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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Bc. Lenka Brieslingerova
Skolitel: RNDr. Miloslav Machacek, Ph.D.
Néazev diplomové prace: Vyvoj 3D sférickych bunéénych modelt odvozenych od

nadorovych bunécnych kultur vhodnych pro studium

fotodynamicke terapie

Vzhledem k celosvétoveé narlistajicimu poctu nddorovych onemocnéni je stale velka
snaha zefektivnit jejich 1éCbu. Bézné je testovani nové vyvijenych 1éCiv provadéno na
kulturach nadorovych bunék rostoucich v monovrstvé. Pouziti 3D sféroidnich modela vSak
poskytuje vhodnéjsi zpisob testovani, jelikoz tyto modely dokéazi 1épe napodobit vlastnosti in
vivo nadorti a poskytnout tak realné&jsi odezvu na podana léc¢iva. 3D sféroidni modely mohou
byt vyuzity kromé testovani novych cytostatik také jako nadorové modely pro studium t¢inku
fotodynamické terapie (PDT), a¢ tento model stale neni v tomto oboru pfilis rozsiten. PDT je
alternativni minimaln€ invazivni lé¢ebnd metoda nejen pro nadorova onemocnéni. Vyuziva
fotosenzitizéru (PS), molekularniho kysliku (0,) a svétla k tvorbs reaktivnich forem kysliku

(ROS), které nasledné poskozuji nadorovou tkan.

Tato prace se zabyvala zhotovenim 3D sféroidnich buné¢nych kultur z HeLa bunécné
linie, které¢ byly nasledné pouzity k dalsim pokusim, vcetné¢ PDT. Sféroidy byly vytvoteny
metodou visuté kapky a metodou vyuzivajici desticky s velmi nizkou adhezivitou (ULA). Pro
tvorbu optimalnich a jednotnych sféroidii byla jako vhodnéjsi vyhodnocena metoda
s pouzitim ULA desticek, kterda taktéz umoznovala dlouhodobou kultivaci a jednodussi
pfipravu uniformnéjSich a pravidelnéjSich sféroidli. Pro dosaZeni kompaktnéjSich sféroida
vytvofenych visutou kapkou bylo vyzkousSeno dodani extracelularni matrice (ECM) ve formé

kolagenu, avsak jeho pozitivni vliv nebyl v nasem experimentu s HeLLa butikami prokazan.



K vyhodnocovani u¢innosti PDT byl pouzit biochemicky test Zivotaschopnosti
s vyuzitim resazurinu. Pro pouziti testu bylo nutné optimalizovat inkuba¢ni dobu resazurinu
se sféroidy, kdy jsme jako idealni ¢as zvolili 4 hodiny. Jako PSs pro studium uc¢innosti PDT
na sféroidech byly pouZity nov€ syntetizované amfifilni latky ze skupiny ftalocyanint (Pc).
Kladn¢ nabité latka P40 vykazala vyssi fotodynamickou aktivitu nez zdporn¢ nabité latka P44.
Préace se také zabyvala optimalizaci postupu barveni sféroidii pro jejich zobrazeni konfokalni

mikroskopii. Byl taktéz zaveden test invazivity a migrace.
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cell lines suitable for photodynamic therapy research

Growing number of tumorous diseases worldwide is urging great effort to make
anticancer treatment more effective. Conventional testing of newly developed drugs is
performed on tumor cell cultures growing in a monolayer. However, the use of 3D spheroid
models provides a more appropriate method of testing, as these models are able to better
mimic the in vivo properties of tumors and thus provide a more realistic response to
administered drugs. In addition to testing new cytostatics, 3D spheroid models can also be
used as tumor models to study the effect of photodynamic therapy (PDT), although this model
is still not widely utilized in the field of PDT research. PDT is an alternative and minimally
invasive treatment method used not only to treat tumors. It utilises a photosensitizer (PS),
molecular oxygen (302) and light to form reactive oxygen species (ROS), consequently

damaging tumor tissue.

This diploma thesis deals with the production of 3D spheroid cell cultures from the
HeLa cell line, which were consequently used for further experiments, including PDT.
Spheroids were formed by the hanging drop method and ultra-low adhesion (ULA)
enviroment method. For the formation of optimal and uniform spheroids, the method using
ULA plates was evaluated as more suitable ULA plates has also enabled long-term cultivation
and easier preparation of more uniform spheroids. To obtain more compact spheroids formed
by a hanging drop method, the utilization of extracellular matrix proteins in the form of
collagen was examined, but its positive effect was not demonstrated in our experimental setup

with HeLa cells.



A biochemical viability assay using resazurin was used to evaluate the efficacy of
PDT. To utilise this assay, it was necessary to optimize the incubation time with resazurin. 4
hour incubation time was chosen as the ideal period. Newly synthesized amphiphilic
compounds from the group of (aza)phthalocyanines were used as PSs to study the efficacy of
PDT on spheroids. The positively charged compond P40 showed a higher photodynamic
activity than the negatively charged compound P44. The work also dealt with the
optimalization of the process of staining spheroids for their imaging by the laser scanning
confocal microscopy. 3D spheroid invasion assay (spheroid sprouting assay) and migration

assay (spreading assay) were also introduced.
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2 UVOD

Téma diplomové prace ,,Vyvoj 3D sférickych bunécnych modeltt odvozenych od
nadorovych bunéénych kultur vhodnych pro studium fotodynamické terapie* jsem si vybrala
pfedevsim proto, ze se jedna o velmi aktudlni téma. Testovani novych latek a 1é¢ebnych
pfistupti podilejicich se na boji s nddorovymi onemocnénimi patii vzhledem k jejich
narastajicimu vyskytu k velmi dilezité oblasti vyzkumu. Nadorové sféroidy diky vhodnému
mikroprostiedi poskytuji optimalni podminky pro testovani a umoziiuji upusténi od tradi¢nich
postuptl, pii kterych jsou k experimentim vyuzivany dvourozmérné (2D) bunééné kultury ¢i

laboratorni zvitata.

Vyuziti trojrozmérnych (3D) sférickych modeli je wuplatiovano 1 ve vyvoji
fotodynamické terapie (PDT). Jedna se o pomérné moderni, minimalné invazivni metodu
1écby nadorovych a nékterych dalSich onemocnéni. PDT spociva v podani fotosenzitizéru
(PS), jenz se cilené hromadi v nddorové tkani. Naslednym ozafenim PS dochazi k tvorbé
reaktivnich forem kysliku (ROS), které¢ se krom¢ ptimého poSkozeni bun¢k nadorové tkané

podileji na destrukci cévniho zésobeni nadoru a indukci zanétlivé reakce.

V teoretické Casti jsou popsany hlavni charakteristiky 3D modeltl, predevsim vyhody,
které¢ tyto modely poskytuji ve srovnani s klasickymi 2D bunécnymi kulturami a mozné
zpusoby jejich tvorby v laboratornich podminkach. Déle jsou zde zminény rizné oblasti, v

kterych jsou 3D modely vyuzivany véetné jiz zminéné PDT.

Prakticka cast se zabyva porovnanim dvou metod, pomoci nichz Ize sféroidy vytvofit a
to metodou visuté kapky a metodou vyuzivajici specidlni desticky s velmi nizkou adhezivitou
(ULA). Jsou zde zkoumany také podminky, které mohou tvorbu sféroidii ovlivnit jako
napiiklad pfidani kolagenu ¢i vyména média béhem jejich ristu. Na sféroidech zhotovenych
ULA destickou byla testovana G¢innost PDT, kde byly jako PSs pouzity nové syntetizované
latky ze skupiny ftalocyanini (Pc). Provedli jsme také optimalizaci postupu pro vizualizaci
sféroida konfokalni a fluorescen¢ni mikroskopii. Mimo to byl zkouméan invazivni a migraéni

potencial sféroidii tvoienych z bunécné linie HeLa.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni patii k jedné z nejcastéjSich pticin timrti na celém svété. Jejich
vyskyt se zvySuje piedevSim v rozvinutych zemich, kde dochazi k prodluzovani veéku
populace, diky zdokonalovani zdravotnické péce a zlepSovani Zivotnich podminek. Projevuji

se v kazdém veku, nejvice vSak v dospélosti a ve staii (Kopecky & Krejsek, 2004).

Jako nador neboli tumor oznacujeme populaci abnormalnich bunck, které rostou a
chovaji se nezavisle na kontrolnich mechanismech organismu. Jedna se vzdy o ireverzibilni
zménu tkané, kdy se patologické chovani projevuje i ptesto, Ze plivodni pfi¢ina vzniku nadoru

Jiz nepusobi (Stritesky, 2001).

3.1.1 Pric¢iny vzniku nadoru

Pfi¢ina vzniku nadoru jeSté¢ neni plné objasnéna. Jedna se vSak o multifaktorialni
progresivni proces, trvajici mnohdy az desitky let, ktery je zpisoben zménou gent fidicich
rist a zrani bunck. Tyto zmény vedou mj. k pfeméné protoonkogeni na onkogeny, které

podporuji transformaci bun€k na nadorové.

Mezi dosud znamé faktory podilejici se na nddorovém bujeni patii chemické latky,
jinak nazyvané také karcinogeny. Jedna se pfedev§im o derivaty aromatickych uhlovodikl a
dehet, dale také vinylchlorid ¢i aflatoxin. Mezi vyznamné karcinogeny fadime také tabidkovy
kouft, ktery prispiva k naddorovému onemocnéni pradusek a plic. U kutdkl se jeho podil

odhaduje az na 85% (Sttitesky, 2001).

Ioniza¢ni zatfeni ohrozuje vznikem néadorti vSechny typy tkéani. Vliv ultrafialového
zateni byl prokazan predevsim pii vzniku nddoru rth a kiize. Rizikové je také nadmérné RTG

a radioaktivni zafeni vyuzivané ve zdravotnictvi. (Steiner & Povysil, 2012).

Viry mohou vyvoldvat u lidi vznik riznych typi nadort. Prokazatelny je vliv
papilomavirtt spolu s viry z c¢eledi Herpesviridae na karcinomu délozniho hrdla. Virus
Epstein-Barrové, ptivodce infekéni mononukledzy, se mize podilet na vzniku Burkittova
lymfomu ¢i nékterych T-lymfomt. Také pacienti nakazeni virem HIV, zplsobujici

onemocnéni AIDS, jsou ve vét§i mife ohrozeni vznikem lymfomu (Steiner & Povysil, 2012).
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Kromé vySe zminénych mohou rozvoj nadoru podpofit také dietické zvyklosti ¢i vliv

hormontl. V neposledni fad¢ se uplatiiuje taktéz dédi¢né faktory (Stritesky, 2001).

3.1.2 Klasifikace nadoru

Nédory mizeme délit na zéklad¢ jejich chovani k organismu na maligni a benigni.
Mensi riziko pro organismus piedstavuji nddory benigni, které rostou pomalu, jsou ohrani¢ené
a jejich ptfipadné chirurgické odstranéni nebyva naro¢né. Mezi vlastnosti benignich nadort
patii expanzivni rist, ¢imz dochazi k utlacovani okolni tkané, atrofii nenddorovych bunc¢k a
vzniku vazivového pouzdra kolem nédoru. Jako maligni, ¢i zhoubné, se uvadéji neohranicené
nadory s agresivnim rastem, které se $ifi do okoli a casto tvofi recidivujici metastazy

lymfogenni ¢i hematogenni cestou.

Déle miizeme rozliSovat novotvary dle tkané, ze které vznikaji na mezenchymové (z
tkani pojivovych, tukovych, svaloviny, cév), epitelové (z epitelu kryciho ¢i Zlazového),
neuroektodermové (z nervové tkané, dfené nadledvin, melanocytd), germinalni (prekurzori

pohlavnich buné€k) a nadory trofoblastu (z tkan€ pokryvajici klky placenty) (Sttitesky, 2001).

3.1.3 Stavba nadoru

Nédory jsou tvofeny slozkami extracelularni matrix (ECM) a rGznymi typy bunék.
Kromé¢ nadorovych bunc¢k zde lze nalézt buiiky stromalni, mezi které fadime napiiklad
fibroblasty, cévni buniky a buiikky imunitniho systému. Stromalni buiiky maji vliv na progresi
nadoru a farmakologickou odpovéd’, jelikoz slouZzi jako zdroj cytokinll a rlstovych faktorh

(Trujillo-de Santiago, 2019).

ECM byla diive povazovana pouze za strukturdlni podporu buné¢k, dnes je vsak,
znamo, ze jeji slozky taktéz ovliviiuji bunécnou proliferaci, diferenciaci, migraci, adhezi,
organizaci cytoskeletu a bunécnou signalizaci. Mezi slozky ECM patii proteiny (napf.
kolagen, elastin), glykoproteiny (napf. fibronektin), glykosaminoglykany (napf. heparan
sulfat), proteoglykany (napt. syndekan), ECM uvolnované rustové faktory (napt. vaskularni
endotelovy rustovy faktor) a jiné sekretované proteiny (napft. proteolytické enzymy). Pfipojeni
bunék k ECM je zajiSténo pomoci integrinll a intraceluldrnich signali (Obr. 1), které buiky

produkuji. Integriny pafi mezi transmembranové receptory usnadiiujici vzdjemny kontakt
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mezi ECM a aktinovym cytoskeletem béhem bunécné motility a adheze. Vazba integrint je
zprostiedkovana jejich extracelularni doménou, kterd rozpoznava ligandy. Typicky ligand je

naptiklad motiv Arg-Glyc-Asp (RGD) nachazejici se na fibronektinu (Ahmed et al., 2019).
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Obrazek 1. Interakce bunék s ECM. Upraveno z (Ahmed et al., 2019).

3.2 3D bunécné kultury

Bunééna kultura je vyznamnym ndastrojem pro védecké studie. Stale je nejvice
vyuzivana 2D kultivace, kterd nasla své uplatnéni od zacatku 20. stoleti. VylepSené vlastnosti
vSak ptinasi kultivace bun¢k ve 3D prostiedi, kterd pfesnéji napodobuje podminky in vivo a
umoziiuje tak optimalni rist, diferenciaci a funkci bunék. 3D kultivace bunck se uplatiiuje
predevsim pro vyzkum néadorti, objevovani novych 1éCiv, v tkdniovém inzenyrstvi a také pro

modelovani nékterych onemocnéni (Jensen & Yong, 2020).

3D kultury lze vytvorit n€kolika zplisoby. Zatimco pii vytvaieni 2D kultur buiky
rostou na rovném povrchu ze skla ¢i plastu, pfi tvorbé 3D struktur se nejcastéji buiiky shlukuji
do agregatu s pomoci ¢i bez pomoci tzv. nosi¢e (matrice, scaffold). Tyto agregaty bunck
oznacujeme jako sféroidy. Vhodnou metodou lze vytvofit sféroidy velké od nékolik desitek

mikrometrti az po milimetrové rozméry. V priméru vSak tyto avaskularni utvary obvykle
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dosahuji n¢kolik stovek um (Edmonson et al., 2014, Fennema et al., 2013, Thakuri et al.,
2018).

3.2.1 Historie 3D kultivace

Historie 3D kultivace saha do padesatych let minulého stoleti, avSak termin sféroid je
znam az od roku 1971, kdy Robert Southerland a jeho kolegové pii svém vyzkumu pouzili
plicni karcinomové buiiky ¢inského kiecka za vzniku pravidelnych kulatych ttvart. Ve svém
vyzkumu popsali také rozdily v oxygenaci a rustu bunc¢k ve sféroidu a stanovili riistovou
frakci po 1écbé cytostatiky ¢i ozéafenim. V 80. letech 20. stoleti Mina Bissel a jeji tym
poukdzali na vyznamnost ECM spolu s mikroprostfedim a zacali propagovat pouzivani 3D

technik pro pfesnéjsi porovnani bunécnych modeli s in vivo prostiedim (May, 2018).

3.2.2 Rozdily ve 3D a 2D Kkultivaci

3.2.2.1 Rozdilné z6ny proliferace

Sféroidy jsou zndmé piitomnosti interakci buiika-buiika a buiika-ECM. Diky témto
interakcim zde vznikaji gradienty kysliku, zivin 1 katabolit (Obr. 2). Malé sféroidy s velikosti
150 — 200 um vykazuji dobrou difuzi zivin a kysliku do celého utvaru. Sféroidy piesahujici
velikost 500 pm vSak vytvari ne€kolik zon slozenych z bunék nachézejicich se v rlznych
bunécnych stadiich. Vngjsi vrstvy sféroidu jsou v kontaktu s médiem a nachézeji se zde tedy
zivotaschopné proliferujici buniky. Jadro sféroidu je diky velmi omezenému ptisunu kysliku,
rustovych faktorii a zivin sloZzeno z bunék hypoxickych az nekrotickych. Stiedni vrstvu tvori
buiikky klidové (inaktivni, quiescentni). Naopak bunky kultivované v monovrstvé jsou
vystaveny médiu rovnocenn¢, proto se obvykle nachazeji ve stejném stadiu bunééného cyklu

(Edmonson et al., 2014, Zanoni et al., 2016).
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Obrazek 2. Zony sféroidu. Upraveno z (ShilpaSant & Johnston, 2017).

3.2.2.2 Morfologie

Dalsi z vyznamnych rozdilti nachazime v morfologii bunék. Buiiky ve 2D kulturach

jsou oproti buitkam ve 3D kulturach vice ploché a natazené.

Pii 3D kultivaci 25 bunécnych linii nddoru prsu byly popsany cCtyfi rizné
morfologické struktury (Obr. 3): pravidelny kulaty sféroid (round), neohrani¢eny kulaty
sféroid (mass), hroznovity (grape-like) a hvézdicovité protahly (stellate). Zjistilo se také, ze
morfologie 3D sféroidi je zdvisld na bunéfné linii a na typu pouzit¢tho modelu.
Morfologickou strukturu sféroidu mtize ovliviiovat 1 zdroj, ze které¢ho byly buiky ziskany.
Napftiklad metastatické buiikky bunécnych linii kolorektalniho karcinomu vytvarely sféroid s
hroznovitou morfologickou strukturou, ptestoze buiiky z primarniho nadoru se formovaly do

neohranic¢eného kulatého sféroidu. (Edmonson et al.,2014, Nath & Devi, 2016).

20
D

Round Mass Grape-like Stellate

Obrazek 3. Morfologicke struktury sféroidii. Pfevzato z (Edmonson et al., 2014).
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3.2.2.3 Proliferace

Rychlost proliferace bunék ve 3D prostfedi je ovlivnéna bunéfnou linii a typem
bunééného modelu. Obvykle se vSak bunky ve 2D kulturach mnoZi rychleji nez bunky ve 3D
kulturdch. Pomalejsi proliferace je zptisobend niz$i dostupnosti zivin a ristovych faktort
z média a také tim, Ze pf1 vyuZiti nosice pro 3D kultivaci je pfi proliferaci bunék nutné jeho

proteolytické Stépeni (Baker & Chen, 2012).

3.2.2.4 Exprese genii a proteinii

Zplosténi bunék ve 2D kultufe vede k cytoskeletdlnim zménam a umélé polarité
bunék, coz zplisobuje odliSnou expresi genli a proteind, které hraji roli v bunééné adhezi,

proliferaci, migraci, invazivité a chemosenzitivité.

Naprtiklad Loessner et al. popsali ve 3D kultufe zvySenou expresi povrchovych
bunécnych proteinii alfa 3, alfa 5 a pl integrinli. ZvySena byla také exprese proteazy MMP9
v nadorovych bunkach vajecnikii ve srovnani s bunkami ve 2D kultufe (Baker & Chen, 2012,

Hoarau-Véchot et al., 2018).

3.2.2.5 Zivotaschopnost

Bylo zjisténo, Ze buiiky ve 3D kultufe jsou Zivotaschopnéj$i a odolnégjsi k poskozeni a
indukci bunééné smrti ve srovnani s 2D kulturou. To je zplisobeno vyraznéj$imi interakcemi
mezi bunkami v trojrozmérné kulture. Uvadi se, ze tyto buiiky jsou zZivotaschopné az 4 tydny,
naopak buniky v monovrstvé pouze jeden tyden. Poté je nutné jejich pasdzovani pro
poskytnuti dostatku Zivin. 3D modely jsou tedy vyhodnéjs$i pro experimenty trvajici delsi

dobu (napf. stanoveni dlouhodobych Gcinki 1é¢iv) (Antoni et al., 2015, Gupta et al., 2016).
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3.2.2.6 Citlivost na léky

Cytostatika testovand na 2D bunécnych kulturach poskytuji casto velkou
protinadorovou ucinnost, piestoze nasledné v in vivo podminkach je nador na tuto medikaci
rezistentni a dochézi k selhdvani terapie a ¢astému relapsu onemocnéni. 3D kultury maji vétsi

predikéni schopnost v protinadorové terapii, a to hned z n¢kolika divodu.

Prvnim z nich je jiZ vySe zminéna rozdilnd morfologie bunck v kulturach. S ni souvisi
rozdilna exprese a struktura povrchovych receptorii. Jelikoz bunky ve 2D kultufe jsou obvykle
stresované, dochdzi také ke zméné exprese genl a proteinll podilejicich se na plsobeni
cytostatik. Jeden zdal§ich divodi je, ze ve 2D kultufe nachdzime bunky pouze
v proliferacnim stadiu, naopak bunky ve 3D kultufe se nachazeji v riznych stadiich. N&ktera
1é¢iva jsou vSak zaméiena predevsim na proliferujici bunky, takovymi 1€¢ivy jsou naptiklad
5-fluorouracil ¢i doxorubicin.  Pfi nedostatku proliferujicich bunék v kulturach, byla
potvrzena az stoprocentni rezistence na tato léciva. Dalsi divod spociva v rozdilné
dostupnosti bunék pro 1é¢ivo. Zatimco pro buiky kultivované ve 2D kultufe je 1écivo
dostupné rovnocenn¢, proniknuti 1é¢iva k buitkam nachézejicich se uvniti sféroidu byva ve
3D kulturach obtizné. Casto se tak objevuji riizné zény koncentraci lé¢iva ve sféroidu
v zavislosti na hloubce, kde se buiikky nachazeji. Souvislost s uc¢innosti 1é¢iva ma i pH, které
klesa smérem dovniti sféroidu. Byla potvrzena rezistence na léCiva se slabé bazickym
charakterem, jako je doxoroubicin, a to diky sniZené absorpci pfi nizkém pH (Edmonson et

al., 2014).

3.2.3 Proces tvorby sféroidu

Tvorba sféroidu probihéd ve tfech hlavnich krocich (Obr. 4). Nejprve dochazi k rychlé
agregaci bunék rozptylenych v suspenzi pomoci dlouhych vldken ECM, které obsahuji vice
RGD motivii umoziiyjicich vazbu integrinti. Po této fazi nastdva faze zpozdéni, pii které
dochazi ke zvySené expresi transmembranovych proteinti kadherinti, které slouzi pro tvorbu
spoji mezi bunkami. Vetfeti fazi dochdzi k formovani sféroidu vytvarenim silnych

kadherinovych vazeb mezi buiitkami (Lin & Chang, 2008).
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(1) Faze agregace (3) Tvorba kompaktniho sféroidu

—

(2) Faze zpozdéni

Obrazek 4. Tvorba sféroidu. Upraveno z (Lin & Chang, 2008).

3.2.4 Zpusoby vytvareni sféroidi (typy 3D modeli)

K vytvoteni sféroidii se pouziva n€kolik dosud znamych metod. Vzdy je nutné zvolit
nejvhodnéjsi 3D model pro konkrétni aplikaci. Metody nezavislé na ukotveni (bez dodani
opérné struktury) lépe moduluji bunééné a fyziologické gradienty. Naopak metody zavislé na

ukotveni snadnéji napodobuji interakci bunék s ECM (Langhans, 2018).

3.2.4.1 Metody nezavislé na ukotveni

Metody nezavislé na ukotveni jsou zalozeny na principu spontanni agregace bunck.
Zohlednuji predevsim interakce buiika-buiika, pokud ale builky syntetizuji vlastni ECM,
dochézi zde také k pfirozené interakci mezi ECM a buiikami. Velikost vzniklych sféroida je
z4avisla na pocateCnim poctu naokovanych bunck a dob¢ kultivace. Jejich péstovani je mozné
do velikosti, pfi které sféroidy vykazuji gradienty kysliku a Zivin podobné tkani. Patii k
nejstarSim metodam, presto jsou vyuzivané nejcastéji, a to predevsim pro jejich jednoduchost

a nizkou cenu (Langhans, 2018, Shilpa Sant & Johnston, 2017).
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3.2.4.1.1 Visuta kapka

Jednd se o pomérné jednoduchou metodu nevyzadujici specialni material ani
pristrojové vybaveni, pfi které vznikaji sféroidy s kontrolovanym poctem bun¢k a velikosti.
V relativné husté suspenzi bun¢k zde dochazi ke spontdnni agregaci ve spodni ¢asti kapky
nasledkem gravitace po pfevraceni bunécné suspenze a inkubaci. Tento model je mozné
vytvaret napt. v kultivacnich desti¢kach ¢i1 v Petriho miskach (Obr. 5). Vyhodou této metody
je vytvoreni sféroidu i z malého poctu bun€k, coz je vyuzivano predevsim pii manipulaci se
vzacnymi a unikdtnimi buikami pochazejicimi pfimo od pacienta. Tato metoda ma vSak
omezené pracovni objemy a to na 20 az 50 pl suspenze. Z tohoto divodu je nutnd Castd a
pracnd vyména média pro zabranéni dehydratace sféroiddi, ke které obvykle dochazi béhem

deseti az patnacti dnti (Hoarau-Véchot et al., 2018).

F
#

4

CHO DD

Dévkovani bunééné PP eldopem' vika a
suspenze na viko S wytv ofeni visici [:> Agregace bunck |::> Stéroid
Petriho misky kapky

Obrazek 5. Visuta kapka. Upraveno z (Hoarau-Véchot et al., 2018).

Nov¢jsi technologie umoziiuji snadnou tvorbu sféroidii pomoci visutych kapek ve
velkém méfitku. Naptiklad spole¢nost 3D Biomatrix poskytuje 96 ¢i 384-jamkové zavésné
desky, spole¢nost InSphero pak desky s 96-jamkovym formatem. Tyto desky maji ve spodni
c¢asti kapalinu udrzujici vlhké prostfedi uvniti desky, které zabranuje vysychani kapky. Viko
obsahuje pristupové otvory, pomoci kterych je mozné ptidat bunécnou suspenzi pro vytvoreni
kapky a naslednou snadnou vyménu média. Piesto zde pietrvavd nemoZnost touto metodou
vytvorit velké sféroidy (Fennema et al., 2013, Hoarau-Véchot et al., 2018, Petrenko et al.,
2017).

3.2.4.1.2 Desticky s velmi nizkou adhezivitou (ULA)

Pti této metodé se zabranuje ulpéni bunék na povrchu desticky, ¢imz je zajistén vznik
agregatl (Obr. 6). K tomu dochézi n€kolika modifikacemi. Mezi jednu z nich patii potazeni

povrchu desticky polyhydroxyethylmethakrylatem (poly-HEMA), pro kterou se obvykle
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pouziva 96-jamkova desticka. Dalsi levné&jsi alternativou je pouziti agardzy (Gupta et al.,

2016).

Na rozdil od metody visuté kapky, maji tyto 96 nebo 384-jamkové destiCky veétsi
objemovou kapacitu, je tedy mozné vlozit vétsi pocatecni objem suspenze, a neni tak nutna
dalsi manipulace se sféroidy, pokud je potiteba delsi kultivace. Tato metoda vSak muze byt
pomeérné casoveé ndrocna, protoze se pro potahovani desek musi polymer nejprve rozpustit a
autoklavovat. Jsou vSak dostupné jiz komercéné dodavané desticky, Petriho misky ¢i kultivacni
lahve s nepfilnavym povrchem napft. od firem PrimeSurface, Lipidure, Sumitomo Bakelite ¢i
Thermo Fisher Scientific. Pofizovaci cena byva vyrazné vyssi v porovndni s deskami
potahovanymi vlastnimi silami, stdle se vSak jednd o mnohem levné¢j$i variantu, nez jsou
komer¢ni systémy pro visuté kapky (Gupta et al., 2016, Hoarau-Véchot et al., 2018,
Langhans, 2018, Weiswald et al., 2015).

A

®_® Centrifugace

Neadhezrivni povrch

Obrazek 6. ULA jamka. Upraveno z (Gupta et al., 2016).

3.2.4.1.3 Metody zaloZené na agitaci (rotaéni bunécny kultivacni systém)

Pouziti této metody spociva ve vlozeni bunétné suspenze do bioreaktoru, kde je
zajisténo jeji jemné michdni a udrzeni bunék v pohybu. Diky tomu nedochézi k ptilnuti bun¢k
na stény kontejneru, ale k podpote interakci mezi bunkami. Na tomto principu pracuji
bioreaktory typu michané bailkky (spinner flask bioreactor; rotace michadla uvnitt
bioreaktoru), rotacni bunécny kultivaéni systém (rotating wall bioreactor; rotace celého
bioreaktoru) a nckteré dalSi nepfiliS popularni bioreaktory jako naptiklad rotacni perfuzni

systém a kompresni bioreaktor (Gupta et al., 2016, Hoarau-Véchot et al., 2018).

Michané batiky obsahuji nddobu (jejiz velikost mlze byt rizna, v zavislosti na
pozadované velikosti sféroidu) a michadlo, které nepfetrzit¢ promichava bunécnou suspenzi
(Obr. 7). Je zde umoznéna dlouhodoba kultivace bunék diky moznosti pravidelné a snadné
vymény kultivaéniho média, a tedy kontinudlnimu poskytovani Zzivin a odstraiovani

odpadnich produkti. Nevyhody spocivaji ve velké spotfebé média, vzniku rizné velkych
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sféroidi a taky moznosti naruseni fyziologie bunék, které miize byt vysledkem samotného

michani (Hoarau-Véchot et al., 2018).

—

Obrazek 7. Michana barika. Pievzato z (Gupta et al., 2016).

Rotujici bioreaktory se od michané banky lisi v absenci michadla. Pohyb bunécné
suspenze je zajistén rotaci celého kontejneru pro kultivaci (Obr. 8). Nejprve se nddoba otaci
nizkou rychlosti, jakmile vSak dojde k vytvoteni vétsich agregatl, rychlost otaceni se zvysuje,
pro udrzeni sféroidd v suspenzi. Metoda je jednoduchd, snadna a umoznuje taktéz
dlouhodobou kultivaci. Existuje zde ale také velka variabilita velikosti sféroidi (Gupta et al.,

2016).

—)

Obrazek 8. Rotujici bioreaktor. Pfevzato z (Gupta et al., 2016).
3.2.4.1.4 Metoda magnetické levitace

Jednd se o nov¢jsi techniku, pii které se buniky pfedem naplni magnetickymi
nanocasticemi. Poté pusobenim externiho magnetického pole dochazi k nadnaseni bunck
smérem k rozhrani vzduch/kapalina na desce s nizkou adhezi, ¢imzZ se podpofi interakce mezi
bunikami a nésledny vznik sféroidi obvykle béhem nekolika hodin (Obr. 9) (Hoarau-Véchot et
al., 2018, Langhans, 2018).

Existuje mnoho vyhod, které tato metoda poskytuje. Po agregaci bun¢k zde dochézi
k tvorbé ECM, tudiZ neni potieba umélého nosice. Sféroidy zde rostou rychleji a jejich

velikost je v rozsahu mm?®. Tato velikost Iépe moduluje nekrotickou a hypoxickou oblast,
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které se nachdzi v nddorech. Metoda je vSak drahé a nanocastice mohou mit toxicky ucinek na

bunky (Hoarau-Véchot et al., 2018).

‘ \ Leskl @ 4a
> PRI >

Magnetizovani Pihisobeni externiho
bunék pies noc magnetického pole a tvorba
sféroidn

Obrazek 9. Magneticka levitace. Upraveno z (Hoarau-Véchot et al., 2018).

3.2.4.2 Metody zavislé na ukotveni

Tyto metody vyuzivaji tzv. nosice (scaffold), které¢ poskytuje buiikam fyzickou oporu.
Nosi¢ muze byt tvofen riznymi jednoduchymi podplrnymi strukturami nebo se vyuzivaji
gelové matrice napodobujici ECM. Buiiky mohou byt vloZeny dovnitf mikroporézniho gelu
nebo na jeho povrch (Obr. 10). Mikroporézni gel bunkdm umoziiuje piilnout, ukotvit se, Sifit

se a migrovat ve 3D prostiedi. Gelové matrice mohou byt jak pfirodniho plvodu, tak

syntetické (Langhans, 2018, Shilpa Sant & Johnston, 2017).
soesl Lo Lo 2o

Steroidy <& Bunééna suspenze % Desticka potazena E>Bmééné suspenze E:> Stéroidy
vloZena na povrch ™ hydrogelem smichana s
hydrogelem

Obrazek 10. Tvorba sféroidi pomoci leseni. Upraveno z (Hoarau-Véchot et al., 2018).

Nevyhody téchto metod jsou tvorba nestejnomérnych sféroidl, ndkladnd vyroba ve
velkém méfitku a také variabilita Sarzi. Homogenni velikosti sféroidii mizeme dosahnout
pouzitim mekké litografie, kdy se vytvoii mikrojamky pfesné definované velikosti a tvaru, v

nichz dochazi ke kultivaci sféroidi (Gupta et al., 2016).
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3.2.4.2.1 Prirodni nosice

Pfirodni nosi¢e byvaji hydrogely obsahujici pfevazn¢ vodu a slozky jako jsou
kolagen I, agardza, elastin, laminin ¢i kyselina hyaluronova. Diky vysokému objemu
piebytecné tekutiny vSak neposkytuji velkou mechanickou oporu. Navic nizka hustota matrice
nekoreluje s prostiedim obklopujicim bunky in vivo. Tento problém lze odstranit vlozenim
absorbéru pro extrakci tekutiny z hydrogelu. Diky odstranéni nadbyte¢né tekutiny dojde ke
zvyseni hustoty bun¢k a matrice. Hustota prostfedi ovliviiuje morfologii i rychlost bunécného
ristu. Vzhledem ke zvySené tuhosti leSeni po absorpci nadbyte¢né tekutiny pak dochéazi ke
snizeni difuze kysliku a formovani hypoxického jadra stejné jako v prostiedi in vivo

(Mohammad-Hadi et al., 2018).

Komer¢né dostupny piirodni hydrogel je napiiklad Matrigel®, ziskany z Engelbreth-
Holm-Swarm mysiho sarkomu. Obsahuje proteiny bazalnich membran, jako jsou kolagen IV,
entaktin, laminin, perlecan, MMP2 a ristové faktory. Tyto proteiny jsou nezbytné pro
polarizaci bun¢k, adhezi, regulaci riistu a chemoterapeutickou rezistenci. Matrigel® ma vsak i
své nevyhody jako jsou polymerace pii teplot¢ nad 4 °C (a tudiz prace s predchlazenym
spotfebnim materidlem — Spicky, desticky, média, samotné vzorky apod.), velkd variabilita
mezi SarZzemi, kterd je zplisobena nepiesné definovanym sloZenim (ziskavani z biologického
materialu) a déle je zde riziko pfenosu patogenu (Hoarau-Véchot et al., 2018, Knight. &
Pryzborski, 2015, Serban & Prestwich, 2008, Snyder et al., 2011).

3.2.4.2.2 Synteticka leSeni

Syntetickd leSeni jsou slozena =z polymeri, mezi které patii napiiklad
polyethylenglykol (PEG), kyselina polymlécna a kyselina polyglykolova. Vyhodna je jejich
reprodukovatelnost a siln€js$i mechanicka struktura autentictéj$i biomolekuldrnim strukturdm
in vivo. Nevyhodou oproti ptfirodnim gelim je vSak slabsi bunécnd adheze, jsou tak nutné

napf. povrchové Upravy gelu (Langhans, 2018, Mohammad-Hadi et al., 2018).

V nékterych syntetickych leSenich mohou byt rastové faktory, hormony nebo jiné
biologicky aktivni molekuly pro zvySeni bunééné proliferace nebo podpoieni specifického

bunécného fenotypu (Langhans, 2018).
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3.2.4.3 Mikrotechnologie

Mikrotechnologie patii k pomérné neddvnym pokrokliim v tvorbé 3D kultur a

umoziuji jejich vyuziti ve velkém métitku (Jamieson et al., 2015).

3.2.4.3.1 Mikropatterns

Kombinaci hydrogelového prostfedi s technologii mikrofabrikace vznikaji destiCky
s pfedem definovanou velikosti a tvarem pro kultivaci sféroidi. Zakladni litografickou
technologii je fotolitografie. Pro vyrobu desti¢ky jsou vyuzivany rizné piirodni i syntetické
polymery, které je mozno zesitovat za vzniku hydrogelti. K zesiténi dochazi vystavenim
desticky paprskiim UV zafeni, které prochéazi skrz masku na fotocitlivy polymer za vzniku

fotoreakce (Obr. 11) ( ElI-Sherbiny & Jacoub, 2013, Kumacheva, 2018).

UV zafeni

Fotorezistentni maska

Zesitovatelny polymer

Obrazek 11. Fotolitograficka ptiprava desky. Upraveno z ( El-Sherbiny & Jacoub,
2013).

Pokrocilejsi metodou je pak meékka litografie (Obr. 12), ktera odstraiiuje
nevyhody konven¢ni fotolitografie jako jsou naptiklad nemoZnost vyuziti jinych nez plochych
silikonovych substratii, omezeny vybér tvaru jamky ¢i moznost v daném okamziku vzorovat
pouze malou oblast. V neposledni fadé je mekka litografie také levnéjsi alternativou, pficemz
fotolitograficky proces je nutny pouze pro vyrobu tzv. elastomerniho vzorovaného razitka,
pomoci které¢ho se desky formuji. Nejvyuzivangjsi organicky polymer pro vytvoreni razitka je
polydimethylsiloxan (PDMS) (Lakshminarayanan, 2018, Nakanishi et al., 2008, Quist &
Oscarsson, 2010).
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PDMS

Vytvoteni desky pomoci PDMS razitka VloZeni bunécné suspenze do jamek a
nasledna tvorba sféroidn

Obrazek 12. Vytvoreni desky pomoci mekké litografie. Upraveno z (Nath & Devi, 2016).

3.2.4.3.2 Mikrofluidni metody

Obvyklé metody pro 3D kultivaci s sebou nesou velké mnozstvi nedostatki jako
ruznou velikost a tvar sféroidii. Neni zde také ptitomna klicova uloha dynamického prostiedi.
Tyto vlastnosti mohou siln€ ovlivnit naptiklad G¢innost a toxicitu 1é¢iv pfi jejich vyvoji. V
této ndvaznosti vznikly v 90. letech mikrofluidni metody, také zndmé pod nézvy
Lab-on-a-chip nebo Micro Total Analysis System, které nasly vyuziti nejen ve 3D bunécné
kultivaci a ve vyvoji 1éCiv, ale také v proteinovych studiich, tkanovém inzenyrstvi, detekci

patogent a mnoha dalSich oborech (Gupta et al., 2016, Trujillo-de Santiago et al., 2019).

Tyto metody umoziuji vytvofit chemicky gradient, stejné¢ jako tomu je v nadorech in
vivo. Jejich vyhoda spoc¢iva i ve financni strance, protoze se zde spotiebovava velmi malé
mnozstvi vzorkli (v f&du nanolitrit) a Cinidel. Mikrofluidni metody poskytuji také moznost
provedeni nékolika krokd najednou (napft. kultivace bun¢k, dopliiovani média, odstrafiovani
odpadnich latek, michani) za udrZeni sterilnich podminek. N&které substraty slouZzici pro
vyrobu mikrofluidnich zafizeni byvaji propustné pro kyslik, coz umoziuje lepsi proliferaci a

rust bunék uvniti 3D kultury (Gupta et al., 2016, Trujillo-de Santiago et al., 2019).

V jednodussich systémech se kultivuje v jedné mikrofluidni komote jeden typ bunék.

poréznimi membranami, které z kazdé strany ohranic¢uje jiny typ bun€k. Takové prostiedi

umoznuje vytvorit nadory ¢i orany na ¢ipu (Nath & Devi, 2016).

Mikrokanaly se leptaji na substraty ze skla ¢i kiemiku nebo se vytvaii kombinaci
fotopolymerace a formovanim hydrogelii (¢asto PDMS) na zékladé mékké litografie (Gupta et

al., 2016).
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3.2.5 Vyuziti 3D kultur

3.2.5.1 3D kultivace nadorovych bunék

3D struktury nadorovych buné€k ziskéavaji ¢im dal vétsi popularitu, a to diky veétsi
schopnosti 3D struktur napodobovat chovani nadorii in vivo. Sféroidy mohou zahrnovat vice
nez jeden druh bunék, a vytvaiet tak mnohobunééné nadorové sféroidy (MCTS) (Fennema et

al., 2012, Mohammad-Hadi et al., 2018, Thakuri et al., 2018).

3.2.5.1.1 Studium biologie nadoru

Nédorové 3D modely mohou byt slozeny z bun€k pochazejicich z riznych bunéénych
zdroj0, naptiklad z kmenovych bunck, komeréné dostupnych bunéénych linii, pacientskych
bun¢k, stromdlnich bunék, imunitnich bun¢k aj. Vyuziti sféroidy nachazi pii sledovani
rustu/proliferace nddorti, imunitnich reakci, intravazace, invaze, migrace, extravazace,

metabolismu, angiogeneze a dostupnosti 1é¢iv (Ham et al., 2016, Katt et al., 2016).

3.2.5.1.2 Invaze a migrace

Tvorba metastdz je slozity vicestupfiovy proces kaskadovitého pribéhu. Nadorové
buiiky epitelidlniho plivodu podstupuji epitelidlné-mezenchymalni ptechod, pifi kterém
dochazi ke ztraté bunécné adheze mezi buitkkami a zméné tvaru (Hoarau-Véchot et al., 2018,

Jolly, 2015).

Po tomto kroku nésleduje invaze a migrace. Migrace ptredstavuje jednodussi proces,
pii kterém dochazi k aktivnimu pohybu buiky kontrakci, ktera je zpilisobena piestavbou
cytoskeletu a jeho interakci s myozinem. Invaze byva komplikovanéjsi, jelikoz zahrnuje
kromé procesu migrace také piekondvani bariér a prestavbu okolniho prostfedi. Nasleduje
intravazace bunck do lumen cév a jejich transport hematogennim ¢i lymfatickym systémem
do vzdalenych mist. Je tfeba poznamenat, ze nckteré builky schopné migrace nedisponuji i

schopnosti invaze (Friedl & Wolf, 2003).

Testy invaze ve 3D prostiedi spocivaji nejprve v generovani sféroidi. Nasledné se
sféroidy vlozi do ECM. Nejpouzivanéjsi ECM pro tuto metodu jsou Matrigel® a kolagen

typu L. Jak uz bylo zminéno, pti invazi dochazi k ptestavbé okolniho prostfedi a degradaci
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ECM, coz je zprostiedkovano pfevazné metaloproteindzami. Buniky pfi tomto procesu vytvari
tzv. invadopodia, které jsou charakterizovana jako vybézky bunécné membrany bohaté na
aktinova vladkna. Pfi invazi ze sféroidu invadopodia vystupuji paprskovité ve vSech smérech.
Ne vSechny nadorové buniky toho jsou vSak schopné. DalS§i mozné testy invaze zahrnuji
vyuziti modifikované Boydenovy komurky (Berens et al., 2015, Nath & Davi, 2016, Thakuri
et al., 2018, Vinci et al., 2012).

Test migrace s vyuzitim sféroida lze provést pienesenim sféroidit z ULA desticky
s kulatym dnem na povrch desek splochym dnem potazenym Zelatinou. Kazdd jamka
obsahuje jeden sféroid. Migrace ptes povrch jamky (tedy ve 2D prostiedi) je umoznéna diky
pusobeni lamellipodii, coz jsou ploché aktinové vyb&zky membrany bunky. K migraci
dochazi béhem n¢kolika hodin a sledovat ji 1ze az 72 hodin (Berens et al., 2015, Nath & Davi,
2016, Vinci et al., 2012, Yamaguchi & Condeelis, 2007).

3.2.5.1.3 Sledovani hypoxie, oxidacniho stresu a metabolismu ndadorovych bunék ve

sféroidech

Ve MCTS vétsich nez 500 um vznika nasledkem hypoxie a nedostatku ATP oxidacni
stres, pfi kterém se hromadi zvySené mnozstvi ROS. To m4 za nésledek stimulaci HIF-1a,
ktery zptsobuje metabolicky ptfechod z mitochondridlni oxidac¢ni fosforylace na aerobni
glykolyzu a fermentaci kyseliny mlécné, pi1 které se vytvaii ATP nezavisle na kysliku.
Zvysenou glykolyzou a produkci laktatu dochdzi ke zpomaleni bunécného cyklu, okyseleni
mikroprostfedi nddoru a zvySeni produkce proangiogennich faktord a slozek ECM. Zvyseny
ptijem glukézy muze také aktivovat nékteré onkogenni signalni drahy, které vedou ke ztraté
polarity bunky a rychlejSimu ristu. Ve srovnani s 2D kultivovanymi bunky je tedy ve

sféroidech vyssi produkce laktatu a zvySena spotfeba glukozy (Nath & Devi, 2016).

3.2.5.1.4 Protindadorova léciva

Ptestoze je velkd snaha o vyvoj novych protinddorovych 1é¢iv, az 95 % nové
vyrobenych cytostatik v terapii selhdva. Soucasné 2D modely nedokdzou spravné
napodobovat prostiedi in vivo. My$i modely, které jsou soucasti preklinickych studii, sebou
nesou rovnéz mnoho nevyhod. Kromé ekonomické stranky sem fadime zejména rozdilné

chovani oproti nadorim lidskym, stromdlni bunky mySiho ptvodu, casto nepfirozena
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lokalizace nadoru a také rychlej$i rist nadorti v porovnani s lidskymi (Shilpa Sant &

Johnston, 2017).

3D kultury nam poskytuji lepsi prediktivni schopnost pii testovani 1éCiv, jak jiz bylo
zminéné v kapitole 3.2.2.6. Je vSak tfeba brat v ivahu fakt, Ze diky absenci cévniho zasobeni
ve 3D kulturach nékdy nemusi byt penetrace 1éCiva zcela autentickd jako u nadorti in vivo.
Vyznam 3D modelt ve vyzkumu zahrnuje také objevovani novych cili pro cytostatika.
Naptiklad Michaylira et al. pii 3D kultivaci bunck zjistili, Ze adhezni molekula periostin,
kterd zvySuje invazivitu nadorl jicnu, by mohla byt pouzita jako novy terapeuticky cil

(Edmondson et al., 2014, Nath & Devi, 2016).

3.2.5.1.5 Personalizovand terapie

V posledni dobé se uplatiiuje pouziti primarnich kultur nddorovych bunék ziskanych
pfimo od pacienta pro navrhnuti U¢inné a cilené terapie. Pfestoze tato metoda neni

optimalizovana, n¢kolik studii prokazalo jeji uzite¢nost (Edmondson et al., 2014).

3.2.5.1.6 Vysokovykonny screening lécCiv

Nedilnou soucésti objevu 1éciv je HTS (z anglického ,high throughput screening®)
umoziujici testovani tisic latek z velkych souborti oznacovanych jako tzv. knihovny.
Vysledek takového screeningu latek nebyva pfimé objeveni 1€€iva, nybrz latek, které maji
potencial stat se soucasti budouciho 1é¢iva. Vyuziti 3D kultur pro tuto aplikaci vSak ziistava
komplikované predevsim kviilli nejednotné velikosti sféroidli a dale také materidlovym
nakladiim, obtizné reprodukovatelnosti, automatizaci a kompatibilité¢ s dostupnymi metodami
stanoveni a detekce. Kultura visuté kapky je nejpokrocilejsi metodou v HTS, kdy mame
k dispozici 96 a 384-jamkové zavésné desticky. Dale se vyuzivaji hydrogely, kdy vSak pouziti
Matrigelu® a kolagenu neni pfili§ populérni pro jejich gelacni vlastnosti pii pokojové teploté.
Své uplatnéni zde ziskavaji hydrogely na bazi peptidi MAX1 a MAXS, které maji tekuty
charakter a jsou tak vhodné pro manipulaci s kapalinami pii HTS (Gupta et al., 2016,
Labarbera et al., 2012, Langhans, 2018).
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3.2.5.2 Regenerativni medicina a tkanové inZenyrstvi

Regenerativni medicina se zabyva nahrazovanim tkani a organt, které jsou poskozené
vékem, onemocnénim ¢i traumatem a také napomaha zlepSovani vrozenych vad. Soucasti
regenerativni mediciny je také tkanové inzenyrstvi, jehoz cilem je sestavovani funkc¢nich
konstruktii, které maji schopnost obnovovat, udrzovat ¢i zlepSovat posSkozené tkané nebo celé

organy (Mao & Mooney, 2015, National institute of health, 2019).

Sféroidy se v tkanovém inzenyrstvi uplatiiuji pro tvorbu komplexnich tkani jako jsou
napiiklad chrupavka, kost, pankreatickd tkan ¢i srde¢ni sval. Konstrukty byvaji obvykle
malého rozméru, jelikoz nemaji cévni sit, kterd by zajistovala dostate¢ny piisun zZivin do
celého implantatu. Nepfitomnost cévniho systému miize také zkomplikovat piijmuti
implantatu hostitelem. Proto je snaha vytvoftit §tépy, které¢ by byly piedem vaskularizované.
Model vaskularizované kostni tkan€ vytvofili Bongio et al. v roce 2016. Kultivovali zde
prekurzory osteoblastl a osteoklastl spolu s lidskymi umbilikalnimi endotelovymi buiitkami a
mezenchymalnimi kmenovymi buitkami (MSC) z lidské kostni dfené v hydrogelu s
kolagenem a fibrinem obohacenym o nanocastice fosforecnanu vépenatého. Kromé zajisténi
primitivni vaskuldrni sit¢ tento model také poskytoval lepSi diferenciaci osteoblasti a

osteoklastti (Caddeo et al., 2017, Fennema et al., 2012).

VétSina bunék pouzivanych pro tkanové inzenyrstvi jsou dospélé primdrni bunky
izolované tkanovou biopsii. Nasledn¢ dochazi k jejich kultivaci pomoci nosict, které jsou
podobné pfirozené tkani. Takto pfipraveny konstrukt je ndsledné reimplantovan pacientovi.
Dospélé primarni buniky vSak maji omezenou zivotaschopnost, nizkou miru proliferace a
jejich izolace je slozita. Proto se ¢asto vyuzivaji kmenové buiiky, pfedevsim embryonalni a

MSC (Caddeo et al., 2017).

3.2.5.2.1 Kultivace MSC

MSC jsou progenitorové bunky, které se nachazeji v perivaskularnich prostorech
vSech tkani a organt. Jejich izolace je mozna z tukové tkané, kostni diené, pupecniku, plic,
svall, pokozky a také ze zubni diené. Tyto buniky migruji k poskozenym tkanim, regeneruji je
a potlacuji odpovéd’ imunitniho systému na cizorodé stimuly. Dokazou piimo nahradit
poskozené a odumielé tkané, jelikoz jsou schopny diferenciace do chondrocytd, myocytl,

fibroblastii, adipocytii, astrocytli a osteocytl. Diive byla pravé tato schopnost povazovana za
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klicovou pfi jejich transplantaci, nicméné v souc¢asné dobé se klinické studie zaméiuji na
jejich vysokou parakrinni aktivitu (Caddeo et al., 2017, D’Souza et al., 2015, Petrenko et al.,
2017).

MSC kultivované ve sféroidech disponuji oproti MSC kultivovanych ve 2D prostiedi
vyhodou 3D kultivace je prodlouzend zivotaschopnost MSC po jejich transplantaci. Diskutuje
se také o mozném posileni protinddorovych ucinktli, protoze ve sféroidech vykazuji MSC
zvySenou sekreci 1L24, coZ je multifunkéni cytokin zabijejici nddorové bunky (Cesarz &

Tamama, 2016).

Bylo provedeno n¢kolik experimentd na zvifatech, porovnavajicich aplikaci
sféroidnich MSC s disociovanou suspenzi MSC. Napiiklad Liu et al. publikovali studii, pfi
které sféroidni MSC z potkani tukové tkdn¢ produkovaly az 20x vyssi hladiny genti srdeCnich
markerti ve srovnani s 2D MSC a dochazelo tak k rychlejSimu zotaveni po infarktu myokardu.
MSC sféroidy tukové tkané byly pouzité také k 1é€be koznich ran u mysi, kdy byla prokazana
zvySena produkce ECM proteint jako tenascin C, kolagen VI alfa 3 a fibronektin, coz vedlo

ke zrychleni uzavteni ran (Petrenko et al., 2017).

MSC bunky jsou také vyuzivany podpiirné pro jiné typy bunék, naptiklad pti 1€cbé
diabetu transplantaci beta bunék. Beta buiiky ztraci casto svou funkénost, pokud se kultivuji
ve 2D podminkach, pfedevSim diky omezené komunikaci s ECM, v jejimZ disledku mize po
transplantaci dojit k apoptéze. Buiky také Spatné snaSi nepfiznivé podminky jako jsou
hypoxie ¢i chybéjici vaskularizace v misté transplantace. Pti podani samostatnych beta bunék
je taktéz velké riziko vzniku reakce St€pu proti hostiteli ¢i zanétlivé reakce. Vyhodnou
strategii se jevi spolecnd 3D kokultivace beta bun¢k s MSC ¢i kontransplantace. Nejvhodné;si
je pro tuto metodu izolovat MSC z pupecni $iiliry, jelikoZ se zde nachazi buiiky velmi mladé a
primitivni a mohou se tak rozli§it na shluky podobné Langerhansovym ostrivkiim, coz

podpoii funkénost beta bunék (Petry et al., 2018).

3.2.5.3 Zjistovani hepatotoxicity

Léky indukované poskozeni jater (DILI; zangl. Drug-induced Liver Injury) je
zpiisobené Castymi nezddoucimi Gcinky 1é€iv. Ackoli se jeho vyskyt objevuje pouze u 4 az 19
pacientd ze 100 000, jednd se o nejcastéjsi pri¢inu akutniho selhani jater v USA i Evropé.

Nejcastéjsi pfi¢inou byva predavkovani paracetamolem (Zhou et al., 2019).
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Spolehliva ptedpovéd’ vzniku DILI v preklinickém hodnoceni je obtizna, protoze
modelové systémy in vitro ¢asto nedokazi presn¢ napodobit funkénost lidskych jater. Nejprve
se léciva zkouSeji na zvifecich modelech, zde se ale uvadi, ze 38 az 51 % sloucenin s
hepatotoxickymi U€inky neni odhaleno, pfevazné diky rozdilim v metabolickych drédhach
specifickych pro dany druh. Proto je stale vétsi zdjem vyvinout realnéjsi modelové systémy.
2D kultivace jaternich bun¢k se ukazala jako neefektivni, protoZze zde dochazi ke ztraté
exprese dulezitych transportérti 1€Civ a enzymii metabolizujicich léCiva. Naopak slibné
vysledky byly v posledni dobé& ziskany 3D kultivaci (Underhill & Khetani, 2018, Zhou et al.,
2019).

3.2.5.3.1 Jaterni bunécné linie pro tvorbu sféroidui

Standardni modely pro predikci DILI vyuZivaji primarni lidské hepatocyty (PHH).
Zatimco Cerstvé izolované PHH vykazuji stejné vlastnosti jako PHH v organismu, jejich
fenotyp se rychle méni v bézné 2D kultuie dediferenciaci. Ve sféroidech ztstavaji PHH
zivotaschopné se stabilni sekreci albuminu po dobu minimalné 5 tydnii. Udrzuji si také své
metabolické a transkriptomické profily az nékolik tydnii, coz muze byt uzitecné pro sledovani
dlouhodobé toxicity pti opakovaném podavani 1ékt. Mezi jejich dalsi vyhody patii moznost
kokultivace s neparenchymalnimi buitkami, mezi které fadime zlucové bunky, Itovy bunky a
Kupfferovy buiky a také schopnost skladovat glykogen. Oproti nadorovym jaternim
bunénym liniim HepG2 (bunécna linie odvozena od hepatoceluldrniho karcinomu), HepaRG
(bunécna linie lidského cholangiokarcinomu) a 2D kultivovanym buitkkdm také vykazuji
vyrazné zvysenou aktivitu enzymi z rodiny cytochromt P450 (CYP): CYP1A2, CYP2B6,
CYP2CS, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 a CYP3A4. Oguhara et al. také prokazali schopnost
PHH sféroidi odhalit hepatotoxicitu sloucenin s riznymi mechanismy plisobeni jako jsou
acetamonifen, chlorpromazin, diklofenak, flutamid, imipramin, tiklopidin a troglitazon v
klinicky relevantnich koncentracich (Bell et al., 2016, Zhou et al., 2019).

BéZné¢ pouZivanymi nddorovymi jaternimi bunéénymi liniemi pro studium
metabolismu 1é¢iv jsou také imortalizované HepG2, HepaRG a Huh-7 (bunécna linie

odvozena od hepatokarcinomu), diky snadné dostupnosti a nizkym nékladim.

Nejvice popsana je bunécnd linie HepG2, kterd ve sféroidni kultufe vykazuje
polarizovanou expresi transportéri spojenych s mnohocetnou Iékovou rezistenci MRP2

(Multidrug Resistance-associated Protein 2) a MDR1 (MultiDrug Resistance protein 1),
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zlepSenou sekreci albuminu ve srovnani s 2D kulturou a také zvySenou nachylnost k toxicité
zpusobené acetaminofeny. 3D kultura HepG2 také odhalila hepatotoxicitu amiodaronu,
diklofenaku, metforminu, fenforminu a kyseliny valproové. Piesto tato bunécnd linie stale
neni tak pfesna v predikci hepatotoxicity jako PHH, protoZze vykazuje snizenou expresi a

aktivitu enzymul metabolizujici 1éCiva.

Bunécna linie HepaRG mé vys$si metabolickou aktivitu nez HepG2. Sféroidy lze
kultivovat az 7 tydni s polarizovanymi transportéry a strukturami zluCovych cest. Bylo
zjisténo, Ze ve sféroidech aktivity enzymti CYP1A2, CYP2B6, CYP3A4 a UGT (uridin 5'-
difosfoglukuronosyltransferasa) zlstaly stabilni a jejich hladina byla az 20x vyssi nez u 2D

struktur. HepaRG sféroidy vykazovaly také vétsi citlivost na acetaminofenon a aflatoxin B1.

Sféroidy z kmenovych bun¢k odvozenych od hepatocytii se ziskdvaji diferenciaci
lidskych indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék. Jejich pouziti pro jaterni 3D
sféroidni modely je moZnou alternativou pro zjiSténi hepatotoxicity 1ékl. Vyuziti nachéazi
predevsim pii vyhledavani interindividudlnich rozdild. Bunky jsou ziskany pfimo od

pacientt, ktefi v minulosti trpéli neobvyklymi reakcemi na Iéky (Zhou et al., 2019).

3.2.5.3.2 Zpiusoby vytvireni jaternich sféroidu

Jaterni sféroidy jsou Casto vytvareny pomoci bioreaktord, kde vytvareji funkcni sité
zluCovych kanalkli, exprimuji markery specifické pro hepatocyty a vykazuji trvalou aktivitu
CYP. Ptedstavuji tak vynikajici kultivaéni systém pro dlouhodobou kultivaci. V roce 1994
Gerlachem s jeho kolegy vyvinuli bioreaktor tvaru valce, kde se kromé kultivovanych bunck
uvnitt nachézi i dutd vlakna, kterd napodobuji sit’ kapilar, ¢imz je umoznéna perfuze média a
plyna. Jaterni buiiky se pak kultivuji mimo tento kapildrni prostor, a jsou tak chranény pied

piimym tokem média.

Bhatia s jeho kolegy vytvofili alternativni systém, kde se jaterni buniky naockuji na
mikropatternové ECM ostrovy, které jsou obklopeny podplirnymi mysimi fibroblasty. PHH v
této kokultufe pak vytvaii sit€¢ ZluCovych kandlk a udrzuji expresi enzymi 1. a 2. faze,
podilejici se na metabolismu 1é¢iv a expresi jadernych receptord a transportért 1é¢iv po dobu
nejméné 6 tydni. Mikropatternové kokultury jsou aktudlné vysoce vyuzivané jako cenné
modely pro studium rtiznych fazi vyvoje 1é¢iv (predpovéd’ clearence 1éCiv, I€kovych interaket,

profilovani metabolitii 1¢¢iv, DILI), protoze velmi napodobuji slozitost lidskych jater. Dalsi

33



zmoznosti je vyuziti vicejamkovych ULA desticek ¢i kultivace bunék pomoci nosice.

Vyuzivané jsou také mikrofluidni techniky (Zhou et al., 2019).

3.3 Fotodynamicka terapie (PDT)

PDT je lécebna metoda pro rizné druhy nddort a néktera nezhoubna onemocnéni,
znama pro svou minimalni invazivitu. Krom¢€ nddorovych onemocnéni je vyuzivéna také
k 1écbé degenerativnich stavii souvisejicich s vékem jako je ateroskleréza. Ve srovnani
s béznymi protinddorovymi terapiemi (chemoterapie, radioterapie), ma PDT mén¢ vedlejSich

ucinki. Lze ji také aplikovat u pacientli s neoperovatelnymi nadory.

Metoda spociva v podani PS, ktery se nasledné ozaii svétlem o vlnové délce
odpovidajici absorpénimu pasmu daného PS. To ma za nésledek vznik ROS, které poskozuji

nadorové builkky (Mohammad-Haidi et al., 2018).

3.3.1 Princip PDT

PS, svétlo a kyslik vytvaii tfi zakladni slozky PDT. PS se do téla pacienta poda
lokalné nebo systémové do krevni cirkulace. Po jeho distribuci se PS hromadi v nadorové
tkani a po ozafeni dochazi k jeho aktivaci fotochemickou reakci (Obr. 13), pii které vznika
z molekularniho kysliku (PO,) kyslik singletovy ('0,). Ten pusobi toxicky na buiky a
zpusobuje bunécnou smrt apoptdzou, nekrozou ¢i autofagii se sou¢asnym navozenim lokalni
zanétlivé reakce, ktera se podili na odstraiiovani odumielych bun€k a obnoveni normalni
tkanové homeostazy ¢i mize vést k rozvoji systémové imunity. Povaha bunééné smrti zavisi
pfedevSim na misté, kde ptsobi PS. Pokud se hromadi v mitochondriich, dochazi casto
k apoptoze, naopak jestlize se kumuluje v plazmatické membrané, po ozafeni nasleduje
obvykle nekroza. Autofagie byva zprostredkovdna PS hromadici se v lyzosomech ci
endoplazmatickém retikulu. Nicméné 1 apoptdéza nakonec prestupuje v nekrozu, jelikoz

dochazi k nadmérnému poskozeni bun€k a rychlé lyze (Kwiatkowskiet al., 2018).
Protinadorové cinky jsou tedy zajiStény tfemi mechanismy, mezi které patii jiz vyse

zminéné piimé cytotoxické ucinky, indukce zanétlivé reakce a dale dochazi k poSkozeni

vaskularity nadoru. K poskozeni krevnich cév nddoru dochazi prostiednictvim agregace

desticek, ktera vede k hypoxii nadorové tkan¢ a bunééné smrti. Do jaké miry bude jednotlivy
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mechanismus zastoupen, zavisi na pouzité davce PS, dobé mezi podanim a expozici svétla,

celkové davce svétla, intenzité svétla, koncentraci kysliku a dal§ich méné znamych faktort.
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Obrazek 13. Princip PDT. Upraveno z (Agostinis et al., 2011).

PS maji za normélnich podminek stabilni singletovy stav. Po ozafeni a absorpci svétla
dojde k ptechodu elektronu na vyssi energetickou hladinu za vzniku tzv. excitovaného stavu.
Tento stav je vSak nestabilni, proto se PS vraci do svého stabilniho stavu, pii kterém se musi
zbavit nadbytecné energie. K tomu dochazi vyzarenim energie ve formé fluorescence nebo
tepla. Dal$i z moznosti, jak se excitovany PS mtlize zbavit energie je mezisystémovy prechod

za vzniku stabilnéj$iho tripletového stavu.

PS v tripletovém stavu muiZze generovat ROS mechanismem typu I nebo II.
Mechanismus II. typu je jednodussi, Gastdjsi a dochazi zde k vytvoreni 'O, predanim

nadbyte&né energie tripletového stavu na *0,. Ob&as se miize vyskytnout mechanismus typu I,
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kdy PS reaguje pfimo se substratem v bunééném mikroprostfedi napiiklad s bunécnou
membranou a prostfednictvim pfenosu protonu nebo elektronu vznika radikalovy kationt ¢i
aniont. Tyto radikaly pak mohou reagovat s kyslikem za vzniku ROS. Mechanismy typu I a II
mohou také probihat soucasné, pomér pak zavisi na typu pouZzitého PS, koncentraci substratu

a mnozstvi kysliku nachazejicim se v buiice (Agostinis et al., 2011).

3.3.2 Fotosenzitizér (PS)

Ptedpoklady pro idealni PS jsou vysoka chemicka Cistota a selektivita pro nadorové
buiiky, pfi¢emZz by meélo dojit k jeho eliminaci ze zdravych tkdni co nejrychleji. DalSimi
pozadavky jsou kratky casovy interval mezi podanim a maximalni akumulaci v nadorové

tkani, minimalni cytotoxicita ve tmé a snadna rozpustnost v té€lnich tekutinach.

Absorbance PS by méla byt vysokéd v rozmezi mezi 600 az 800 nm, protoze absorpce
fotond s vinovymi délkami deldimi nez 800 nm neposkytuje dostatek energie pro excitaci >0,
do '0,. Jeho absorpéni minimum by mélo byt v rozsahu od 400 nm do 600 nm, &imZ se
redukuje fotocitlivost zplisobend slunecnim zafenim. Jelikoz pronikani svétla do tkané roste
se zvétSujici se vinovou délkou, PS absorbujici pfi vétSich vinovych délkach jsou uéinné;si

(Kwiatkowski et al., 2018).

Prevazna cast PS ma strukturu odvozenou od porfyrinti (Obr.14), které se skladaji z
tetrapyrrolového aromatického jadra. Porfyriny se vyskytuji pfirozené naptiiklad v hemu,
chlorofylu ¢i bakteriochlorofylu. Nejpouzivangjsi derivaty porfyrinlt v PDT jsou chloriny a
Pc. Druhou skupinou jsou neporfyrinové PS, mezi néZ fadime kyselinu 5-aminolevulinovou
(ALA), fenotiaziny, xantiny, triarylmethany, hypericin a kurkumin. (Castano et al., 2004,
Oniszczuk et al., 2016)

Obrazek 14. Porfyrin.
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3.3.2.1 Déleni PS

PS rozliSujeme na prvni, druhé a tieti generace. Mezi PS prvni generace tfadime
hematoporfyrinovy derivat (HpD) a jeho analogy. Nejvyuzivanéjsim zastupcem této skupiny
je porfimer sodny (komeréné zndmy jako Photofrin®). Jedna se o ¢isténou smés HpD dimerQ
a oligomert. Pfestoze tyto latky vykazuji dobrou tumoricidni odpovéd, jejich vyuziti
v soucasné dob¢ zistava pirevazné jen pro 1éCbu nadorii plic a jicnu. Nevyhodou porfimeru
sodného je totiz jeho slabd absorpce kolem 630 nm a také retence kuzi, ktera vede

k dlouhodobé fotosenzitivité (Kwiatkowski et al., 2018, Zhang et al., 2018).

Reseni pfinesly PS druhé generace, které jsou chemicky ¢&isté, absorbuji pii vysich
vlnovych délkach, poskytuji vyssi vytézek 'O, a nizsi fotosenzitivitu kiize. Mezi nejznamé&jsi
PS druhé generace patii chlorinovy PS temoporfin (m-tetrahydroxyfenylchlorin, m-THPC) a
ALA, kterd je vyuzivana hlavné v dermatologii. ALA a jeji derivaty lze podat ordln¢ ¢i
topicky a jsou oznaCovany jako tzv. proléCiva, protoZze je nutnd jejich aktivace v téle
pievedenim na protoporfyrin IX. Nevyhodou PS druhé generace je vSak jejich Spatna

rozpustnost ve vodeé, ktera omezuje moznost intravendzni podéni.

Existuji také PS tfeti generace. Piestoze pfetrvava problém s obtiznou rozpustnosti ve
vodé, tyto PS disponuji vysokou afinitou k nddorové tkéani, ¢imz se minimalizuje poSkozeni
okolnich zdravych bun€k. Vysoka afinita je zajiSténa né€kolika modifikacemi, mezi které patii
napiiklad spojeni PS sLDL lipoproteinem, jelikoz nadorové buniky pii svém rlstu
spotiebovavaji velké mnozstvi cholesterolu. Dale je mozné konjugovat PS s monoklondlni
protilatkou proti specifickému antigenu na povrchu nddorové bunky nebo vyuzit povrchovych
markerti nddoru, mezi které fadime receptory pro rustovy faktor, transferin ¢i razné hormony

(Kwiatkowski et al., 2018).

3.3.3 Svételné zdroje

v

Nejefektivnejsi je vyuziti svétla s vinovou délkou 600 az 800 nm, které odpovida
cervené, ale zasahuje také do infracervené oblasti spektra. Pro PDT se vyuzivaji lasery nebo
vybojky s podobnou ucinnosti. Alternativnim zdrojem mohou byt svétlo emitujici diody
(LED). Zadny jediny zdroj svétla viak neni vhodny pro vSechny aplikace PDT. Vybér je
zéavisly na nemoci (lokalizace, velikost nadoru, piistupnost, charakteristika tkan¢), vybéru PS

a také cené (Agostinis et al., 2011).
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3.4 Vyuziti 3D kultur ve vyzkumu PDT

3D modely se vPDT vyuzivaji diky jejich lepSim vlastnostem pro sledovani
vychytavani PS buiikami a predikci Uc€innosti terapie. Solidni nadory vytvari v téle rtzné
gradienty kysliku, stejné tomu tak je i v 3D modelech. Vzhledem k tomu, Ze je PDT zavisla
na dodavce kysliku, poskytuji 3D modely optimaln€j$i podminky pro testovani nez 2D
kultury.

Chen et al. vroce 2015 zvetejnili studii, ve které pouzili bunky T47D odvozené z
lidského karcinomu prsu. Buiiky byly kultivovany s methylenovou modfi jako PS ve 2D i ve
3D prostiedi. Buiky kultivované v monovrstvé poskytovaly daleko lepsi odpovéd’ na PDT
v porovnani se sféroidy. Velikost sféroidii byla také vyraznym parametrem ovliviiujicim
ucinnost terapie. VEtsi sféroidy byly odolnéjsi viici PDT, diky horsi penetraci PS a také nizké

koncentraci kysliku uvniti sféroidu (Mohammad-Haidi et al., 2018).

3.4.1 Nanoterapie

Ptevazna Cast PS je hydrofobni a ve vodném prostiedi pak dochdzi k jejich agregaci.
Agregace znemoznuje fotoaktivitu PS a PDT tudiZ ztraci svou G¢innost. Tato skutecnost také
zabraniuje podani PS intraven6zné. Spojenim PS s hydrofilnimi nosicovymi systémy (Casto je
pouzivan termin nanocastice i pres to, ze nekteré z nich se pohybuji svou velikosti az v fadu
mikrometrl) udrzuje PS v monomernim stavu a zabranuje tak jejich predcasné degradaci.
Nanocastice jsou navic specificky zaméfeny na nadmérn€ exprimované receptory nebo

antigeny na povrchu nddorovych bunék a tim dochézi ke zlepSeni biologické dostupnosti PS.

Nanocastice mohou byt organické latky (rizné polymery jako je PEG), anorganické
latky (zlato, kfemik), liposomy a micely. Vzhledem k jejich malé velikosti se nanocastice
dostavaji do buiiky prostiednictvim endocytdzy a nasledné dochazi k jejich kumulaci uvniti
organel endolyzosomalniho kompartmentu. Po ozafeni dochazi ke vzniku ROS uvnitf
endosoml a/nebo lyzosomil. Po dostatecné davce zafeni dojde k prasknuti membrany a

uvolnéni ROS a nanocastic z lyzosomti do cytosolu (Agostinis a kol., 2011, Kwiatkowski et

al., 2018).

Bylo provedeno nékolik studii zaméfujicich se na vyuziti nanocastic ve studiu
ucinnosti na 3D kulturach. Primarni vyhodou vyuziti téchto kultur v PDT s nanocasticemi

spociva ve schopnosti zahrnout problém s jejich prinikem do bunék nachazejici se uvnitf
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nadoru, ktery neni zohlednén ve 2D kulturach. Z vysledkt téchto studii se zda byt vyuziti

nanocastic v PDT vyrazné u¢innéjsi, nez je tomu pti podani samostatného PS.

Naptiklad v roce 2015 publikovali Yang et al. studii, ve které porovnavali u¢innost
ALA v komplexu s nanocasticemi zlata sjeho volnou formou a také ovlivnéni vysledku
v zé&vislosti na pouziti 2D ¢i 3D bunéné¢ho modelu. Pro studii byl pouzit model vytvoreny
z lidskych bunék prsniho karcinomu (MCF-7) a primarnich stromalnich bunék odvozenych od
tukové tkan¢ (ASC). Po c¢tyfech hodinach kultivace s 1 mM koncentraci PS rozpusténém v
médiu bez séra bylo zjiSténo, Ze pii podani samostatného PS doslo ve 2D kultufe k usmrceni
cca 50 % bunck a ve 3D kultuie pouze k 17 % bunck. Pfi poddni PS konjugovaného
s nanoc¢asticemi zlata se u¢innost zvysila na 70 % u 2D kultury a 50 % u 3D kultury. Pii
delsim ozafovani byly témét vSechny bunky kultivované v monovrstvé zniceny, bez zavislosti
na vyuziti nanocastic. 3D kultura pfesto vykazovala velky rozdil v Zivotaschopnosti bunék.
Buniky oSetfené samostatnym PS zde vykazovaly 50% destrukci, naopak pii pouziti
konjugovaného PS az 90%. V této studii byla také pozorovana rozdilné distribuce obou PS ve
3D modelu. Zatimco pii pouziti volného PS byly mrtvé bunky lokalizovany piedevs§im
v povrchovych vrstvach nadorové tkané, komplex nanocastic s PS byl schopny proniknout
skrz matrici hloubé&ji do tkdn¢ a mrtvé buiiky se nachédzely ve vSech vrstvach (Mohammad-

Haidi et al., 2018).
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4 CILE PRACE

e Tvorba sféroidii pomoci metod visuté kapky a ULA desticek. Stanoveni optimalni
pocatecni koncentrace bunck a vybér vhodnéjsi metody zhotoveni sféroidi pro nase
ucely.

e Srovnani rychlosti ristu sféroidii a jejich uniformity u obou metod.

e Pouziti kolagenu pii zhotoveni sféroidi pomoci visuté kapky za ucelem dosazeni

kompaktné;si struktury.

e ZjiStovani vlivu vymény média béhem kultivace na primér sféroidii vytvorenych

ULA destickou.

e Optimalizovani ¢asu inkubace sféroidi s &inidlem AlamarBlue™ pro vyhodnocovani
cytotoxicitnich testdl. Srovnani citlivosti a vhodnosti AlamarBlue™, AlamarBlue™

HS a PrestoBlue™.

e Stanoveni fotodynamické aktivity u nové syntetizovanych  amfifilnich
(aza)ftalocyaninovych PSs P40 a P44 na sféroidech tvotfenych bunécnou linii HeLa.

Porovnani efektivity vyuziti xenonové lampy vs. laserové diody.
e Optimalizovani postupu barveni pro zobrazeni sféroidii konfokalni mikroskopii.

e Provedeni testd invaze a migrace se sféroidy tvofenymi bunécnou linii HeLa.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Laboratorni vybaveni pro praci s buné¢nou linii
5.1.1 Pracovni pomiicky
«  24-jamkové mikrotitraéni desti¢ky, ploché dno (TPP, Svycarsko)

* 96-jamkovéa mikrodesticka Nunclon ™ Sphera ™, kulaté¢ dno (ThermoFisher

Scientific, Japonsko)
*  96-jamkové mikrotitraéni desti¢ky, ploché dno (TPP, Svycarsko)
» automatické pipety, rizny rozsah (Eppendorf, Némecko)
» Biirkerova komtrka (Brand, Némecko)
» Pasteurovy pipety, sterilni (Brand, Némecko)

* podlozni sklicko s opakovatelné pouzitelnou zobrazovaci komurkou

(ThermoFisher Scientific, USA)
« sterilni inkubaéni nadoby T75, plastové (TPP, Svycarsko)
« sterilni laboratorni sklo (Simax, Ceska Republika)
+ sterilni mikrozkumavky, rizny objem (Eppendorf, Némecko)
« sterilni pipety, plastové, riizny objem (TPP, Svycarsko)
 sterilni plastové vanicky (Eppendorf, Némecko)

« sterilni stfika¢kovy filtr s péry 0,2 um, primér 13 mm (Fisher Scientific, Ceska

Republika)

» sterilni stfikackové filtry spory 0,22 a 0,45 pm, primér 33 mm (TPP,
Svycarsko)

« sterilni Spicky, plastové, rizny rozsah (Eppendorf, Némecko)
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5.1.2 Pracovni pristroje

42

450 W xenonova lampa Newport s vodnim 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 mikrotitratnich desticek Tecan Infinite M200 (Tecan Group

Ltd.,Svycarsko)
deskova tiepacka Heidolph Titramax 100 (Heidolph Instruments, Némecko)

konfokalni laserovy rastrovaci mikroskopicky systém Nikon Al+ (Nikon,

Japonsko)
sestava na ozafovani vzorku fokusovatelnym laserovym svazkem A = 685 nm

o fidici jednotka laseri s kontrolou teploty ThorLabs ITC4020 (Thorlabs,
USA)

o diodovy laser s pracujici v kontinudlnim rezimu s vlnovou délkou
685 nm, nominalnim optickym vykonem >3 W a termoclankem pro
zpétnovazebnou kontrolu teploty a chlazeni Coherent #48274

(Coherent, USA)

o vysokovykonné optické vldkno pro vyvdzani laserového svazku

(550 pm jadro, N.A. 0,22) ThorLabs TP02081127 (Thorlabs, USA)

o zoomovaci optika ThorLabs SMINROS5 s adaptérem S120-SMA
(ThorLabs, USA)

zafizeni pro méfeni optického vykonu laseri Coherent FieldMate #1098297
s ¢idlem PowerMax PMI10 #1097901 (Coherent, USAbox s laminarnim
proudénim Bio Air TopSafe 1.2 (EuroClone, Italie)

vodni lazen (Memmert, Némecko)



5.1.3 Pouzité chemické latky a reagencie

«  AlamarBlue™ (ThermoFisher scientific, USA)

«  AlamarBlue™ HS (ThermoFisher scientific, USA)

+ fetalni bovinni sérum (Sigma-Aldrich, Belgie)

» fluorescen¢ni sonda Actin Green (Molecular Probes, USA)

» fluorescen¢ni sonda Hoechst 33342 (Molecular Probes, USA)
» PBS, tablety (Sigma-Aldrich, Némecko)

» fotosensitizér P40 (védecka skupina prof. Zimcika, FaF UK)
» fotosensitizér P44 (védecka skupina prof. Zimcika, FaF UK)
* Geltrex® (ThermoFisher scientrific, USA)

* kultivaéni médium DMEM (Lonza, Belgie)

» paraformaldehyd (Sigma-Aldrich, USA)

«  PrestoBlue™ (ThermoFisher scientific, USA)

* projasiujci reagencie — CytoVista 3D Cell Culture Clearing Reagent
(ThermoFisher scientific, USA)

* pufr HEPES, IM (Sigma-Aldrich, Némecko)

» penicilin/streptomycin (Lonza, Belgie)

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

* Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Némecko)

* trypanova modi (Sigma-Aldrich, USA)

+ ultraglutamin I (Lonza, Belgie)
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5.2 Bunécna linie HelLa

Bunééna linie HelLa je nejstarSi lidskou bunécnou linii pouzivanou v biologickych
vyzkumech. Byla ziskdna v roce 1951 z bunék rakoviny délozniho ¢ipku Henrietty Lacksové,
podle které je také pojmenovana. Patfi k nejpouzivan€jsi bunécné linii, predevSim pro jeji

odolnost a rychlou proliferaci (Brendan et al., 2009).

5.2.1 Kultiva¢ni médium

Pro ptipravu kultivacniho média SCM (DMEM médium obsahujici sérum) bylo
nejprve nutné nékteré potrebné roztoky (vyjma Hepes pufru a Ultraglutaminu) rozehtat v
lazni na teplotu 37 °C. Poté jsme piesli k samotné pfipravé kultivacniho média, ktera

probihala v lamindrnim boxu za sterilnich podminek.

K DMEM médiu o celkovém objemu 500 ml jsme ptidali 50 ml fetalniho bovinniho
séra, 5 ml 1 M Hepes pufru, 5 ml roztoku penicilinu/streptomycinu (zasobni roztok obsahuje
10 000 U penicillinu a 10 mg/ml streptomycinu) a 10 ml 200 mM Ultraglutaminu 1. Vysledné
SCM médium bylo uchovavéano v lednici a pfed pouzitim vzdy vytemperovano na 37 °C ve

vodni lazni.

5.2.2 Pasazovani bunék

Pro udrzeni zivotaschopnosti bunék je nutné jejich pravidelné pasazovani. Proces
pasazovani bun€k spoc¢iva v pienosu ¢asti bunék z ptivodni kultivacni lahve do nové, ktera
obsahuje Cerstvé médium dodéavajici buitkdm Zziviny. Jako kultiva¢ni lahve byly pro HeLa

bunky pouzity plastové lahve T75.

Pted kazdym zahdjenim pasdZovani bylo nutné nejprve mikroskopicky zkontrolovat
dno kultivacni lahve, které by mélo byt témeét pokryto bunkami. Mikroskopicky byla potfeba
také zhodnotit morfologie bun¢k a zda nedoslo k pifipadné kontaminaci bunécné kultury.
Pasdzovani bunék probihalo v lamindrnim boxu za sterilnich podminek s piedem

pfedehiatymi roztoky.

Po kontrole byly buiiky nejprve oplachnuty PBS (2 x 5 ml). Tento krok je dulezity,
jelikoz sérum z média obsahuje latky inaktivujici trypsin. Po odsati veskerého PBS byl pro

oddéleni bun¢k ode dna kultivaéni lahve pouzit roztok trypsinu (1 ml). Uzavienou lahev s
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trypsinem jsme umistili do inkubatoru, kde jsme ji nechali inkubovat maximalné 5 minut pfi

37 °C.

Béhem inkubacni doby jsme lahev kontrolovali pod mikroskopem, abychom si ovéfili,
ze doslo k oddé€leni vSech bun¢k ode dna lahve. K buitkdm bylo nasledné ptidano 9 ml SCM
média a nékolikanasobnym nasatim a vysatim obsahu lahve bylo zajisténo dostatecné
promichani bunék a piipadné resuspendovani jejich shluki. Cast suspenze byla nasledné
pipetovana do nové sterilni kultivacni lahve, ktera obsahovala 15 ml Cerstvého piedehiatého
SCM. Zbytek bun¢k ve staré kultivacni lahvi jsme pouzili pro experimenty. Buniky v nové
lahvi jsme dikladné promichali s SCM opétovnym nasatim a vysatim obsahu lahve pro
vytvofeni homogenni bunécné suspenze. Uzavienou lahev jsme v jeji vodorovné poloze
opatrnym pohybem promichali tak, aby se bunécnd suspenze nedostala do hrdla lahve a

nasledné ji ulozili do inkubatoru kultivovat.

Kultivace probihala pti 37 °C, 5 % CO, a konstantni vlhkosti 3-4 dny. Poté bylo nutné

provést dalsi pasdzovani bunék.

5.2.3 Stanoveni po¢tu Zivotaschopnych bunék

Pocet Zivych bunék byl zjistovan pomoci Biirkerovy komirky a 0,4% trypanové
modfi. Trypanova modrf je barvivo schopné volné prostupovat do buiiky skrze plazmatickou
membranu. Zivé buiiky trypanovou modi aktivné transportuji z buiiky, proto zistavaji
neobarvené. Naopak mrtvé bunky tuto schopnost nemaji, tudiz dochéazi ke hromadéni barviva

uvnitt bunék, které pod mikroskopem vidime jako modré.

Pii pasdzovéani bunck byl odebran vzorek bunécéné suspenze, ktery byl smichan s
pfedem nachystanou trypanovou modii v mikrozkumavce v poméru 1:1. Po dikladném
promichéni obsahu mikrozkumavky bylo pipetovano 10 pl barviva s bunéénou suspenzi do
kazdé poloviny Biirkerovy komirky. V kazdé poloviné Biirkerovy komirky byl spocitan
pocet zivych bunék v péti Ctvercich s vyuzitim objektivu 10x. Z vysledného poctu zivych

bun¢k jsme prepoctem zjistili mnozstvi Zivotaschopnych bun¢k v 1 ml suspenze.
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5.3 Tvorba 3D sféroidu

Pro tvorbu sféroidii jsme pouzili dvé metody, a to metodu visuté kapky a ULA

desticek.

5.3.1 Vytvoreni bunécné suspenze pro nasazeni bunék

Buné¢na suspenze byla ziskana nafedénim pivodni suspenze odebrané z kultivacni
lahve pfi pasazovani. Redéni bylo provedeno pomoci piedehiatého SCM, piicemz jeho
pfidané mnozstvi bylo zjiSténo vypoctem. Ten zohlednioval pocet Zivotaschopnych bun¢k v

suspenzi, pozadovanou koncentraci bun¢k a vysledny potiebny objem suspenze.

Veskeré roztoky pro oplachovani a fedéni je vhodné filtrovat filtrem s velikosti port
22 um ¢i menSich pro minimalizaci pfitomnosti piipadnych pevnych castic, které mohou
narusit tvorbu sféroidi. Vzhledem k ptfitomnosti mikroskopickych ¢astic prachu i ve sterilnim
laboratornim skle vSak neni mozné dosdhnout kompletniho odstranéni vSech nezadoucich
castic v bézném laboratornim provozu. Odstranéni tohoto problému by bylo mozné pouze

v bezprasnych laboratotich.

Filtrace roztoki pted pouzitim vSak tento problém zna¢né minimalizuje. V pfipadé, Ze
ve vzorku spolu s buitkami néjaké necistota je, tak vytvaii jediny dostupny adhezni povrch, ke
kterému bunky pfilnou a sféroid se zacne tvofit kolem této ¢astice. To muze vést k tvorbé
pravidelného sféroidu napf. na celulézovém vlakné buniéiny (Obr. 15 A). Castgji se viak tvoii

nepravidelné (Obr. 15 B a D) ¢i vélcovité (Obr. 15 C) utvary obklopujici celou ¢astici/¢astice.

V ptipadé pfitomnosti nepravidelnych sféroidi vytvorenych kolem castic necistot je
nutné jejich vylouceni z experimentli. U sféroidii vyrazné se liSicich od kulovitého tvaru
dochézi k vyraznému rozdilu v odpovédi bunék na experimentalni podminky. To je dano tim,
ze v kulovitém sféroidu jsou bunky vzdy pravideln€ a stejné vzdalené od povrchu, protoze
primér sféroidu je ve vSech mistech pfiblizné stejny. U nepravidelného tvaru dochéazi ke
zméng vzdalenosti bunék v rliznych mistech sféroidu od povrchu, a zméné celkové odpoveédi
na podnéty z vnéjsku a celkové zivotaschopnosti této masy bunék (valcovity utvar ma vyssi
zivotaschopnost nez kulovity), coz by vnaselo dals$i chybu do pfipadného experimentu

(Zanoni et al., 2016).
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Obrazek 15. Pevné ¢astice zabudované do sféroidi. Métitko odpovida 700 pm.

5.3.2 Metoda visuté kapky

Pro vytvoteni kapky jsme zvolili objem 40 pl (maximalni moZzny objem pro vytvoieni
kapky v naSem experimentdlnim uspofadani). Rozhodli jsme se vytvofit kapky se Ctyfmi

riznymi koncentracemi bunék: 3000, 1000, 250 a 50 bunék/kapku.

Ptipravili jsme si buné¢nou suspenzi s koncentraci 75 000 bun¢k/ml, ktera odpovidala
koncentraci 3000 bun¢k/40 pl. Z této suspenze jsme nasledné piipravili do sterilnich
mikrozkumavek dali nami pozadované koncentrace. Redéni bylo opét provedeno pomoci

predehiatého SCM.
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Bunééné suspenze danych koncentraci byly pipetovany automatickou pipetou na
vnitini stranu vika 24-jamkovych mikrotitracnich desti¢ek. Kazd4 jamka obsahovala pouze
jednu kapku. Vzdy bylo vytvoteno vice kapek dané koncentrace, aby se zajistil dostatecny
pocet opakovani. Byly vyuzity pouze jamky nachézejici se ve stfedu jamek desticky. Viko
bylo poté opatrné pteklopeno na mikrotitrac¢ni desticku. Do vSech jamek desticky bylo pfedem

napipetovano 500 ul PBS pro zabranéni vysychani kapek.

Obdobn¢ lze vytvaret visuté kapky i na sterilnich Petriho miskach — zde je ale potieba
nechavat dostateCny rozestup mezi jednotlivymi kapkami. Vice zde vSak hrozi, Ze pfii

neopatrné manipulaci a pii prevraceni vika mize dojit ke sliti sousednich kapek k sob¢.

Cely proces ptipravy visuté kapky probihal za sterilnich podminek v laminarnim boxu.
Desti¢ky s kapkami se uchovavaly v inkubatoru pti 37 °C. U visutych kapek je také dobré

A4

zpusobené oteviranim a zaviranim dvefi inkubatoru.

5.3.2.1 Vyuziti kolagenu ve tvorbé sféroida

Proteiny extracelularni matrix by mély napomoci tvorbé kompaktnéjSich sféroida
(Kuo et al. 2017), proto jsme médium suplementovali kolagenem ziskanym z potkanich
ocaskl. Vytvoftili jsme kapky o koncentraci 500 bunék/kapku v 24-jamkové mikrotitracni
desticce. SCM bylo obohaceno o kolagen ve findlnich koncentracich 0,01 %, 0,005 %, 0,001
% a 0,0005 %. Jako kontroly byly pouzity kapky s ¢istym SCM. Pro kapky jsme pouzili
pouze sttedové jamky a kazdou koncentraci jsme opakovali 4x. V krajnich jamkach totiz

dochazi k vétSimu odparu a odlisné vyméné plynt nez v jamkach ve stfedu desticky.

5.3.3 Vyuziti ULA desticek

Bunécné suspenze pro tuto metodu byly vytvoreny v koncentracich 50, 250, 500, 1000
a 3000 bunék/jamku.

Do 96-jamkové ULA desticky bylo automatickou pipetou napipetovano 200 pul
bunécné suspenze. Nasledné jsme desticky vlozili do centrifugy a stocili pii 120 % g po dobu
5 minut. Desti¢ky jsme poté zkontrolovali pod svételnym mikroskopem, kde jsme mohli po
centrifugaci na dné jamek pozorovat vrstvu bunék, ze které¢ se v pribéhu nasledujicich dnt
formoval sféroid. Obrazek 16 zobrazuje sféroidy v ULA desticce vyfocené pomoci

fotoaparatu formatu snimace APS-C v kombinaci s 100 mm makro objektivem (zvétSeni 1:1).
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Tento obrazek ukazuje sféroid také ve svislé z-ose (na rozdil od vodorovnych os x a y pfi
foceni mikroskopem) a potvrzuje, ze sféroidy maji opravdu piiblizn¢ kulaty tvar (pruméry
v osach x, y a z jsou piiblizn¢ stejné). Pii pozorovani pouze mikroskopem by nebylo poznat,

zda jsou sféroid kulaté, protahlé, ¢i zplostélé.

Nasazeni bun¢k opét probihalo za aseptickych podminek a desky byly uchovavany
v inkubatoru pii 37 °C.

Obrazek 16. Tyden staré sféroidy vytvorené v ULA desticce.

5.4 Pozorovani ristu a uniformity sféroidua

Sféroidy vytvoifené obéma metodami jsme pozorovali mikroskopii diferencialniho
interferen¢niho kontrastu (DIC), kdy byl pouZit objektiv 10%. Pfi foceni kapek bylo nutné
vyuzit dalsi sterilni 24-jamkovou mikrotitra¢ni desticku bez pufru, jelikoZ je potieba fotit
kapky tak, aby nevisely a zabranilo se tak jejich moznému sklepnuti pfi manipulaci a
transportu. Sféroidy jsme fotili v prubéhu 14 dni, pficemz jsme zaznamenavali jejich
prib&zny rist. Informaci o velikosti sféroidi ndm poskytovalo méfeni jejich priameéru
(Obr. 17), ktery byl ziskén zprimerovanim ¢tyt namétenych hodnot.

Zajimalo nas také, zda se zméni vysledna velikost sféroidl, pokud vyménime médium
za Cerstvé. Tento experiment byl pro snadnost vymény média proveden v ULA destickach a

byly vyuzity sféroidy s pocatecni koncentraci 500bunék/jamku. Vyména byla provedena 2. a

4. den po nasazeni, vyhodnoceni probéhlo 7. den.
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Length = 361 41 pm

Obrazek 17. Méteni pruméru sféroidi. Nahote pravidelny tvar, kdy vSechny Ctyfi
méteni ukazuji podobné hodnoty. Na obrazku dole je naopak tvar protahly, kdy se hodnoty

INS
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5.5 Testy zivotaschopnosti bunék

Detekce zivotaschopnosti bunék hraje zdsadni roli pii vyhodnocovani cytotoxicitnich
experimentll. Pro zjiSténi zivotaschopnosti bun¢k sféroidli se vyuzivaji rizné biochemické
kalorimetrické testy, které jsou zalozeny na metabolické aktivit¢ bunck a barevné zméné
¢inidla. Jednim ze zakladnich testii je test vyuzivajici resazurin (komeréné dostupné napf.
jako AlamarBlue™ (AB), popt. PrestoBlue™, UptiBlue™ apod.), ktery spoéiva v preméné
resazurinu (oxidovana forma) na resorufin (redukovana forma) (Obr. 18). Oxidovana forma
ma barvu modrou a nevykazuje fluorescenci, zatimco redukovand forma je rizova a
fluorescenéni. Barvivo do bunék pronika skrze membranu pasivni difuzi a k jeho redukci
dochazi v cytosolu. Zménou fluorescence lze tedy prokazat pocet metabolicky aktivnich
bun&k ve sféroidu. Cim je fluorescence vyssi, tim je ve sféroidu vice metabolicky aktivnich a

zivotaschopnych bun¢k (Bonier et al., 2015).

T_
N* N
X Redukce X
%
HO 0 0 HO 0 0
Resazurin Resorufin

Obrazek 18. Redukce resazurinu na resorufin.

Pro testy Zivotaschopnosti byly pfipraveny sféroidy pomoci 96-jamkovych
mikrotitracnich desticek ULA s kulatym dnem, které jsme nechali inkubovat 7 dni v
inkubatoru. Dle predchozich experimentii zde byla zvolena koncentrace 500 bun¢k/jamku.
Suspenze byla do jamek pipetovana pomoci vicekanalové automatické pipety v objemu

200 pl/jamku.

Pro méfeni fluorescence bylo potieba prenést SCM médium se zredukovanym AB
zjamek ULA desticky do nové 96-jamkové mikrotitraéni TPP desticky s plochym dnem,
pficemz jsme dbali na to, aby nedoSlo k naruSeni ¢i nasati sféroidii (buniky obsahuji vétsi
mnozstvi pfeménéného fluorescencniho resorufinu a mohlo by dochazet k faleSnému zvyseni
signalu). SnaZili jsme se také zamezit tvorbé bublin — pipetovani probihalo reverzné. Intenzita
fluorescence byla méfena pomoci ¢tecky mikrotitracnich desti¢ek Tecan Infinite M200 pii

Aexe = 530 a Aemi = 590 nm. Pro vyhodnoceni Zivotaschopnosti bunék byly namétené hodnoty
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nasledné zpracovany v Microsoft Office Excel. Vysledek byl vyjaddfen procentualné
vztazenim k neovlivnéné kontrole po odecteni pozadi (signal z usmrcenych sféroidii). Grafy

byly zpracovany v programu GraphPad Prism 8.4.3.

5.5.1 Stanoveni optimalni doby inkubace AlamarBlue™™ se sféroidy

Nejprve bylo naSim ukolem stanovit optimalni Cas, ktery je nutny pro metabolizaci AB
ve sféroidech. Kromé neovlivnénych kontrol byly buniky inkubovany s peroxidem vodiku
(H,0,) jako modelem cytotoxické latky zpusobujici oxidacni stres. Roztoky H,O, o
dvojnasobné koncentraci byly pfipraveny v laminarnim boxu do sterilnich mikrozkumavek a
nasledné byly pfidany ke sféroidiim v desticce vyménou za 100 pl média (polovina celkového
objemu). Vysledné koncentrace H,O, byly v rozmezi 0,0015 - 0,15 %. Jako pozitivni kontrola
byl pouzit H,O; s vyslednou koncentraci 0,3 %. Negativni kontrolu tvofily sféroidy, u kterych
bylo pouze vyménéno 100 pl média za Cerstvé. Celkem jsme takto piipravili tfi desticky, které

jsme nechali 24 hodin inkubovat s H,0,.

Poté¢ byl pfidain AB, ktery byl zfedén pomoci ptedehidtého SCM na 20 obj. % a
nasledné pfiefiltrovan filtrem s péry 0,22 um pro odstranéni krystalli, které jinak zptsobuji
falesné zvyseni signalu, pokud jsou ve vzorku pfitomny. AB byl do jamek dodan vyménou za
100 pl média ve vSech jamkéch (tedy poloviéniho objemu, ¢imz jsme ziskali 10x fedéni).
Sféroidy byly s AB inkubovany 24 h (1. desti¢ka), 4 h (2. desticka) a 2 h (3. desti¢ka). Cas,
kdy byl AB ke sféroidiim ptidan, byl zvolen tak, aby konec inkubace a nédsledné hodnoceni

probihalo ve stejny ¢as pro vSechny desticky.

5.5.2 Porovnani citlivost AlamarBlue™', AlamarBlue™ HS, PrestoBlue ™

Porovnavali jsme také vhodnost reagencii PrestoBlue'™ (PB), AB a AB HS pro
vyhodnoceni Zivotaschopnosti sféroidli po ptisobeni rtiznych koncentraci H,O,.VSechna tato
¢inidla funguji na stejném principu redukce resazurinu na resorufin. PB vSak umozZiuje
ziskani robustnich vysledkt po krat$i dobé inkubace a s vyrazné¢ mensim mnoZzstvim bunck ve
vzorku (vyrobce udava citlivost detekce az 10 bunck/jamku v 384j desticce), nez je tomu u
AB a AB HS. AB HS predstavuje ¢isténou formu AB, ktera poskytuje vyssi citlivost oproti
klasické AB, diky redukci signali zplsobenych pfitomnosti kontaminace resorufiny

(ThermoFisher scientific).

Roztoky H,O; byly pfipraveny v laminarnim boxu a ke sféroidim byly pfidany opét
vyménou za 100 pl média. V pokusu byly pouzity vysledné koncentrace H,O, v rozmezi
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0,0015 — 0,3 %. Pozitivni kontrolu tvofily sféroidy osetiené H,O, s vyslednou koncentraci 0,6
%. Negativni kontrolu sféroidy v ¢istém médiu. AB, PB i AB HS byly nafedény pomoci SCM
a prefiltrovany filtrem s pory 0,22 pum. K buitkdm byly ptidany tak, aby vysledna koncentrace
byla 10 obj. %, tedy stejné, jak bylo popsano vyse. Inkubace s reagenciemi probihala 4 h.

5.6 Fotototoxicita vybranych fotosensitizéri

Pro experimenty byly zvoleny PSs P40 a P44, které byly syntetizovany na Katedie
farmaceutické chemie a kontroly lé¢iv FaF UK védeckou skupinou prof. PharmDr. Petra
Zimcika, Ph.D. Latky jsou citlivé na svétlo, proto byla manipulace s nimi provadéna ve tmé

pro zabranéni predCasné aktivace PS.

Oba studované PSs (Obr. 19) maji jako zadklad Pc jadro s centralné koordinovanym
atomem zinku. U slou¢eniny P40 je v Pc struktufe jeden z uhlik nahrazen dusikem (jedna se
tedy o azaftalocyanin s asymetrickym jadrem). Slouceniny maji amfifilni charakter diky
lipofilnimu Pc jadru, na které je navazan hydrofilni substituent charakteristicky pro dany PS
pouze na jedné ctvrting jadra (zbylé tii Ctvrtiny jadra tedy zlstavaji lipofilni). Zatimco PS P40
nese trvaly kladny naboj, sloucenina P44 mé ndboj zaporny. Absorpéni spektra obou latek

jsou zobrazeny na Obrazku 20 (Kollar et al., 2020).

COOr
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Obrazek 19. Struktury studovanych PS
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Obrazek 20. Absorp¢ni spektra latek P40 (#) a P44 (e). Plna ¢ara — latky rozpusténé ve
fosfatovém pufru (PBS), pierusovana ¢ara — latky rozpusténé v dimethylformamidu. Graf v

tomto obrazku byl vytvofen pomoci dat namétenych Mgr. Kollarem.

Vsechny experimenty s PSs byly provadény na 7 dni starych sféroidech ptipravenych
pomoci ULA desti¢ek s kulatym dnem a s koncentraci 500 bunék/jamku — jejich pramér je

v7.dni 440 = 11 pm.

5.6.1 Vyuziti Xe vybojky jako zdroje zareni

Pro tyto experimenty byly pouzity PSs P40 a P44 ve findlnich koncentracich od 0,05 —
5 uM. PSs byly k bunkdm ptidany vymeénou 100 pl média za médium obsahujici PS o
dvojnéasobné koncentraci, nez je koncentrace finalni. Jako pozitivni kontrola byl zvolen opét
10% H,0,. Jako negativni kontrola pak sféroidy, u kterych doSlo pouze k vyméné 100 pl

média za médium cerstvé. Inkubace s PSs probihala ptes noc (12 h).

Nasledujici den jsme sféroidy dvakrat oplachli ¢istym médiem, abychom odstranili
veskeré nenavazané PSs (kromé sféroidi oSetfenych H,O,, protoze doslo k jejich dezintegraci
a hrozilo by tak odsati — u téch bylo pouze opatrné¢ vyménéno 100 pl média). Desticky jsme
ozafovali 30 minut xenonovou lampou (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 22,4 J/cm?). Buiiky jsme

nechali inkubovat do druhého dne a nasledné vyhodnotili zivotaschopnost pomoci AB.
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5.6.2 Vyuziti laserové diody jako zdroje zareni

Pracovni postup je shodny jako u ozafovani xenonovou lampou — pfiprava roztokd,

inkubace a oplachovéani pied ozafovanim.

Oplachnuté sféroidy jsme nasledné ozafovali pét minut laserovou diodou (A =
685 nm). Byla pouzita davka ozafeni 450 J/cm”. Kazd4 jamka byla ozatovéana zvlast. Sféroidy

jsme umistili do inkubatoru a druhy den hodnotili Zivotaschopnost pomoci AB.

5.7 Statistické zpracovani dat

Statistické hodnoceni vysledkii bylo provedeno pomoci jednofaktorové analyzy
rozptylu (one-way ANOVA) s vyuzitim post hoc Bonferroniho metody vicendsobného
porovnani. Cytotoxicitni experimenty byly provedeny nejméné ve tiech opakovanich.
Vysledky byly porovnany s vysledky kontrolnich vzorki (neovlivnéné kontroly) a za
signifikantni byly povazovany, pokud hladina vyznamnosti (p) byla *p < 0,05, **p <0,01 a
**%p <0,001.

Pro porovnani priiméru sféroidii, poméru stran sféroidd, porovnani délky inkubace s AB
a porovnani metod vyhodnoceni Zzivotaschopnosti sféroidii byl pouzit neparovy t-test
s Welchovou korekci. Vysledky byly navzdjem porovnany a byly povazovany za

signifikantni, pokud hladina vyznamnosti (p) byla *p < 0,033; **p < 0,002 a ***p < 0,001.

Typ pouzité analyzy a pocet opakovani je specifikovan v titulku k pfislusnému obrazku

ve vysledcich.
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5.8 Konfokalni mikroskopie

Pro pokus byly pouzity sféroidy po 7 dnech ristu v ULA desticce s kulatym dnem, do
které byla nasazena koncentrace 500 bunék/jamku. Na svétleném mikroskopu jsme si vybrali
nekolik sféroidi pravidelného kulatého tvaru, se kterymi jsme nasledné pracovali. Postup

piipravy vzork a barveni byl proveden ve dvou odlisnych postupech (Tab.1).

Tab. 1 Rozdily mezi 1. a 2. postupem.

1. postup 2. postup
Permeabilizace 0,5% Triton X-100, 0,5% Triton X-100,

inkubace 30 min inkubace 1 h
Koncentrace sondy Actin 1 kapka/ml PBS, 2 kapky/ml PBS,
Green inkubace 2,5 h inkubace 2,5 h
Ptiprava fluorescen¢ni sondy 2 ng/ml PBS, 10 ng/ml PBS,
Hoechst 33342 inkubace 1 h inkubace 1 h

V prvnim kroku byly sféroidy fixovany pomoci 4% paraformaldehydu v SCM. Ten
byl ke sféroidiim ptfidan v mnozstvi 100 pl po odsani veSkerého média v jamkach. Desticka

byla uchovéna ptes noc v lednici pti 4 °C.

Druhy den jsme desticku ponechali hodinu pii pokojové teploté. Nejprve bylo nutné
odsat vSechen paraformaldehyd a ptidat 100 pul PBS. Desticka byla opatrné¢ michana na
pro permeabilizaci membran pfidano 100ul roztoku Triton X-100 (0,5%) a desticka byla
ponechéana 1 h na tfepacce. Poté byl vSechen Triton X-100 odsan a opét byl dvakrat ptidan
PBS pro promyti (2 x 15minut za stdlého opatrného michani). Odsali jsme vSechen PBS a
pridali 100 pl fluorescenéni sondy Actin Green (konjugat faloidinu s fluoroforem Alexa Fluor
488), kterd byla ptipravena nafedénim 1 ¢i 2 kapek/ml Actin Green do PBS. Actin Green
slouzil pro znaceni aktinového cytoskeletu (mikrofilamenta). Desticku jsme nechali inkubovat
2,5 hodiny na tfepacce. Poté jsme sféroidy oplachli a ptidali 100 pl fluorescenéniho barviva
Hoechst 33342, piipraveny jako roztok 2 ¢i 10 ng/ml PBS. Hoechst 3342 slouzi k obarveni
jader. Desticku jsme ponechali 1 h na tfepacce. Sféroidy jsme poté dvakrat oplachli PBS.

Obarvené sféroidy byly ptfeneseny na podlozni sklicko s gumovou zobrazovaci

komurkou. Odsali jsme vSechen PBS a pfidali projasiiujici reagencii. Preparat se 5 min

56




opatrné¢ michal, nez byl fotograficky dokumentovan. Takto pfipraveny vzorek jsme fotili
pomoci laserové skenovaci konfokalni mikroskopie (mikroskopicky systém Nikon Al+) s
objektivem 10x za pomoci 405 a 488 nm laseri v kombinaci s emisnimi filtry pro DAPI a

FITC kanaly (modry a zeleny).

5.9 Test invazivity a migrace

Pro oba testy byly vytvofeny sféroidy v 96-jamkovych mikrotitracnich ULA
destickach s kulatym dnem, do kterych bylo nasazeno 500 bun¢k/jamku. Sféroidy jsme pied

pokusy nechali 7 dni rtist v inkubatoru pti 37 °C.

Pro test invazivity jsme pouzili jako zdroj ECM Geltrex'™, ktery jsme pfes noc
rozmrazili v lednici. Spi¢ky jsme v laminarnim boxu umistili do sterilni nadoby a nechali
predem zmrazit v mrazaku, jelikoz Geltrex™ ma obdobné vlastnosti jako Matrigel® a pii
teplotdch nad 15 °C zacind nevratné tvofit hydrogel — je potfeba s nim pracovat rychle a
s pfedchlazenym spotiebnim materidlem. Desticku se sféroidy jsme nechali zchladit 10 min
vlednici a poté ji umistili na vymraZzenou chladici podlozku v laminarnim boxu.
Automatickou pipetou jsme opatrné odsali 150 pl média tak, aby nedoslo ke kontaktu se
sféroidem a piedeslo se jeho poskozeni. Poté jsme ke sféroidiim pipetovali 50 pl Geltrexu™,
pricemz jsme dbali na to, aby sféroidy zstali ve stiedu jamky a nedoslo ke tvorbé bublin.
Jako kontrola nam slouzily sféroidy, ke kterym bylo misto Geltrexu™ pipetovano &isté SCM.
Desticku jsme umistili do inkubétoru a nechali gel hodinu tuhnout pii 37 °C. Poté jsme
opatrné gel prevrstvili pfidanim 100 pl SCM média. Desticka s takto pfipravenymi vzorky
byla ptenesena do inkubatoru na mikroskop a v pravidelnych intervalech byla snimana
pomoci DIC mikroskopie s objektivem 10x. Veskeré ptidavani roztoka probihalo reverznim
pipetovanim, aby nedoSlo ke tvorbé bublin. Navic je nutné udrzet sféroid uprostfed jamky,

aby bylo mozZné jeho mikroskopické hodnoceni (korektni méteni).

Pro test migrace jsme opatrné pienesli 100 pl média i se sféroidem z ptivodni ULA
desticky s kulatym dnem do kultiva¢ni desti¢ky s plochym dnem, ke kterému mohou bunky
prilnout. Pro eliminaci tvorby bublin bylo pipetovano reverzné. DestiCka byla uchovéavana

v inkubdatoru a v pravidelnych intervalech byly pofizovany snimky v DIC s objektivem 10x.
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6 VYSLEDKY

6.1 Stanoveni optimalni po¢atecni koncentrace bunék pro tvorbu
sféroidu

Jelikoz velikost sféroidu ovlivituje schopnost dostatecné napodobit realné vlastnosti
uvniti nadoru, je nutné pfi jejich tvorbé zvolit vhodnou pocatecni koncentraci bun€k. Ideéalni
velikost je takova, pti které sféroid obsahuje nekrotické jadro, bunky v klidovém stadiu a
vrstvu proliferujicich bunck (dle literatury se tato velikost pohybuje okolo 400-600 pm).
Sféroidy slouzici jako model nadoru pro dalsi experimenty musi byt také kultivovany
dostatecnou dobu, jelikoZ u kultivace krat$i nez 2 dny obvykle nejsou vytvotreny pevné vazby
mezi buiikami. V experimentalnich podminkach se casto vyuziva doba inkubace delsi nez 4
dny (v zéavislosti na typu bunécné linie) (Katt et al., 2016). My jsme pro tvorbu sféroidii

z buné¢né linie HeLa vyuzivanych pro dalsi experimenty zvolili inkubacni ¢as 7 dni.

Pro metodu visuté kapky jsme pouzili pocate¢ni koncentrace 50, 250, 1000 a 3000
bunék/kapku, jejichz 7-denni sféroidy mizeme vidét na Obrazku 21. Pro metodu ULA
desti¢ek byla zvolena pocate¢ni koncentrace 50, 250, 500, 1000 a 3000 bunék/jamku.
Stéroidy staré 7 dni vytvofené touto metodou jsou zobrazeny na Obrazku 22. Fotografie byly
pofizovany pomoci mikroskopie DIC se zvétSenim 10x. Pro 7-denni tvorbu sféroida cinila
optimalni pocatecni koncentrace bun¢k dle jejich vzhledu u obou metod 250 bunék/kapku az
1000 bunék/kapku. U niZ8i koncentrace béhem sedmi dnil nedoslo k tvorbé dostatecné velké
masy bun¢k. Naopak, u vyssi koncentrace jsou sféroidy z ULA desticek pftili§ velké (bylo by
potieba pouzit krat§i dobu pro tvorbu sféroidil) a u visuté kapky zase dochazelo k tvorbé
nepravidelné masy (ve 40 upl je malo prostoru a objemu média pro tvorbu pravidelného

sféroidu téchto rozmérti).
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Obrazek 21. Sféroidy s pocatecni koncentraci 50, 250, 1000 a 3000 bunck/kapku 7.

den od nasazeni vytvoiené metodou visuté kapky. Métitko odpovida 500 um.

Obrazek 22. Sféroidy s pocatecni koncentraci 50, 250, 500, 1000 a 3000 bunék/jamku
7. den od nasazeni vytvoiené pomoci ULA desticek. Métitko odpovida 500 um.
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6.2 Vyuziti kolagenu jako nastroje pro tvorbu kompaktnéjSich
sféroidu

Pro experiment jsme pouzili sféroidy vytvofené metodou visuté kapky s pocatecni
koncentraci 500 bunék/kapku, kde SCM médium obsahovalo kolagen ve
finélnich koncentracich 0,01 %, 0,005 %, 0,001 % a 0,0005 %. Kolagen s buikami po
prevraceni desticky sedimentuje na dno kapky a ma pfispét k bunécné agregaci a formovani
pevného sféroidu s tésnéjSimi mezibunécnymi vazbami. Sféroidy vcetné kontroly s Cistym
médiem byly pozorovany DIC mikroskopii s objektivem 10x a byl méten jejich priimér 7. den
od nasazeni. Pfi pouziti vysSich koncentraci kolagenu v roztoku (0,01 % a 0,005 %) v nasem
experimentu nedoslo ke vzniku jednoho sféroidu ale k vytvoteni n€kolika mensSich shluki
bun¢k az sféroidd (Obr. 24). To pfipisujeme vyss$i viskozité prostfedi, ve kterém
nesedimentuji vSechny bunky gravitaci na dno jamky a zlistanou roztrouseny v celém objemu,
coz vede k tvorbé bunécnych agregatl az sféroidi na nékolika mistech zaroven. Pii vyuziti
koncentraci 0,001 % a 0,005 % byly sféroidy vytvoteny, avSak jejich prumér se nelisil od
sféroida kultivovanych v ¢istém SCM (Obr. 23). Nepozorovali jsme ani rozdily v morfologii

sféroidti kultivovanych médiu s ¢i bez kolagenu (Obr. 24).
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Obrazek 23. Primér sféroida vytvoienych ve visuté kapce v médiu obohaceném o
kolagen v koncentracich 0,001 % a 0,0005 % v porovnani s primérem kontrolniho sféroidu
kultivovaném v ¢istém SCM. Legenda: t-test, n = 4, *p < 0,033; **p < 0,002 a ***p < 0,001.
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Obrazek 24. Sféroidy vytvorené pomoci visuté kapky po 7 dnech inkubace s riznymi

koncentracemi kolagenu. M¢étitko odpovida 700 pm.
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6.3 Sledovani rustu sféroidu

Rast sféroidii vytvorenych pomoci obou metod jsme sledovali DIC mikroskopii se
zvétSenim 10x po dobu 14 dnil, béhem kterych byly sféroidy fotografovany a byl méten jejich
pramer.

Sféroidy vytvorené ve visuté kapce v koncentracich 50, 250, 1000 a 3000 bun¢k/kapku
byly dokumentovény 1., 2., 3., 4., 7., 9. a 14. den od jejich vytvoreni (Obr. 25 a 26). Ve vSech
koncentracich byla linedrni zavislost riistu. Nejrychlejsi rast vykazovaly koncentrace 250 a
1000 bunék/kapku. Pribeh ristu u koncentrace 250 bunék/kapku je fotograficky zaznamenan
na Obrazku 26. V den nasazeni jsme mohli vidét rozptylené bunky v kapce bunééné suspenze.
Po c¢tyfech hodinach jiz bylo mozné zaznamenat gravita¢ni sedimentaci a spontanni agregaci
bunék do agregatu nepravidelného tvaru. 7. den se buniky formovaly do idedlniho sféroidu

s riznymi zénami proliferace.

Sféroidy v ULA desticce byly dokumentovany 1., 2., 3., 4., 6., 7., 9., 11. a 14 od
nasazeni (Obr. 27). Byly nasazeny koncentrace 50, 250, 500, 1000 a 3000 buné¢k/jamku. Rust
ve vSech koncentracich vykazoval taktéZ linedrni zavislost. Rychlejsi proliferace bun¢k byla
zaznamenana ve sféroidech s pocatecni koncentraci do 500 bunék/jamku. U wvyssich
koncentraci byl rist o néco pomalejsi. Fotografickd dokumentace riistu sféroidu s pocatecni
koncentraci 500 bun¢k/jamku je zndzornéna na Obrdzku 28. V den nasazeni jsme ihned po
centrifugaci ULA desti¢ky s bunécnou suspenzi mohli pozorovat monovrstvu bunék na dné
jamky. Prvni den jiz byla patrna tvorba agregatu, ve kterém se postupné béhem nasledujicich
dnti tvotily pevnéjs$i vazby mezi buitkami a dochéazelo tak k tvorbé sféroidu. 7. den bunky

vytvorily kompaktni sféroid, vhodny pro experimentalni pouziti.
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Obrazek 25. Priméry sféroidit vytvofenych visutou kapkou v zavislosti na Case, po
ktery se nechaly rtst (den 1. — 14.). Pocatecni koncentrace bun¢k byly: 50 (e), 250 (m), 1000
(V) a 3000 (¢) bunek/kapku.
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Obrazek 26. Rust sféroidu vytvorenych visutou kapkou s po€atecni koncentraci 500
bunék/jamku den 0. — 14. M¢ftitko odpovida 500 pm.
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Obrazek 27. Priméry sféroidli vytvorenych pomoci ULA desti¢ky v zavislosti na ¢ase,
po ktery se nechaly rtst (den 1. - 14.). Po¢ate¢ni koncentrace bun¢k byly: 50 (e), 250 (m), 500
(A), 1000 (V) a 3000 (¢) bunek/jamku.
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Obrazek 28. Rist sféroidu v ULA desticce s pocatecni koncentraci 500 bunék/jamku
den 0. -14. M¢titko odpovida 500 pm.
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6.4 Vliv vymény média na rist sféroidi v ULA desti¢ce

U sféroidi ptipravenych pomoci ULA desticky a spocatecni koncentraci
500 bunék/jamku bylo vyménéno médium 2. a 4. den od nasazeni. Vliv vymény se
porovnaval 7. den rlstu se skupinou sféroidii pfipravenych stejnym zplisobem, ale bez
vymény média. Priméry sféroidii s vyménou a bez vymény ukazuje Obrazek 29, z n¢hoz je
patrné, ze vymeéna média (a tudiz odstranéni odpadnich latek a dodani novych zivin) neméla

na rust sféroidi v ULA desti¢ce Zadny vliv.
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Obrazek 29. Vliv vymény média na pramér sféroidii vytvorenych v ULA desticce.

Legenda: t-test, n = 14, *p < 0,033; **p < 0,002 a ***p < 0,001.
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6.5 Uniformita sféroidua

Jednotnost 7-dennich sféroida, které byly vytvoieny vySe uvedenymi metodami se
hodnotila porovnanim pomeéru delsi ku kratsi strané sféroidu, ktery mél prifez ve tvaru elipsy

az kruhu. Cim vice se tento pomér pohyboval okolo 1,0, tim pravidelngjsi a kulat&jsi sféroid

vvvvvv

Z Obrazku 30 muzeme vyvodit, ze piiprava sféroidi pomoci centrifugace v ULA
destickach nam v porovnani s metodou visuté kapky umoznila lépe dosédhnout sféroida
s pozadovanym sférickym tvarem (ne tedy protahlych ¢i zplostélych sféroidf). Sféroidy
v ULA desticce jsou fotograficky zdokumentovadny na Obrazku 31. Sféroidy pfipravené

pomoci visuté kapky miizeme vidét na Obrazku 32.
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Obrazek 30. Uniformita sféroidii vyjadiend jako pomér na sebe kolmych primért priarezu

v zavislosti na pouzité metodé. Legenda: t-test, n =9, *p < 0,033; **p < 0,002 a ***p <0,001.
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Obrazek 31. Uniformita sféroidi vytvofenych pomoci ULA desti¢ek. Méftitko
odpovidéa 500 pm.
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Obrazek 32. Uniformita sféroidi vytvofenych metodou visuté kapky. Meétitko

odpovida 500 pm.
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6.6 Optimalizovani ¢asu inkubace sféroidi s AB

Pro experiment byly pouzity 7-denni sféroidy vytvoiené pomoci ULA desticek s
pocatecni koncentraci 500 bunék/jamku. Jako cytotoxickd latka byl pfidan H,O,
v koncentraénim rozmezi 0,0015 — 0,3 hm. %. Pro pozadi zde bylo pouzito Cisté médium

neobsahujici buriiky.

Obrazek 33 zobrazuje vyhodnoceni Zivotaschopnosti bun¢k ve sféroidech po2 h, 4 h a
24 h inkubace s AB. Inkubace po dobu 24 h byla pfili§ dlouha, jelikoz i pfi pouziti nejvyssich
koncentraci H,O,, ktera je pro bunky letalni, bylo po 24 h inkubace detekovano 19 % zivych
buné¢k. To je ddno pravdépodobné spontdnni redukci AB na fluorescen¢ni produkt, popf.
malym mnozstvim piezivsich bun¢k — v obou ptipadech by pak dochéazelo pti delsi inkubaci
s AB k jeho redukci na dostatecné mnoZzstvi fluorescen¢niho produktu, ktery jsme schopni
detekovat. Mezi 4 h a 2 h inkubaci nebyly vétSinou patrné statisticky vyznamné rozdily. Pro
vyhodnocovéni zivotaschopnosti bun¢k v dalSich experimentech jsme se rozhodli pouzit
inkubacni Cas sféroidii s AB 4 h, ktery ve vétSine€ piipadi vykazoval mensi chybu méfeni

v krajnich koncentracich (kontrola a vysoké davky cytotoxické latky).
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Obrazek 33. Vyhodnoceni Zivotaschopnosti bunék ve sféroidu po inkubaci s AB po 24
(),4h(m)a2h(m). Legenda: t-test, n =4, *p < 0,033; **p < 0,002 a ***p < 0,001.
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6.7 Porovnani citlivost AlamarBlue'™, PrestoBlue'",
AlamarBlue™ HS

Porovnani vhodnosti reagencii pro testy zivotaschopnosti probihalo na 7-dennich
sféroidech s pocateni koncentraci 500 bunék/jamku vytvofenych pomoci ULA desticky.

Stéroidy byly ovlivnény H,O; jako cytotoxickym ¢inidlem v koncentracich 0,0015 — 0,3 %.

Rozdily v citlivosti jednotlivych cinidel pro vyhodnoceni zivotaschopnosti nebyly
vétSinou statisticky vyznamné (Obr. 34). Nejvice odlisny vysledek jsme zaznamenali u
sféroidli oSetfenych 0,15% H,0,, kde pfi pouziti ¢inidla PB bylo ve sféroidech vyhodnoceno
12 + 2 % bungk jako metabolicky aktivnich (Zivych). Pii stejné koncentraci H>O, vSak ¢inidla
AB a AB HS vyhodnotila t¢émét vSechny buiiky ve sféroidech jako mrtvé. Tento rozdil mize
byt dan vyrobcem udavanou vyssi citlivosti PB oproti AB a AB HS.
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Obrazek 34. Porovnani citlivosti AlamarBlue™ ( = ), Alamar Blue™ HS ( m ) a
PrestoBlue™ ( m ) pro vyhodnoceni Zivotaschopnosti bundk na zakladé jejich metabolické
aktivity po pouziti H,O, jako cytotoxické latky. Legenda: t-test, n = 4, *p < 0,033;
**p < 0,002 a ***p <0,001.
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6.8 Fotodynamicka aktivita

Pro vSechny experimenty byly vyuzity 7 dni staré sféroidy piipravené pomoci ULA
destic¢ek s kulatym dnem a s pocatecni koncentraci 500 bun€k/jamku. Sféroidy byly vytvotreny

z bunééné linie Hel a.

Vyhodnoceni experimenti bylo provedeno stanovenim hodnoty stfedni efektivni
koncentrace (ECsp). Hodnota ECs( pfedstavovala koncentraci testovaného PS, ktera zpiisobila

po ozéfeni usmrceni 50 % buné&k v porovnani s neovlivnénymi buiikami.

6.8.1 Vyuziti Xe vybojky jako zdroje zareni

6.8.1.1 P40

Pro hodnoceni fototoxicity této latky byly vyuzity koncentrace, které se pohybovaly
v rozmezi od 0,05 — 5 uM. Ze ziskanych hodnot zobrazenych na Obrazku 35 jsme stanovili
ECs, ktera Cinila = 0,21 uM (pokud nebereme v potaz nejvyssi koncentraci). Nejvice letalni
ucinek na buiiky mély koncentrace 0,5 a 1 puM, kdy po ozafeni pii jejich pouziti dosSlo
k poklesu Zivotaschopnosti az na 13 %. ZvySenim koncentrace PS na 5 uM jsme dosahli

poklesu Zivotaschopnosti pouze na 56 %.
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Obrazek 35. Zavislost Zivotaschopnosti bun¢k na koncentraci studované latky P40 po

ozatfeni Xe vybojkou. Legenda: ANOVA, n=4, *p <0,05, **p <0,01 a ***p <0,001.
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6.8.1.2 P44

Uginnost tohoto PS byla sledovana za pouziti stejnych koncentraci jako u predchozi

latky, a to 0,05 — 5 uM. Ze ziskanych hodnot zobrazenych na Obrazku 36 jsme stanovili

ECso, ktera Cinila = 0,66 uM (pokud nebereme v potaz nejvyssi koncentraci). Nejvice letalni

ucinek na buiikky méla koncentrace 1 uM, kdy po ozatfeni doSlo ke sniZzeni zivotaschopnosti na

15 %. Pfi pouziti koncentrace 5 uM pak opét doslo k ndrtstu zivotaschopnosti, tentokrat na

51 %.
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Obrazek 36. Zavislost zivotaschopnosti bun€k na koncentraci studované latky P44 po

ozéateni Xe vybojkou. Legenda: ANOVA, n=4, *p <0,05, **p <0,01 a ***p <0,001.
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6.8.2 Vyuziti laserové diody jako zdroje zareni

6.8.2.1 P40

Pro hodnoceni fototoxicity tohoto PS byly vyuzity opét koncentrace v rozmezi od 0,05
— 5 uM. Ze ziskanych hodnot zobrazenych na Obrazku 37 jsme stanovili ECsg_ktera Cinila
~ 0,28 uM (pokud nebereme v potaz nejvyssi koncentraci). Nejvice letalni G€¢inek na bunky
méla koncentrace 1 puM, kdy po ozéfeni dosSlo ke snizeni zivotaschopnosti na 12 %. Pti
pouziti koncentrace 5 uM doslo k narlstu na 26 % - coz ukazuje na vys$i fotodynamicky

ucinek latky pfi pouziti vyrazné vyssi davky ozareni.
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Obrazek 37. Zavislost Zivotaschopnosti bunék na koncentraci studované latky P40 po

ozareni laserovou diodou. Legenda: ANOVA, n= 3, *p <0,05, **p < 0,01 a ***p <0,001.
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6.8.2.2 P44

Fotoxicita tohoto PS byla hodnocena v koncentracich 0,05 — 5 uM. Ze ziskanych
hodnot zobrazenych na Obrazku 38 jsme stanovili ECsg, ktera ¢inila 0,67 uM. Tento PS
vykazoval s rostouci koncentraci vétsi schopnost usmrtit buiiky. Pfi pouziti koncentrace 1 uM
doslo k poklesu zivotaschopnosti na 27 %. Nejvice letalni ucinek vSak méla koncentrace 5
puM, pii které doslo k poklesu zivotaschopnosti na 18 %. I zde se ukéazalo ozatfovani laserem u

nejvyssi koncentrace jako ¢inngjsi.
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Obrazek 38. Zavislost zivotaschopnosti bun€k na koncentraci studované latky P44 po

ozareni laserovou diodou. Legenda: ANOVA, n= 3, *p <0,05, **p < 0,01 a ***p <0,001.
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6.9 Zobrazeni sféroidu konfokalni mikroskopii

Experiment byl proveden na 7-dennich sféroidech vytvorenych pomoci ULA desticky
s poc¢atecni koncentraci 500 bunck/jamku. K barveni buné¢k ve sféroidu byly pouzity dvé
fluorescencni sondy. Jadra byla znac¢ena pomoci fluorescencniho barviva Hoechst 33342,
které emituje zafeni v modré cCasti spektra. Aktinovy cytoskelet byl znaden pomoci
fluorescencni sondy Actin Green, kterd emituje zafeni v zelené cCasti spektra. Jako zdroj
excitacniho zafeni byl pouzit laser s vlnovymi délkami 405 nm pro DAPI (modrd emise) a
488 nm pro FITC (zelend emise). U obou vzorkd bylo nasnimdno 35 rovin zaostfeni, které
byly slozeny projekci maximalni intenzity signalu. Obrazek 39 zobrazuje tentyz vzorek jako
Obr. 40, jen bylo k jeho zobrazeni vyzito fluorescen¢ni mikroskopie. Sféroid zde (pfedevsim
v zeleném kandlu, kde je vizualizovany cytoskelet) vykazuje malé mnoZstvi detailli oproti

nasledujicim snimktim vyfocenym konfokalni mikroskopii.

Metodu jsme provedli dvéma odlisSnymi postupy. V prvnim postupu (Obr. 40) byly
pouzity nasledujici koncentrace fluorescencnich sond: Actin Green 1 kapka/ml PBS a Hoechst
33342 2 ng/ml PBS. Tento postup vSak musel byt upraven, jelikoz nedoSlo k

dosazeni dostatecného fluorescenc¢niho signalu. Pfedevsim obarveni jader bylo nedostacujici.

Ve druhém postupu (Obr. 41) jsme tedy zvysili koncentraci fluorescenc¢nich sond:
ActinGreen 2 kapky/ml PBS, Hoechst 33342 10 ng/ml PBS. Prodlouzili jsme také inkubacéni
¢as bunck s ¢inidlem Triton X (0,5%), které slouzi pro permeabilizaci membran, z 30 minut

na 1 h.

Porovnanim obou obrazkii (40 a 41) je vidét, ze druhy postup vede k vyrazné lepSim
vysledkim, neZ postup prvni. I pes to je potieba dany postup jesté vice optimalizovat. Dalsi
optimalizaci této metody a jeji vyuziti u redlnych vzorkti po PDT jsme vSak v ramci této

diplomové prace jiz nestihli.
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Obrazek 39. Zobrazeni sféroidu fuorescencni mikroskopii. Barveni prvnim postupem

pomoci fluorescen¢nich sond Hoechst 33342 (snimek A), Actin Green (snimek B). Snimek C

znazoriuje piekryv fluorescencnich kanalti (modra — Hoechst 33342 a zelena — Actin Green).
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Obrazek 40. Zobrazeni sféroidu konfokéalni mikroskopii. Barveni prvnim postupem

pomoci fluorescen¢nich sond Hoechst 33342 (snimek A), Actin Green (snimek B). Snimek C

znazoriuje prekryv fluorescencnich kanali (modra — Hoechst 33342 a zelend — Actin Green).
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Obrazek 41. Zobrazeni sféroidu konfokalni mikroskopii. Barveni druhym postupem

pomoci fluorescen¢nich sond Hoechst 33342 (snimek A), Actin Green (snimek B). Snimek C

znazoriuje prekryv fluorescencnich kanali (modra — Hoechst 33342 a zelend — Actin Green).
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6.10 Invazivni a migracni potencial sféroidii vytvorenych z HeLa
bunééné linie
Schopnost invaze a migrace byla zjiStovana pomoci 7-dennich sféroidii s pocatecni

koncentraci 500 bun¢k/jamku vytvotrenych v ULA destickach.

K témto sféroidam byl v pipadé testu invaze piidan Geltrex'™, ktery nahrazoval
ECM. Sféroidy zabudované v Gletrexu™ jsme pozorovali b&hem nasledujicich 4 dnd (Obr.
42 a Obr. 43). V naSem experimetu jsme zjistili, Ze sféroidy tvofené bunécnou linii HelLa
nevykazovaly invazivni charakter, jelikoz nebyla viditelna tvorba invadopodii typickych pro
invazi do ECM, ale doslo zde pouze k proliferaci bun¢k — balénovité protruze do okoli. Pokud
by $lo o invazi do okolni ECM, bylo by téméf nemozné ji kvantitativné hodnotit, protoze tyto
protruze vznikaji v 3D prostoru ndhodné, a ne pravidelné kolem celého sféroidu, jak tomu je u
typické radialni paprscité invazivity pozorované u jinych bunécnych linii. Jako negativni

kontrola nam slouzily sféroidy v SCM (Obr. 44).

Pii zjistovani migrace nebyly sféroidy umistény do gelu, ale byly pfeneseny do sterilni
mikrotitraéni kultivaéni desticky s plochym dnem, ke kterému jim bylo umoZnéno pfilnout.
Jiz prvni den jsme mohli zaznamenat tvorbu lamellipodii pfi jejich rozristdni po dné jamky
v monovrstvé do okoli, které jsme sledovali jesté¢ ndsledujici 3 dny (Obr. 45). Sféroidy z

bunécné linie HeLa tudiz maji schopnost migrovat.

Stejn¢ jako u fluorescen¢niho barveni, ani zde jsme bohuzel tyto metody nestihli

aplikovat na vzorky po fotodynamickém ptisobeni PS.
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Obrazek 42. Sféroidy tvoiené bunéénou linii HelLa zabudované do hydrogelu
(Geltrex™). HeLa buiiky netvoii invadopodia a nejsou schopné radialni paprs¢ité invaze do
okolni ECM. Na sféroidech je mozné pozorovat pouze balonovité protruze do okoli. Métitko

odpovidéa 650 pm.
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Obrazek 43. Morfologie ruznych sféroidii tvofenych bunéénou linii HelLa

zabudovanych do hydrogelu (Geltrex™) ve 4. dni. Mé&itko odpovida 650 pm.
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Obrazek 44. Kontrolni sféroidy tvofené bunécnou linii HeLa v médiu. Méfitko

odpovida 650 um.
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Obrazek 45. Migrace Hela bunék ze sféroidu po povrchu kultiva¢niho plastu. Méfitko

odpovida 650 um.
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7 ZAVERY
e Vytvorili jsme sféroidy zbunééné linie HeLa pomoci metod visuté kapky a ULA
desticek. Optimalni pocatecni koncentrace bunék byla pro visutou kapku 250 az 1000
bunék/kapku, pro metodu ULA desticky byla obdobna. Jako idealni se vSak ukazala
pocatecni koncentrace 500 bunck/jamku. Vzhledem k jednoduchosti a morfologii
sféroidll byla nasledné pro ndmi provedené cytotoxicitni testy, testy invaze a migrace a

zobrazeni konfokalni mikroskopii vyuzita metoda ULA desticky.

e Rychlost rastu a velikost sféroidii u obou metod zédvisela na pocatecni koncentraci
nasazenych bunck. Mensi koncentrace vykazovaly stejny linedrni riist u obou metod.
Metoda visuté kapky vsak neposkytovala vhodné podminky pro rist sféroidi s
vysokou koncentraci bun¢k (3000 bunék/kapku). Metoda ULA desticky umozZznila

v porovnani s visutou kapku tvorbu jednotnéjSich sféroidi.

e Pouziti kolagenu pii zhotoveni sféroidii visutou kapkou neposkytlo v nasem

experimentu tvorbu kompaktnéjSich sféroidu.

e Vyména média u sféroidii kultivovanych v ULA desti¢ce neméla na jejich pramér a

morfologii vliv.

e Optimalni ¢as inkubace sféroidit s AB byl 4h. Citlivost reagencii AB AB HS a PB se

vyznamng¢ nelisila.

e Lepsi fotodynamickou aktivitu poskytovala na sféroidech tvofenych HelLa bunécnou
linii latka P40 s ECsp 0,21 uM ve srovnani s latkou P44, kde hodnota ECs Cinila 0,67
uM. Rozdilny zdroj (xenonova lampa, laserova dioda) a sila svételného zafeni neméli

na hodnotu ECs vliv.
e Byl optimalizovan postup pro zobrazeni sféroidli konfokalni mikroskopii.

e U sféroidi zbunécné linie HeLa nebyl prokdzan invazivni charakter. Byla vSak

pozorovana jejich migracni schopnost.
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8 DISKUZE

Nadorova onemocnéni piedstavuji celosvétovy problém, jelikoz se po kardiovaskularnich
chorobéch jednd o druhou nej€astéjsi pficinu tmrti v rozvinutych zemich a tyka se jedinct
jakéhokoli veéku. Predpoklada se, ze jejich vyskyt se bude i nadédle zvySovat. Svétova
zdravotnickd organizace naptiklad uvadi, Ze od roku 2018 do roku 2040 se incidence
nadorovych onemocnéni vySplhd az na 11,5 milionli, coz Cini pfiblizné¢ 63,4% nartst.
Nadorova onemocnéni tak pravdépodobné pievezmou prvenstvi a stanou se nejcastéjSim

divodem smrti lidi na celém svéte (World Health Organization, 2018).

Ptestoze nejlepsi moznosti, jak s vyskytem nadorovych onemocnéni bojovat, je prevence,
zdokonalovani 1éc¢ebnych postupt a vyvijeni u¢innéjsich 1éCiv je stejné tak dilezité. Mnoho
informaci o nadorovych buiikach bylo zjiSténo zasluhou 2D bunéénych kultur. Kultivace
nadorovych bunék na plochych substratech vSak pfili§ nenapodobuje slozitost mikroprostredi
nadoru in vivo. Bunky ve 2D kultuife byvaji Casto citlivéj§i vici cytotoxickym latkam a
dochazi tak ke zkresleni vysledka. Tento fakt podnécoval vyvoj novych, lepSich 3D
modelovych systémil, které vérohodnéji simuluji prostfedi naddort, interakce mezi bunikami a
reakce na podnéty z okoli. 3D bunécné sféroidy kromé riznych zon proliferace bunék rovnéz
vytvaii gradienty Zivin, ristovych faktorta, pH, produkti metabolismu a také kysliku stejné

jako tomu je v solidnich naddorech (Sommerova et. al., 2018).

Existuje mnoho moznosti, kterymi se daji sféroidni kultury pfipravit. My jsme v této
praci pouzili metodu visuté kapky a ULA desticek. Sféroidy ve visuté kapce byly ptipraveny
v klasické 24-jamkové kultivaéni mikrotitraéni desti¢ce, metoda tedy nebyla ve srovnéani
s ULA destickou pftili§ finanén€ narona a nevyzadovala vyuziti dalSich ani specialnich
piistroju jako je napf. centrifuga s rotorem na desti€¢ky. Manipulace s desti¢kou, ve které byly
umistény kapky, vSak musela byt velmi opatrna, jelikoz kapky mély tendenci ztracet sviyj
typicky visuty tvar (s kruhovou plochou priléhajici k plastu) a rozlévat se po vicku
mikrotitraéni desticky, ¢imz se stdvaly nepravidelné a predevSim mél¢i. Nutnost slozité
manipulace nastala kromé procesu tvorby kapky také pii pravidelné fotografické
dokumentaci, kdy se viko s kapkami muselo pfenést do sterilni mikrotitracni desticky bez
pufru, ktery béhem inkubace v ptivodni desti¢ce zabrainoval jejich vysychani. Nasledné doslo
k ptetoceni desky o 180°, ¢imz bylo umoznéno pofizovat snimky. V piipadé generovani
sféroidli pomoci ULA desti¢ek byla manipulace velmi jednoducha, jelikoZ bunécna suspenze

se pipetovala pfimo do jamek, které disponuji specidlnim nepfilnavym povrchem, a je zde
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tedy zajiSténo vhodné prostifedi pro tvorbu sféroidd. V této desticce je také mozné piimo
provést fotografickou dokumentaci ¢i ptipadné cytotoxické experimenty (Bresciani et al.,
2019). Metoda poskytovala téméf 100% uspéSnost, naopak v piipad¢ visuté kapky bylo
mnohdy nutné ptipravu sféroidl na experimenty opakovat, jelikoZ buiiky i1 pfi pouziti stejné¢ho
postupu misto sféroidu vytvarely pouhé nepravidelné shluky bunék. Domnivame se, Ze tento
jev mohl byt zplisoben pravé Castou manipulaci, pti které¢ mohla byt diky reologickym sildm
narusena tvorba vazeb mezi buiikami. Vyhodou ULA desticek bylo taktéz vyuziti vSech
jamek mikrotitra¢ni desticky, coz u metody visuté kapky nebylo mozné, jelikoz dochazelo k
umrti bun¢k. Na druhou stranu, sféroidy ve zcela krajnich jamkach po obvodu celé ULA

desticky vykazovaly odliSnou zivotaschopnost, pravdépodobné diky vys$si vymené plynd.

Rychlost formovani kompaktniho sféroidu v bunécné suspenzi byla rovnéz u obou metod
rozdilna. Protoze pii vyuziti ULA desti¢ek dochézi ihned po nasazeni k centrifugaci, je zde
vyraznéj$i podpora adheze bun¢k a je tedy umoznén i rychlej$i vznik pevného sféroidu.
Sféroidy v ULA destickdch mély pravidelny sféricky tvar a byly ostfeji ohraniCeny
v porovnani se sféroidy vytvofenymi ve visutych kapkach. Dosazeni ostieji ohranicenych
sféroidli vytvorenych ULA destickou ve srovnani s visutou kapkou bylo popsano i ve studii
z roku 2019 publikovanou Bresciani et al., pfi které byly vyuzity buiiky linie pNEN (buné¢na
linie zplsobujici pankreaticky neuroendokrinni novotvar). Tvorba pravidelnych sféroida
pomoci ULA destic¢ek je popisovana také v dalSich publikovanych ¢lancich (Fennema et at.,

2013, Vinci et al., 2012)

Velikost, respektive primér, kterého sféroidy dosahly, byl zavisly na pivodnim poctu
nasazenych bun€k a na Case, po ktery sféroid rostl. Logicky tedy, ¢im vyS$§i pocatecni
koncentrace bun€k byla v suspenzi zvolena, tim vétsi byly sféroidy v prabéhu nasledujicich
dvou tydnu, po které jsme je inkubovali. Zavislost kone¢né velikosti sféroidi na inokulaéni
hustoté bun€k potvrzuje i studie z roku 2013 provedend Kelmet et al. V piipad¢ vyuziti ULA
desticky sféroidy vykazovaly linearni rist ve vSech koncentracich. U metody visuté kapky
jsme mohli pozorovat viditelny pomalejsi riist u nejvyssi koncentrace, tedy 3000
bunék/kapku. To bylo pravdépodobné zplisobeno niz§im mnozstvim zivin v médiu v poméru
k mnozstvi bungk, jelikoZ pipetovany objem bunécné suspenze pro visutou kapku byl pouze
40 pl. Kvili omezenému objemu se visuta kapka doporucuje pouzivat spiSe pro tvorbu
sféroidli s hustotou buné¢k 50 — 500 bunck/kapku (Gupta et al, 2016). Provadéni vymény
pouzitého média ve visuté kapce v béZzném uspotadani je totiZ nadrocné a nese s sebou velké

riziko nasati a naruseni sféroidu (Brieslin & O’Driscoll, 2013). Naopak mnozstvi pipetované
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suspenze do ULA desticky ¢inilo 200 pl, jeji vyuziti bylo tedy vhodné i1 pro suspenzi
s vysokou hustotou bunék. Vyména média v ULA desti¢ce je méné slozita, avSak v naSem
pokusu se 7-dennimi sféroidy s pocate¢ni hustotou 500 bun¢k/jamku neméla vliv, jelikoz
velikost sféroid nebyla vyménou ovlivnéna. To ¢inilo ULA desti¢ku jednoduchym nastrojem

pro tvorbu sféroida s vyssi pocatecni koncentraci bunék kultivovanych po delsi dobu.

Kolagen pafi mezi jednu ze slozek ECM, ktera podporuje mimo jiné adhezi a proliferaci
nadorovych bun¢k vytvorenim tzv. kolagenové sit¢ (Xu et al., 2019). Pfidani kolagenovych
fibril k bunécné suspenzi by pii vytvafeni sféroidu mélo urychlit jeho formovani a zajistit
pevngjsi strukturu. Kuo et al. v roce 2017 vyuzili kolagen pfi tvorbé sféroidi z bunéénych
linii MCF-7 a MDA-MB-231, které¢ zpusobuji nador prsu. Pro experiment vyuzili zavésné
desky, které jsou zalozené na principu visutych kapek. Kromé klasického polystyrenového
povrchu desek pouzili také desky s povrchem modifikovanym PDMS. Tyto modifikované
desky v kombinaci s0,5% kolagenem umoZnily tvorbu kompaktnich sféroidi u obou
bunéénych linii, zatimco u desek s polystyrenovym povrchem doslo ke tvorbé nékolika
agregati/sféroidi v kapce. To je vysvétlovano tim, ze PDMS piedstavuje hydrofobnéjsi
povrch ve srovnani s polystyrenem, a tak je zde mozné vytvofit kapky s menSim praimérem a
vice koncentrovanou bunécnou suspenzi (Cavo et al., 2020). My jsme pii tvorbé sféroidu
z HeLa bunécné linie vyuzili klasické TPP mikrotitraéni desticky, které disponuji prave
povrchem z polystyrenu. Pfi tvorb& sféroidu jsme zkusili pouzit kolagen v koncentracich
0,01 %, 0,005 %, 0,0001 % a 0,0005 %. V ptipadé¢ dvou nejvysSich koncentraci nedoslo ke
vzniku jednoho sféroidl, ale spiSe ke vzniku vétSiho poctu agregati ¢i malych sféroidii
v jedné kapce podobné jako ve vyse zminéné studii. Tuto skutecnost si vysvétlujeme vysokou
viskozitou bunécné suspenze, kdy jednotlivé bunky byly zachyceny v kolagenu a nebyly
schopné se gravitaci dostat na dno kapky. Zbyvajici koncentrace umoznily vznik sféroidd,
avSak jejich velikost ani morfologie se v porovnadni s kontrolnimi sféroidy bez kolagenu
nelisila. Dospéli jsme tedy k zavéru, ze vyuziti kolagenu pfi tvorbé sféroidii z HeLa bunécné
linie pomoci visutych kapek v TPP destickdch s polystyrénovym povrchem nema velky
prinos.

Stéroidy nasly své uplatnéni také pii testovani novych fotocitlivych latek v ramci
PDT. PDT predstavuje alternativni a klinicky schvalenou metodu 1é¢by nejen nadorovych
onemocnéni. V porovnani sbézné¢ zavedenymi metodami terapie malignit jako jsou

chemoterapie a radioterapie, predstavuje PDT minimdlné invazivni metodu cilenou pfimo na

nadorovou tkan. Kromé fotocitlivych latek, které jsou stile usilovné zkoumany a nové
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vyvijeny, jsou dal§imi nezbytnymi slozkami O, a svétlo. Kombinaci téchto komponent
dochazi po ozateni k fotochemické reakci, pfi které vznikaji ROS, piedevsim 'O,. ROS
navozuji bunécnou smrt nadorovych bunék piimym poskozenim, ale vedou také k destrukci

cévniho zasobeni nadoru a stimulaci imunitniho systému (Agostinis et al., 2011).

NejcCastéji vyuzivanymi PSs jsou porfyriny a jejich derivaty. Do této skupiny spadaji
také Pcs, které se jevi jako velmi slibné, jelikoz siln¢ absorbuji pfi vinovych délkach kolem
700 nm a poskytuji dostate¢nou tvorbu 'O, a dalsich ROS. Nevyhodou téchto latek je jejich
hydrofobni povaha, diky niZ dochazi k jejich Casté agregaci ve vodném prostiedi. Prave
agregace PS zpiisobuje sniZeni aZ znemoznéni tvorby 'O,. Reseni tohoto nedostatku spo&iva
v modifikaci struktury hydrofilnimi nabitymi substituenty, které pomoci elektrostatickych

odpudivych sil agregaci zabranuji.

Tato prace se zabyvala fotodynamickou aktivitou dvou novych Pc PSs
syntetizovanych na Katedfe farmaceutické chemie a kontroly 1éciv FaF UK védeckou
skupinou prof. PharmDr. Petra Zimcika, Ph.D. Ob¢& latky jsou amfifilni povahy a obsahuji
centralné koordinovany atom zinku v Pc jadie. Latku P40 diky zdméné atomu uhliku za atom
dusiku ve struktufe Pc jadra navic fadime mezi AzaPcs. Celkovy naboj molekuly P40 je
kladny, naproti tomu slouc¢enina P44 patii mezi anionické latky. Uvadi se, ze bez ohledu na
podminky provedenych experimentti, poskytuji kladné nabité Pcs vysSi fotodynamickou

aktivitu ve srovnani s anionickymi Pcs (Kollar et al., 2020).

Nadorova tkan je charakteristicka svou hypoxii zpisobenou rychlou proliferaci, a tedy
omezenym mnoZstvim O,. Pravé mnozstvi dostupného 0O, viak ovliviiuje G&innost PDT.
Také prostorové uspotfddadni bun€k v nadoru vyzaduje piekonani ECM, aby mohla byt
fotocitliva latka dostupna i pro hloubégji ulozené buiky (Mohammad-Hadi et al., 2018).
Kultivace ve 2D kultufe tyto problémy ve srovnani s 3D sféroidnimi modely nezohlednuje.
Testovani ucinnosti PDT nové syntetizovanych PS by tedy mélo byt provadéno piednostné na
3D nadorovych modelech pro ziskani spolehlivéjsich vysledkd. Uginnost PDT s vyuzitim
nékterych ZnPcs ve sféroidnich kulturach byla jiz literaturou pospana. Obvykle je vsak
zduraziiovana skutecnost, ze k dosazeni ECsy je nutné pouzit mnohondsobné vyssi
koncentrace fotocitlivé latky nez na stejné buiky kultivované v monovrstvé (Roguin et al.,
2019). Velikost sféroid byva také klicovym parametrem. Manoto et al. (2015) ve vyzkumu

poukazali na vyraznéj$i rezistenci na PDT u sféroida s velikosti 500 um ve srovnani se

sféroidy velkymi 200 pm. V nasem experimentu byla fotodynamické uc¢innost danych latek
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studovéana na sféroidech po sedmi dnech inkubace, kdy jejich velikost dosahovala rozméru

440+11 pm.

Dosud byla fotodynamické aktivita ndmi studovanych PSs hodnocena pouze na 2D
bunéénych kulturach. Jako zdroj svétla byla pouzita xenonova vybojka (A > 570 nm, 12,4
mW/cm?, 11,2 J/em®) a ozafovani trvalo 15 minut. V piipadé pouziti bunék pochazejicich
zHelLa bunécné linie a kultivovanych v SCM byla hodnota ECsy pro latku P40
0,027 + 0,009 uM, pro latku P44 pak 0,29 £ 0,078 uM. Zde si tedy miizeme povSimnout, Ze

vvvvvv

Pii podobnych podminkach v nasem experimentu provedeném na sféroidech
(A>570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cmz) ¢inily hodnoty ECsy pro P40 0,21 uM a pro
P44 0,66 uM. Prestoze i tady se potvrdilo tvrzeni o vétsi fotodynamické aktivité kationické
latky P40, hodnoty ECsy dosahovaly daleko vys$Sich hodnot (pfiblizné desetindsobné). Navic
v pfipad€ pouzité koncentrace 5 uM, nedoslo k vys$Simu fototoxickému ucinku, ale naopak
(P40 56 %, P44 51 %). Proto se zdalo byt pouziti Xe vybojky jako neefektivni a piesli jsme
k testovani s vyuzitim laserové diody s vyrazné vy§si davkou ozéteni (450 J/cm” bdhem 5 min
ozafovani). V pfipadé pouziti nejvySsi koncentrace latek 5 pM, doSlo k vétsimu
cytotoxickému uc¢inku na bunky nez po jejich ozafeni Xe vybojkou. U latky P44
zivotaschopnost bunék klesla dokonce az na 18 %. Hodnota ECsy se vSak pohybovala
v podobnych koncentracich, konkrétn¢ pro latku P40 0,28 uM, pro latku P44 0,67 uM. Vyssi

davka ozareni tedy ECso vyznamné neovlivnila.

Rizvi et al. (2013), ktefi pouzili sféroidy z OVCARS (bunécnéd linie lidského
karcinomu vajecniku) a verteporfin jako PS, popsali taktéz vétsi ucinek fotodynamické
aktivity pfi vyuziti mensi koncentrace fotocitlivé latky 0,25 uM v porovnani s koncentraci 10

uM.

Utinnost novych PSs na sféroidech mize byt hodnocena také pomoci vizualniho
zobrazeni fluorescen¢ni ¢i konfokalni mikroskopii. V této praci jiz nebylo mozné z asovych
davodii tuto metodu aplikovat na sféroidy ovlivnéné PSs. Bylo vSak provedeno

optimalizovani postupu barveni, ktery by se v budoucnu v nasi védecké skupin€ mohl vyuzit.

Byla taktéz vyuzita metoda, pii které lze zjistit migracni a invazivni potencidl bunck.
Sféroidy tvorené bunécnou linie HeLa nevykazovaly typicky obraz invazivity do okolniho

hydrogelu tvofeného proteiny ECM. To bylo pomérné prekvapivé, jelikoZ bunécna linie HeLa

91



je odvozend zbunék zplsobujicich cervikalni karcinom, jez je Casto spjaty s vyskytem
sekundarnich lozisek. U bunék vsak byla prokézana schopnost migrace. Pomoci stejného testu
bylo jiZ popsdno monitorovani inhibice invaze sféroidii po jejich oSetfeni c¢innymi latkami.
Vinci et al. (2012) popsali inhibi¢ni potencidl cytostatika tanespimycinu v riznych
koncentracich na invazi sféroidi z bunéénych linii MDA-MB-231 (bunééna linie karcinomu
prsu) a U-87 (bunécna linie glioblastomu). Jiz po 24 hodinach bylo ve srovnani s kontrolnimi
sféroidy pozorovano zmenseni zony paprsCité radidlni invaze do ECM. Metoda by
v budoucnu mohla byt provedena také u sféroidli oSetfenych nami studovanymi PSs, ¢imz by

se daly zjistit dalsi informace ohledn¢ potencidlniho ti¢inku PSs v in vivo prostiedi

92



9 SEZNAM ZKRATEK
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singletovy kyslik
molekularni kyslik
AlamarBlue™

syndrom ziskané imunodeficience
kyselina 5-aminolevulinova
primarni stromalni buniky odvozené od tukové tkané
enzymy z rodiny cytochromii P450

diferencialni interferen¢ni kontrast

1éky indukované poskozeni jater
kultivaéni médium

sttedni efektivni koncentrace

extracelularni matrix

ethylendiamintetraoctova kyselina

peroxid vodiku

bunécna linie odvozena z lidskych bunék karcinomu délozniho ¢ipku
bunécna linie lidského cholangiokarcinomu
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
bunécna linie odvozena od hepatocelularniho karcinomu
hypoxii indukovany faktor alfa

virus lidské imunitni nedostatecnosti
hematoporfyrinovy derivat

z angl. ,,high throughput screening*

bunécna linie odvozend od hepatokarcinomu
interleukin 24
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MCF-7
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MDA-MB-231
MDRI1
MMP2
MMP9
MRP2

MSC
OVCARS
PB

PBS

Pc

PDMS

PDT

PEG

PHH
Poly-HEMA
PS

RGD (motiv)
ROS

RTG

SCM

U-87

UGT

ULA desticky
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svétlo emitujici dioda

linie lidskych bunék prsniho karcinomu
mnohobunécéné nadorovée sféroidy

bunécna linie odvozena od lidského prsniho karcinomu
z angl. ,,MultiDrug Resistance protein 1
mataloproteinaza 2

matrixova metaloproteinasa 9

z angl. ,,Multidrug Resistance-associated Protein 2%
mezenchymalni kmenové buiiky

bunécna linie lidského karcinomu vajecniku
PrestoBlue™

fosfatovy pufr

ftalocyanin

polydimethylsiloxan

fotodynamicka terapie

polyethylenglykol

primarni lidské hepatocyty
polyhydroxymethakrylat

fotozenzitizér

arginin-glycin-asparaginovy aminokyselinovy motiv
reaktivni formy kysliku

rentgenove zatreni

DMEM médium obsahujici sérum

bunécna linie glioblastomu

uridin 5'-difosfoglukuronosyltransferasa

desticky s velmi nizkou adhezivitou



10 POUZITA LITERATURA

1.

AGOSTINIS, P., BERG, K., CENGEL, K. A., FOSTER, T. H., GIROTTI, A. W.,
COLLNICK, S. O., HAHN, S. M., HAMBLIN, M. R., JUZENIENE, A., KESSEL,
D., KORBELIK, M., MOAH, J., MROZ P., NOWIS, D., PIETTE, J., WILSON, B.
C. & GOLAB, J. 2011. Photodynamic therapy of cancer: An update. CA: A Cancer
Journal for Clinicians, 61, 250-281.

AGOSTINIS, P., BERG, K., CENGEL, K. A., FOSTER, T. H., GIROTTIL, A. W.,
GOLLNICK, S. O., HAHN, S. M., HAMBLIN, M. R., JUZENIENE, A., KESSEL,
D., KORBELIK, M., MOAN, J., MROZ, P., NOWIS, D., PIETTE, J., WILSON, B.
C. & GOLAB, J. 2011. Photodynamic Therapy of Cancer: An Update. CA: A
Cancer Journal for Clinicians, 61, 250-281.

. AHMED, S., CHAUHAN, V. M., GHAEMMAGHAMI, A. M., AYLOTT, J. W.

2019. New generation of bioreactors that advance extracellular matrix modelling

and tissue engineering. Biotechnology Letters, 41(1), 1-25.

ANTONI, D., BURCKEL, H., JOSSET, E. & NOEL G. 2015. Three-Dimensional
Cell Culture: A Breakthrough in Vivo. Internatonal Journal of Molecular Sciences,

16(12), 5517-5527.

BAKER, B. M. & CHEN, CH. S. 2012. Deconstructing the third dimension — how
3D culture microenvironments alter cellular cues. Journal of Cell Science, 125(13),

3015-3024.

BELL, C. C., HENDRIKS, D. F., MORO, S. M., ELLIS, E., WALSH, J.,
RENBLOM, A., FREDRIKSSON PUIGVERT, L., DANKERS, A. C., JACOBS, F.,
SNOEYS, J., SISON-YOUNG, R. L., JENKINS, R. E., NORDLING, A,
MKRTCHIAN, S., PARK B. K., KITTERINGHAM, N. R., GOLFRING, C. E.,
LAUSCHKE, V. M., INGELMAN-SUNDBERG, M. 2016. Characterization of
primary human hepatocyte spheroids as a model system for drug-induced liver

injury, liver function and disease, 6:25187.

BERENS, E. B., HOLY, J. M., RIEGEL, A. T. & WELLSTEIN, A. 2015. A Cancer
Cell Spheroid Assay to Assess Invasion in a 3D Setting. Journal of Visualized

Experiments, (105).

95



10.

11

12

13.

14.

15.

16.

BONNIER, F., KEATING, M. E., WROBEL, T. B., MAJZNER, K., BARANSKA,
M., GARCIA-MUNOZ, A., BLANCO, A. & BYRNE, H. J. 2015. Cell viability
assessment using the Alamar blue assay: A comparison of 2D and 3D cell culture

models. Toxicology in Vitro, 29(1), 124-131.

BRESCIANI, G., HOFLAND, L. J., DOGAN, F., GIAMAS, G., GAGLIANO,T. &
ZATELLI, M. CH. 2019. Evaluation of Spheroid 3D Culture Methods to Study a

Pancreatic Neuroendocrine Neoplasm Cell Line. Frontiers in Endocrinology, 10.

BRESLIN, S & O’DRISCOLL, L. 2013. Three-dimensional cell culture: the
missing link in drug discovery. Drug Discovery Today. 2013, 18(5-6), 240-249.

. CADDEQ, S., BOFFITO M. & SARTORI, S. 2017. Tissue Engineering Approaches

in the Design of Healthy and Pathological In Vitro Tissue Models. Frontiers in

Bioengineering and Biotechnology, 5.

. CASANO, A. P, DEMIDOVA, T. N. & HAMBLIN, M. R. 2004. Mechanisms in

photodynamic therapy: part one—photosensitizers, photochemistry and cellular

localization. Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, 1(4), 279-293.

CAVO, M., DELLE CAVE, D., D’AMONE, E., GIGLI, G., LONARDO, E. &
DEL MERCATO, L. L. 2020. A synergic approach to enhance long-term culture
and manipulation of MiaPaCa-2 pancreatic cancer spheroids. Scientific

Reports, 10(1).

CESARZ, Z. & TAMAMA, K. 2016. Spheroid Culture of Mesenchymal Stem Cells.

Stem Cells International, 1-11.

D’SOUZA, N., ROSSIGNOLI, F., GOLINELLI, G., GRISENDI, G., SPANO, C.,
CANDINI, O., OSTURU, S., CATANI, F., PAOLUCCI, P., HROWITZ, E. M. &
DOMINICI, M. 2015. Mesenchymal stem/stromal cells as a delivery platform in cell
and gene therapies. BMC Medicine , 13(1).

EDMONDSON, R., BROGLIE, J. J., ADCOCK, A. F. & YANG, J. 2014. Three-
Dimensional Cell Culture Systems and Their Applications in Drug Discovery and
Cell-Based Biosensors. ASSAY and Drug Development Technologies, 12(4), 207-
218.

96



17.

18.

19.

20.

21.

22

23.

24.

25.

EL-SHERBINY, I. M. & YACOUB, M. H. 2013. Hydrogel scaffolds for tissue
engineering: Progress and challenges. Global Cardiology Science and Practice,

2013(3).

Estimated number of incident cases from 2018 to 2040, all cancers, both sexes, all
ages. World Health Organization [online]. 2018 [cit. 2020-08-01]. Dostupné z:
https://gco.iarc.fr/tomorrow/graphic-

bar?type=0&type sex=0&mode=population&sex=0&populations=900&cancers=39
&age group=value&apc male=0&apc female=0&single unit=500000&print=0

FENNEMA, E., RIVRON, N., ROUWKEMA, J., VAN BLITTERSWIJK, C. & DE
BOER, J. 2013. Spheroid culture as a tool for creating 3D complex tissues. Trends
in Biotechnology, 31(2), 108-115.

FRIEDL, P. & WOLF, K. 2003. Tumour-cell invasion and migration: diversity and

escape mechanisms. Nature Reviews Cancer, 3(5), 362-374.

GUPTA, N,, LIU, J. R., PATEL, B., SOLOMON, D. E., VAIDYA, B. & GUPTA,
V. 2016. Microfluidics-based 3D cell culture models: Utility in novel drug
discovery and delivery research. Bioengineering & Translational Medicine, 1(1), 63-

81.

.HAM, S. L., JOSHI, R., THAKURI P. S. & TAVANA, H. 2016. Liquid-based

three-dimensional tumor models for cancer research and drug discovery.

Experimental Biology and Medicine, 241(9), 939-954.

HOARAU-VECHOT, J., RAFII, A., TOUBOUL, C. & PASQUIER, J. 2018.
Halfway between 2D and Animal Models: Are 3D Cultures the Ideal Tool to Study
Cancer-Microenvironment Interactions? International Journal of Molecular

Sciences, 19(1).

JAMIESON, L. E., HARRISON D. J. & CAMPBELL, C. J. 2015. Chemical
analysis of multicellular tumour spheroids. The Analyst, 140(12), 3910-3920.

JENSEN, C. & Yong T. 2020. Is It Time to Start Transitioning From 2D to 3D Cell

Culture? Frontiers in Molecular Biosciences, 7.

97



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

JOLLY, M. K. 2015. Implications of the Hybrid Epithelial/Mesenchymal Phenotype

in Metastasis. Frontiers in Oncology, 5.

KATT, M. E., PLACONE, A. L., WONG, A. D., XU, Z. S. & SEARSON, P. C.
2016. In Vitro Tumor Models: Advantages, Disadvantages, Variables, and Selecting
the Right Platform. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology, 4.

KELM, J. M., TIMMINS, N. E.,BROWN, C. J.,, FUSSENEGGER, M. &
NIELSEN, L. K. 2003. Method for generation of homogeneous multicellular tumor
spheroids applicable to a wide variety of cell types. Biotechnology and
Bioengineering, 83(2), 173-180.

KNIGHT E. & PRZYBORSKI S. 2015. Advances in 3D cell culture technologies
enabling tissue-like structures to be created in vitro. Journal of Anatomy, 227(6),

746-756.

KOLLAR, J., MACHACEK, M., HALASKOVA, M., LENCO J., KUCERA, R.,
DEMUTH, J., ROHLICKOVA, M., MILETIN, M., NOVAKOVA., V. & ZIMCIK,
P. 2020. Cationic Versus Anionic Phthalocyanines for Photodynamic Therapy:
What a Difference the Charge Makes. Journal of Medicinal Chemistry, 63(14).

KOPECKY, O. & KREJSEK, J. 2004. Klinickd imunologie. Hradec Kralové:
Nucleus, ISBN 80-86225-50-X.

KUO, CH., WANG, J.,, LIN, Y., WO, A. M., CHEN, B. P. C. & LEE, H. 2017.
Three-dimensional spheroid culture targeting versatile tissue bioassays using a

PDMS-based hanging drop array. Scientific Reports, 7(1).

KWIATKOWSKI, S., KNAP, B., PRZYSTUPSKI, D., SACZKO, 1J.,
KEDZIERSKA, E., KNAP-CZOP, K., KOTLINSKA, I, MICHEL, O.
KOTOWSKI, K. & KULBACKA, J. 2018. Photodynamic therapy — mechanisms,
photosensitizers and combinations. Biomedicine & Pharmacotherapy, 106, 1098-

1107.

LABARBERA, D. V., REID, B. G. & YOO, B. H. 2012. The multicellular tumor
spheroid model for high-throughput cancer drug discovery. Expert Opinion on Drug
Discovery, 7(9), 819-830.

98


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0753332218341611?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0753332218341611?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0753332218341611?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0753332218341611?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0753332218341611?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0753332218341611?via%3Dihub#!

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

LAKSHMINARAYANAN, S. 2018. Micro/Nano Patterning on Polymers Using
Soft Lithography Technique. THIRUMALALI, Jagannathan, ed.
Micro/Nanolithography - A Heuristic Aspect on the Enduring Technology.

Langhans S. A. 2018. Three-Dimensional in Vitro Cell Culture Models in Drug

Discovery and Drug Repositioning. Front Pharmacol, 9.

LI, Y. & KUMACHEVA, E. 2018. Hydrogel microenvironments for cancer

spheroid growth and drug screening. Science Advances, 4(4).

LIN, R. Z. & CHANG, H. J. 2008. Recent advances in three-dimensional
multicellular spheroid culture for biomedical research. Biotechnology Journal, 3(9-

10), 1172-1184.

LUCEY, B. P.,. NELSON-REES, W. A. & HUTCHINS, G. M. 2009. Henrietta
Lacks, HelLa builkky a kontaminace bunécné kultury. Archivy patologie a

laboratorniho I€kaftstvi, 133(9), 1463-1467.

MAO, A. S. & MOONEY, D. J. 2015. Regenerative medicine: Current therapies
and future directions. Proceedings of the National Academy of Sciences, 112(47),

14452-14459.
MAY, M. 2018. 3D Cell Culture and Analysis: Evolution and Applications.

MOHAMMAD- HADI, L., MACROBERT, A. J., LOIZIDOUM. & YAGHINI E.
2018. Photodynamic therapy in 3D cancer models and the utilisation of

nanodelivery systems, 10(4).

NAKANISHI, J., TAKARADA, T., YAMAGUCHI, K. & a MAEDA, M. 2008.
Recent Advances in Cell Micropatterning Techniques for Bioanalytical and

Biomedical Sciences. Analytical Sciences, 24(1), 67-72.

NATH, S. &. DEVI G. R.. 2016. Three-dimensional culture systems in cancer
research: Focus on tumor spheroid model. Pharmacology & Therapeutics 163, 94-

108.

ONISZCZUK, A., WOJTUNIK-KULESZA, K. A. & ONISZCZUK, T. a Kamila
KASPRZAK. 2016. The potential of photodynamic therapy (PDT)—Experimental

investigations and clinical use. Biomedicine & Pharmacotherapy, 83, 912-929.

99



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

PETRENKO, Y., SYKOVA E. & KUBINOVA $. 2017. The therapeutic potential
of three-dimensional multipotent mesenchymal stromal cell spheroids. Stem Cell

Research & Therapy, 8(1).

PETRY, F., WEIDNER, T., CZERMAK, P. & SALZIG, D. 2018. Three-
Dimensional Bioreactor Technologies for the Cocultivation of Human Mesenchymal

Stem/Stromal Cells and Beta Cells. Stem Cells International, 1-14.

POVYSIL, C. & STEINER I 2012. Obecnd patologiec. Galén, ISBN
9788072627738.

QUIST, A. P. & OSCARSSON, S. 2010. Micropatterned surfaces: techniques and
applications in cell biology. Expert Opinion on Drug Discovery, 5(6), 569-581.

ROGUIN, L. P., CHIARANTE, N., GARCIA VIOR, M. C. & MARINO J. 2019.
Zinc(Il) phthalocyanines as photosensitizers for antitumor photodynamic

therapy. The International Journal of Biochemistry & Cell Biology, 114.

SANT, S. & JOHNSTON, P. A. 2017. The production of 3D tumor spheroids for
cancer drug discovery. Drug Discovery Today: Technologies, 23, 27-36.

SERBAN, M. A. & PRESTWICH, G. D. 2008. Modular extracellular matrices:
Solutions for the puzzle. Methods , 45(1), 93-98.

SNYDER, J. E, HAMID, Q., WANG, C., CHANG, R., EMAM]I, K., WU, H. &
SUN, W. 2011. Bioprinting cell-laden matrigel for radioprotection study of liver by

pro-drug conversion in a dual-tissue microfluidic chip. Biofabrication , 3(3).

SOMMEROVA, L., MICHALOVA E. & HRSTKA R. 2018. New Approaches for
Chemosensitivity Testing in Malignant Diseases. Klinicka Onkologie, 31(2).

STRITESKY, J. 2001. Patologie. Olomouc: Epava, ISBN 978-80-86297-06-4.

THAKURLI, P. S., LIU, C., LUKER, G. D. & TAVANA, H. 2018. Biomaterials-
Based Approaches to Tumor Spheroid and Organoid Modeling. Advanced
Healthcare Materials , 7(6).

Tissue Engineering and Regenerative Medicine. National Institutes of Health:

National institute of biomedical imaging and bioengineering [online]. November

100



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

2019, 1-2 [cit. 2020-03-17]. Dostupné z: https://www.nibib.nih.gov/science-

education/science-topics/tissue-engineering-and-regenerative-medicine

TRUJILLO-DE SANTIAGO, G., FLORES-GARZA, B. G., TAVARES-
NEGRETE, J. A., LARA-MAYORGA, I. M., GONZALEZ-GAMBOA, 1.,
ZAHNG, Y. S., ROJAS-MARTINEZ, A., ORTIZ-LOPEZ, R. & ALVAREZ, M. M.
2019. The Tumor-on-Chip: Recent Advances in the Development of Microfluidic
Systems to Recapitulate the Physiology of Solid Tumors. Materials, 12(18).

UNDERHILL, G. H. &. KHETANI, S. R. 2018. Bioengineered Liver Models for
Drug Testing and Cell Differentiation Studies. Cellular and Molecular
Gastroenterology and Hepatology, 5(3), 426-439.

VINCI, M., GOWAN, S., BOXALL, F., PATTERSON, L., ZIMMERMAN, M.,
COURT, W., LOMAS, C., MENDIOLA, M., HARDISSON, D. & ECCIES, S. A.
2012. Advances in establishment and analysis of three-dimensional tumor spheroid-
based functional assays for target validation and drug evaluation. BMC

Biology [online]. 2012, 10(1).

WEISWALD, L. B.,, BELLET, D. & DANGLES-MARIE, V. 2015. Spherical
Cancer Models in Tumor Biology. Neoplasia, 17(1), 1-15.

XU, S., XU, H.,, WANG, W,, LI, S., LI, H., LI, T., ZHANG, W., YU, X. & LIU, L.
2019. The role of collagen in cancer: from bench to bedside. Journal of

Translational Medicine, 17(1).

YAMAGUCHI, H. & CONDEELIS J. 2007. Regulation of the actin cytoskeleton in
cancer cell migration and invasion. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) -

Molecular Cell Research, 1773(5), 642-652.

ZANONI, M., PICCININI, F., ARIENTI, C., ZAMAGNI, A., SANTI S., POLICO,
R., BEVILACQUA, A. & TESEI, A. 2016. 3D tumor spheroid models for in vitro
therapeutic screening: a systematic approach to enhance the biological relevance of

data obtained. Scientific Reports, 6(1).

ZHANG, J., JIANG, C., FIGUEIRO LONGO, J. P., AZEVEDO, R. B., ZHANG, H.
& MUEHLMANN, L. 2018. A. An updated overview on the development of new

101


https://www.nibib.nih.gov/science-education/science-topics/tissue-engineering-and-regenerative-medicine
https://www.nibib.nih.gov/science-education/science-topics/tissue-engineering-and-regenerative-medicine

photosensitizers for anticancer photodynamic therapy. Acta Pharmaceutica Sinica B,
8(2), 137-146.

66. ZHOU, Y., SHEN, J. X. & LAUSCHKE, V. M. 2019. Comprehensive Evaluation of
Organotypic and Microphysiological Liver Models for Prediction of Drug-Induced

Liver Injury. Frontiers in Pharmacology, 10.

102



