasokat jelent. Az Gj 3D modellrendszerek azonban
alkalmasabbak a mechanikai és biokémiai jellegzetesség
megjelenitésére, pl.: a sejt-sejt, sejt-extracellularis matrix
kapcsolatok, a szoveti merevség és egyes faktorok
gradiens szerinti eloszldsa a daganatszovetben. A
legkorszerlibb megoldasok, koztik a 3D bionyomtatott
modellek és tumormodellek folyamatos technoldgiai
fejlesztései egyre ujabb lehetségeket teremtenek. A 3D
¢losejtes bionyomtatasi technika olyan innovativ
megoldas, ahol tobbféle normal és tumoros sejttipus is
megjelenhet, igy igen hatékony eszkdze lehet a
kiilonbozé betegségmodellek vagy akar személyre
szabott terapiak tesztelésének. Mindehhez azonban a 3D
bionyomtatas protokollok standardizalasa
nélkiilozhetetlen.



2. Célkitiizés

Munkdmban rapamycin, doxiciklin és doxorubicin
kezelések hatasait (pl.: proliferacidgatlassal
parhuzamosan megjelend sejthalalfolyamatok)
vizsgaltam kiilonb6z6 in vitro (hagyomanyos 2D, 3D
szferoid, valamint 3D bionyomtatott szovetszeri
struktarak) és xenograft modellrendszerekben. Elébbiek
mellett a metabolikus valtozasokat, a kezelésekkel
szembeni érzékenység kiilonbségeket és a modellek
metabolikus  valtozasokat reprezentaldo szerepét is
tanulmanyoztam.

A vizsgalatok céljai a kdvetkezdk voltak:

1. Daganatsejtek, els6sorban humén emldcarcinoma
sejtek  rapamycin, doxiciklin és  kombindlt
kezelésekkel szembeni érzékenységének vizsgalata in
vitro és in vivo.

2. Az eclébbiekkel 0sszefliggd tumorndvekedés gatlas
metabolikus  hatterének ~ (mTOR-aktivitds  és
metabolikus valtozasok) ¢és a lehetséges sejthaldl-
mechanizmusoknak vizsgalata.

3. ZR75.1 huméan emldcarcinoma sejtek hagyomanyos
2D, 3D sejttenyésztési (ultra-low attachment plate és
fliggdesepp szferoidok) és in Vivo
modellrendszereinek ~ GOsszehasonlitdé — vizsgalata,
kiegészitve 3D bionyomtatott in vitro modellel:

e metabolikus, morfologiai jellegzetességek és
egyes kezelések (rapamycin, doxiciklin és
doxorubicin mono- és kombinacios kezelések)
hatasainak 6sszehasonlitésa.



3. Modszerek

Sejttenyésztés és in vitro és in vivo kezelések
In vitro kisérleteinkben kiilonb6z6 szoveti eredetli human
tumorsejtvonalakat  hasznaltunk (colon carcinoma,
fibrosarcoma, glioma/glioblastoma, tido
adenocarcinoma, melanoma, prosztata carcinoma),
koztiik tiz human emlécarcinoma sejtvonalat hasznaltam
(luminal A: MCF7 ¢és T47D; luminal B: BT474 ¢és
ZR75.1; HER2+: SKBR3 ¢és MDA-MB-453; tripla
negativ emldcarcinoma szubtipus: BT549, HSS578T,
MDA-MB-231 és MDA-MB-468). Szferoid
sejttenyészetet ultra-low attachment tipust plate, illetve
fliggbesepp technika alkalmazasaval alakitottunk Ki.
Tumorszovetet reprezentald (tissue mimetic structure —
TMS) 3D  struktarak  létrehozasdhoz  extruzids,
,,szalhtzéson” alapuld 3D bionyomtatot hasznaltunk. O-
96 oras rapamycin, doxiciklin, doxorubicin, klorokin,
necrostatin-1 és Ac-DEVD-CHO kezeléseket
alkalmaztunk. Hosszatavih hatasokat is vizsgaltunk
(folyamatos és megvonasos kezelések in vitro és in vivo).
A proliferaciés, metabolikus aktivitast befolyasolo
hatasokat Alamar blue és szulforodamin B (SRB) tesztek,
sejtszam meghatarozasok segitették in vitro.
Xenograft modellek 1étrehozasdhoz ZR75.1 human
emldcarcinoma sejtet injektaltunk ndstény SCID egerek
eml6tajékara. In vivo Rapamune; doxiciklin; Rapamune +
doxiciklin kombinacié és doxorubicin kezelések hatasait
teszteltiik.
Fehérje-expresszio vizsgdalata hagyomdnyos Western
blot, Wes™ Simple médszerrel, immunfestésekkel
Az alap fehérje-expresszios szintek, illetve a kezelések
hatdsara  bekdvetkezd fehérjeszinti ~ valtozasok
kimutatasaira hagyomanyos Western blot technikat
és/vagy kapillaris-alapn Wes™  Simple modszert
8



hasznaltunk. A kovetkezd fehérjék vizsgalatat végeztik
el: sejthalal-mechanizmushoz kapcsoltan — LC3B, a p62
¢és a RIP1; egyes mTOR/AKT (p-4EBP, p-S6, p-Ser4d73-
AKT ¢és p-mTOR) és metabolikus utvonalban érintett
fehérjék (CPT1A, COX4, FASN, LDHB és PKM2). A
normalizacidohoz anti-f-aktin ellenanyagot hasznaltunk.
Kiilonboz6 molekularis szubtipussal (luminal A, luminal
B, HER2+ ¢és tripla negativ) diagnosztizalt
eml6daganatos betegek szoOvettani mintaiban, illetve
xenograftokbol szarmazo tumorszovetmintakon
immunhisztokémiai (IHC) vizsgalatokat is végeztiink. A
kovetkezd fehérjék expresszioit vizsgaltuk: ACC,
ACSS2, ASCT2, ATPb, CPT1A, FASN, GLUT1, GLS,
hasitott kaszpaz-3, HK2, LC3B, LDHA, PFKP, p-ACC,
p-S6, p-mTOR, Rictor és TOM20. A Humén Protein
Atlas adatbazisban fellelheté emlddaganatos betegmintak
szOvetmintanak elemzését is elvégeztiik, értékeltik a
festések  szoveti heterogenitasat. A Shannon-féle
diverzitasi indexet haszndltuk a tumorszdveti mintak
intratumoralis heterogenitasanak értékeléséhez. Egyes
vizsgalatainkhoz fluoreszcens immunfestéseket, majd
konfokalis és fluoreszcens mikroszkopos felvételeket is
készitettiink.

Sejthaldal mechanizmusok vizsgalata

A nekrozis, illetve apoptézis %-os aranyanak
meghatarozasahoz, aramlasi citométert hasznaltunk. A
nekrotizalo sejtek detektalasat propidium-jodid (PI)
festéssel végeztik. Az apoptézis ¢€és a sejtciklus
meghatarozasahoz a sejteket fixaltuk, majd alkalikus
extrakcid és RNaz kezelés utan végeztiink Pl-festést
koveto értékelést (FACSCalibur és Kaluza szoftver).

Az indukalt apoptozis kimutatdsahoz az EnzChek
Caspase-3 Assay Kit #1 kaszpaz-3 aktivitas vizsgalatot is



elvégeztik és Ac-DEVD-CHO kaszpaz inhibitort is
hasznaltunk.

Az autofagia és a mitokondriumokat érinté valtozasok
vizsgélatakor az LC3 és a p62 mennyiségi valtozasainak
kovetése mellett LC3 ¢é TOM20 fluoreszcens
immunfestéseket ¢s MitoTracker Red CMXRos festéket
is  hasznéltunk, majd konfokalis mikroszk6pos
felvételeket készitettiink. Az autofagia és a sejtek
morfologiai vizsgalatat transzmisszios
elektronmikroszkoppal is  kiegészitettik  ZR75.1
xenograft kisérleteinkben.

3D bionyomtatott szovetszerii strukturdk vizsgdlata

Az  alginatalapu  biotintdink  segitségével 3D
bionyomtatott ZR75.1 szovetszer( struktarakat 3, 7, 10
nap vagy egyes esetekben hosszabb 1d0d és kezelések utan
is vizsgaltuk egyrészt formalin-fixalt paraffinba agyazott
szovetek kiilonbo6zo festései, masrészt modositott Alamar
Blue ¢és SRB tesztek, illetve konfokalis mikroszkop,
valamint az in vivo tumorogenitas szempontjabol
xenotranszplantacio segitségével.

Statisztikai analizis

Statisztikai szdmitasokhoz Student-féle t-tesztet, egy-,
valamint kétszempontos variancia analizist (one-/two-
way ANOVA) alkalmaztunk a szignifikancia értékek
meghatdrozasahoz, melyhez Tukey-féle poszt hoc probat
is hasznaltunk (GraphPad Prism szoftver). p < 0,05
értékeket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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4. Eredmények

Rapamycin + doxiciklin sejtproliferdaciot gatlo és
mitofagiat indukadlo hatdsai in vitro és in vivo

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a rapamycin +
doxiciklin kombinacié a legkiilonb6z6bb szolid tumor
sejtvonalakban tumorndvekedés gatlo hatasu.
Jellemeztiik a kezelés hatasat in vitro és in vivo sejtvonal
modelljeinkben. ~ Eredményeink  kiemelik,  hogy
kiilonb6zé metabolikus Utvonalak egylittes gatlasa
szignifikdnsan csokkentheti a tumorndvekedést in vitro
és in vivo is. Szignifikans proliferacio csokkenést
mutattunk ki a vizsgalt szolid daganateredetli sejtvonalak
kétharmadaban.

Munkamban elséként végeztiink részletes elemzést a
rapamycin  + doxiciklin kombinédcié antitumoralis
hatasaval ~ kapcsolatban =~ human  eml6carcinoma
modellekben. Az antitumoralis hatds csokkend mTOR-
aktivitassal és proliferacid gatlassal jellemezhetd. Bar a
doxiciklin dnmagéban nem befolyésolta jelentdsen az
MTOR-aktivitast, a doxiciklin kombindci6 gyakorlatilag
eliminalta az MTORC1- és mTORC2-aktivitasat (a p-S6
és a p-AKT nem volt detektilhat6 Wes™ Simple
technikédval). Ezzel 0Osszefiiggésben megnovekedett az
autofag vakuolumok mennyisége a sejtekben a doxiciklin
mono- vagy kombinécios kezelést kovetden. 72 és 96
oras in vitro kezelések soran nem tudtunk kimutatni sem
apoptozist, sem nekrozist vagy nekroptdzist. A hatasok
hosszabb tava kovetkezményeként sejthalal
mechanizmusok aktivalodhatnak, elsdsorban a
kombinacios kezelésekben, ahol a folyamatos hosszutava
kezelés a sejtkultra kipusztulasdhoz vezetett.

Az autofagiafiiggd sejthaldl jellegzetességei koziil a
rapamycin + doxiciklin kezelés utan in vitro és in vivo is
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megfigyeltiik: 1) az autofag vakudlumok felhalmozodasat
a pusztul6 sejtekben apoptozis vagy nekrozis jelei nélkiil;
2) az LC3-II és a p62 vagy mas autofagia fluxot igazold
fehérjeszintjeinek ~ dinamikus  valtozasat; 3) a
patofizioldgids éhezés stimulusra adott valaszt (mTOR-
gatlas  kovetkezményeinek igazoldsa); illetve 4) az
autofagiafiiggd sejthalal-mechanizmusokhoz  koéthetd
morfologiai valtozasok koziil a mitokondrium a
amely a mitofagia (mitokondrialis degradacio) jele.
Vizsgalatainkban az alkalmazott antibiotikum kezelés
metabolikus katasztrofat eredményezett azokban a
sejtekben, amelyek igy nem tudtak OXPHOS-ra valtani,
mitokondrium biogenezis).

A rovidtava kezeléseink és az in vivo alkalmazott
kezel6szer megvondsos eredményeink azt mutattak, hogy
elsdsorban a folyamatos, hosszabb kezeléseknek lehet
csak érdemi in vivo tumorndvekedés gatlo, tumorpusztitd
szerepe antimetabolikus kezelések esetében.
Eredményeink alapjan a rapamycin + doxiciklin kezelés
autofagiat és autofagiafiiggd mitokondrium
szekvesztraciot indukal, igy végsé autolizoszomalis
mitokondrium degradaciot, vagyis a mitofagiat okoz.

Hagyomdnyos in vitro 2D és 3D tenyészetek, 3D
bionyomtatott szovetszerii strukturak és in  vivo
xenograft modellek osszehasonlito vizsgalata

Munkam masik részében egy human emlécarcinoma
szenzitivitasat, korabban leirt rapamycin szenzitizald
hatésait vizsgaltuk in vitro hagyomanyos 2D, tobbféle 3D
sejttenyészetekben, 3D bionyomtatdssal 1étrehozott
szovetszeri struktarakban, illetve in vivo koriilmények

12



kozott  (xenograft kisérletek). Elobbi  modellekben
els6ként végeztiink 0Osszehasonlitd vizsgdlatokat —
vizsgaltuk a sejtek, vagy szovetek morfoldgiajat,
kiilonb6z6  hatébanyagok mono- ¢és  kombinécios
kezeléseinek hatasat, tovabba a fehérje-expresszid
kiilonbségeket, illetve immunfestések segitségével a
metabolikus enzim expresszids mintazatok szdveti
heterogenitdsat.  Eredményeink  alapjan, a 3D
bionyomtatott TMS modell all legkdzelebb az in vivo
egér modellekben novekvd tumorokhoz és igy a human
szovetekhez. Az altalunk bevezetett 3D bionyomtatas
protokollja és a 1étrehozott TMS-ek megfeleld alternativ
megoldast adhatnak a hagyomanyos 2D ¢és 3D tenyésztési
eljarasok  mellett, lehetdséget teremtve bizonyos
allatkisérletek  helyettesitésére, az  allatkisérletek
szamanak csokkentésére. Bedllitottunk tobbféle modszert
a sejtek biologiai aktivitdsdnak monitorozdsédhoz,
morfoldgiai jellemzésekhez, az €l6/pusztult sejtarany, a
sejttartalom, illetve a sejtszintli metabolikus aktivitas
meghatarozasdhoz. A TMS-ek tumorigén képességének
igazolasahoz a 3D bionyomtatott modelleket SCID
egerekbe implantaltuk, majd folyamatosan regisztraltuk a
tumor in vivo novekedését. A kisérleti modelliink
alkalmasnak bizonyult gyogyszerhatbanyag-tesztekhez,
molekularis és patomorfoldgiai céll vizsgalatokhoz.

Kisérleti koriilményeink mellett a ZR75.1 sejtvonal
3D bionyomtatott modellrendszeriinkben igazolni tudtuk,
a sejt-sejt kapcsolatok kialakulasat, az erre a
daganattipusra jellemz6 lumenformalast is.

A vizsgéalatunk 1jszerisége, hogy ugyanazon
sejtvonal felhasznéldsaval, a ZR75.1 modellekben
hasonlitottuk 0ssze a 2D tenyészetek, a 3D szferoidok, a
3D bionyomtatott TMS-ek in vitro és ezzel egyidejileg
az in vivo xenograftok tumorsejt populaciot is szamos
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tekintetben, beleértve a hatdanyagokkal szembeni
érzékenységet ¢és bizonyos metabolikus  fehérjék
expresszioit és in situ eloszlasat (expresszids mintazatat).
Osszehasonlité elemzéseink alapjan, a 3D bionyomtatott
TMS modell mutatta a legnagyobb foka hasonldsagot az
in vivo koriilményekhez. A doxorubicin mellett, az
MTOR-gatld6 rapamycin, valamint a mitokondrialis
biogenezis gatldé antibiotikum, a doxiciklin és
kombindacioik hatésait is teszteltiik a korabbi rapamycin +
doxiciklin hatdsmechanizmus vizsgalatainkat ezzel
kiegészitve. Az in vivo monoterapias kezelésekben
kimutatott rezisztenciat 3D bionyomtatott TMS-ekben is
tapasztaltuk, de a 2D ¢és 3D szferoid tenyészetek joval
érzékenyebbeknek  bizonyultak  kisérleteinkben  a
monoterapias kezelésekkel szemben.

Kvantitativ Osszehasonlitd fehérje-expressszios
vizsgalatunk sordn a 2D és a 3D szferoid tenyészetek
nagyobb mértékli metabolikus hasonlosagat igazoltak a
Wes™ Simple eredmények és ez jelentdsen eltért a
xenograft modellekben tapasztaltakhoz képest. A
xenograft ¢és 3D bionyomtatott TMS-ek szoveti
metabolikus enzim expresszios mintazatanak
Osszehasonlitdsdval, a vizsgélt metabolikus fehérjék
tobbségében a xenograftokhoz, illetve a human
tumorokhoz hasonlé in situ ,,szoveti” metabolikus
heterogenitast is sikeriilt igazolnunk.
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5. Kovetkeztetések

l. A rapamycin + doxiciklin kombinéacios kezelés
szignifikansan gatolja a vizsgalt huméan
daganatsejtvonalak kétharmadanak in vitro novekedését.

. A rovidtava rapamycin + doxiciklin kezelés
hatdsa ugyan visszafordithato, a folyamatos hosszatava
kezelések azonban rendkiviill hatasosak  human
emlGcarcinoma in vitro és in vivo modellekben.

Ill. A rapamycin + doxiciklin kezelés nekrozis,
apoptdzis és nekroptodzis fliggetlen autofagia fliggd
sejthalalformat, mitofagidt indukalt a ZR75.1 human
emlGcarcinoma sejtekben.

IV. A 3D bionyomtatassal szdvetszerli in vitro
modellt alakitottunk ki ZR75.1 sejtekkel, amely alkalmas
daganatmodell kisérletekre.

V. A ZR75.1 human emldcarcinoma
sejtvonalmodellek (hagyomanyos 2D, kétféle 3D szferoid
modellek, 3D bionyomtatott tenyészetek ¢és in vivo
xenograftok), jellegzetességeit Osszehasonlitva a 3D
bionyomtatott in vitro modellek jellegzetességei allnak a
legk6zelebb az in vivo ZR75.1 human emlécarcinoma
xenograftmodellhez.

VI. A rapamycin kombinacids kezelések jelentds
mértékben fokoztdk a tumorndvekedést gatldo hatisokat,
segitették a rezisztenciamechanizmusok felfliggesztését
valamennyi vizsgalt ZR75.1 emldcarcinoma
modellrendszerben.
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