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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
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Skolitel: RNDr. Miloslav Machagek, PhD.
Nazev diplomové prace: Vyvoj 3D sférickych bunécnych modelti odvozenych od

bunéénych linii lidského adenokarcinomu prsu MCF-7 a mysSiho karcinomu tlustého

stteva CT26

Fotodynamickd terapie (PDT) se v poslednich desetiletich stala pfedmétem
intenzivniho vyzkumu v kontextu experimentalnich modell nadorti, zejména pro 1écbu
solidnich tumord. Studie se hlavné¢ zaméiuji na vyzkum novych fotosenzitizérui (PS),
které by mély poskytnout lepsi ti¢innost, vyssi specifitu pro nador a nizsi toxicitu pro
nemaligni tkan. PDT je zaloZeno na interakci PS, pfitomnosti molekuldrniho kysliku
a svétla, vedouciho ke vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS) vyvolavajici poSkozeni
nadorové tkan€. 3D nadorové modely by mély poskytovat lepSi nastroj pro studium
mikrosprostiedi nadoru, protinddorovych 1é¢iv nebo terapeutickych piistupti. Proti
2D bunéénym kulturam vice napodobuji in vivo mezibunécné interakce a interakce bunék

s extracelularni matrix.

V naSi praci jsme studovali cytotoxicitu originalnich ftalocyaninovych PS
s oznatenim P40, P44 a ZIP300 a klinicky vyuZivanou latkou PhotoSens® na
3D sféroidnich bunéénych kulturach odvozenych od bunéénych linii CT-26 a MCF-7
vytvoiené za pouziti desticek s nizkou adhezivitou (ULA). Studovali jsme také invazivni
chovani sféroidi po PDT se studovanymi latkami. Konfokalni mikroskopii byla

studovana distribuce PSs ve sféroidech.



Zivotaschopnost bun&k byla vyhodnocena dvéma metodami zaloZzenymi
na riznych principech — redukci resazurinu a stanoveni aktivity ATP. Nejvyssi
fototoxicitu u obou bunécnych linii vykazovala amfifilni kationicka latka P40. Invazivni
potencial byl prokazan u sféroidii odvozenych z bunécné linie CT-26. Tyto sféroidy
vystavené vSem PSs vykazovaly po ozafeni snizenou schopnost invazivity. Konfokalni
mikroskopie prokazala odliSnou distribuci PSs — zatimco P44 byla lokalizovana
piedevsim u povrchu sféroidu, ZIP300 byl lokalizovan piedevsim v nekrotickém jadre.

PhotoSens® a P40 byly lokalizovany v celém objemu sféroidu.
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In recent decades, photodynamic therapy (PDT) has become a topic of intensive
research in the context of experimental models of tumors, especially for the treatment
of solid tumors. The study mainly focuses on research of novel photosensitizers (PS),
which should provide better efficacy, higher tumor specificity and lower toxicity to non-
malignant tissue. PDT is based on the interaction of PS, the presence of molecular oxygen,
and light, leading to the formation of reactive oxygen species causing damage of tumor
tissue. 3D tumor spheroids should provide a better tool for the study of tumor
microenvironment, anticancer drugs, or therapeutic approaches. In contrast to 2D cell

cultures, they are mimicking in vivo-like cell-cell and cell-matrix interactions.

In our work, we studied the cytotoxicity of original phthalocyanine
PSs designated P40, P44, ZIP300 and the clinically used compound PhotoSens®
on 3D cell cultures derived from CT-26 and MCF-7 cell lines generated using an ultra-
low adhesion plates. We have also studied the invasive behaviour of spheroids after
PDT with the studied compounds. The distribution of PSs in spheroids was evaluated by

confocal microscopy.



Cell viability was assessed by two methods based on different principles:
reduction of resazurin and determination of ATP activity. The amphiphilic cationic
compound P40 showed highest phototoxicity in both cell lines. Invasive potential has
been demostrated only in spheroids derived from the CT-26 cell line. These spheroids
exposed to all PSs showed reduced ability of invasivity after irradiation. Confocal
microscopy revealed a different distribution of PSs — while P44 was located mainly
at the surface of the spheroid, ZIP300 was located mainly in the necrotic core.

PhotoSens® and P40 were located throughout the whole spheroid volume.
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2 UVOD

U tématu ,,Vyvoj 3D sférickych bunécnych modelii odvozenych od bunéénych linii
lidského adenokarcinomu prsu MCF-7 a myS$iho karcinomu tlustého stfeva CT-26“ mé
nejvice zaujal vyvoj 3D sféroidi, a to z divodu, ze témata tykajici se nadorovych
onemocnéni jsou stale vice aktualnéjsi. Nadorova onemocnéni patii k tézko 1écCitelnym
onemocnénim, proto se mnoho studii zabyvd novymi protinadorovymi 1é¢ivy,

terapeutickymi pfistupy a rezistenci nadort k terapii.

Fotodynamické terapie (PDT) je l1éCebnd metoda kombinujici svételnou energii
s fotosenzitizérem (PS) urcend k zni¢eni nddorovych a prekancer6éznich bunck. PS se
stava toxickym az po aktivaci svétlem. Specifita PDT zavisi na nadorové selektivité PS,
pfesné aktivace svétla a intracelularnim kysliku. PS absorbuje fotony, generuje reaktivni
formy kysliku (ROS) v pritomnosti molekularniho kysliku a vyvolava apoptézu nebo
nekrozu. PS je minimalné toxicky pro okolni tkané a nenavozuje tak silné nezadouci
ucinky, jako tomu je u konzervativnich lécebnych postupl, naptiklad chemoterapie.
V dne$ni dobé je k dispozici n€kolik PS k 1é¢b& rlznych onemocnéni, nejen téch
malignich, véetné akné, lupénky, nékolika druhti nadort, jako jsou napt. karcinomy ktize,
plic, mo¢ového méchyte nebo nadory hlavy a krku. Vyznamné postaveni ma PDT také

u bakteridlnich, plistiovych a virovych infekei.

2D bunécné kultury jsou nejpouzivanéj$i model in vitro pro zkoumani nadoroveho
chovani nebo ufinnosti protinddorové terapie, zdroveil maji mnoha omezeni, jako je
nedostatek mezibunéénych interakei €i interakci s extraceluldrni matrix. 3D bunécné
sféroidy maji kin vivo naddorim o néco blize. Poskytuji lepsi poznatky pii studiu

bunécnych interakci zprosttedkovanych signalnimi cestami a rozdilnou genovou expresi.

V teoretické Casti jsou zpracovany informace o 3D bunéénych kulturach, zaméfené
také na porovnani s 2D kulturami. Obsdhlad cast je vénovana technikdm slouZicich

k tvorbé sféroidt. Dalsi ¢ast prace je vénovana principim PDT.

V praktické ¢asti jsme u dvou bunéénych linii, CT-26 a MCF-7, vytvafeli sféroidy,
pozorovali kinetiku jejich rlstu, stanovovali fototoxicitu vybranych PSs, sledovali
invazivni chovani sféroidi a zjiStovali distribuci PS pomoci konfokalni mikroskopie

v tkanovych fezech.



3 Teoreticka Cast

3.1 Fotodynamicka terapie (PDT)

Fotodynamicka terapie (PDT) je moderni, minimalné invazivni 1é¢ebny postup,
ktery miize vyvolavat selektivni cytotoxickou aktivitu vii¢i malignim bunkédm. PDT je
zaloZena na lokalni nebo systémové aplikaci fotosensitizéru (PS), ktery se intenzivné
hromadi v cilové tkdni. Molekuly PS pohlcuji svétlo pfislusné vinové délky a zahajuji
aktivacni procesy vedouci k selektivni destrukci nadorovych, ale i jinak patologickych
bunék. V piitomnosti molekularniho kysliku (*02) vede fada reakci k piimé smrti
nadorovych buné€k, poskozeni mikrovaskularity a indukci lokdlni zanétlivé reakce.
Minimalni toxicita vii¢i normalnim tkdnim, zanedbatelné systémové ucinky, vyznamné
prodlouzeni zivota, nedostatek vnitinich nebo ziskanych mechanismi rezistence, ¢ini
ztéto 1écby velmi cennou terapeutickou moznost. PDT se uspéSné pouziva
v dermatologii, onkologii, gynekologii a urologii. PDT je vyuZzivana pii lécbé
chronickych zanét a jde tak o zajimavou alternativu pii 1é¢bé rezistentnich bakterialnich

infekci (Agostinis et al., 2011; Kwiatkowski et al., 2018).

3.1.1 Historie PDT

Terapie svétlem je znama jiZ po tisice let. Ve starovékém Egypté, Indii nebo Cingé
bylo svétlo vyuzivano k 1é¢bé koznich onemocnéni, napt. lupénky. Ve starovékém Recku
byli lidé vystavovani slune¢nimu zareni neboli helioterapii, u které bylo zjiSténo, Ze ma

velmi dobré zdravotni G€inky (Ackroyd et al., 2001).

Niels Finsen dale rozvijel fototerapii na konci 19. stoleti v Dansku. Objevil, Ze
vystaveni se Cervenému svétlu slouZi nejen jako prevence, ale i1 1é€ba pfi vytvareni
puchyiki u pravych nestovic. Pouzival také ultrafialové svétlo k 16€b€ kozni tuberkulozy.
Za objev pouZiti svételné terapie dostal Finsen v roce 1903 Nobelovu cenu (Dolmans et

al., 2003).

Buné¢nou smrt zpiisobenou interakci svétla s chemickymi slou¢eninami popsal
vroce 1900 také némecky student mediciny Oscar Raab pod vedenim

prof. von Tappeinera. Pracoval s akridinem, ktery se ukéazal byt po ozafeni smrtelny pro
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nalevniky (Paramecium sp.). Ve stejném roce francouzsky neurolog J. Prime zjistil, ze se
u pacientd s epilepsii, ktefi uzivali oraln€ eosin, po expozici slune¢nim zafenim vytvoftila
dermatitida. Tohoto poznatku vyuzili H. von Tappeiner a A. Jesionek, ktetfi k 1écbé
koznich tumort vyuzili eosin a bilé svétlo, a tak popsali fotodynamickou akci, ktera

popisuje tento fenomén (Ackroyd et al., 2001; Dolmans et al., 2003).

V 60. letech 20. stoleti Richard Lipson inicioval moderni éru PDT. Ve svych
studiich vyuzival latku nazyvanou hematoporfyrinovy derivat (HpD), kterou vyvinul
Samuel Schwartz. Mohl byt podavan v mnohem menSich déavkach nez surovy
hematoporfyrin, coZz naznacovalo, Ze by mohl HpD slouzit jako slibny diagnosticky

nastroj (D. Kessel, 2004).

3.1.2 Mechanismus PDT

PDT je zaloZena na tfech netoxickych slozkach, které nejsou toxické a vyvolavaji
zadouci Uc¢inky v patologické tkdni vzajemnou interakcei mezi svétlem s danou vlnovou

délkou, PS a *0,. (Kwiatkowski et al., 2018)

PS lze podat lokalné nebo systémové. Zafenim se aktivuje PS a za ptitomnosti
30, se spusti fotochemicka reakce, kterd vede k tvorbé ROS. Dochazi k nenavratnému
poskozeni cév vyzivujicich nador, ktery tak ptfichazi o dilezité ziviny. Nasleduje smrt
nadorovych bun¢k apoptotickym, nekrotickym nebo autofagickym mechanismem, ktery

aktivuje lokalni zanét a rozviji imunitni odpovéd’ (Dobson et al., 2018).

Pokud PS absorbuje svétlo, dojde k pfesunu jednoho elektronu na vySsi
energetickou hladinu. Excitovany PS je nestabilni a nadbyte¢nou energii vyzaiuje ve
form¢ tepla nebo fluorescence. V nékterych ptipadech muze excitovany PS projit
mezisystémovym piechodem a dostat se do stabiln¢jsiho tripletového stavu (Agostinis et

al., 2011).

V tripletovém stavu muize PS pfenaSet elektron na sousedni biomolekuly nebo
pfimo na 30,, coz vede k tvorbé radikald, které reaguji s kyslikem za vzniku ROS.
Dochazi tak k produkci superoxid anion radikalu (-Oy"), hydroxylového radikdlu (-OH)
a peroxidu vodiku (H20>). Tyto produkty vznikaji v reakci typu 1. Alternativné, reakci

typu II miize byt energie excitovaného PS pienesena piimo na >0, a vytvoii se vysoce
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reaktivni neradikélovy singletovy kyslik ('0,). Oba typy mechanismu PDT znizortiuje

Obrazek 1 (Donohoe et al., 2019).
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Obrazek 1 Jablonského diagram. Kdyz PS absorbuje svétlo, pfejde z nizkoenergetického do
vysokoenergetického singletového stavu. Takto excitovany stav muze energii ztratit vydanim
fotonu (fluorescence) nebo vnitini konverzi. Proces znamy jako mezisystémovy piechod zahrnuje
prevraceni spinu vysokoenergetického elektronu, coz vede k dlouhotrvajici excitaci tripletového
stavu. V nepfitomnosti molekularniho kysliku (°0») se pfi reakci typu I tvoii superoxidové a
hydroxylové radikaly a pii reakci typu Il v pfitomnosti 30, se vytvaii singletovy kyslik ('0,).
Uvedené reaktivni formy kysliku mohou zplsobit poskozeni vétSiny typd biomolekul

(aminokyseliny, lipidy, nukleové kyseliny). Upraveno z (Abrahamse & Hamblin, 2016).

Produkce 'Oz a -O>” miize ve vysledku zpiisobovat cytotoxicitu obou vzniklych
produktli, které poté reaguji a poSkozuji biomolekuly, jako jsou lipidy, proteiny
anukleové kyseliny. ‘Oz vzniklé vreakci typu I maji relativné nizkou reaktivitu
a toxicitu. Problém nastava, kdyz se -O2 zapoji do reakce, kde vznika H>O», ktery se poté
ucastni Fentonovy reakce za tvorby velmi reaktivniho a nebezpecného -OH. Napft. reakce
‘HO s mastnymi kyselinami vede ke tvorbé radikali, ¢imz se spusti fetézova reakce
tzv. peroxidace lipidu a v disledku dochazi k poskozeni membrany. Piedpoklada se, ze
vétSina PS plsobi prostfednictvim reakci typu II, kde je hlavni efektorovou molekulou
10,, zplisobujici oxidaéni poskozeni bunék. Vysledkem je tedy reakce 'O»

s membranovymi lipidy (kde dochazi k naruseni bunécnych membran) nebo k reakci
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s aminokyselinami, ¢imz se narusi funkénost zivotné dilezitych proteinii (Bacellar et al.,

2015; Plaetzer et al., 2009; van Straten et al., 2017).

3.1.3 Drahy buné¢né smrti v PDT

Nerovnovaha mezi vznikem ROS a schopnosti buitky dosdhnout detoxikace nebo
opravit poSkozeni, mohou vést k oxidacnimu stresu, ktery nakonec spusti rtzné
mechanismy bunécéné smrti. Studium téchto mechanismu se stale rozSifuje a objevuji se
stale nové poznatky. Mezi nejznaméjsi formy bunééného zaniku patii nekrdza, apoptoza
a autofagie. Tyto tfi hlavni mechanismy bunééné smrti jsou u PDT nejvice studovany
ailustruje je Obrazek 2. Stejny PS miZe indukovat tfi rGzné typy bunééné smrti
v zé&vislosti na podminkéch 1écby. Pro vysoké PDT davky je typickd nekroza. Ocekava
se, ze sttedni davky PDT zplsobi regulovanou bunéfnou smrt (napf. apoptozu).
Autofagie byva nejcastéji spousténa u nizkych poskozeni a v zavislosti na rozsifeni
poskozeni mulze nésledn¢ aktivovat dal$i mechanismy regulované bunécéné smrti

(Donohoe et al., 2019; David Kessel & Oleinick, 2018).
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Apopticka buiika Autofagicka buiika Nekroticka buiika
(PS lokalizovan v (PS lokalizovan v (PS lokalizovan v
mitochondrii nebo v endoplasmatické retikulu) plazmatické membrane)
lyzosomu) o _ ‘
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Obrazek 2 Mechanismy bunééné smrti. Subceluldrni lokalizace fotosensitizéri v rtiznych
organelach (mitochondrie, lyzosomy, endoplazmatické retikulum, plazmatickd membrana) hraje
hlavni roli v typu bunécné smrti, ktery prevlada. Svou roli hraji také dalsi faktory, jako je naptiklad

koncentrace PS. Upraveno z (Abrahamse & Hamblin, 2016).
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3.1.3.1 Neregulovana bunééna smrt — nekréza

Nekroza je rychla a nekontrolovatelna forma bunécné smrti zptisobena akutnim,
rozséhlym, fyzikdlnim nebo chemickym poskozenim. Tento proces vede k poruse
iontovych pump v plazmatické membrané. Je doprovdzena zvysSenou propustnosti
membrany, coz ma za nasledek pfiliv vody a iontl, bunéény otok, poSkozeni cytoskeletu
a kondenzaci chromatinu. Nekroza je povazovana za pasivni proces a nevyzaduje tak
energii, syntézu bilkovin nebo regulaci signalizacnich drah. Pfi rozpadu lyzosomu se
uvoliiuje velké mnozstvi lyzosomélnich enzymu (pfedev§im proteas) do cytoplasmy.
Také je pozorovana zvysend hladina cytoplasmatického Ca?’, ktery je zasadni pro
aktivaci kalpainti a pro translokaci fosfolipasy A2 do bunééné membrany, aby mohlo dojit

k jejimu naruseni (Mroz et al., 2011).

Nekroza je také spojena s PSs, které maji tropismus k bunééné membrané a kdy
po fotoaktivaci zprostiedkovavaji ztratu integrity membrany a vyCerpavaji ATP. Pti
kratké dob¢ inkubace se PS hromadi v plazmatickych membranach, zatimco dels$i doba
inkubace umoziiuje akumulaci PS v intraceluldrnich organelach. To znamenda, Ze

preferencni cil pro nekrézu je plazmaticka membrana (Syntichaki & Tavernarakis, 2002).

3.1.3.2 Apoptoza

Apoptoza, tedy jedna zforem programované bunééné smrti, je sloZity
mechanismus slouZici k eliminaci nepotiebnych nebo poskozenych bunék. K zaniku
bunky dochazi aktivaci cysteinovych proteas (kaspas) a nasledné jadernych endonukleas.
Apoptdza se déli na dveé hlavni cesty — vnitini a vn&j$i cestu. Béhem apoptozy (na rozdil
od nekrozy) nedochazi k bobtnani, prasknuti a vyliti obsahu buiiky, které by zpusobilo
zanétlivou reakci (Fuchs & Steller, 2015).

MV vew

Vnitini cesta apoptozy je nejbéznéjsi bunécnou smrti u PDT. Jednd se o vysoce
regulovanou cestu fizenou proteiny z rodiny Bcl-2. V buiice se vyskytuji proapoptické
(Bax, Bak) a protiapoptické (Bcl-2, Bcl-X) faktory, které jsou jinak v rovnovaze. Pti
naruseni této rovnovahy ve prospéch proapoptickych faktorii nastava apoptdza. Vnitini
cesta apoptdzy muze byt disledkem piimého posSkozeni mitochondrii (nebo poskozeni

jinych bunéénych struktur) a dochdzi tak k aktivaci signaliza¢nich drah. Pfi poruSeni
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homeostazy v mitochondriich se aktivuji inhibi¢ni proteiny (Bim, Bid), dojde k aktivaci
proapoptickych faktorii a k tvorbé péri ve vnéj$i mitochondridlni membrané. Témito
poOry unika cytochrom ¢ do cytosolu, kde se vaze na APAF1 (apoptic protease activating
factor 1) a pro-kaspasu 9 za vzniku komplexu nazyvaného apoptosom, ktery mize spustit
aktivaci kaspasy 9, jez nasledné proteolyticky aktivuje kaspasy 3 a 7. Takto aktivované
efektorové kaspasy $tépi bunééné proteiny, které zpisobuji fragmentaci genomové DNA

(Warren et al., 2019).

3.1.3.3 Autofagie

Autofagie je dalsim typem bunééné smrti nebo adaptivnim mechanismem preziti
buiikky. Dochazi zde k vytvoreni charakteristického vacku s dvojitou membranou
(autofagosom), ktery pohlti poSkozeny material a odd€li ho od cytoplazmy. Nasledné
autofagosom splyne s lyzosomy a vznikne autolyzosom, kde je obsah degradovan
lyzosomalnimi hydrolasami. Tvorba autofagosomu je slozity a regulovany proces
zahrnujici velké mnozstvi proteinli a signalnich drah. Jestli bude autofagie mechanismem
pteziti nebo smrti zavisi na stupni indukovaného fotoposkozeni. Po spusténi autofagie
muze zanik buniky nastat pfimo autofagii nebo aktivaci jinych mechanismt bunééné smrti
(nejcastéji apoptozy). Ukazuje se, ze smrt bunék autofagii vyvolanou PDT se vyskytuje
pfedevSim u bunék, kde je nedostatecna funkce apoptézy (Donohoe et al., 2019; D.

Kessel, 2004).

3.1.4 Ochranné mechanismy nadorovych bunék proti PDT

V mnoha publikacich je uvddén ochranny mechanismus, ktery vyuZivaji nadorové
buniky, aby se vyhnuly cytotoxickému u¢inku PDT. Prvni mechanismus je spojen
s expresi enzymi, které jsou schopné detoxikovat ROS. Pfimy detoxikacni enzym pro
0, neexistuje, jiné enzymy zapojené do dalsich procesti ROS mohou ovlivnit cytotoxicky
efekt. Prikladem muze byt superoxiddismutasa (SOD), jeji nadmérnd exprese miize
snizovat U€inky PDT. Druhym obrannym mechanismem je zvySeni hladiny antioxidantl
v nadorovych bunkach. Jak ve vod¢ rozpustné antioxidanty (napt. glutation ¢i vitamin C),

tak 1 antioxidanty rozpustné v tucich (napf. vitamin E) jsou pfitomny v rGznych
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hladinach v mnoha typech nddorovych tkani. Diky tomuto faktu miize mit riizné nadorova
tkan jinou citlivost viici PDT. Tteti mechanismus zahrnuje proteiny, jejichz geny jsou
indukovany PDT. VétSinou se jedna o proteiny zasahujici do signalizacnich drah, které
reguluji apoptozu vyvolanou PDT, nebo se Ucastni oprav, které zpiisobil oxidacni stres

(Agostinis et al., 2011; Gotab et al., 2003).

3.1.5 Svételné zdroje v PDT

Svétlo je nepostradatelna soucast PDT. Oblast mezi 600 a 800 nm je vhodna pro
PDT. Do této oblasti patii jak cervené, tak blizké infraCervené zareni, pfi¢emz oba typy
pronikaji nejhloubégji do tkani. Optické okno tkané je od 600 od 1200 nm, ale pouze
u vlnovych délek do 800 nm dochézi k efektivni tvorbé '0», delsi vlnové délky totiz

nemaji dostate¢nou energii k zahajeni PDT. (Castano et al., 2004)

V PDT jsou jako zdroje zafeni vyuzivany vybojky nebo lasery, alternativou jsou
svétlo emitujici diody (LED). Ideélni svételny zdroj neexistuje. Vybér svételného zdroje
zavisi na vice faktorech. Je dilezité znat absorpcni spektrum PS a typ onemocnéni, kde
se musi brat ohled na lokalizaci, druh tkanég, velikost 1éze a pfistupnost. Pro PDT je také
velmi dilezité¢ predikovat prostorové rozlozeni svétla v cilové tkdni (Obrazek 3).
Pii vstupu svétla do tkdn€ dochézi bud’ k rozptylu, nebo absorpci svétla samotnou tkani.
Rozsah obou procesti zavisi na typu tkdn¢ a na vinové délce svétla. Je potieba si uvédomit,
ze tkané jsou nehomogenni. Pfi vicendsobném rozptylu v opaknim prostfedi dochazi ke
ztraté smérovosti, tedy krozptylu. Absorpce je zpusobena ptitomnosti tkanovych
chromoforl (napt. hemoglobin, myoglobin ¢i cytochromy). Je tedy velmi duleZzité zvolit
vhodnou kombinaci PS a svételného zdroje, kterd bude vhodna pro 1é€bu daného typu

onemocnéni nebo pro dany typ tkané (Agostinis et al., 2011; Castano et al., 2004).
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Obrazek 3 Sifeni svétla v tkanich. Upraveno z (Agostinis et al., 2011).

3.1.6 Fotosenzitizéry

PS je jeden ze tii klicovych slozek PDT. PSs jsou barviva schopna absorbovat
svétlo o specifické vlnové délce. VétSina PSs pouzivanych v klinické praxi je zalozena
na tetrapyrolovém jadie. PS by mél byt v idedlnim piipadé€ €ista sloucenina stabilni pfi
pokojové teploté. Silny absorpéni vrchol by mél byt v Cervené az infracervené oblasti
(600-800 nm), protoze, jak jiz bylo zminéno, absorpce svétla o vinové délce vyssi nez
800 nm neposkytuje dostatek energie k excitaci O, do singletového stavu. Je vhodné,
aby se absorpcni pasy neptekryvaly s absorpcnimi pésy latek obsazenych v organismu,
a také endogennimi chromofory (hemoglobin, bilirubin apod.). PS by nem¢l vykazovat
zadnou toxicitu bez ozafeni a mél by byt schopen relativné rychlého clearence
z normalnich tkani, ¢imZ se dosahuje minimalnich vedlejSich G€inki PDT. Interval mezi
podanim PS a ozéatenim byval diive dlouhy, coz bylo povazovano za zadouci. Dnes se ma
za to, ze odpoveéd nadorti na PDT muze byt podstatné lepsi, kdyz se tento interval zkrati.
PS je totiz stale ptitomny v cévach a dochazi tak k vyraznému posSkozeni cév zasobicich

nador (Abrahamse & Hamblin, 2016).

Hematoporfyrin byl objeven na zacatku 20. stoleti a pouZival se jako prvni PS. Ve

druhé poloviné 20. stoleti se ¢iSt€énim a chemickou modifikaci ziskal z hematoporfyrinu
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HpD, ktery vykazoval leps$i tkanovou selektivitu pro naddory a mensi fotosensitizac¢ni
ucinek na kazi. HpD se zacal objevovat pod obchodnim nazvem Photofrin®, ktery se
stal viitbec nejpouzivanéjSim PS. Pies Siroké vyuziti v PDT ma Photofrin® omezené
klinické pouziti, a to kviili jeho vlastnostem. Jedna se o smes o vice nez 60 molekulach,
ktera ma velmi nizkou chemickou ¢istotu. Kviili maximalni absorbanci v oblasti kolem
408 a 510 nm a relativné nizké absorbanci v oblasti kolem 630 nm (vhodné&jsi pro PDT)
jsou nutné delsi ozarovaci protokoly. Dalsi nevyhodnou vlastnosti je vysoka akumulace
v kiizi. Tyto nedostatky PSs tzv. prvni generace bylo potieba vyftesit a najit slouceniny
nové, které tyto nedostatky nemaji, a fadime je tak do druhé generace (Martinez De

Pinillos Bayona et al., 2017).

Od 80. let 20. stoleti se zacalo s vyzkumem novych potencidlnich PSs. Ze stovek
kandidatnich latek se jen malé mnozstvi ucastnilo klinickych studii, a jesté mensi pocet
se vyuziva v klinické praxi. Pro PSs druhé generace je charakteristicka vyssi chemicka
Sistota, vy$§i tvorba 'Oz a hlavni absorpéni pas v oblasti fototerapeutického okna tkang.
Tyto latky vykazuji méné vedlejSich U€inkd, a tim je i lepsi selektivita pro nddorovou
tkan a rychlejsi eliminace ze zdravych tkani. Nevyhodou téchto PSs byva Spatna
rozpustnost ve vodé¢, coz predstavuje omezujici vlastnost pro intravendzni podani.
Skupina PSs druhé generace zahrnuje syntetické porfyriny a prolé¢ivo
5-aminolevulinovou kyselinu a jeji derivaty, derivaty benzoporfyrinu, texafyriny,
derivaty thiopurinu, chloriny, bakteriochloriny a ftalocyaniny (Kwiatkowski et al.,

2018).

PDT ma velky potencidl, ale k rozSifeni v klinické praxi zatim v takové mife
nedochazi. Problém spociva v nemoZnosti podat nékteré PSs parenterdlné. Cilem vyvoje
treti generace PSs je zvysit biologickou dostupnost PS a vyvijet latky s vySsi afinitou
k nadorové tkani. Pro zvySeni selektivity dochazi napf. ke kombinaci PS s LDL
lipoproteinem (nadorové buniky potiebuji vice cholesterolu pro syntézu bunéénych stén)
nebo ke konjugaci PS s monoklondlni protilatkou proti specifickému antigenu nadorové

buiiky (Dobson et al., 2018).
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3.2 3D bunécné kultury

Bunééné kultury jsou velmi dualezité pro testovani 1€¢iv a pii zkoumdni bunééné
biologie a specidlnich bunénych mechanismi. NejpouzivanéjSimi modely jsou
2D bunécné kultury rostouci v monovrstvach, které ale nenapodobuji pfirozené bunécné
prostfedi. Buiiky jsou vétSinou zbaveny interakcemi mezi sebou a s extracelularni
matrix (ECM). Mnohem lep$im modelem in vitro jsou 3D bunécné kultury. Existuje
nekolik metod, jak vytvofit 3D bunécné kultury: napt. metoda visuté kapky, ULA
desticky, metody zalozené na nosic¢ich nebo mikrofluidni techniky, které se uplatiiuji
v testovani 1é¢iv nebo modelovani patologickych stavii. Vyuziti nachazeji také ve studiu
nadorovych onemocnéni, a to jak pro testovani novych protinddorovych 1é¢iv, tak pro
lepsi pochopeni mechanismi téchto onemocnéni. Vyhodou je i moznost vytvéaiet kultury
nadorovych bunék s jinymi buiikami, a tak 1épe napodobit pfirozené mikroprosttedi, které

se vice podoba podminkam in vivo (Biatkowska et al., 2020).

3.2.1 3D kultury: svét mezi in vitro a in vivo

Vytvéreni 3D bunéénych kultur znamenalo objev nového svéta, kde se buiky
postupné formuji do tésnych struktur ve svém prostiedi. Diky tomu mohou buiky
projevovat svou fyziologickou strukturu v prostoru. Jednim ztypt 3D kultur jsou
sféroidy. Pro jejich formovani jsou charakteristické tfi zasadni kroky. V prvni fazi
dochazi k tvorbé volnych agregath. Ty jsou spojeny pevnou vazbou integrinli z bunécéné
membrany s dlouhymi vldkny ECM, které obsahuji fetézce se sekvenci RGD (Arg-Gly-
Asp). Disledkem této prvni agregace je zvySena exprese kadherinu. Zadruhé, kadherin
se zac¢ind akumulovat na povrchu bunééné membrany. Nakonec vazby mezi jednotlivymi
kadheriny vytvareji pevnéjsi agregaty, coz vede k tvorbé a rustt sféroidii (Foglietta et

al., 2020).

Vytvorené sféroidy se skladaji z nékolika vrstev, které I1ze rozd€lit do tii zon, a to
v zavislosti na tom, jakd metoda byla k jejich vytvofeni pouzita: a) proliferujici okraj
obsahujici proliferativni buiiky s aktivhim metabolismem; b) klidova zona, u které je
typickd minimalni metabolickd aktivita a dochazi k jejimu zvétSovani po kontaktu

s zivinami; ¢) nekroticka centralni zona, kde jsou poskozena bunécna jadra a membrany.
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K poskozeni jejich funkci dochazi kvili nedostatku Zivin a hromadéni toxického odpadu.
V téchto tfech vrstvach probihd rizna difuze molekul, kysliku a zivin, odstranovani
metabolit. Procesy probihajici ve sféroidech jsou schematicky znazornény na Obrazku 4

(Foglietta et al., 2020).

proliferujici bunky

klidova zona bunék

hypoxicky stied
a nekroticke builky

Obrazek 4 Znazornéni sféroidu a jeho fyzikalné-chemickych procesi. Sféroid je mozné rozdélit
do tfi zon: povrchova vrstva s proliferujicimi bunkami, stfedni klidova zéna a hypoxické jadro
s nekrotickymi buitkami. V centralni ¢asti sféroidu je nizka uroven kysliku zptisobujici anaerobni
respiraci, hromadéni laktatu a CO». Parcidlni tlak kysliku tedy klesa s rostouci hloubkou. Upraveno

z (Foglietta et al., 2020).

3.2.2 Struktura 3D sféroida

Zatimco u 2D bunéénych linii se tvoii pouze monovrstvy, u sféroidli pozorujeme
rozlisné struktury, které lze rozdé€lit do 4 skupin (Obrazek 5): kulaté (round), shluky
(mass), hroznovité (grap-like) a hvézdicovité (stellate). Pro kulaté sféroidy je typické
silné pfilnuti mezi buiikami, jadra jsou pravidelné¢ umisténa kolem stfedu kolonie.
U téchto sféroidii dochazi Casto k tvorbé tzv. tight junctions neboli zonula occludens.
Kulaté neohranicené sféroidy (shluky) udrzuji nepravidelny pfiblizn€ kulaty tvar,
zpravidla byvaji vétsi neZ pravidelné kulaté sféroidy, adheze mezi buiikami je stéle silna,
j&dra jsou ale dezorganizovana. Sféroidy hroznovitého typu, jak napovid4 nazev, maji

tvar hroznill a vyznacuji se slabou interakci mezi buiikami. Protdhlé hvézdicovité sféroidy
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jsou invazivni, schopné spojovat vice kolonii nebo napadat ECM. Morfologie sféroidii se

li81 v z&vislosti na pouzité bunécné linii a na podminkach kultivace (Nath & Devi, 2016).

kulaty neohrani¢eny kulaty hroznovity hvézdicovity
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Obrazek 5 Morfologické struktury sféroidt, které zavisi na povaze nadorové buiky a na

podminkéch kultivace. Upraveno z (Nath & Devi, 2016).

3.2.3 Interakce tumoru s mikroprostifedim u 3D bunéénych kultur

V dnesni dobé je jiz znamo, Ze na iniciaci, progresi a metastazovani nadoru se
podileji i nenddorové bunky okolni tkdn¢ a ukazuje se tak potieba detailniho studia
nadorového mikroprostiedi (TME; z angl. tumor microenvironment). Z dosavadnich
vyzkumt vyplyva, Ze TME je dynamickad, interaktivni a neustale se ménici specializovana
jednotka. TME zahrnuje rizné bunky dulezité nejen pro spravnou homeostdzu normalni
tkané¢, ale také pro progresi nadoru, jeho migraci nebo rezistenci na 1é¢bu. Pro zkouméani
TME se zdaji byt vhodnéjsi 3D bunééné modely, protoze si oproti 2D kulturam
zachovavaji pivodni znaky podobné in vivo nddorim (pivodni tvar, geneticky profil,

heterogenitu nadorovych bunck) (Hoarau-Véchot et al., 2018).

3.2.4 Proliferace

Jednou z hlavnich vlastnosti nddorovych bunck je jejich rychly rist a ztrata
kontaktni inhibice, ktera umoziuje normalnim bunkam zastavit jejich proliferaci a rust,
kdyz jsou spolu ve vzdjemném kontaktu. Buiiky zacnou tuto vlastnost ztracet pfi jejich
maligni transformaci, coz vede k nekontrolovatelné proliferaci a tvorbé solidnich nadorti

(Ribatti, 2017).

Napftiklad Chen et al., 2012 vytvareli 3D modely bunék MCF-7 (buné¢na linie

nadoru prsu), pomoci kolagenového nosi¢e a zabyvali se jak bunéénou morfologii,
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tak i proliferaci. V porovnani s 2D, kde mély bunky tvar trigonélni az polygondlni, se
u 3D modelt tvofily kulaté buiiky, které v kolagenové siti tvofily vicevrstvou strukturu.
V prvnich péti dnech nebyl pozorovan rozdil v rychlosti riistu. Zatimco proliferace
u bunék kultivovanych ve 2D se v 7. dnu snizila, u 3D modeld vytvofenych za pomoci

kolagenového nosice pietrvala az do 13. dne (L. Chen et al., 2012).

Majety et al., 2015 vyvinuli 3D modely kokultur bun€k nédoru prsu, plic nebo
prostaty s lidskymi fibroblasty nebo fibroblasty asociovanymi s nadorem (TAF; z angl.
tumor-associated fibroblasts) v 96-jamkovych destickach potazenych poly-2-hydroxy-
ethylmethakrylatem. Zjistili, ze spole¢né kultivace s fibroblasty/TAF zvysila proliferaci
u nadorovych bun¢k. Autofi také porovnavali zivotaschopnost monokultur nadorovych
bunck s kokulturami. Bunééné linie kultivované s fibroblasty vykazovaly zvySené pieziti
oproti monokultute. Také se ukazalo, ze 3D kokultura s buiitkami nadoru pankreatu

vykazovala rozdilné pieziti bun¢k v porovnani s 2D kokulturou (Majety et al., 2015).

Pro zkoumani desmoplastické reakce aktivované tzv. stroma-cancer crosstalk
u duktualniho adenokarcinomu pankreatu (PDAC) zvolili Brancato et al., 2017
k vytvotreni 3D mikrotkan¢ in vitro michaci banky s zelatinovym mikronosi¢em. Lidska
PDAC mikrotkdn byla ziskdna kokultivaci nadorovych bunék panktreatu (PT45)
s fibroblasty nebo s TAF. Z jejich analyz vyplyva, Ze fibroblasty kultivované spolecné
s PT45 ziskaly fenotyp myofibroblasti a exprimovaly markery desmoplastické reakce.
Ukazalo se, Ze takto vytvorenda PDAC mikrotkan hraje klicovou roli v pochopeni
mikroprostiedi a poskytuje néstroj k objasnéni velmi komplexniho vztahu stroma-nador,
coz by v dalSich vyzkumech mohlo poskytnout testovaci platformu pro protinddorova
1é¢iva technologii mikroc€ipl (tissue-on-chip). BéZnou vlastnosti 3D mikrotkané je
sniZzend mira proliferace v porovnani s 2D kulturami. U 3D modell je pozorovéano
pomalejsi tempo ristu, které se ale vice podoba situaci in vivo, nejspiSe jako dusledek

omezené dostupnosti energie v ramci pevné struktury 3D struktur (Brancato et al., 2017).

V posledni dobé se hojn€ vyuzivaji mikrofluidni techniky. Naptiklad Chung et al.,
2017 pouzili k vytvoteni 3D bunéénych kultur mikrofludni platformu na bazi hydrogelu.
Kokultivaci bun€k adenokarcinomu vaje¢niki, kolorektalniho karcinomu a karcinomu
zaludku s lidskymi plicnimi fibroblasty ziskali novy model pro zrekapitulovani interakci
vyskytujicich se mezi riznymi slozkami TME béhem karcinogeneze. Timto modelem

byli schopni napodobit interakce mezi néddorovymi a stromalnimi buiikami. Diky
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mikrofludni technice vyvolali sou¢asné angiogenezi a lymfagenezi, ¢imz ukazali, jak tyto

mechanismy ovliviiuji proliferaci nadorovych bun¢k (Chung et al., 2017).

3.2.5 Migrace a invazivita

Migrace bunék je normalni proces ve vSech mnohobunécnych organismech.
Je nezbytny pro normalni vyvoj a hraje diillezitou roli v rtiznych procesech, jako je hojeni
ran nebo imunitni reakce. Ve 2. poloviné 20. stoleti bylo popsano chovani buné¢k
v blizkosti jinych bunék. Ukdazalo se, ze bunky v této situaci nejen ze snizuji rychlost, ale
méni smér. Dilezity je pojem kontaktni inhibice lokomoce (CIL; z angl. contact
inhibition of locomotion), kdy se bunika ptfednostné¢ adheruje na substrat nez na sousedni
bunky. Ztrata normalni CIL u mnoha nadorovych bunék je pravé diivodem kontaktu
s normalnimi bunikami. Toto migracni chovani by mohlo podporovat invazivitu
nadorovych buné¢k, které by mohlo byt posileno interakci se stromélnimi buikami.
Zajimave je, Ze si nadorové bunky stale zachovavaji CIL, i kdyZ narazi na jiné nadorové
bunky. To znamena, Ze jejich selhani pti expresi normalni CIL pfi kontaktu s nemalignimi
buitkami by mohlo pochazet spiSe z defektni signalizace nez z obecného nedostatku
mechanismi inhibice kontaktu. Tento jev hraje hlavni roli béhem procesu metastaz.
Béhem maligni progrese ziskavaji nadorové buiiky schopnost napadat sousedni tkané
a §ifit se ve vzdalenych organech prostfednictvim jevu zvaného piechod mezi epitelem
amezenchymem (EMT; zangl. epithelial-mesenchymal transition). Béhem EMT
ziskavaji nadorové buiiky mezenchymalni fenotyp, ktery jim umoziuje prechod pies
bazalni membranu a degradovat ECM metaloproteinasami, aby se dostaly do krevniho

fecisté (Dreymueller et al., 2017).

Vétsina studii a objevii o migraci bunék byla provedena na 2D modelech. Migrace
ve 2D kulturdch se fidi klasickymi polarizovanymi signaliza¢nimi a mechanickymi
vzory, které Casto nejsou zdsadni pro efektivni migraci u 3D modelt. Existuje vice rezimi
motility ve 3D, které jsou velmi slozité a berou v ivahu nejen tuhost, ale také reologii

a geometrii ECM (Friedl et al., 2012).

Ukazuje se, Ze buiiky kultivované ve 2D nebo 3D ¢asto exprimuji jiné povrchové
proteiny. Loessner et al., 2010 ukazali, ze mRNA exprese bunécnych povrchovych

receptortl, a3-, a5-, fl-integrini a proteasy MMP9 byly zvySené v buiikach serdzniho
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ovarialniho cystadenokarcinomu ve 3D kultute, vytvotfené v PEG-hydrogelovém nosici,
ve srovnani s buiikami ve 2D. Chen at al., 2015 pouzili mikrofluidni systém s PDMS
vrstvou k vytvotfeni kokultury bunék karcinomu prsu s primarnimi TAF, kde po dobu
14 dnii sledovali tvorbu a rust sféroidu a provadéli transkriptomickou analyzu. Autoii
prokazali, ze naddor-stromalni interakce indukovala zménu exprese genii asociovanych
s proliferaci, apoptotickou supresi, karcinogenezi a EMT v buiikdch karcinomu prsu
v kokultute s primarnimi TAF. Autofi bohuzel neporovnavali vysledky u 3D a 2D modela

(Y. C. Chen et al., 2015; Loessner et al., 2010).

vvvvvv

tvorby metastazi. Bersini et al., 2014 vyvinuli 3D mikrofludni model skladajici se z tii
kandlki pro média a ctyf samostatnych kandlkli s gelem, které byly potazené
hydrobromid poly-D-lysinem. Do systému byl aplikovan roztok kolagenu typu I
s fosfatovym pufrem (PBS; z angl. phosphate buffered saline) a NaOH se zakotvenymi
osteo-diferencovanymi mezenchymalnimi kmenovymi buiikami odvozenymi z kostni
dfené. Endotelové buiiky byly zavedeny do kandlku za ucelem vytvofeni monovrstvy
pokryvajici rozhrani stény kanalku a gelu. Nadorové bunky byly do kanalku zavedeny po
ttech dnech a ptesidleni do oblasti podminéné kostnimi buitkami bylo analyzovéano po 24
hodinach. Systém trojkultur autorim umoznil studovat transendoteliadlni migraci vysoce
metastazujicich bun€k karcinomu prsu a sledovat jejich chovani v matrici podobné kostni
tkdni. Extravazace byla vyznamné vysS$i v mikroprostiedi podminéném kostnimi
buitkami ve srovnani s kolagenovou matrici. Migra¢ni vzdalenost byla také vyrazné
vy$$i. Proniknuté bunky proliferovaly a vytvofily mikrometastaze rtiznych velikosti
obsahujici Ctyfi aZz Sedesat bunck do 5. dne. Tato studie pifinds$i nové poznatky
a kvantitativni udaje o 3D in vitro extravazaci a tvorbé mikrometastaz bunc¢k karcinomu
prsu v mikroprostfedi napodobujici kostni tkan a poukazuje jak na potenciondlni moZznost
vyuziti mikrofludni techniky pro lepsi pochopeni v nddorové biologii, tak i pro screening

novych protinddorovych 1éciv (Bersini et al., 2014).
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3.2.6 Odolnost vuci 1é¢bé

Navzdory vyvoji ucinnych cytotoxickych 1éki proti mnoha typiim nadora se
u nadorovych bunck rozviji rezistence vuci 1ékiim, jez je zplsobena heterogenitou
nadord, inaktivaci 1ékli, vyhybani se programované bunécné smrti, vylepSenou reparaci
DNA, zvySenym odstranovanim 1é¢iv a EMT. Po dlouhou dobu bylo selhani
protinadorové 1éCby pfisuzovano pouze genetice nadorovych bunc¢k a bunéénym
procesim vyskytujicich se v nadorovych bunkach. V poslednich desetiletich se vSak
pozornost presunula k roli TME ve vyvoji chemorezistence. Rtiznorodost uvnitt TME
(zahrnujici stromdlni bunky, ECM, dostupnost kysliku a pH prostfedi) se tak stala
dalezitym voditkem v odpovédi na protinddorovou 1é€bu. Komunikace mezi nadorovymi
i stromalni bunky jsou v prib&hu 1écby vystaveny riznym koncentracim 1ékt a rozvijeji
kooperativni vztah, ktery prospivd nddorovym buiitkdm. Ve 2D jsou vSechny buiky
vystaveny stejné koncentraci 1é¢iva, mnozstvi kysliku nebo pH prostifedi. Mezibunécna
komunikace je navic limitovdna na prostorové a fyzikdlni aspekty 2D kultur.
popsény vySe. Hladina kysliku a Zivin je v jadru v disledku omezené difuze nizsi, a to
v disledku bunééné hustoty a pfibyvani ECM, coz reflektuje podminky vyskytujici se
v in vivo solidnich nadorech. Konstantni hypoxie v jadie vede ke glykolyze a syntéze
CO», pyruvatu a laktatu a ztoho vyplivajici acidifikace prostfedi. Bunky se museji
pfizpisobit tomuto nepfiznivému prostfedi, aby mohly rast. Proto jsou n&které
cytotoxické latky, jako je doxorubicin, 5-fluoruracil nebo cisplatina, pracujici s kyslikem
méné ucinné u 3D modell. Zatimco jind 1é¢iva, napiiklad tirapazamin, ktera jsou vice
ucinna v hypoxickych buiikach, vykazuji u sféroidl s hypoxickym jadrem vétsi Gi¢innost

(Senthebane et al., 2017).

Chen et al., 2016 pouzili mikrofluidni platformu pro studium rezistence
protinadorovych léciv navozenou TAF u buné€k karcinomu prsu. Pro studium lékové
rezistence pouzivali bunécnou linii T47D (buniky karcinomu prsu) kultivovanou v médiu
podminéném fibroblasty a v normalnim médiu. Jako chemoterapeutikum byla pouZzita
cisplatina. Vysledky potvrdily 1ékovou rezistenci indukovanou fibroblasty. Huber et al.,
2016 kultivovali nemalobunéény karcinom plic Colo699 v monovrstvé (2D) v desticce

po dobu 5 dni a mikrotkan (3D) vytvoftili metodou visuté kapky po dobu 5 a 10 dni. Buiiky
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a mikrotkan byly ovliviilovany riiznymi lécivy: afatinibem, cisplatinou a vinorelbinem po
dobu 24 nebo 48 hodin. Autofi ukazali vyznamny rozdil v u¢innosti 1é¢iv u 2D a 3D.

3D kultury sice vykazovaly rezistenci vici cisplatin€ a vinorelbinu, ale byly citlivé na

cvwr

(Y. C. Chen et al., 2016; Huber et al., 2016).

3.2.7 Vyuziti 3D kultur

3.2.7.1 Sféroidy kmenovych bunék pro regenerativni medicinu

Kmenové buiiky jsou hojné vyuzivany jako bunécny zdroj pro aplikaci
v regenerativni mediciné a v bunécné terapii. Tradi¢ni 2D techniky v kombinaci se
soucasnymi praktikami mohou byt neucinné pro rozsifeni kmenovych bunék pro
klinickou praxi. To odrazi i fakt, ze 2D kultury nejsou schopny reprodukovat in vivo
mikroprostfedi kmenovych bunék. Pfi 2D kultivaci se casto snizuji replikacni
a diferenciacni schopnosti mezenchymalnich kmenovych bun¢k (MSC). Naproti tomu
MSC kultivované jako sféroidy vykazuji vyznamné rozdilnou morfologii od 2D kultur.
Kromé toho, ve srovnani s 2D kulturami, maji MSC sféroidy rGzné vzorce genové
exprese, s up-regulaci mnoho genl asociovanymi s hypoxii, angiogenezi, zanétem

a stresovou reakci (Cesarz & Tamama, 2016; Tsai et al., 2015).

Uvadi se, Ze kultury sféroidl zlepsuji terapeutické ucinky zaloZené na MSC. Bylo
zjisténo, ze oproti 2D kulturam, MSC sféroidy poskytuji n¢kolik dal§ich prospésnych
ale 1 lepsi postransplantacni preziti MSC. Navic MSC sféroidy odvozené z lidské tukové
tkan¢ produkovaly vyssi hladiny ECM proteinl, vykazovaly siln€j$i antiapoptické
a antioxida¢ni schopnosti a zvySily parakrinni sekreci cytokini. Xu et al., 2016 pfii
aplikaci MSC modelovym potkaniim s ischemicko-reperfuznim poskozenim navozenym
ptfed apoptdzou, snizovani poskozené tkan¢, podpofe vaskularizace a zlepSeni renalnich

funkci v porovnani s 2D bunécnymi kulturami (Xu et al., 2016).

Kultury sféroidii byly pouzity k obohaceni pro pacienta specifickych kmenovych
bunék k 1é¢be onemocnéni. Naptiklad Henry et al., 2015 aplikovali sféroidy k dospélym
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plicnim kmenovym bunikdm pro pouziti k 1é€b¢ idiopatické pulmonarni fibrézy u mysi.
V suspenzni kulture vyrustky bun¢k ze zdravych explantati plicni tkdn€, samy sebe
agregovaly do sféroidu a ziskaly fenotyp zralé epitelové tkdn€. Mysi, které obdrzely tyto
sféroidy, vykazovaly pokles zané¢tu a fibrézy (Henry et al., 2015).

Stéroidy byly také pouzity ke zvySovani produktti kmenovych bunék pro pouziti
v klinickych studiich. Naptiklad vyrobni proces endodermovych pankreatickych bun¢k
(PEC-01) zahrnuje dynamickou suspenzi sféroidni kultury. PEC-01 je odvozena
z CyT-49 lidskych embryondlnich kmenovych bunék a je bunécnou slozkou
kombinovaného produktu VC-01 z ViaCytes pro 1écbu diabetu 1. typu. PEC-01 po

transplantaci dozrava a reguluje hladinu glukozy v krvi (Schulz, 2015).

3.2.7.2 Organoidy pro transplantaci

Vyzkum organoidl postupuje velice rychle, a proto by mohly organoidy poskytnout
zdroj autologni tkan€ pro transplantace. Napiiklad rendlni organoidy odvozené od
pluripotentnich kmenovych bun¢k byly uspésné transplantovany v rendlnich kapsulich
dospélym mysim. Taguchi et al., 2014 zrekonstruovali 3D strukturu ledvin in vivo,
zahrnujici glomeruly s podocyty a renalni tubuly s proximalnimi a distalnimi kanalky.
Kromé toho byly glomeruly G€¢inné€ vaskularizovany po transplantaci, coz je slibny krok

ve strategii transplantace ledvin(Fang & Eglen, 2017; Taguchi et al., 2014).

I kdyZ jsou organoidy na zacatku vyvoje, nahrada na bazi organoidti by mohla najit
aplikaci u dalSich onemocnéni, jako jsou organoidy sitnice ziskané z lidskych ESC pro
lécbu urcitych typt degenerace a slepoty sitnice, stievni organoidy pro vymeénu tlustého
stteva po urazu nebo po odstranéni nemocné tkané a genové vhodné organoidy pro
nahrazeni poSkozenych organti s genovym poskozenim. Napiiklad stfevni organoidy
ziskané z Lgr5+ dospélych bunck tlustého stieva byly transplantovany do povrchové
poskozeného tlustého stfeva mysi. Vysledky ukézaly, Ze transplantované darcovskeé
buiiky byly snadno integrovany do tlustého stfeva mysi a pokryvaly oblast, kde chyb¢l
epitel, jako dusledek zpusobeného poSkozeni u mySich pfijemci. Po rozsahlé in vitro
expanzi bylo pozorovano dlouhodobé déleni transplantovanych organoidi odvozenych

z jedné kmenové bunky tlustého stfeva Lgr5+. Tato studie ukazuje proveditelnost 1écby
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kmenovymi buiikami tlustého stieva na zékladé expanze in vitro jedné dospélé kmenové

bunky tlustého stieva (Yui et al., 2012).

3.2.7.3 Modely pro neurodegenerativni onemocnéni

3D bunécné kultury jsou hojné pouzivany v I€katskych studiich, naptiklad pfti
vyzkumu neurodegenerativnich onemocnénich. Jednd se o skupinu vrozenych
¢i ziskanych poruch nervového systému, charakterizovanych postupnou degeneraci
nervovych bunék, vedoucich k jejich smrti. Neurony vykazuji patologické zmény vedouci
k tvorbé agregati modifikovanych proteinti, které jsou neurotoxické a odolné vici
proteolytickym enzymim. Mezi tyto abnormdlni proteiny patii B-amyloid
u Alzheimerovy choroby, a-synuklein u Parkinsonovy choroby a protein huntigtin
u Huntingtonovy choroby. Tyto proteiny narusuji funkce neurond, a nakonec vedou

k nekroze nebo apoptéze (Biatkowska et al., 2020).

Nové pokroky v kultivaci 3D bunéénych kultur umoznily generovat nové modely
sféroidd nervovych bunck, které rekapituluji patologické stavy Alzheimerovy choroby,
vcetng robustnich depozit f-amyloidu. Tyto nové modely slibuji novou platformu, kterou
1ze pouzit pro studium mechanismi v prostfedi podobném lidskému mozku a pro vysoce
vykonny screening 1¢ékd, jak uvadi Choi et al., 2016. Charakteristickymi rysy buné€k jsou
aktivity dopamin-B-hydroxylasy a tyrozinhydroxylasy, uvoliiovani ur¢it¢tho mnoZstvi
noradrenalinu a pritomnost cholinacetyltrasferasy, acetylcholinesterasy
a butylcholinesterasy. Seidel et al., 2012 pouzili sféroidy bunécné linie lidského
neuroblastomu  (SH-SY5Y), ktery nadmémé  exprimuje  fizni  protein
(EGFP s t-proteinem) jako model pro studium patologii t-proteinu u Alzheimerovy
choroby. Ziskali 3 varianty SH-SY5Y nadmérné exprimujici tau (ON4R). Ke zvySeni
tautopatie byla pouzita varianta K280q (¢tyfnasobna genova mutace v t-proteinu) (Choi

et al., 2016; Seidel et al., 2012).

Charakteristickym znakem Parkinsonovy choroby je progresivni ztrata
dopaminergnich neuronti. Bolognin et al., 2019 odvodili lidské neuroepitelidlni buiky
z indukovanych pluripotentnich kmenovych bun¢k a uspéSné¢ je diferencovali na
dopaminergni neurony pomoci mikrofludnich bioreaktord. Po tficetidenni diferenciaci

v mikrofluidnich bioreaktorech, potvrdili pfitomnost dopaminergnich neuront, které byly
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spontann¢ elektrofyziologicky aktivni, coz je charakteristické pro nigrostriatalni
dopaminergni neurony in vivo. Diferenciace byla stejn¢ ucinna jako v makroskopické
kultute, az 19 % diferencovanych neuront bylo imunoreaktivnich na tyrosinhydroxyldzu
(ptedposledni enzym v syntéze dopaminu). Tento novy mikrofluidni model bunécné
kultury zacleiiuje nejnovéjsi inovace ve vyvoji biologie a v mikrofluidni bunééné kultute,

za ucelem vytvoreni biologicky realistické a ekonomicky efektivni cesty

k personalizovanému designu 1€kt na Parkinsonovu chorobu (Bolognin et al., 2019).

3.2.7.4 Sféroidy hepatocyti jako model pro studium jaternich funkci a
nemoci

Systém sféroidii primarnich lidskych hepatocytli (PHH) je slibnym néstrojem pro
zkoumani jaternich onemocnéni a funkci, dlouhodobého poskozeni jater vyvolaného léky
a testovani 1ékl, protoze 2D kultury se zdaji byt nepouzitelné. Kultivace PHH za
chemicky specifickych podminek vytvaii sféroidy podobné jatrim in vivo. Je mozné
pozorovat morfologii, Zivotaschopnost a nékteré funkce specifické pro hepatocyty
minimalné¢ 5 tydnt po kultivaci a zlistavaji fenotypicky stabilni. Buitky PHH by se mohly
spolecné kokultivovat s neparenchymalnimi bunikami, napt.: Kupfferovymi bunkami,
zlu¢ovymi nebo stelarnimi bunikami, coz podporuje jejich dlouhodobou zivotaschopnost.
Bell et al., 2016 provedli proteomickou analyzu bunék PHH kultivovanych jako sféroidy
(sedmidenni sféroidy) a jako 2D kultury (po 24 hodinach a 7 dnech) s jatry, ze kterych
buiikky pochéazeji. Rychlé zmény byly pozorovany ve 2D kulturdch. Métfeni po
24 hodinach ukazalo, Ze exprese 457 proteint byla zménéna. Po 7 dnech byly rozdily
v expresi vidét u 358 proteintl, kde exprese 282 z nich byla zménéna 1 po 24 hodinach.
Po méfeni sféroidii bylo pozorovano, ze méné proteinli vykazovalo zménu v expresi.
Navic u sféroidd si buniky zachovaly interindividualni rozdily, to bylo ovéfeno ve
srovnani s odpovidajicimi jaternimi kousky, znichZ byly ziskdny. Analyza sekrece
albuminu ukézala, ze funkce specifické pro hepatocyty v PHH sféroidu byly stalé pfi
dlouhodobé kultivaci a sekrece byla stabilni. PHH sféroidy se zdaji byt vhodnym
modelem pro testovani jaternich patologii. Vystaveni sféroidi chlorpromazinu vedlo
k vyznamné akumulaci ZzluCovych kyselin, coz naznacovalo poruchy transportu
zlucovych kyselin charakteristické pro cholestazu. Lécba PHH sféroidt cyklosporinem A

navic zpusobila zvySeni mnoZzstvi neutrdlnich lipidd, které jsou spojeny se steatozou.
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To naznacuje, ze by PHH sféroid mohl vytvofit model pro steatézu in vitro. Tento model
je také vhodny pro studium zakladnich mechanismu tohoto onemocnéni a pro screening

1ékii (Bell et al., 2016).

3.2.7.5 Aplikace 3D kultur v designu lécCiv

V poslednich letech se v objevovani novych 1éCiv stavaji vice vyuzivany
3D bunécné kultury, které 1épe modeluji mikroprostiedi in vivo, a proto se ocekava, ze
ptfinesou vysledky s vyssi prediktivni hodnotou pro klinicky vyzkum. Kromé toho,
autentické modely 3D bunécné kultury pouzivajici lidské buiitky mohou obejit nevyhody
mySich model, které kromé vysokych nékladi a etickych uvah, nejsou vzdy schopny
pfesné rekapitulovat lidské nemoci nebo zachytit vedlejsi ucinky 1éku, jako je jaterni
toxicita. Za ucelem zlepSeni procesu objevovani léCiv, podpory pii vyvoji novych
farmakologickych piistupti nebo k pouziti pfi zkouskach toxicity in vitro, bude nutné brat
v tvahu u 3D modeld bunéénych kultur, Ze reakce na Siroké spektrum 1é¢iv se 1isi podle
konkrétni bunééné linie nebo typu nadoru. Odpovéd’ na terapeutické slouceniny se mize
pohybovat od rezistence na lécivo az po zvySenou citlivost zalozenou na tkanove
specifickém slozeni ECM, interakci se stromalnimi bunkami a pfitomnosti
imunomodula¢nich molekul. Ve vyzkumu novych technologii 3D kultur zbyva jeste
mnoho prace na vyvoji systému, které presné¢ predstavuji podminky in vivo a patologii
onemocnéni. Soucasn€, 3D bunécné kultury oteviraji dvefe k modelovani prostredi
bunéénych kultur, aby podporovaly pozadované chovani bun¢k. Modely zaméfené na
zvySenou bunécnou motilitu, indukci reverzibilni zdstavy bunééného cyklu, podporu
diferenciace v epitelovych builkdch a neuronech, podporu vlastnosti podobnych
kmenovym builkkdm nebo poZadovaného mikroprostiedi, jako metastdzy, umoziuji
konkrétnéji zacilit urcit¢ bunééné chovani pii objevovani léciv. Navic, objev
protinadorovych 1€k kombinujici technologii 3D bunéénych kultur s nadorovymi
buikami odvozenymi od pacienta a data molekuldrniho profilovani nebo tvorba
3D organoidnich bank nadorovych buné€k, které jsou reprezentativni pro podtypy
molekularnich nadorii, mohou byt do budoucna vhodné pro preklinicky personalizovany
screening kandidati pro zlepSeni vysledku 1écby a sniZeni vedlejSich uc¢inkl 1écby

(Langhans, 2018).
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3.2.8 Tvorba 3D modelu

Moderni vyvoj techniky a bioinzenyrstvi umoznil rozvoj velkého mnozstvi
postupit pro tvorbu 3D bunéénych kultur. Pomoci riznych systémii Ize vytvorit
mnohobunécné sféroidy a organoidy, které mohou byt vytvofeny s pomoci nosic¢e nebo
bez ného. Technicky narocnéjsi je tvorba tzv. organ-on-chip a 3D biotisk. Ackoli ma
kazda 3D kultura jinou metodiku, vSechny jsou vyuzivany k navozeni mikroprostiedsi,

morfologickych a funk¢énich znakt lidskych tkéni a organi (Nath & Devi, 2016).

3.2.8.1 Metoda visuté kapky

Tato technika neni nijak slozitd a nepotfebuje specidlni materidlni vybaveni.
Visuté kapky lze vytvaret v kultivacénich destickach nebo v Petriho misce. Bunécna
suspenze je nandsena po kapkach na spodni stranu kultivacni desti¢ky a pfevracenim se
buiky za¢nou spontanné agregovat ve Spicce kapky. V kapce se produkuje jeden sféroid
(Obrazek 6), ktery mlize obsahovat rtizné bunécné linie. Ukazalo se, ze vyhodou této
metody je tvorba sféroidll o stejné velikosti, a to v monokulturach i kokulturach, ¢ehoz
1ze doséhnout i z malého poc¢tu bunék. To miize byt vyznamné u nékterych vzacnych typt
bun¢k. Narocna je tato metoda vSak na udrzeni zivotaschopnosti sféroidu, protoze kapky
jsou vytvareny zmalych pracovnich objemt, a proto je dilezité Casto vyménovat

médium, aby nedoslo k dehydrataci a k deprivaci Zivin (Foglietta et al., 2020).

TRIBL. o
0
% 00
0
bunééna suspenze sféroidy ve visute kapce

Obrazek 6 Visuta kapka, upraveno z (Breslin & O’Driscoll, 2013).
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3.2.8.2 Desticky s velmi nizkou adhesivitou (ULA)

Desticky jsou oSetfeny specifickym povrchem (agar nebo poly-2-hydroxyethyl-
methakralat), ktery vytvoii vrstvu neumoznujici adhezi bun€k na plastovy povrch jamky
(Obrazek 7). To donuti bunky tvofit agregaty a formovat se do sféroidu. Na trhu jsou
komer¢né dostupné ULA desticky od né€kolika vyrobcti, které jsou sice drazsi, ale odpada
Casov€ narofnd prace s vlastnoru¢nim potahovanim desticky (Breslin & O’Driscoll,

2013).

™

centrifugace

/ L

neadhezivni povrch

Obrazek 7 ULA desticka, upraveno z (Breslin & O’Driscoll, 2013).

3.2.8.3 Magneticka levitace

Vytvoteni sféroidl spo¢iva v kombinaci bun€k s magnetickymi nanoc¢ésticemi.
Takto oSetfené buiiky jsou umistény do mikrotitracnich desticek, kde na horni ¢asti
desticky je umistén magnet. Béhem né&kolika hodin se zacinaji tvofit sféroidy (Obrazek )

(Foglietta et al., 2020).

Mezi vyhody této metody patii rychly riist sféroidii, velikost v rozmezi mm?

a moznost vyuZivat nespecifické médium. Zajimave jsou vysledky od Jaganathan ef al.
2014, ktefi testovali u€inky Siroce pouzivaného protinadorového 1é¢iva, doxorubicinu, na
3D bunéénych modelech rakoviny prsu a fibroblastech vytvofenych pomoci magnetické
levitace. V kokultufe bunék karcinomu prsu a fibroblastli bylo pozorovano zmenSeni
0 80 % sféroidni plochy a hustota sféroidu klesla o 45 %. Pokles plochy a hustoty
sféroidd souhlasily s vysledky in vivo pti 1€cbé doxorubicinem se stejnou koncentraci

(Jaganathan et al., 2014).
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Na prvni pohled je to vhodna metoda pro tvorbu sféroidii, ktera ale neni cenovée
ptizniva, kvili drahym magnetickym casticim. Ve vysokych koncentracich mohou byt
Castice pro bunky toxické a nemusi byt dostatecny pocet bunék pro tvorbu sféroida

o pozadované¢ velikosti (Hoarau-Véchot et al., 2018).

L ] magnet

magnetizovani bunék tvorba sferoidh
pies noc

Obrazek 8 Magneticka levitace. Upraveno z (Foglietta et al., 2020).

3.2.8.4 Metody zaloZené na agitaci

Tvorbu sféroidii zalozenou na agitaci lze rozdé€lit do dvou kategorii — michaci
bariky a rotujici bioreaktory. Zakladni princip u obou metod spociva v uloZeni bunééné
suspenze do kontejneru a suspenze je udrzovana v pohybu, bud’ jemnym michdnim, nebo
rotaci nadoby. Nepftetrzity pohyb bunécné suspenze neumoziuje prilnuti bunék na sténu

bioreaktoru a podporuje interakce mezi buitkami (Gupta et al., 2016).
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3.2.8.4.1 Spinner flask bioreactor (michaci bariky)

Pro michaci banky je typické magnetické michadlo ve stfedu bioreaktoru
zajistujici kontinudlni pohyb bunécné suspenze (Obrazek 9). Produkce riznych velikosti
sféroidli zavisi na velikosti kontejneru. Stale se pohybujici médium poskytuje buiikam
staly pfisun zivin a kysliku, ale i odstranéni odpadnich produkt. Snadnd vyména média
zarucuje dlouhodobou kultivaci. Nicméné, smykové sily michadla mohou zménit
fyziologii bun€k. V porovnani s destickovymi metodami se pohybuje spotieba média
mezi 100-300 ml (zélezi na velikosti kontejneru). Mezi nedostatky metody také patii

1 nekonzistentnost velikosti sféroidti (Breslin & O’Driscoll, 2013; Gupta et al., 2016).

Obrazek 9 Michaci banka. Pievzato z (Breslin & O’Driscoll, 2013).

3.2.8.4.2 Rotating cell culture bioreactor (rotujici bioreaktor)

Mechanismus rotujiciho bioreaktoru je podobny jako u michaci baiiky, ale misto
michadla se pouzivd pro udrzeni plynulého pohybu kontejner, ktery cely rotuje
(Obrazek 10). Na zacatku, kdyz jsou jest€ bunky jednotlivé v suspenzi, rotuje kultivacni
komora pfi nizkych otackach. Jakmile se za¢nou tvofit sféroidy, rychlost otacek nartsta,
a tim se udrzuji sféroidy v suspenzi. Mensi ovlivnéni fyziologie bun€k je zplsobenou
nizkou smykovou silou. Pfestoze je systém jednoduchy, snadny na ovladéni a vhodny pro
dlouhodobou kultivaci sféroidl, nevyhodu je opét velkd rozdilnost ve velikosti sféroidii

(Fang & Eglen, 2017).
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Obrazek 10 Rotujici bioreaktor. Pfevzato z (Breslin & O’Driscoll, 2013).

3.2.8.5 Mikrofluidni systém

Mikrofludni techniky se zacaly rozvijet v 90. letech 20. stoleti a umoznily vytvofit
systémy pro riizné biologické aplikace. Piedstavuji skvélou platformu pro navozeni
komplexniho a dynamického mikroprostfedi u 3D bunécnych kultur, které je snadno
ovladatelné, reprodukovatelné a optimalizovatelné. Metody zndmé tieba jako Lab-on-
chip jsou pouzivany k vyvoji a testovani 1éCiv, studiu 1ékové rezistence, pro genetickou
analyzu, tkanové inZzenyrstvi, kmenové bunky nebo k detekci patogent. Pro 3D bunécné
kultury ma mikrofludni systém nékolik vyhod. V mikroskopickém méfitku je schopen
napodobit systém in vivo. Lze vytvaret chemicky gradient, ktery napodobuje slozitou
a dynamickou 3D sit' pfitomnou v realném systému. Polydimethylsiloxan a dalsi
substraty pouZivané v mikrofludnich systémech jsou propustné pro kyslik, nezbytny pro
bunécny rust a proliferaci. Mikrofludika pfedstavuje mnohostrannou technologii, ktera je
schopna obstarat vice krokt, jako je kultivace bun¢k, dopliovani média, odstranovani
odpadnich latek, davkovani 1éciv i vlastni detekci na jednom zafizeni. Mikrofludni
technologie jsou cenové dostupné, a to 1 diky spotfebé malého mnozstvi vzorkd i média
(davkovani v nanolitrech). Navozeni mikroprostitedi podobného jako je in vivo
v mikrofluidnim systému, by mélo byt schopné vytvaiet idedlni podminky pro 3D systém
bunécénych kultur. Pro tvorbu 3D kultur se pouzivaji rizné mikrofludni systémy podle
pouzitého substratu, které se déli na platformy na bazi skla/kfemiku, polymeru nebo
papiru (Obrazek 11). Vyroba se obvykle provadi fotolitografickymi technikami (Barata
etal., 2016; Duval et al., 2017).
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sferoid na mikroc¢ipu

Obrazek 11 Mikrofludni systém. Upraveno ze (Zuchowska et al., 2017).

3.2.8.6 Techniky zaloZené na ukotveni

Laminin, kolagen, alginat a dal$i materidly jsou vyuzivany pro vytvofeni zdkladni
konstrukce slouzici k tvorbé 3D bunéénych kultur. Techniky jsou zalozené na nosicich
(scaffold), které vytvari vlaknité sité umoznujici buitkdm snadno migrovat a interagovat
mezi sebou. Postupnym riistem bun¢k se vypliuje prostor mezi vladkny a tvofi se
3D struktura. Dilezité je, aby materidl, z kterého je nosi¢ vyroben, umoznil dostate¢ny
pfisun Zivin a kysliku nezbytnych pro pieziti bunck, ale také aby dochazelo
k odstrafiovani odpadnich produkti. Materiali pro vyrobu nosicl je velké mnozstvi,
nabizeji vSak rliznou variabilitu, jak napodobit mikroprostiedi danych tkani. LiSit se
mohou v pérovitosti, propustnosti, chemickych a mechanickych vlastnostech. Podle
zdroje, z kterého se jednotlivé nosice vyrabi, je rozdélujeme do dvou tiid, piirodni

a syntetické (Fang & Eglen, 2017; Foglietta et al., 2020).

3.2.8.6.1 Prirodni nosice
Nejvyuzivangj$im piirodnim nosi¢em je Matrigel™, hydrogelovd matrice

obsahujici extrakt bazalni membrany ziskany z Engelbreth-Holm-Swarm mysiho tumoru.

Tvorba Matrigelu™ vyZzaduje ochlazeni ve$kerého materidlu, jakozto preventivniho
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kroku pted pfed¢asnou a nevratnou polymerizaci hydrogelu, kterd nastava uz pii 4° C.

Diky svému piirodnimu piivodu obsahuje Matrigel™

pro ECM specifické signalni
molekuly a vazebné domény jako je laminin, kolagen, elastin, entactin, fibronektin,
MMP, fibrogen a rizné ristové faktory. Vyhodu je poskytovani podobnych strukturalnich
interakci jako in vivo matrice a umoziuje tak proliferovat riiznym bunécnym liniim.
Nevyhodou, krom¢ pracné piipravy, je i velka variabilita mezi Sarzemi a tim zptsobena

nizka reprodukovatelnost (Fang & Eglen, 2017).

Dalsi ptirodni gely jako je kolagen, kyselina hyaluronova, alginat a dalsi se také
pouzivaji ke tvorb¢ sféroidt. Dulezité vyhody a nevyhody ptirodnich nosi¢ii jsou shrnuty
v Tabulce 1. Kolagenové nosi¢e mohou byt sestaveny fyzikdlnim nebo chemicko-
enzymatickym zesitovanim. Tteba jiz zminény kolagen se bézné vyskytuje
v mikroprostfedi naddoru a s jeho riistem se vice ukladda. Tyto pfirodni materidly obsahuji
dilezité domény bunécné adheze a spousti bunécnou signalizaci vedouci k morfologii a
genové expresi obdobné jako v in vivo. Nicméné, nosiCe tvofené kolagenem jsou
piirodniho plivodu, a tak stejné jako u Matrigelu™, je riziko v rozdilnosti u jednotlivych
Sarzi. Mezi dal$i zkoumané a pouzivané pfirodni materidly pro tvorbu 3D bunécnych
modelll patii kyselina hyaluronova. Dulezity glykosaminoglykan vyskytujici se ve
zdravé, ale 1 v naddorové tkani ECM. Ukazuje se, ze kyselina hyaluronovd ma spojitost
s progresi nadord a jeji zvySené mnozstvi ve stroma nadorii znamena pro pacienta horsi
prognoézu. Spojitost kyseliny hyaluronové s mikroprosttedim nadoru je zkoumana
v mnoha studiich. Je tedy snaha o zavedeni tohoto pfirodni nosice pro vytvareni sféroidi

in vitro (Ferreira et al., 2018).

Tabulka 1 Vyhody a nevyhody ptirodnich materiald vyuzivanych pro tvorbu sféroidd technikou nosici.
Upraveno z (Ferreira et al., 2018).

Vyhody Nevyhody

Obsahuji domény vyskytujici se vin vivo | Neni znamo ptesné slozeni

systémech (napf. elastin, fibronektin)

Vytvareji interakce buitka-ECM pftitomné in | Variabilita mezi Sarzemi
Vivo

Maji vlastnosti bunécné adheze Omezena kontrola nad tuhnutim nosice

Enzymaticky rozlozitelné a cenové dostupné | Mohou byt vyzadovany dal§i upravy
k napodobeni slozek tkanové ECM in vivo
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3.2.8.6.2 Syntetické nosice

Alternativou k pfirodnim nosi¢im jsou syntetické materidly na bazi polymert.
Lze je presné strukturdlné i chemicky definovat, a tak vyrobit nosi¢, ktery napodobuje
ECM a nabizi se i moznost modifikaci biofyzikélnich vlastnosti. V literatufe se jako
nejpouzivanéjsi biopolymery wuvadi polyethylenglykol (PEG), polyaktid (PLA)
a polyglykolid (PGA). Tyto polymery jsou bioaktivni, biokompatibilni a biologicky
odbouratelné. Tim, Ze Ize piesn¢ definovat sloZeni, odpada problém s riznou variabilitou
Sarzi. I pres tyto vyhody se ukazuje, ze bunky kultivované pouze na Cistych syntetickych
nosic¢ich mohou postradat vzory genové exprese podobné nadoru nebo 1ékove rezistentni
fenotyp v porovnani s fenotypem in vivo. Piedpokladé se, Ze tato zdlezitost ovliviiuje
produkci robustnich tumor-napodobujicich 3D modeli in vitro. Pfekonat tyto nedostatky
1ze kombinaci s jinym polymerem, napt. polyvinylalkoholem nebo pfidanim ptirodniho
biopolymeru jako je chitosan nebo kyselina hyaluronova, a vice tak napodobit podminky

blizici se in vivo (Duval et al., 2017).
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4 CILE PRACE

39

Tvorba sféroidi metodou ULA desticek z bunéénych linii CT-26 a MCF-7.

Stanoveni optimalni pocate¢ni koncentrace bun¢k.

Sledovani rychlosti riistu a uniformity u sféroidt bunéénych linii CT-26 a MCF-7.

Stanoveni fotodynamické aktivity latek P40, P44, PhotoSens® a ZIP300 u

bunéénych linii CT-26 a MCF-7 na 3D modelu.

Porovnéni vyhodnoceni cytotoxicity metodou AlamarBlue™ a CellTitre-Glo® u

bunéénych linii CT-26 a MCF-7.

Zavést model invazivity sféroidi a aplikovat jej u sféroidi ovlivnénych
fotodynamickym ptsobenim amfifilniho kationického PS (P40), amfifilniho
anionického PS (P44), hydrofilniho anionického PS (Photosens®) a hydrofilniho
kationického PS (ZIP300).

Stanovit lokalizaci studovanych latek ve sféroidech.



5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Laboratorni vybaveni pro praci s bunécnou linii

5.1.1 Pracovni pomiucky

*  96-jamkova mikrodesticka Nunclon ™ Sphera ™, kulaté dno (ThermoFisher
Scientific, USA)

* automatické pipety, rizny rozsah (Eppendorf, Némecko)
* 96-jamkova mikrodesticka bild (ThermoFisher Scientific)
» Biirkerova komurka (Brand, Némecko)

* Pasteurovy pipety, sterilni (Brand)

« sterilni inkubaéni nadoby T75, plastové (TPP, Svycarsko)
« sterilni laboratorni sklo (Simax, Ceské republika)

+ sterilni mikrozkumavky, rizny objem (Eppendorf)

« sterilni pipety, plastové, rizny objem (TPP)

+ sterilni plastové vanicky (Eppendorf)

« sterilni stifkackovy filtr s péry 0,2 pm, pramér 13 mm (Fisher Scientific, Ceska
republika)

+ sterilni stfikackové filtry s pory 0,22 a 0,45 um, primér 33 mm (TPP)

+ sterilni $picky, plastové, riizny rozsah (Eppendorf)

» sterilni sitko pro 50 ml falkonky s pory 40 pm (Greiner, Rakousko)
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5.1.2 Pracovni pristroje
» 450 W xenonova lampa Newport s vodnim a high-pass filtrem OG570 (Newport
Corporation, USA)

* bunécné inkubatory s termostatem a regulaci koncentrace CO» (Sanyo, Japonsko a
Esco, USA)

» centrifuga Hermle Z 300 (Hermle Labor Technik, Némecko)

« ¢tecka mikrotitraénich desti¢ek Tecan Infinite M200 (Tecan Group Ltd.,Svycarsko)
* deskova tfepacka Heidolph Titramax 100 (Heidolph Instruments, Némecko)

« invertovany epifluorescencni mikroskop Nikon TiE (Nikon, Japonsko)

* vodni lazen (Memmert, Némecko)

o kryostat LEICA CM3050S (Leica biosystem, USA)
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5.1.3 Pouzité reagencie

» fetalni bovinni sérum (FBS; Sigma-Aldrich, Némecko)

fosfatovy pufr (PBS, tablety; Sigma-Aldrich)

» fotosensitizér P40 (védecka skupina prof. Zimc¢ika, FaF UK)

* fotosensitizér P44 (védecka skupina prof. Zimcika, FaF UK)

« fotosensitizér Photosens® (védecka skupina prof. Zimc¢ika, FaF UK)

« fotosensitizér ZIP300 (védecka skupina prof. Zimc¢ika, FaF UK)

* Geltrex® (ThermoFisher Scientrific)

* kultiva¢ni médium DMEM (Lonza, Belgie)

» paraformaldehyd (Sigma-Aldrich)

* AlmarBlue™ (ThermoFisher scientific)

* pufr HEPES, 1M (Sigma-Aldrich)

* penicilin/streptomycin (Lonza)

* roztok peroxidu vodiku, 3% (Fluka, Némecko)
» roztok trypsin/EDTA (Lonza)

* Triton X-100 (Sigma-Aldrich)

* trypanova modf (Sigma-Aldrich)

* ultraglutamin I (Lonza)

o CellTiter-Glo® 3D Cell Viability Assay (Promega, USA)

« paraformaldehyd (Sigma-Aldrich)

« fluorescencni sonda Hoechst 33342 (Molecular Probes, USA)

» mrazici médium Leica CM 1950 (Leica Microsystem, Némecko)
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5.2 Bunécéné linie CT26 a MCF-7

MCF-7 je bunécna linie karcinomu prsu izolovand vroce 1970 od Frances
Mallonové. MCF-7 — Michigan Cancer Foundantion-7, institut v Detroitu, ktery
bunécnou linii izoloval. Tato a dal$i bunécné linie nddort prsu jsou uvadény ve vice jak

dvou tietinach publikaci zaméfenych na studium karcinomu prsu.

CT-26 je mysi bunécna linie kolorektalniho karcinomu. Buiky jsou klonem
nediferencované bunécéné linie karcinomu tlustého stieva indukované N-nitroso-N-
methylrethanem. Jsou vhodné pro tvorbu nadorti a metastaz diky své odolnosti a moznosti

dlouhodobé;jsi kultivace.

5.2.1 Kultivaéni médium

Pti ptiprave kultivaéniho média SCM (DMEM médium obsahujici sérum) je dtilezité
si potfebné roztoky vytemperovat na teplotu 37 °C ve vodni ldzni. Ultraglutamin
a HEPES pufr se neohfivaji. Smichani vSech roztokli se provadi ve sterilnim
prostfedi laminarniho boxu. K DMEM médiu jsme ptidali 50 ml fetdlniho bovinniho séra,
5 ml IM Hepes pufru, 10 ml 200mM ultraglutaminu I a 5 ml roztoku
penicilinu/streptomycinu. Hotové médium bylo uchovdvano v lednici a pfed pouzitim

bylo nutné ho ohtat na 37 °C.

5.2.2 Pasazovani bunék

Pasazovani bunck je proces, kdy jsou bunky v pravidelnych intervalech pfenaSeny
z puvodni kultivacni ldhve do nové. Pro obé linie byly pouzivany kultivacni ldhve T75.
Pasazovani bunck se provadélo vzdy v laminarnim boxu za sterilnich podminek, aby
nedoslo ke kontaminaci bun¢k a bylo nutné si nechat ohfat pottebné roztoky ve vodni
lazni na 37 °C. Ptfed kazdym pasazovanim bylo nutné mikroskopicky zkontrolovat nartst

buné¢k a zda nedoslo ke kontaminaci kultury.

Z kultivacni lahve se nejprve odebralo star¢ médium, a poté se bunky oplachly

roztokem PBS (2 x 5 ml). U bunééné linie CT-26 se po odstranéni veSkerého PBS pouzila
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acutasa slouzici k odd€leni bunék ode dna kultivaéni 1ahve (2 ml). Uzavienou kultivaéni
lahev jsme v inkubovali pii laboratorni teploté¢ a pravidelné jsme pod mikroskopem
kontrolovali, Ze doslo k odd¢leni bun¢k ode dna kultivacni lahve. Poté jsme piidali 9 ml
SCM a diikladné promichali. Protoze bunky bunécné linie CT-26 se ¢asto shlukuji, bylo
nutné pro oddéleni bun¢k ze shlukli na jednotlivé bunky suspenzi diisledné promichat
nasatim a vysatim a pro dosazeni jeste lepsiho vysledku jsme suspenzi bun¢k prefiltrovali
pies bunécné sitko o velikosti pori 40 um. Nasledné jsme si piipravili novou kultivacni
lahev s 15 ml nového ohtatého SCM, do kterého se napipetovala ¢ast bunécné suspenze.
Bunky se s novym SCM museli dikladn¢ promichat a nasledné se kultivacni lahev vlozila
do inkubatoru. Opatrnymi pohyby lahvi se dosahlo rovhomérného rozlozeni bunééné
suspenze po celém dnu lahve. Zbyld bunécnd suspenze se vyuzila na potiebné
experimenty. PasaZzovani bunééné linie MCF-7 probihalo stejnym postupem, jen nebylo
nutné bunécnou suspenzi filtrovat a k uvolnéni bunék byl pouzit trypsin pii 37°C.
Kultivace obou bunéénych kultur probihala pii 37 °C, 5 % CO: a konstantni vlhkosti 3-4
dny.

5.2.3 Stanoveni poctu zivotaschopnych bunék

Pro zjisténi poctu bunék se pouzivala Biirkerova komurka a 0,4% trypanovéa modfr.
Trypanova modf je azobarvivo pouZivané k vitdlnimu barveni na zéklad€ své selektivni
schopnosti zadrZovat se v poskozenych buiikach. To znamend, Ze Zivé buiiky zlistanou

neobarvené a mrtvé buiiky budou modré.

Z bunécné suspenze zbylé po pasdzovani se odebral vzorek, ktery byl pfidan do
pfipravené zkumavky s trypanovou modii v poméru 1:1. Zkumavka se dikladné
zvortexovala a poté bylo odebrano 10 pl roztoku trypanové modii s bunécnou suspenzi
do kazdé poloviny Biirkerovy komirky. Obé& poloviny Biirkerovy komirky jsou
rozdéleny na devét velkych ctvercli a buniky byly spocitany v péti ¢tvercich pomoci

objektivu 10x. Vysledny pocet zivych bun¢k na ml média jsme zjistili vypoctem.
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5.3 Tvorba 3D sféroidu

Stéroidy jsme u obou bunécnych linii vytvofili metodou ULA desticek.

5.3.1 Piiprava buné¢né suspenze pro experimenty

Vytvoreni bunééné suspenze opét bylo provadéno v laminarnim boxu. Abychom
zajistili spravnou tvorbu sféroidl, bylo vhodné vSechny roztoky vzdy pfed pouzitim
prefiltrovat pies filtr s velikosti pora 22 pum, kvili odstranéni mikroskopickych ¢astic
prachu obsazené¢ho napt. v PBS. V béznych laboratofich vSak neni mozné dosdhnout
bezprasného prostiedi, ale filtraci roztokti 1ze prasnost minimalizovat. Problém spociva
v tom, ze pevné Castice v roztocich vytvari pro bunky adhezni povrch, na ktery ptilnou a
zacnou tvofit sféroid. Ten ale ziskava nepravidelny tvar, nebo dojde ke tvorbé n¢kolika

mensich bunéénych mas (Obrazek 12), coz neni zddouci pro experimenty.

Obrazek 12 Nékolik mensich sféroida formovanych na vlakné, které se do bunééné kultury
dostalo pravdépodobné z laboratorniho skla ¢i PBS pufru pouzitého pii pasdzovani.
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5.3.2 Vytvoreni sféroidii pomoci ULA desti¢ek

200 pl bunécné suspenze jsme automatickou pipetou napipetovali do 96-jamkové
ULA desticky. Piipravené desticky jsme vlozili do centrifugy a toc€ili pfi 120 xg 5 min.
Po centrifugaci jsme pod mikroskopem zkontrolovali, jestli se zacali bunky shlukovat
uprostfed na dné jamky. Béhem nasledujicich dnii doslo k vytvofeni sféroidi. Bunééné
suspenze pro tuto metodu byly vytvoreny v pocatecnich koncentracich 50, 250, 500, 1000
a 3000 bunék/jamku.

5.4 Riust a uniformita sféroidu

Stéroidy z obou bunécnych linii vytvorené pomoci ULA 96-jamkové mikrotitracni
desticky, byly po dobu ¢trnacti dni foceny a byl zaznamenévan jejich rist. Byla pouzita
mikroskopie v diferencidlnim interferencnim kontrastu (DIC) s 4% objektivem. Velikost
sféroidil byla zjisténa métenim jejich primérh. Ty jsme ziskali primérem ctyt zméfenych

hodnot v riznych mistech sféroidu.

5.5 Fototoxicita vybranych fotosenzitizéru

Pro nase experimenty byly vybrany tyto kandidatni latky z riznych skupin PSs —
amfifilni kationickad P40, amfifini anionicka P44, hydrofilni anionicky PhotoSens®
a hydrofilni kationicky ZIP300. PS (vyjma PhotoSens®) byly syntetizovany na Katedie
farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv FaF UK védeckou skupinou prof. Zim¢ika. Jedna
se o latky citlivé na svétlo, proto je nutné s nimi pracovat ve tmé, abychom piedesli

piedcasné aktivaci PSs.

P40, P44 a ZIP300 patii do skupiny ftalocyaninii (Pc) a azaftalocyaninii (AzaPc)
s centralné koordinovanym atomem zinku. PhotoSens® je hlinity Pc (Obrazek 13).
PhotoSens® je o smési ftalocyanind, které jsou di- a tri- (v mensi mife také az tetra-)

substituované sulfonovou funkéni skupinou.
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PhotoSens

Obrazek 13 Struktury studovanych fotosensitizéri. PhotoSens® je zde zobrazeny jako

trisulfonovany derivat.

5.5.1 Xenonova vybojka jako zdroj zareni

U tohoto experimentu jsme pouzivali PSs v koncentracich 0,5 — 10 pM. Pied
pfidanim PS bylo nutné vyménit 100 pl média za médium obsahujici PSs o potfebné
koncentraci. Jako pozitivni kontrolu jsme zvolili 10% H20> a negativni kontroly byly
vybrany sféroidy, kde doslo pouze k vyméné 100 pl média za Cerstvé. PSs jsme nechali

pres noc inkubovat (12 h).

Druhy den jsme sféroidy minimalné tfikrat oplachli Cistym médiem (100 pl).
Dutlezity krok pro odstranéni nenavazaného PSs. Nasledné¢ jsme desticky ozatovali
15 min xenonovou lampou (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 22,4 J/cm?). Sféroidy
jsme nechali do druhého dne v inkubétoru a poté byla vyhodnocena Zivotaschopnost

pomoci AlmarBlue™ (AB) a CellTiter-Glo® (aktivita ATP).

47



5.5.2 Hodnoceni Zivotaschopnosti sféroidu

Zivotaschopnost bunék je definovana jako podet Zivych bunék ve vzorku a je
dilezité jeji stanoveni v experimentech zahrnujici pfeziti nebo smrt bun¢k po vystaveni
toxickym latkam. Bez ohledu na typu pouzitého testu, je dualezit¢ vedét, kolik
zivotaschopnych bunék zbylo na konci experimentu. Existuje cela fada metod zaloZzenych
na riznych bunéCnych funkcich, jako je aktivita enzymu, permeabilita bunécné
membrany, pfilnavost bunék nebo produkce ATP. Pro zvoleni optimalniho testu
zivotaschopnosti bun¢k, je tieba podrobné zvazit bunény model, podminky pouzité

kultivace a co je ocekavano od dané analyzy (Adan et al., 2016).

Pro nase experimenty jsme zvolili pro stanoveni zivotaschopnosti bun¢k u obou
bunéénych linii bézn€ pouzivany test zaloZzeny na pfeméné resazurinu na resorufin

(komer¢né dostupny jako AB) a test zaloZzeny na stanoveni ATP.

5.5.2.1 AlamarBlue™

Resazurin je fenoxazinové nefluorescencni barvivo, které pronika do bunék, kde
je pomoci intraceluldrnich redukénich enzymil pfeménéno na fluorescenéni barvivo
resorufin. Resazurin mé modrou barvu a redukuje se na rtizovy, vysoce fluorescencni

resorufin (Hamalainen-Laanaya & Orloff, 2012).

Z desticky jsme opatrn€ odebrali 150 pl média a ptidali jsme 50 pl 20% AB
(ztedény predehiatym SCM médiem), ktery byl piefiltrovan filtrem s pory 0,22 pm pro
odstranéni krystalti. Sféroidy byly s AB inkubovany 4 hodiny v inkubatoru. Pro zméteni
fluorescence bylo nutné pienést zredukované AB z ULA desticka do nové 96-jamkové
mikrotitracni TPP desti¢ky s plochym dnem. Pracovali jsme tak, abychom nenasali
sféroidy a nevytvofili se nam bubliny, proto jsme pipetovali reverzné. Intenzitu
fluorescence jsme méfili na ¢te€ce mikrotitranich desticek Tecan Infinite M200 pii
hexc = 530 nm a Aemi = 590 nm. Naméfené hodnoty byly zpracovany v Microsoft Office
Excel. Vysledek byl vyjadien procentualné vztazenim k neovlivnéné kontrole po odecteni
pozadi (signal z usmrcenych sféroidil). Grafy byly zpracovany v programu GraphPad

Prism 8.4.3.
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5.5.2.2 Stanoveni ATP

Jako druhou metodu pro prukaz zivotaschopnosti bun¢k jsme zvolili analyzu ATP,
jakozto klicového biomarkeru aktivnich (zivych) bun€k. Pouzivali jsme luminiscencni
analyzu zivotaschopnosti bun¢k CellTiter-Glo® 3D Cell Viability Assay. Jedna se
o homogenni metodu, ktera kvantifikuje ptfitomné ATP, které signalizuje pfitomnost
metabolicky aktivnich bunék. Metodika vede k 1yze bun¢k a generovani luminiscencniho
signalu je umérné mnozstvi pritomného ATP. CellTiter-Glo® zavisi na vlastnostech
patentované termostabilni luciferasy (Ultra-Glo™-rekombinantni luciferasa), ktera

generuje stabilni luminiscencni signdl (S. Kessel et al., 2017) (Obréazek 14).

svétlo

Oy
oxyluciferasa

3
4

7iva buiika

Ultra-Glo™
rLuciferasa

Mg

luciferin

Obrazek 14 Luciferasova reakce. Monoxidace luciferinu je katalyzovana luciferasou
v ptitomnosti Mg?*, ATP a molekularniho kysliku. Buiika je zdrojem ATP v luciferasove reakci,

takze vytvofena luminiscence je imérna poctu zivotaschopnych bun¢k. Upraveno z promega.com

CellTiter-Glo® se skladuje v mrazdku a je nutné ho nechat pied pouZitim
rozmrznou v lednici. Pro luminiscen¢ni analyzu jsme pouzivali specialni bilé¢ 96-jamkové
mikrotitracni desti¢ky. Bylo tedy nutné z jamek ULA desticek odebrat 50 ul SCM média
se sféroidy a prenést je do bilé desticky. Nasledné jsme ptidali 50 pl reagencie, zabalili
jsme desticku do alobalu a tfepali 5 minut na tfepacce. Poté jsme desticku nechali
inkubovat 25 minut pii pokojové teploté. Intenzitu luminiscen¢niho zafeni jsme méfili na
¢tecce mikrotitracnich desti¢ek Tecan Infinite M200. Namétfené hodnoty byly zpracovany

v Microsoft Office Excel. Vysledek byl vyjadien procentudln€ vztazenim k neovlivnéné
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kontrole po odecteni pozadi (signal z usmrcenych sféroidti). Grafy byly zpracovany v

programu GraphPad Prism 8.4.3.

5.6 Test invazivity

Pro obé€ bunééné linie jsme vytvorili sféroidy metodou ULA desti¢ek. Nasadili jsme

500 buné¢k/jamku a nechali jsme je 7 dni rast v inkubatoru pti 37°C.

Abychom prokézali invazivni schopnost bunék, vyuzili jsme jako zdroj ECM
Gelrex™. Ten je nutné den pfedem nechat rozmrznout v lednici. Vzhledem k tomu, Ze
Geltrex™ pii teplotach vyssich nez 15 °C za¢ind tuhnout, je s nim dilleZité pracovat
rychle. Je také nutné si den pfedem ve sterilnich nadobach zmrazit $picky. Pipetou jsme
opatrné¢ odsali 150 pl média, abychom neodsali sféroidy a desticku se sféroidy dali
vychladit na 10 minut do lednice. Vychlazenou desticky jsme umistili na chladici
podlozku (z mraziku) a nasledné jsme ke sféroidtim piidali 50 ul Geltrexu™ tak, aby se
nevytvoftily bubliny a sféroidy ziistal uprostied jamky. U kontrolnich sféroidi bylo misto
Geltrexu™ bylo pouzito SCM médium. Desticku jsme umistili na jednu hodinu do
inkubéatoru (37 °C) a nechali jsme gel ztuhnout. Po ztuhnuti jsme na gel pievrstvili 100 pl
SCM. Pracujeme opatrné, aby se nam médium nedostalo pod gel. VSechny tkony pipetou
jsme provadéli reverznim pipetovanim. Pfipravenou desticku jsme umistili do inkubatoru
u mikroskopu a vpravidelnych intervalech byly sféroidy snimany pomoci

DIC mikroskopie s objektivem 4x.

5.6.1 Test invazivity po PDT

7 dni staré sféroidy (poc¢atecni koncentrace 500 bunck/jamku) bunééné linie CT-26
byly vytvotfeny metodou ULA desticky. Sedmy den inkubace jsme ke sféroidiim ptidali
PSs v koncentracich P40 0,5 uM a 1 uM, P44 1 uM a 5 uM, ZIP300 1 uM a 5 uM,
PhotoSens® 1 uM a 5 uM, coz byly koncentrace vybrané na zéklad¢ nejvyssi ucinnosti
v cytotoxicitnich PDT experimentech. Pipetou bylo odebrdno 100 pl média a bylo
ptidano 100 pl PSs. Desticku jsme zabalili do alobalu, aby nedoslo k pfedcasné aktivaci

PSs a inkubovali jsme do druhého dne pti 37 °C (12 h).
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Poté jsme sféroidy oplachly od nenavdzaného PS a jako zdroj ECM pouzili
Geltrex™ (postup popsan vyse). Po zatuhnuti gelu a prevrstveni 100 pl SCM média jsme
desticky ozatrovali xenonovou lampou po dobu 15 minut. Nasledn¢ jsme ozéafené sféroidy
fotili DIC mikroskopii s objektivem 4x po dobu 7 dnii a sledovali jsme, jestli dochazi

k invazivité do ECM.

5.7 Tkanové rezy

Abychom zjistili, jestli se pouzivané PS dostali do celého sféroidu, rozhodli jsme

se pro vytvoreni tkanovych fezli ze sféroidi u bunééné linie CT-26.

Sféroidy vytvorené metodou ULA 96-jamkové mikrotitracni desticky o velikosti
3000 bunék/jamku byly staré 7 dni. Pro experiment jsme pouzili 10 uM PS. Bylo
odebrano 100 ul média a pfidano 100 pl PSs v SCM. Desti¢ku jsme zabalili do alobalu,
aby nedoSlo k aktivaci PSs. Inkubace sféroidii probihala v inkubatoru do druhého
dne (24 h). Nasledujici den jsme opatrné odebrali veskeré¢ médium (200 pl) tak, sféroid
nenasali do $picky a neposkodili ho. Dale jsme sféroidy oplachli 100 pl. Poté jsme ptidali
200 pl 4% paraformaldehydu a nechali 30 min fixovat pii pokojové teploté. Po uplynuti
30 min jsme vSechen paraformaldehyd odsali, sféroidy oplachli 200 ul PBS, a ptidali
100 pl ¢istého PBS a skladovali v lednici. Takto zafixované a ptipravené sféroidy jsme
zamrazili v tkanovém meédiu Leica CM1950 pii -80 °C. Druhy den byly pfipraveny
10 um tlusté fezy. Pro dobarveni jader v tkanovych tezech jsme pouzili Hoechst 3342

a jednotlivé fezy sféroidi jsme fotili pomoci fluorescencni a DIC mikroskopie.

Pro kazdou latku bylo vytvoteno 5 preparatl, které se vzajemné vyznamné nelisily.

Ve vysledcich je vzdy uveden reprezentativni fez.
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5.8 Statistické zpracovani dat

Statistické hodnoceni vysledkli bylo provedeno pomoci jednofaktorové analyzy
rozptylu (one-way ANOVA) s vyuzitim post hoc Bonferroniho metody vicenasobného
porovnani. Cytotoxicitni experimenty byly provedeny nejméné ve tiech opakovanich
(vzdy v triplikatu). Vysledky byly porovnany s vysledky kontrolnich vzorkl (neovliv-
néné kontroly) a za signifikantni byly povazovany, pokud hladina vyznamnosti (p) byla
*p < 0,05, **p < 0,01 a ***p <0,001.

Pro porovnani poméru stran sféroida byl pouzit neparovy t-test s Welchovou korekci.
Vysledky byly navzajem porovnany a byly povazovany za signifikantni, pokud hladina
vyznamnosti (p) byla *p < 0,033; **p < 0,002 a ***p < 0,001.
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6 VYSLEDKY

6.1 Stanoveni pocate¢ni koncentrace bunék pro tvorbu
sféroidi

Velikost sféroida je dulezitym bodem v kazdé experimentalni praci. Souvisi to
s velikostmi nadort in vivo, které koreluji s funkci bunck, ale také s penetraci
a transportem 1éCiv. To znamend, ze spravné zvolend velikost sféroidi umoziuje
napodobit nadorovou tkan in vivo. V literatufe se uvadi, ze sféroidy v rozmezi 200-
500 pm jsou dostatecné velké na to, aby se vytvofil dostatecny gradient kysliku, zivin
a odpadnich latek. Takto velké sféroidy by mély byt vhodné k testovani protinadorovych
1é¢iv nebo pro studium PDT (Shen et al., 2021).

Stéroidy bunéénych linii CT-26 a MCF-7 jsme vytvofily metodou ULA desti¢ky
s pocatecni koncentraci bun€k 50, 250, 500, 1000 a 3000 bunék/jamku. Sféroidy jsme
7. den zdokumentovali DIC mikroskopii pfi zvétSeni 4x. Na Obrazku 15 a 16 jsou
zobrazeny sféroidy z bunééné linie CT-26 a MCF-7 v 7. den inkubace. U obou bunéénych

linii jsme zvolili jako optimélni koncentraci 500 bunék/jamku.
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Obrazek 15 Sféroidy bunééné linie CT-26 s pocatecni koncentraci 50, 250, 500, 1000 a 3000

bunék/jamku 7. den od nasazeni. Strana fotky odpovida 1000 pm.
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Obrazek 16 Sféroidy bunééné linie MCF-7 s pocatecni koncentraci 50, 250, 500, 1000 a 3000

bun¢k/jamku 7. den od nasazeni. Strana fotky odpovida 2500 pm.
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6.2 Sledovani rustu sféroidu

Sféroidy bunécné linie CT-26 vytvorené metodou ULA desticky v koncentracich
50, 250, 500, 1000 a 3000 bun¢k/jamku jsme zaznamenavali 1., 2., 3.,4.,7.,9., 11. a 14.
den od jejich vtvoreni. V den vytvoreni sféroidu jsme po stoceni bunek v ULA desticce
jiz mohli pozorovat agregaci bunék do tvaru podobajici se sféroidu. V dalSich dnech ristu
se staval sféroid vice kompaktni a 7. den bylo pozorovano vytvoreni sféroidu vhodného
pro experimenty u koncentrace 500 bun¢k/jamku. U vSech koncentraci byla zaznamenana
linearni zavislost ristu. U sféroidi bunécné linie CT-26 byl rist zaznamenéavan po dobu
14 dnti DIC mikroskopii pfi zvétSeni 4x. Sféroidy jsme fotografovali a meéfili jejich

primér (Obrazek 17 a Obrazek 18).

Pro sféroidy bunécné linie MCF-7 jsme pouzili stejné vychozi koncentrace bunck
50, 250, 500, 1000 a 3000 bun¢k/jamku. Sféroidy jsme dokumentovali 1., 2.,3.,4.,7., 9.
a 11. den. Opét jsme ihned po centrifugaci mohli pozorovat tvorbu agregatl
nepravidelného tvaru. Sféroidy byly zaznamendvéany a byl sledovan jejich riist po dobu
11 dnti DIC mikroskopii pfi zvétSeni 4x. Sféroidy jsme fotografovali a méfili jejich
pramér (Obrazek 19 a Obrazek 20). V tomto experimentu bylo zjisténo, zZe sféroidy z této
linie jsou kompaktni do 4. dne kultivace. 7. den jsme jizZ zaznamenali rozpadajici se
sféroidy naznacujici umirani jednotlivych bunék. Pro experimenty jsme pouzivali metodu

s vyménou média ve 3. den inkubace.

Dynamic¢téjsi rast byl zaznamenan u sféroidii z bunééné linie CT-26. Sféroidy
bunécné linie MCF-7 mély rychlejsi rist v prvnich dnech a nésledné byl riist zpomalen

(rozséhlé umirani bun¢k, které se hromadi na dn¢ jamek a komplikuji analyzu).

Sféroidy zbuné&né linie CT-26 dosahly v posledni den inkubace pfiblizné
podobnych hodnot u vSech koncentraci bunék, zatimco u bunééné linie MCF-7 sféroidy
vytvorily posledni den inkubace rizné velké sféroidy v zavislosti na pocatecni
koncentraci buné€k. Sféroidy z bunééné linie MCF-7 vytvately u vSech koncentraci mensi
sféroidy v porovnani se sféroidy z bunécné linie CT26 a zd4 se, Ze ideédlniho stavu
dosahuji mezi 2. a 4. dnem inkubace (u starSich sféroidl, pravdépodobné v dasledku
umirani jednotlivych bunék, ztracely kultury sféroidni tvar a ziskdvaly nepravidelny tvar).

Toto je vSak nad ramec této diplomové prace a je vyzadovano dal$i studium.
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Obrazek 17 Priméry sféroidti bunééné linie CT-26 v zavislosti na ¢ase.
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Obrazek 18 Rust sféroidd bunécné linie CT-26 s pocatecni koncentraci 500 bunék/jamku. Strana

fotky odpovida 1000 pm.
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Obrazek 19 Priméry sféroidti bunécné linie MCF-7 v zavislosti na Case.
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Obrazek 20 Rust sféroidi bunécné linie MCF-7 s pocatecni koncentraci 500 bunék/jamku.

Strana fotky odpovida 2500 pm.




6.3 Uniformita sféroidu

Uniformita sféroidi v 7. dni ristu (pocatecni koncentrace 500 bun¢k/jamku) obou
bunécnych linii se zjistovala porovnanim pomeéru dvou na sobé kolmych priméra
sféroidu (nejdelsi vi¢i nejkratsi vzdalenosti). Cim vice se tento pomér blizil 1,0, tim byl
sféroid pravidelngjsi a kulatéjsi. U nepravidelnych sféroidii se hodnota pohybovala

vyrazné nad hodnotou 1.

Obrazek 21 naznacuje, ze sféroidy bunécné linie CT-26 dosahovali uniformnich
kulatych tvari, zatimco bunécnd linie MCF-7 tvofila méné pravidelné¢ sféroidy

v porovnani s bunécnou linii CT-26.

| — [CT26

1.0. ...... S e u MCF-7

Pomeér stran

CT26 MCF-7

Obrazek 21 Uniformita sféroid z bunécénych linii CT-26 a MCF-7 vyjadiena jako pomér na
sebe kolmych priméru prufezu.

6.4 Vliv vymény média na rist sféroidi bunééné linie CT-26
v ULA desticce

Stéroidy bunécné linie CT-26 jsme piipravili metodou ULA desticky s koncentraci
500 bunék/jamku. Vytvotili jsme si takto 2 desticky a v jedné se médium béhem sedmi
denni inkubace neménilo a v druhé desti¢ce bylo médium ménéno 2. a 4. den kultivace.
Sféroidy byly dokumentovany a méteny. Ze ziskanych priméri jsme vyhodnotili, Ze
sféroidy bez vymény média dosahovaly 7. den inkubace 713 +7,9 um a sféroidy
s vyménou 709,1 £ 8,7 um. Vyména média na rist sféroid bunécné linie CT-26 neméla

vliv.
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6.5 Cytotoxicita

Pro vSechny experimenty stanovujici fotodynamickou aktivitu byly pouzity
sféroidy s koncentraci 500 bunék/jamku kultivované 7 dni pro bunécnou linii CT-26
1 MCF-7. Pro stanoveni fototoxicity byly u vSech PSs pouzity koncentrace v rozmezi

0,05 — 10 uM.

6.5.1 P40

U bunécné linie CT-26 je vidét nejvétsi pokles Zivotaschopnosti na 35 %
u koncentrace 0,5 uM pfi stanoveni aktivitou ATP. Metodou stanoveni zivotaschopnosti
AB jsme stanovili hodnotu poklesu pii stejné koncentraci na 26 %. U koncentrace 1 uM
jsme dosahli poklesu zivotaschopnosti na 56 % stanovenou pomoci aktivity ATP.
Pomoci stanoveni AB jsme ziskali hodnotu poklesu na 41 % pro stejnou koncentraci. Na
Obrazku 22 je vidét, Ze rozdil mezi metodami pro stanoveni Zivotaschopnosti byl
minimalni.

U bunééné linie MCF-7 mély nejvyssi letalni ucinek taktéz koncentrace 0,5 uM
a 1 uM. Pti hodnoceni zivotaschopnosti metodou AB jsme stanovili hodnoty poklesu na
10% u 0,5 uM a na 8 % u 1 uM. Stanovenim aktivity ATP jsme vyhodnotili pokles
zivotaschopnostina 1 % u 0,5 uM ana 0,3 % u 1 uM. Na Obrazku 23 je vidét, Ze rozdil

mezi metodami pro stanoveni Zivotaschopnosti byl minimalni.
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Obrazek 22 Zavislost zivotaschopnosti bun¢k CT-26 na koncentraci P40 po ozafeni.
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Obrazek 23 Zavislost zivotaschopnosti bunék MCF-7 na koncentraci P40 po ozéfeni.



6.5.2 P44

Metodou vyhodnoceni AB jsme stanovili u bunééné linie CT-26 nejvyssi pokles
zivotaschopnosti na 51 % u koncentrace 1 uM. Druhou nejvice u¢innou koncentraci byla
0,5 uM s poklesem na 69 %. Pii vyuziti stanoveni poklesu zivotaschopnosti aktivitou
ATP byly stanoveny hodnoty 53 % u koncentrace 1 pM a 75 % u koncentrace 5 pM. Na
Obrazku 24 je vidét, ze rozdil mezi metodami pro stanoveni Zzivotaschopnosti byl
minimalni.

U bunécné linie MCF-7 doslo k vyraznéjSimu poklesu Zzivotaschopnosti jiz
u koncentrace 0,5 pM na 39 % u vyhodnoceni metodou aktivity ATP. Koncentrace 1 uM
zivotaschopnosti metodou AB byl zaznamenan vyssi pokles u koncentrace 5 uM na 53 %.
Nejvétsi pokles byl stanoven u koncentrace 10 uM, a to na 3 %. Vyhodnocovani bylo

citlivéjs$i metodou stanoveni aktivity ATP — vysledky AB byly ovlivnéné vyznamnou

chybou zptisobenou rozdily mezi jednotlivymi experimenty.

Cytotoxicita latky P44 vyhodnocend metodami AB a aktivitou ATP je zobrazena
u bunéénych linii CT-26 na Obrazku 24 a MCF-7 na Obrazku 25.
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Obrazek 24 Zavislost zivotaschopnosti bunék CT-26 na koncentraci P44 po ozareni.
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Obrazek 25 Zavislost zivotaschopnosti bunék MCF-7 na koncentraci P44 po ozéfeni.



6.5.3 ZIP300

U bunécné linie CT-26 vyhodnocenim zivotaschopnosti metodou AB doslo
k nejvyrazng&jsimu poklesu u koncentrace 1 uM na 50 %. U vyssich koncentraci doslo
k nartstu hodnot. Koncentrace 5 uM (57 %) a koncentrace 10 uM (78 %). U stanoveni
aktivity ATP byl nejvyssi pokles Zivotaschopnosti zaznamenan u koncentrace 5 uM na
62 %. U nizSich koncentraci se pokles Zivotaschopnosti pohyboval kolem 96 %,
u nejvyssi koncentrace doslo k poklesu pouze na 80 %. Je tedy patrné, ze vyssi

cytotoxicitu se podafilo zaznamenat metodou AB.

U bunécné linie MCF-7 doslo k nejvyraznéjSimu poklesu Zivotaschopnosti
u koncentrace 5 uM na 20 % (stanoveno aktivitou ATP). U koncentrace 10 uM ale doslo
k nardstu zivotaschopnosti na 40 %. U stanoveni metodou AB byl vyrazny pokles
zaznamenan také u koncentrace 5 uM na 38 %, u koncentrace 10 uM doSlo k snizeni

zivotaschopnosti na 30 %

Cytotoxicita latky ZIP300 vyhodnocend metodami AB a aktivitou ATP je
zobrazena u bunéénych linii CT-26 na Obrazku 26 a MCF-7 na Obrazku 27.
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Obrazek 26 Zavislost zivotaschopnosti bunék CT-26 na koncentraci ZIP300 po ozafeni.
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Obrazek 27 Zavislost zivotaschopnosti bunék MCF-7 na koncentraci ZIP300 po ozafeni.



6.5.4 PhotoSens®

U buné&éné linie CT-26 pii pouziti PhotoSens® nedoslo téméf k zadnému poklesu
zivotaschopnosti (pokles maximalné na 97 %). Obé metody poskytly téméf stejné

vysledky.

U bunécéné linie MCF-7 uz doslo k vyrazngjsim poklesiim Zzivotaschopnosti.
Pomoci AB jsme vyhodnotili nejnizsi zivotaschopnost u koncentrace 0,5 uM — 62 %.
Aktivitou ATP jsme stanovili nejvyssi pokles zivotaschopnosti u koncentrace 0,1 uM na

19 %. Vyssi koncentrace takto nizkych hodnot nedosahovaly.

Cytotoxicita latky PhotoSens® vyhodnocena metodami AB a aktivitou ATP je
zobrazena u bunéénych linii CT-26 na Obrazku 28 a MCF-7 na Obrazku 29.
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Obrazek 28 Zavislost zivotaschopnosti bunék CT-26 na koncentraci PhotoSens® po ozafeni.
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Obrazek 29 Zavislost zivotaschopnosti bunék MCF-7 na koncentraci PhotoSens® po ozafeni.



6.6 Invazivita sféroidu

Sféroidy z obou bunécnych linii byly vytvofeny metodou ULA desticky
s poc¢atecni koncentraci bunck 500 bunck/jamku. Experiment byl provadén 7. den
inkubace sféroidi.

Pro zjiSténi, jestli maji sféroidy invazivni potencial, jsme sféroidy zalili do
Geltrex™, které napodobovalo ECM. Takto pfipravené kultury jsme sledovali po dobu
7 dn.

Bunécéna linie CT-26 vykazala schopnost invazivity. Jiz prvni den po zaliti do
Geltrexu™ jsme pozorovali za¢inajici tvorbu ,,paprskii“. 4. den uz byly paprsky dobie
prorostlé do ECM po celém obvodu sféroidi a kultura tak zacinala mit tvar, ktery je
v angl. odborné literatuie oznacovan jako ,,sunburst®. Negativni kontrolou byly pouzity

sféroidy v SCM, u kterych k vytvoreni ,,paprsktii* nedochézelo.

MCEF-7 sféroidy nevykazovaly invazivni charakter, a proto nebyly dale studovany
(Obrazek 30). Pozorovali jsme ale, ze sféroidy i po 7. dni kultivace vypadali kompaktné

a udrzeli si pravidelnéjsi tvar oproti kultivaci pouze v SCM médiu — viz Obrazek 20.

den?7

Obrazek 30 Invazivita sféroidi bunééné linie MCF-7.
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6.6.1 Invazivita CT-26 sféroidii po PDT

K 7 dni starym sféroidi jsme ptidali studované PSs v jejich nejucinnéjsSich
koncentracich (P40 — 0,5 a 1 uM, P44 — 1 a 5 uM, ZIP300 — 1 a 5 uM, PhotoSens —
1 a5 uM) a nechali je inkubovat do druhého dne (12 h), kdy jsme sféroidy oplachli od
nenavazanych PSs a zalili je do GelTrex™ pro napodobeni ECM. Takto piipravenou
kulturu jsme ozafovali Xe lampou 15 minut. Nasledné¢ jsme sféroidy sledovali
DIC mikroskopii pii zvétSeni 4% po dobu 7 dnd. Kontrolni sféroidy byly inkubovany
v Geltrexu™ bez PS (Obrazek 31).

Kontrolni sféroidy 7. den prorostly do ECM do vzdalenosti 543,8 = 40,7 um od
povrchu sféroidu. K nejucinnéj$Simu snizeni prorustani bun¢k do ECM po ozareni doslo
u sféroidt ovlivnénymi latkami P40 (1 uM — 147,8 £ 72,8 um), PhotoSens (5 uM —
139,6 £ 20,8 pm) a ZIP300 (5 uM — 109,7 + 20,4 um). Latka P44 v obou koncentracich
dosédhla sniZeni prorustani bunék do ECM, ale pouze na hodnotu 267,2 £ 55,2 um

u koncentrace 5 pM.

Fotografickd dokumentace reprezentativnich vzorkli a grafické zndzornéni
invazivity (vzdalenost, kterou buiiky prorostly do ECM od povrchu sféroidu) v zavislosti

na Case jsou zobrazeny na Obrazcich 31 az 39.

71



72

Obrazek 31 Invazivita sféroidu bunécné linie CT-26 bez oSetieni PS — kontrolni sféroidy.
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Obrazek 32 Invazivita sféroidu bunécéné linie CT-26 po ozafeni s latkou P40 (1,0 uM).
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Obrazek 33 Invazivita sféroidi bunécné linie CT-26 oSetfenych latkou P40 a po ozareni.



Obrazek 34 Invazivita sféroidu bunééné linie CT-26 po ozafeni s latkou P44 (5 uM).
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Obrazek 35 Invazivita sféroidii bunécné linie CT-26 oSetfenych latkou P44 a po ozafeni.
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Obrazek 36 Invazivita sféroidu bunécné linie CT-26 po ozafeni s latkou ZIP300 (5 uM).
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Obrazek 37 Invazivita sféroidi bunécné linie CT-26 oSetfenych latkou ZIP300 a po ozafeni.
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Obrazek 38 Invazivita sféroidu bunécné linie CT-26 po ozafeni s latkou PhotoSens® (5 uM).
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Obrazek 39 Invazivita sféroidt bunééné linie CT-26 oSetfenych latkou PhotoSens® a po
ozareni.

6.7 Tkanové rezy CT-26 sféroidu

Pro zji8téni distribuce PSs ve sféroidech bunécéné linie CT-26 byly ptipraveny 10 um
tlusté¢ tkanové ftezy, zkterych byly vytvoreny preparaty obarvené Hoechst3342
(vizualizace jader). U v8ech preparatl je patrna odliSna morfologie bunék nekrotického

jadra a zbytku sféroidu.

U latky P40 (Obrazek 40) je vidét PS v celém objemu sféroidu s vyssi koncentraci
blize k povrchu. Latka P44 (Obrazek 41) byla detekovéana pouze v povrchovych vrstvach
sféroidu. Latka ZIP300 (Obrazek 42) byla detekovand piedevsim v hypoxickém jadie
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sféroidu. Latku PhotoSens® (Obrazek 43) bylo mozné detekovat v celém objemu

sféroidu.
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Tyto experimenty bude vSak nutné zopakovat a konfirmovat.

1)

2)

3)

po fixaci byly sféroidy uchovéavany do dalSiho dne v lednici a mohlo tak dochazet
k redistribuci PS mimo primarni lokalizaci. Preparaty tedy bude nutné zamrazit
ithned po fixaci.

Na fezech maji sféroidy houbovitou az sitovitou strukturu, coz mize byt dano
piipravou vzorku — pfedevsim pak pomalym zamrazenim v zamrazovacim médiu
pii -80 °C. Bude nutné optimalizovat metodu fixace, a zaroven zamrazit fixované
preparaty pomoci ,,snap-freezing* postupu v tekutém dusiku.

Stéroidy byly inkubované s PS po dobu 24 h (pro vétsi mnozstvi pohlceného PS),
zatimco pro cytotoxicitni experimenty pouze 12 h. Bude tedy nutné potvrdit i to,

zda tento rozdil nema zasadni vliv na distribuci PS ve sféroidech.



Obrazek 40 Distribuce latky P40 ve sféroidu bunééné linie CT-26. Métitko odpovida 250 pm.
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Obrazek 41 Distribuce latky P44 ve sféroidu bunécné linie CT-26. M¢étitko odpovida 400 pm.
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Obrazek 42 Distribuce latky ZIP300 ve sféroidu bunécné linie CT-26. Méfitko odpovida
250 pm.
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Obrazek 43 Distribuce latky PhotoSens® ve sféroidu bunécné linie CT-26. Métitko odpovida
250 pm.
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ZAVERY

Vytvofili jsme sféroidy u bunéénych linii CT-26 a MCF-7 metodou ULA desticky.
Stanovili jsme optimdlni koncentraci bun¢k vhodnou pro nésledujici experimenty —

500 bun¢k/jamku.

Pti sledovani rastu sféroida u obou linii byla podstatna jejich pocatecni koncentrace.
U obou linii byl pozorovan linearni riist sféroida. Jejich uniformita byla ale rozdilna.
Bunééna linie CT-26 poskytovala kompaktnéjs$i a pravidelnéjsi sféroidy oproti
bunécéné liniit MCF-7, kde jsme pozorovali ve 7. dnu kultivace caste¢ny rozpad

sféroidu.

Vyména média u bunééné linie CT-26 neméla vliv na rlst a uniformitu sféroida.
Invazivni chovani bylo prokdzano pouze u bunééné linie CT-26. U vSech pouzitych
PSs dosSlo ke sniZeni invazivity. K nejvyraznéjSimu poklesu prorustani bunck
v matrix doslo u latek P40 (1 uM), ZIP300 (5 uM) a PhotoSens (5 uM).

Nejlepsi cytotoxicky ucinek vykazovala latka P40 u obou bunéénych linii.

Pii porovnani dvou metod zaloZenych na odliSnych principech stanoveni

zivotaschopnosti bun€k nebyl ve vétSin€ ptipadli zaznamenan vyznamny rozdil.

Z tkanovych fezli jsme vytvorili preparaty pro konfokalni mikroskopii ke zjisténi
distribuce PSs uvnitt sféroidi bunécné linie CT-26. Latky z riznych skupin vykézaly

rozdily v distribuci — tento experiment bude vSak nutné opakovat a konfirmovat.



8 DISKUZE

PDT se ukazala jako ucinna fototerapeuticka metoda pouzivana pii 1€cbé
nenadorovych i neoplastickych onemocnéni. PDT spociva v pouziti svétla se specifickou
vlnovou délkou selektivni k aktivaci daného PS v piitomnosti 20,. Aktivace PS vede
k tvorbé 'Oz nebo jinych ROS. Oxidaéni stres ma potencial vyvolat buné¢nou smrt nebo
terapeuticky vyznamnou stresovou reakci. Protinddorové mechanismy PDT mohou
zahrnovat pfimou smrt nadorovych bunék, vaskularni poskozeni s naslednou ischémii

nadoru a zvysenou imunitni odpovéd’ na nddorové antigeny (Lu et al., 2020).

BéZnym modelem pouzivanym pro in vitro studium PDT jsou 2D bunééné linie
vyvinuté z homogennich populaci. Vyhody pouziti 2D bunék jsou jednoduchost
a spolehlivost, takze jsou jednim ze standardii pro studium nejen PDT. Ptesto vSak
existuje urcitd ,,mezera” mezi 2D modely a in vivo nddorem, coz miize omezovat hodnotu
studii PDT in vitro. 2D bunécné kultury se 1isi od solidnich nddor nemoznosti replikovat
komplexnost nddorové architektury a mikroprostfedi. To vede k vyznamnym rozdilim
v piistupu jednotlivych bunék ke kysliku, pfitomnosti hypoxickych oblasti, rozdilnou
dostupnost zivin a rozdilnou proliferaci. 3D bunécné kultury jsou také vyznamnéjsi
v souvislosti s organizaci bun¢k podobné jako in vivo, protoze je u sféroidli pfitomna
ECM a mezibunécné kontakty. Tyhle vSechny vyhody 3D bunéénych kultur by mohly do
budoucna pfinést lepSi moznosti pro testovani a vyvoj novych lé€iv, a mohlo by se tak

naptiklad opustit od testovani na zviratech. (Till et al., 2016).

V nasi praci jsme vytvareli sféroidy tvofené buitkkami z linii CT-26 a MCF-7
metodou ULA desticky. Tato metoda patii k jednoduchym a finanéné relativné
nendroénym technikdm pro tvorbu sféroidii. Vytvofené sféroidy jsme porovnavali
z hlediska charakterizace ristu. Zkoumali jsme primér sféroidl s riznymi pocty bunck
na pocatku experimentu (50, 250, 500, 1000, 3000) po dobu 14 dnii. Primér sféroidi
linie CT-26. V pocatecni fazi bunky po centrifugaci agregovaly, v dalSich dnech se staval

sféroid kompaktnéjsi a kulatéjsi a idealniho tvaru dosdhl béhem sedmi dnil inkubace.
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Sféroidy z bunééné linie MCF-7 sledoval i Zhang et al., 2016. U sféroidi
vytvofenych metodou visuté kapky s riiznymi koncentracemi bun€k pozorovali jejich
linearni, ale relativné pomaly rast béhem 7 dnii inkubace. Kinetiku rastu sféroidi sledoval
i Pereira et al., 2017 u bunéénych linii HCT-116, MCF-7, MDA-MB-231, UM-UC-3
a HeLa vytvofenych v 96-jamkovych mikrotitra¢nich destickach potazenych agarosou
s koncentraci 2 500 az 20 000 buné€k na desticku. Autofi také pozorovali v den nasazeni
prvni volné agregaty. U bunécnych linii HCT-116, MCF-7, UM-UC-3 a HeLa doslo do
48 hodin k vytvotreni kompaktnich a rigidnich sféroidt a s pravidelnym tvarem. Buiky
bunééné linie MDA-MB-231 rakoviny prsu zlstaly jako jednotlivé buiky tvofici
nestabilni agregaty a nebyly tak vhodné pro dalsi experimenty. Doslo i k potvrzeni, ze
vys§i pocatecni hustota bunék vede ke vzniku sféroidli s vétSimi objemy a naopak.
Ve studii stanovili jako spravnou inkubaéni dobu vhodnou pro experimenty 48 hodin

(pramérna velikost sféroida 443 um) (Pereira et al., 2017; Zhang et al., 2016).

V na$i préci jsme pro experimenty pouzivali dobu formace 7 dni a pocatecni
koncentraci 500 buné¢k/jamku. S témito parametry dojde k tvorb€ sféroidl s primérnou

velikosti 750 £ 54 um pro linii MCF-7 a 742 + 12 pm pro linii CT-26 pM.

Pro vSechny experimenty jsme pouzivali sféroidy u obou bunéénych linii v 7. den
inkubace s koncentraci 500 bun¢k/jamku. Tyto sféroidy, jak je zminéno vySe, dosahovaly
velikosti pfes 700 um. V literatufe se uvadi jako idealni hodnoty 400-600 pm.
Do budoucna bude pro dalsi experimenty vhodné studovat také CT-26 sféroidy ve 3. az
4. dni kultivace, kdy se velikost sféroidi pohybovala okolo 400 um, a tak porovnat, jestli
by doslo ke zméné v ucinnosti PDT. U sféroidii bunécné linie MCF-7 by obdobné
experimenty bylo vhodné provést také u sféroidi s pocatecni koncentraci
1000 bunék/jamku v 2. az 3. den kultivace a opét porovnat, jestli budou zaznamenany

vyrazn€j$i zmeény v ucinnosti PDT.

Photofrin a hematoporfyrin patii k nejcastéji studovanym PSs jak
v experimentalnich, tak klinickych studiich. Photofrin je FDA schvalen pro lécbu
nekterych nadorovych onemocnéni. Mezi hlavni problémy tohoto PS patii dlouhodoba
kozni fotosensibilizace, vysoky stupeit chemické heterogenity a Spatnd absorpce
cerven¢ho svétla pronikajiciho hloubéji do tkdné. Tyto divody vedly k vyzkumu

PSs druhé generace, mezi které patii i ftalocyaniny. Ty maji intenzivngj$i absorpci ve
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viditelné ¢ervené oblasti, vysokou G¢innost pii tvorb& '0: a jejich snadnou modifikaci

(Manoto et al., 2017).

Rada védeckych publikaci poukazala na vy$§i odolnost sféroidi vii¢i riiznym
terapeutickym latkdm a pfistupim oproti bunkam kultivovanym v monovrstve.
Na zékladé téchto dat jsme se rozhodli sledovat cytotoxicitu novych ftalocyaninovych
PSs, syntetizovanych na Katedie farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy FaF UK
veédeckou skupinou prof. PharmDr. Petra Zim¢ika PhD a jednoho komeréné dostupného
PS, na sféroidech bunéénych linii CT-26 a MCF-7. Latky P40 a P44 jsou amfifilni povahy
a latky ZIP300 a PhotoSens® hydrofilni. Zatimco latky P40 a ZIP300 nesou kladny naboj,
latky P44 a PhotoSens® maji ndboj zaporny.

Pro naSe experimenty byla pouzivanad Xe lampa v kombinaci s vodnim a high-pass
filtrem jako zdroj zafeni (L>570 nm, 12,4 mW/cm? 15min, 224 J/cm?).
Zivotaschopnost bunék jsme vyhodnocovali dvéma metodami s rozdilnym mechanismem
stanoveni — AlamarBlue™ (AB) a CellTiter-Glo® (stanoveni ATP). ABje b&zné
pouzivanou a cenov¢ dostupnou latku pro stanoveni zivotaschopnosti bunék. Béhem
jednotlivych experimentd jsme zjistili, ze nedochézi k poklesu zivotaschopnosti buné¢k
s dal$im navySovanim koncentrace PS, ale u vySSich koncentraci jsme pozorovali
opétovny nariist zivotaschopnosti bunék. Proto jsme si vybrali druhou metodu stanoveni
zivotaschopnosti bunék zaloZenou na jiném principu pro konfirmaci vysledd, a to
stanovenim ATP. Chtéli jsme zjistit, jestli nam tato metoda poskytne stejné vysledky jako

AB anebo ziskame Uplné odlisné hodnoty.

Nejvyssi cytotoxicita byla stanovena u amfifilni kationické latky P40 pro ob¢ bu-
nécné linie. Pokles Zivotaschopnosti u bunééné linie CT-26 byl nejvyssi u koncentrace
0,5 uM (26 %). U bunécné linie MCF-7 doslo k nejvysSimu poklesu u koncentrace 1 pM
(0,3 %). U bunécné linie MCF-7 prokazovala i latka P44 u koncentrace 10 uM, pokles na
1 %. Sféroidy odvozené od bunécné linie MCF-7 tedy vykazovaly vyssi citlivost viici PS.
U vsech studovanych PSs byl vS§ak zaznamenan opétovny naruast Zivotaschopnosti bun¢k
u nejvyssich koncentraci. Podobnym tématem se zabyvala Zuchowska et al. 2017. Ve
studii sledovali zivotaschopnost sféroidii nadoru plic A549 a nemalignich MRC-5 po
PDT lécbé ALA jako prekurzoru pro vznik PS protoforfyrinu IX. Cely experiment probi-

hal na mikro€ipu. Sféroidy byly oSetfeny ALA v rliznych koncentracich a néasledné
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ozafeny LED lampou (A = 640 nm, davka energie 30 J/cm?). Zivotaschopnost bun&k byla
vyhodnocena pomoci AlamarBlue™. Bylo zjiténo, Ze Zivotaschopnost obou typi sféro-
idt zavisela na koncentraci ALA. Zivotaschopnost sféroidit A549 a MRC-5 pro 0,75 mM
ALA se rovnala 85,68 % + 1,65 a 95,83 % + 12,21. ALA v koncentraci 9 mM zpusobila
nejvyssi pokles zivotaschopnosti sféroidii, a to 0 52,65 % + 3,97 (A549)a 17,10 % £ 1,22
(MRC-5). To naznacuje, ze nemaligni sféroidy vykazovaly vyssi odolnost viici PDT. Sfé-
roidy nddorovych bun¢k byly sice citlivéjsi viici PDT, ale zivotaschopnost bunék neklesla

pod 50 % (Zuchowska et al., 2017).

Nami studované latky P40, ZIP300 a P44 byly studovany na 2D bunéénych kul-
turach Kollarem ef al. 2020. Bunééné kultury MCF-7 byly ozafovany xenonovou vyboj-
kou (A > 570 nm, 11.7 J/cm?) 15 minut. Hodnota ECso pro latku P40 byla 0,035 uM, pro
ZIP300 0,0028 uM a pro latku P44 0,453 uM. Vysledky tedy ukazuji, Ze hydrofilni kati-
ontovy PSc (ZIP300) a amfifilni kationtovy PSc (P40) jsou vice aktivni v porovnani s am-
fifilnim anionickym PSc (P44). V porovnani s aktivitou téchto PSs u sféroidli v nasi praci
je patrné, ze sféroidy jsou vice odolné vici PDT a je potieba vysokych koncentraci, aby

doslo k vyraznéjsimu poklesu zivotaschopnosti bunék (Kollar et al., 2020).

Aktivitu latky PhotoSens® a ZIP300 studovali také Machacek et al., 2016. Bu-
nééna linii HeLa byla ozafovéna 15 minut (A > 570 nm, 11,2 J/cm?). Autofi prokazali, Ze
latka ZIP300 byla velmi ¢innd i na HeLa buiikach (ECso = 0,0038 uM). PhotoSens® byl
oproti latce ZIP300 U¢inny az pfi mnohem vysSich koncentracich (ECso = 2,07 uM).
U sféroidti bun&éné linie MCF-7 byl PhotoSens® uginny, Zivotaschopnost bun&k poklesla
na 19 % (0,1 uM), ale u bunééné linie CT-26 nevykazoval Zadnou aktivitu (Machacek et
al., 2016).

PDT na sféroidech studoval také Wu et al., 2020. Autofi vytvoftili 3D bunécny
model znadorovych bunék nasofaryngedlniho karcinomu metodou visuté kapky
a agregaci na agarose (obdobna metoda jako s pouzitim ULA). Sféroidy byly inkubované
s riznou koncentraci FosPeg® (0,001 — 5 pug/ml) po dobu 24 h. Nasledné doslo k ozafeni
davkou 5-20 J/em? pomoci 652 nm laserové diody. Hodnoty ICso bylo dosaZeno pii
1 pg/ml pti davee svétla 20 J/cm?. Doslo k potvrzeni, Ze FosPeg® u sféroiddi neni tak
ucinny jako u 2D bunécnych kultur a vyssi koncentrace poskytovaly vyssi procento

zivych bunék. Autofi poukazuji na to, ze tento fakt by mél byt zpisoben rozdilnou
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absorpci a distribuci PS, penetraci svétla a gradientu zivin a taky obsahem

intracelularniho *02 (Wu et al., 2020).

Aktivitu lipofilniho zine¢natého ftalocyaninu Pc9 uzavieného do polymernich
micel studoval na bunééné linii mysiho karcinomu tlustého stfeva CT-26 Chiarante et al.,
2017. Sféroidy byly vytvoteny v 96-jamkové mikrotitraéni desti¢ce potazené agarosou
s hustotou 2 x 10*bunék/desticku. Sféroidy inkubovali sPS a nasledné ozafili
halogenovou lampou s riiznou davkou zafeni (0 - 4,2 J/cm?). Po ozafeni davkou 2,8 J/cm?
byl prokazan vyznamny pokles Zivotaschopnosti (ICso 370 = 11 nM). U vyssi davky
zateni byl pozorovan nartst zivych bun€k. Autofi v této praci vyuzili potencial lipofilniho
Pc9 zapouzdieného do polymernich micel pro eliminaci bunék karcinomu tlustého stieva.
Vzhledem k tomu, ze S$patnd rozpustnost Pc9 za fyziologickych podminek koreluje
s nizkou biologickou dostupnosti a snizenim fotodynamické ucinnosti, byly vybrany jako
nosice polymerni micely, jejichz ukolem bylo zabranéni agregace Pc9. Tyto micely jsou

bezpené pro intravendzni podani (Chiarante et al., 2017).

PDT testovanou na sféroidech piipravenych mikrofludnim systémem potazenym
polyHEMA (hydrogel pouzivany jako neadhezivni povrch pro tvorbu sféroidit) pouzival
Chen et al., 2015. Pro experimenty byly pouZity bunéfné linie karcinomu prsu
T47D a MCF-7. Jako PS byla pouzita 10 uM methylenovd modf a sféroidy byly
ozafovany riznymi ddvkami Serveného LED zafeni, od 14 s (0,1 J/cm?) do 1 hod (43,8
J/em?). Autofi poukazali na fakt, Ze pii nizkych davkach ozafeni pieZily téméi vSechny
buiiky, oproti 2D, u kterych i pii nizs$i davee (7,3 J/cm?) poklesla Zivotaschopnost pod 50
% a od davky 21,9 J/cm? byla vétsina bungk v monovrstvé mrtva. Zatimco u nejvyssi
davky, 43,8 J/ cm?, byla stale ¢ast bunék stale ziva, hlavné uvniti sféroidl. Rozdilnost také
pozorovaly ve vztahu mezi velikosti sféroidl a t€innosti PDT. Velké sféroidy vykazovaly
vyssi rezistenci oproti mensim pii stejné PDT dévce. Hodnota u malych sféroidt byla
IFs0 (poloviéni maximalni inhibi¢ni davka ozéafeni) 9,4 J/cm?, u velkych sféroidd IFso
17,8 J/em?. Autofi se také rozhodli otestovat u¢innost PDT u kokultur s TAF. Ty maji
podle literatury zvySovat rezistenci nadora k 16¢b&. Uéinnost PDT na velké sféroidy

s a bez TAF nevykazovala vyznamny rozdil (Y. C. Chen et al., 2015).

Mezi dulezité vlastnosti nadorii patii i jejich invazivita. Tu jsme se rozhodli

studovat u obou buné&énych linii. Pro navozeni prostfedi podobné ECM jsme vyuZzili
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GelTrex™, ktery jsme ptidali ke sféroidim vytvorenym v ULA destiéce s koncentraci
500 buné¢k/jamku. Invazivni schopnost se prokazala pouze u bunééné linie CT-26, kde jiz
za 24 hodin po vytvofeni zacaly sféroidy projevovat sviij invazivni charakter. Béhem
dalSich dnii se vytvarely sféroidy piipominajici slunce s paprsky — v anglické odborné
literatufe je proto tento Utvar oznacovan jako ,sunburst”. Bunétnd linie MCF-7
nevykazala invazivni charakter, na druhou stranu tyto sféroidy vykazovaly kompaktnéjsi
strukturu s vitaln€jsi morfologii v porovnani s MCF-7 sféroidy kultivovanymi pouze

v SCM.

Studiem invazivity se v roce 2016 zabyval i Castillo et al., 2016. Invazivita byla
testovana na bunécné linit US7MG. Sféroidy byly vytvofeny tfemi riznymi metodami
a byly porovnavany. K napodobeni ECM byl vyuzit kolagen. Sféroidy byly hodnoceny
kazdy druhy den po dobu 8 dni. Byl prokazan invazivni charakter sféroidi buné¢né linie
US7MG vytvofenych vSemi tfemi metodami — metoda visuté kapky, Gravity PLUS
(automatizovany postup metody visuté kapky) a ULA 96jamkova mikrotitra¢ni desticka

(Castillo et al., 2016).

V nasi praci jsme se také rozhodli osetfit sféroidy bunééné linie CT-26 vybranymi
PSs (P40, P44, ZIP300, PhotoSens®) v riiznych koncentracich a sledovat, jestli dojde po
ozéfeni (22,4 J/cm?) ke sniZent jejich invazivity v intervalu 0 aZ 7 dni. Buriky kontrolnich
sféroidi byly schopné prorist skrze okolni ECM do vzdalenosti 543,8 + 40,7 um od
povrchu sféroidu. Nejvice u¢inné sniZeni invazivity jsme pozorovali u latek P40 (1uM;
148,7 + 72,8 um), ZIP300 (5 uM; 109,7 + 20,4 um) a PhotoSens® (5 uM;
139,5+20,8 um). Piekvapivé jsou vysledky latky PhotoSens, ktera pii stanoveni
cytotoxicity u bunécéné linie CT-26 neméla téméf Zadny ucinek, ale byla schopna vyrazné

snizit invazivitu sféroida.

Podobny experiment provedl Etminam et al., 2011 s ALA. Sféroidy lidskych
gliomovych bun¢k U373 byly inkubovany s ALA a néasledné ozéafeny. Invazivita byla
sledovana v kolagenu po dobu 3 dnii. Kontrolni sféroidy prorostly do okolni ECM do
vzdalenosti 436,6 + 45,8 um. Sféroidy oSetten¢ PDT vykazovaly sniZeni invazivniho
chovani ve srovnani s kontrolnimi sféroidy (184,6 £ 16,7 um). Autofi tedy také potvrdili,
ze za pouziti PDT lze snizit invazivitu sféroidit do okolniho prostiedi napodobujici

fyziologické ECM (Etminan et al., 2011).
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Po zminénych fotodynamickych experimentech jsme se rozhodli pro vytvoteni
tkanovych tezli ze sféroidd bunécéné linie CT-26 za ucelem stanoveni distribuce
studovanych latek v 3D kultufe. Timto experimentem jsme si chtéli potvrdit nasi
hypotézu, ze studované PSs nepronikaji do celého sféroidu, ale pouze do jeho perifernich
¢asti, coz by mohl byt divod sniZeni aktivity PSs. Proto jsme sféroidy vytvoiené v ULA
desti¢ce s koncentraci bunek 3000 bun¢k/jamku inkubovali 24 hodin se studovanymi PSs.
Nasledn¢ byly vytvoreny tkanové tfezy o tlouStce 10 um. Z tkanovych fezii byly
vytvofeny preparaty, a ty byly obarveny Hoechst3342 a zobrazeny fluorescencni
mikroskopii. Latky P40 a PhotoSens® byly distribuovany v celém objemu sféroidd.
ZIP300 byl detekovéan piedevs§im v nekrotickém jadie sféroidl. Latka P44 penetrovala
pouze do perifernich vrstev. Tato zjiSténi, bohuzel, nekoreluji s G€¢inkem téchto latek po

ozateni a je nutné dalsi studium a opakovani téchto experiment.

Penetraci FosPeg® v 3D sféroidech bun&k nasofaryngedlniho karcinomu sledoval
i Wu et al., 2020. Sféroidy byly 24 hodin inkubovény s FosPeg® a néasledné& zobrazeny
konfokalni mikroskopii. Prokazali, ze PS byl akumulovan hlavné ve vné&j$im okraji
sféroidu. Autoii odkazuji i na dalsi studie, kde byla tato hypotéza potvrzena. Naptiklad
Gaio et al., 2016 provedl a potvrdil hypotézu na sféroidech HeLa bunécné linie (Wu et
al., 2020).
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9 SEZNAM ZKRATEK

10,
30,

‘OH
‘02

ATP
BAX, BAK
Bcl-2
BIM, BID
CIL
CT-26
Colo699
CyT49
DIC
DMEM
DNA
ECM
EMT
ESC

FU

GSH
H>O»
HelLa

94

singletovy kyslik

molekularni kyslik

hydroxylovy radikal

superoxid anion radikal

oxid uhli¢ity

vapenaté ionty

hofecnaté ionty

hydroxid sodny

bunéc¢na linie nadoru plic

AlamarBlue™

kyselina 5-aminolevulinova

faktor aktivujici apoptosu

adenosintrifostat

regulatory apoptosy

geny odvozené od B-bunék lymfomu

proteiny patiici do rodiny Bcl-2, regulatory apoptosy
kontaktni inhibice lokomoce

bunécnd linie mysiho kolorektalniho karcinomu
bunécna linie nemalobunééného karcinomu plic
typ bunécné linie embryondlnich kmenovych bunék
diferenciélni interferencni kontrast

kultiva¢ni médium

deoxynukleova kyselina

extracelularni matrix

pfechod mezi epitelem a mezenchymem
embryonalni kmenova buika

fluorouracil

glutathion

peroxid vodiku

bunécna linie odvozena z lidskych bunék karcinomu délozniho

¢ipku



hBM-MSC
HCT-116
HpD

LDL

LED
Lgr5+
MCEF-7
MCTS
MDA-MB-231
MMP9
MRC-5
MSC
mRNA
Pec-01
PBS

Pc

PDAC
PDL
PDMS
PDT

PEG

PHH
Poly-HEMA
PS

PpIX

PT45

ROS
SH-SYSY
SCM

SOD

T47D

TAF

TME

ULA desticky
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mezenchymalni kmenové buitky odvozené z kostni dien¢
bunécna linie rakoviny tlustého stteva

derivat hematoporfyrinu

nizkodenzitni lipoprotein

svétlo emitujici dioda

bunécéna linie tlustého stieva

bunécna linie lidskych bunék karcinomu prsu
mnohobunécné nadorové sféroidy

bunééna linie odvozend od lidského prsniho karcinomu
matrixova metaloproteinasa 9

fibroblasty vyvinuté z plicni tkané

mezenchymalni kmenové bunky

mediatorova ribonukleova kyselina

bunééna linie endodermovych pankreatickych bunék
fosfatovy pufr

ftalocyanin

bunécna linie duktualniho adenokarcinomu pankreatu
poly-D-lysin hydrobromid

polydimethylsiloxan

fotodynamické terapie

polyethylenglykol

primarni lidské hepatocyty

polyhydroxymethakrylat

fotozenzitizér

protoporfyrin IX

bunécna linie karcinomu pankreatu

reaktivni formy kysliku

bunécna linie pouzivana jako in vitro model neuronélnich funkci

DMEM médium obsahujici sérum

superoxid dismutasa

bunécéna linie lidskych bunék karcinomu prsu
fibroblasty asociované s nadorem
mikroprostiedi nadoru

desticky s velmi nizkou adhezivitou



U373 lidskd primérni glioblastomova bunécna linie
US7TMG lidska primérni glioblastomova bunécna linie

UM-UC-3 bunécna linie karcinomu prostaty
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