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Abstrakt

Zhoubna onemocnéni jsou druhou nejéastéjsi pti¢inou umrti v Ceské republice. Jednou z
vaznych komplikaci téchto onemocnéni jsou mozkové metastazy, jejichz incidence nardsta v souvislosti
se zlepSenim diagnostiky a pokrokem v terapii primarnich nadorti. Lé¢ba mozkovych metastaz je vSak
komplikovana jejich lokalizaci a pfitomnosti hematoencefalické bariéry, ktera ovliviiuje tiCinnost fady
1é¢iv. Zasadni vyznam pro lepsi pochopeni biologickych vlastnosti metastazujicich bunék, jejich vztahu
k unikatnimu mikroprostfedi mozkové tkan¢ a testovani novych terapeutickych pfistupii maji
preklinické modely. Bakalaiska prace se zamétuje na in vitro a in vivo systémy modelujici kli¢ové

aspekty biologie mozkovych metastaz a jejich vyuziti pfi testovani novych terapeutickych ptistupt.

Kli¢ova slova: nadorova onemocnéni, nadorové mikroprostredi, mozkové metastazy, bunééné kultury,

3D in vitro modely, in vivo modely

Abstract

Malignant diseases are the second most common cause of death in the Czech Republic. One of
the serious complications of these diseases are brain metastases, the incidence of which is increasing
due to the improvement of diagnostics and advances in the therapy of the primary tumors. However, the
treatment of brain metastases is complicated by their localization and the presence of the blood-brain
barrier, which affects the efficacy of many drugs. Preclinical models are essential for better
understanding of the biological properties of metastasizing cells, their relationship to the unique
microenvironment of brain tissue, and for testing new therapeutic approaches. This bachelor thesis
focuses on in vitro and in vivo systems modelling key aspects of brain metastasis biology and their use

in testing new therapeutic approaches.

Key words: cancer, cancer microenvironment, brain metastases, cell cultures, 3D in vitro models, in

vivo models
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1 Uvod

Mozkové metastazy jsou jednou z nejcastéjSich komplikaci solidnich nadort. Jejich prognéza
je vsak velmi $patna, protoze efektivnich pristupi, které prodluzuji preziti pacientd nebo vedou k jejich
uplnému vyléceni, je stale nedostatek. Problematika biologického chovani mozkovych metastaz,

moznosti jeho ovlivnéni a mozné prevence jsou stale malo prozkoumany.

Zasadni vyznam ve vyzkumu mozkovych metastaz maji preklinické modely, které slouzi jako
nastroj pro experimenty umoznujici leps$i pochopeni biologickych vlastnosti metastazujicich bunék a
jejich vztah k mozkovému mikroprostiedi. Rovnéz slouzi k testovani efektivity potencialnich novych
terapeutickych pfistupti. Cilem této bakalaiské prace je predstaveni spektra dostupnych preklinickych
modelll mozkovych metastdz a jejich vyuziti ve vyzkumu. Prace v uvodu pokryva specifické
charakteristiky mozkovych metastaz z pohledu buné¢né a molekularni biologie, které jsou relevantni
pro jejich modelovani. Hlavni ¢ast prace se zabyva charakterizaci jednotlivych preklinickych modeld,
zpasoby jejich pfipravy a jejich vyuzitim ve vyzkumu biologie mozkovych metastaz a vyvoji

potencialnich novych terapeutickych ptistupl.

2 Mozkové metastazy

2.1 Incidence a prognéza

Mozkové metastazy jsou nejCastéj$i malignitou centralniho nervového systému; jsou asi
desetkrat frekventovanéjsi nez primarni mozkové nadory a jejich incidence je stale na vzestupu,
paradoxné i v dasledku efektivnéjsi terapie primarnich malignit a tim del§iho pfezivani onkologickych
pacienti. Priblizn€ 25 % pacientli s metastazujicim nddorem vyvine mozkové metastazy; nejvetsi riziko
jejich vzniku je u melanomu, dale u karcinomu plic a prsu (shrnuto v Ostrom et al., 2018). V Ceské
republice neni presnd incidence mozkovych metastaz znama (shrnuto v Ludmila Hynkov4 et al., 2016).
Progndza pacientt, u kterych byly mozkové metastazy diagnostikovany, je velmi Spatna. Primérna doba
preziti pacientli s mozkovymi metastazami se li§i v zavislosti na typu primarniho nadoru. Pacienti
s karcinomem prsu metastazujicim do mozku piezivaji pfiblizn€ 16 mésicii (Sperduto et al., 2020),

s karcinomem plic 8 mésict (J. Li et al., 2019) a s melanomem 14 mésict (Hasanov et al., 2023).

2.2 Diagnostika mozkovych metastiaz

Mozkové metastazy jsou nejcastéji bezptiznakové (Shindorf et al., 2020), coz komplikuje jejich
diagnostiku. Ta vSak zaznamenala vyznamny posun diky pokrokiim v zobrazovaci technice.
V poslednich letech se rovnéz u vybranych pacientii provadi aktivni screening mozkovych metastaz;
jednd se o pacienty s karcinomem plic, melanomem ve ¢tvrtém stadiu, a v n€kterych piipadech také o
pacienty s metastazujicim HER2-pozitivnim a triple-negativnim karcinomem prsu (Le Rhun et al.,

2021).



Cilena vysetieni pro odhaleni mozkovych metastaz by méla byt provedena u vSech pacientli
s nadorovym onemocnénim, kteti vykazuji ptiznaky mozkové patologie (bolest hlavy, epileptické

zachvaty, nové neurologické deficity).

Stanoveni diagndzy mozkové metastazy je zalozeno na zobrazovacich metodach, predevsim
magnetické rezonanci mozku (Le Rhun et al., 2021). Pro planovani 1é¢by jsou rozhodujici pocet,
lokalizace a velikost mozkovych metastaz odhalenych pomoci magnetické rezonance (Yoon et al.,

2018).

2.3 MozZnosti terapie

Volba zpasobu terapie u mozkovych metastaz je individualni a zavisi na mnoha okolnostech,
jako je klinicky stav pacienta, pocet, velikost a lokalizace metastaz a histopatologicka diagndza a
pokrocilost primarniho nadoru. Nejcastéji je vSak pristupovano k radioterapii a radiochirurgickym

modalitam, pfipadné k chirurgické resekci a k chemoterapii.

2.3.1 Radioterapie a radiochirurgie

V 1é¢bé a prevenci mozkovych metastaz se vyuziva fada radioterapeutickych modalit:
celomozkova radioterapie (WBRT), stereotaktickad radiochirurgie, profylakticka kranialni iradiace a
Gama nuz. Jejich indikace zavisi na poctu a velikosti metastatickych loZisek a na jejich lokalizaci

zejména ve vztahu ke kritickym strukturam mozku (Linskey et al., 2010).

Stereotakticka radiooperace neni pouzitelna pro pacienty, ktefi maji velké 1éze a 1éze pobliz
kritickych struktur; v téchto pifipadech se pfistupuje k tzv. frakcionované radiooperaci (Fokas et al.,
2012). Gama nliz se vyuziva pro stiedni nebo velké metastazy (Noda et al., 2023). Je mozné ho vyuzit
u pacientt, ktefi maji mén¢ nez 10 metastatickych lozisek a celkovy objem nadorové tkané neptekracuje

15 cm® (Serizawa et al., 2010).

Profylakticka kranialni iradiace snizuje incidenci mozkovych metastdz u pacientd s
malobunéénym karcinomem plic. Rizikem jeji aplikace je vSak neurologickd toxicita (Farris et al.,

2019).

2.3.2 Chirurgicka resekce

Chirurgicka resekce je vyuzivana jen u casti pacientil s mozkovymi metastdzami; Ize ji provést
pouze pokud nador neni lokalizovan u dtlezitych mozkovych struktur, které by mohl zakrok poskodit
(shrnuto v Ewend et al., 2008) a jen kdyZ maji pacienti maly pocet metastaz. Rovnéz by mélo byt mozné
vSechny léze vEtsi nez 3 cm v priméru odstranit jednim kraniotomickym pfistupem (Kalkanis et al.,
2010). Chirurgickd resekce mozkovych metastaz sice prodluzuje preziti, ale n€kdy nelze odstranit
veskerou nadorovou tkan, a dochazi k recidivam. V takovych ptipadech je nutna dalsi 1écba (C.-H. Lee
et al., 2013). Po provedeni chirurgické resekce je mozné lozisko stereotakticky ozarit. Bylo prokazéno,

Ze tento pristup zvySuje pravdépodobnost pieziti (Mengue et al., 2020).
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2.3.3 Chemoterapie

Omezeny prunik systémové chemoterapie do mozkové tkang je faktor, ktery omezuje jeji vyuziti
u mozkovych metastaz. Proto existuje pouze malé mnozstvi chemoterapeutik cilicich specificky na
mozkové metastazy a rovnéz vyuziti systémové chemoterapie pro 1é¢bu mozkovych metastaz je zatim
ve fazi klinickych studii (Peters et al., 2017). Pro cileni na mozkové metastazy musi chemoterapeutika
obsahovat slozku, kterd jim umozni prunik pfes hematoencefalickou bariéru (BBB); byly naptiklad
pouzity nanocastice kyseliny oleanové pro dopravu paclitaxelu do mozku (Bao et al., 2020). V
soucasnosti probiha vyvoj chemoterapeutik nové generace, kterd prochazi pres BBB efektivnéji (napft.

taxany tfeti generace) (shrnuto v Bailleux et al., 2020).

2.3.4 Symptomaticka lécba

Lécivy pro symptomatickou terapii mozkovych metastaz jsou pfedevsim kortikosteroidy,
antiepileptika a antikoagula¢ni terapie. Kortikosteroidy (dexametason) ulevuji od symptomu spojenych
se zvySenym intrakranidlnim tlakem a peritumoralnim edémem (Ryken et al., 2010). Antiepileptika
slouzi ke kontrole epileptickych zachvati. U pacientll s mozkovymi metastazami karcinomu prsu, ktefi
podstoupili WBRT, bylo navic pozorovano, ze prodluzuji preziti (Reddy et al., 2015). Antikoagula¢ni
terapie nepisobi pfimo na symptomy mozkovych metastaz, pomaha ovSem proti komplikacim s nimi
spojenymi. Vyuziva se pro prevenci zilni tromboembolie, ktera je Castou komplikaci malignich
onemocnéni. Pacienti, u nichZ se vyskytne, piezivaji kratsi dobu nez ti, ktefi podstoupi antikoagulaéni
terapii. Aplikace této terapie je limitovana velikosti nadoru (metastazy <3 cm), protoZze u vétSich
metastaz se zvySuje riziko hemoragie (Alvarado et al., 2012). Otazka, zda antikoagula¢ni terapie zvysuje
riziko intrakranidlniho krvaceni u pacientli s mozkovymi metastdzami, nebyla dosud jednoznacné

zodpovézena (Horstman et al., 2018).

2.3.5 Nové terapeutické pristupy

Prostupnost vétSiny 1é¢iv do mozku je omezena ptitomnosti BBB (Park et al., 2012). Jednim ze
smértt vyzkumu v ramci terapie mozkovych metastdz jsou nové piistupy pro piekonani této bariéry
(Knuutinen et al., 2018). Mezi experimentalni ptistupy cilené na zvySeni permeability BBB pro 1é¢iva
patii soustiedény ultrazvuk kombinovany s cirkulujicimi mikrobublinami, ktery mize docasné tuto
bariéru permeabilizovat (Park et al., 2012). Dal§im moznym zptisobem je hyperosmolérni intraarterialni
injekce manitolu (Knuutinen et al., 2018). U pacientl s leptomeningedlnimi metastazami je mozné
l1éc¢iva podat intratékalng, zpravidla lumbalni punkci. Piikladem takového terapeutického pfistupu je

intratékalni aplikace trastuzumabu u mozkovych metastdz karcinomu prsu (Bonneau et al., 2018).

Dalsi nové testovanou modalitou v terapii mozkovych metastaz je biologicka 1écba, nicméné
jeji podani je stale ve fazi klinickych studii. Ipilimumab (anti-CTLA-4), ktery podporuje aktivaci T-
lymfocytt, jejich proliferaci a infiltraci do nadort, byl testovan u pacientd s mozkovymi metastdzami

melanomu (Queirolo et al., 2014). Vyuzivaji se také latky cilici proti PD-1 nebo PDL-1. Terapie cilici



proti PD-1, konkrétné protilatky nivolumab a pembrolizumab, vykazuje efektivitu u mozkovych
metastaz pochazejicich z melanomu (Parakh et al., 2017). U pacienti s mozkovymi metastdzami
nemalobunécného karcinomu plic je mozné kombinovat vyuziti protilatek anti-PDL-1 (dorvalumab) a
anti-PD-1 (nivolumab) s radioterapii (Ahmed et al., 2017). Biologicka lécba rovnéz zahrnuje inhibitory
riznych enzymu dalezitych pro pieziti nadorovych bunék. Ptikladem je veliparib, inhibitor enzymu
poly-ADP ribose polymerazy (PARP), ktery umociiuje protinddorovou aktivitu radioterapie; ten byl
testovan u pacientl s mozkovymi metastazami z nemalobunééného karcinomu prsu a plic (Mehta et al.,
2015). U pacientt s EGFR nebo ALK pozitivnim nemalobunéénym karcinomem plic jsou dale
vyuzivany inhibitory tyrosin kinaz. Bylo testovano, zda radioterapie nezlepsi efektivitu tohoto pfistupu,

ovsem k signifikantnimu zlepSeni nedoslo (Thomas et al., 2022).

3 Specifika mozkové tkané ve vztahu k rozvoji mozkovych metastaz

Metastazy vznikaji procesem zvanym metastatickd kaskada. Po vycestovani z primarniho
nadoru vstupuji nadorové bunky do krevniho ob&éhu procesem intravazace. Buriky, které jsou v krevnim
obéhu schopné prezit, se dostavaji do mozkové mikrocirkulace, kde migruji z cév skrz BBB procesem
extravazace a kolonizuji mozkovou tkan (shrnuto v Custodio-Santos et al., 2017). V mozku mohou
nadorové bunky bud’ aktivné vytvofit metastatické lozisko nebo setrvat ve stadiu dormance; praveé
dormantni nadorové bunky jsou odpovédné za pozdni manifestaci metastaz nebo za jejich relaps

(Narkhede et al., 2020).

Mozkova tkan, kterou metastazujici buniky pfi vzniku mozkovych metastaz kolonizuji, je ve
srovnani s jinymi tkanémi v fad¢é ohledd unikatnim prostiedim. Jeji ohrani¢eni BBB urcuje prostupnost
pro nutrienty, imunitni i nddorové metastazujici builky a v neposledni fad€ pro terapeutika. Mozkova
tkan navic obsahuje unikatni bunééné populace, ma specifickou strukturu extracelularni matrix (ECM)

a specifické imunitni prostfedi (Friithauf et al., 2021).

3.1 Hematoencefalicka bariéra

Hematoencefalickd bariéra je vysoce regulované rozhrani mezi krevnim ob&hem a mozkem.
Omezuje vstup Skodlivin a infekci a zajist'uje vstup potfebnych nutrientl. Je sloZzena z endotelidlnich
bunek, bazdlni membrany pokryté pericyty a na né nasedajicich vybézkt astrocytti (shrnuto v Galea,
2021) (Obr. 1). Pericyty aktivn€ ovliviiuji strukturu BBB; bylo prokazéano, ze reguluji genovou expresi
v endotelidlnich buiikach (Armulik et al., 2010). Astrocyty téméf kompletné pokryvaji stény cév a
mohou tak kontrolovat vyménu vody a iontli mezi krevnim obéhem a mozkovym parenchymem (Misje
Mathiisen et al., 2010). Byla popséana fada molekul, tvofenych jednotlivymi bunéénymi populacemi
BBB, které ovliviiuji jeji strukturu a permeabilitu. Patfi mezi n€ napi. glykokalyx, ktery je v mozku
hustsi v porovnani s ostatnimi organy a mtize fungovat jako ochrana endotelialnich bun¢k (Ando et al.,

2018). Dale je dulezity receptor pro neurotroficky faktor odvozeny od glii (GDNF) exprimovany



endotelialnimi bunikami, ktery zvysuje expresi Claudinu-5. Ten hraje roli v propustnosti BBB modifikaci

tésnych spojt (Shimizu et al., 2012).
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Obr. 1: Slozeni hematoencefalické bariéry (upraveno podle Galea, 2021)

3.2 Bunécné populace mozkové tkané
Mozkova tkan obsahuje unikatni populace bunék, které mohou riznymi mechanismy ovliviiovat
preziti a rust nadorovych bunék metastazujicich do mozku. Nejvyznamnéjsi z nich jsou neurony,

astrocyty a mikroglie.

Neurony jsou jednou z hlavnich slozek mozku a nervové soustavy (Herrero-Navarro et al.,
2020). Jsou obklopeny husté organizovanou extracelularni matrix zvanou perineuronalni sit’ (Vo et al.,
2013). Recentni prace ukazuji, Ze neurony mohou fadou mechanismu ovliviiovat riist a progresi nadort
metastazujicich do mozku. Uvoliluji nervové rastové faktory, které piisobi antiapoptoticky a
promitoticky na nddorové buiiky (shrnuto v Hoshide & Jandial, 2017). Proriistovy vliv neuront na
metastazujici nddorové buiilky, mediovany signalizaci prostfednictvim struktur podobnych mezerovym

spojim (gap junctions), naznacila rovnéz prace Savchuk et al. u karcinomu plic (Savchuk et al., 2023).

v

Astrocyty jsou nejhojnéjsi buitky v mozkové tkani. Rzné subpopulace astrocytil zastavaji
rozdilné funkce v jednotlivych regionech mozku (Batiuk et al., 2020). V minulosti byl popséan jak naddor-
podporujici, tak nador-suprimujici vliv astrocyti. V dnes$ni dobé ovSem pievladaji poznatky, Ze tento
vliv je spiSe nador-podporujici. Reaktivni astrocyty exprimujici fosforylovany STAT3 mohou
podporovat invazi nadorovych buné¢k do mozku prosttednictvim sekrece CHI3L1 (Dankner et al., 2024).
Kokultivace bun¢k karcinomu prsu a karcinomu plic s myS$imi astrocyty rovnéz vedla ke zvySeni exprese
genll pieziti v nddorovych burikach; bylo tak prokazano, ze astrocyty timto mechanismem chrani

metastatické nadorové bunky pred toxicitou chemoterapeutik (Kim et al., 2011).

Mezi rezidentni imunitni buniky v mozku patfi zejména mikroglie, které jsou dllezitou soucasti

mozkového imunitniho systému a podili se na udrzeni tkdnové homeostazy. Pii poskozeni mozku jsou



odpovédné za fagocytézu mikroorganismi, mrtvych bunék a proteinovych agregati (Grabert et al.,
2016). Bylo prokazano, ze mikroglie produkuji chemokiny, které ptsobi chemotakticky na nadorové

bunky a také podporuji proliferaci nadorovych bunék metastazujicich do mozku (Hohensee et al., 2017).

V pfitomnosti metastazy vstupuje do mozku populace tzv. nador-infiltrujicich lymfocytt
(Berghoff et al., 2016). V porovnani s primarnimi nadory mozku je lymfocytarni infiltrat mozkovych
metastaz pocetngjsi (Klemm et al., 2020), nicméng¢ i tak se jedna o imunologicky ,,studené* malignity,
charakterizované fidkym infiltratem imunitnich bun¢k a nizkou mirou jejich aktivace (Sobottka et al.,

2016).

3.3 Extracelularni matrix mozkové tkané

Pro mozkovou tkan je charakteristicka jeji ECM, jejiz komponenty jsou secernovany piedev§im
neurony a glialnimi bunkami. Diky vysokému obsahu vody je fidsi nez extracelularni matrix jinych
organt (Frihauf et al., 2021). Nejzastoupengjsi slozkou mozkové ECM je hyaluronan (Jadin et al.,
2015). Dale mozkova ECM obsahuje nefibrilarni sloZky jako proteoglykany, glykoproteiny, malé tzv.
linker proteiny, matricelularni proteiny a enzymy (napf. matrixové metaloproteinazy), které reguluji jeji
degradaci (shrnuto v Krishnaswamy et al., 2019). Obsahuje témét zanedbatelné mnozstvi kolagenu a
dalsich fibrilarnich proteini (shrnuto v Zimmermann et al., 2008). Na mySich modelech bylo
prostfednictvim proteomické analyzy prokazano, ze ECM mozkovych metastaz ma v porovnani
s metastazami v plicich a v kostech vyrazn€ niz$i zastoupeni proteinti tzv. matrisomu (kolageny,
glykoproteiny, proteoglykany) a také rtiznorodéj$i niku s vys$§im podilem proteini asociovanych

s matrisomem (napf. proteazy, rustové faktory) (Hebert et al., 2020) (Obr. 2).
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Obr. 2: Slozeni mozkové ECM (upraveno podle Yuzhalin & Yu, 2023)

3.4 Premetastaticka nika
Metastazy se v mozku formuji v tzv. premestatické nice, ktera tvoti podplirné prostfedi pro

nadorové buiiky (Kaplan et al., 2005). Tvorbu premetastatické niky podporuji extracelularni vezikuly,
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které putuji z primarniho nadoru krevnim obéhem do mista metastazy a tam ovliviiuji mikroprostfedi a
usnadiuji tak usidleni metastazujicich bunék (Busatto et al., 2020). Mezi dilezité aspekty definujici
premetastatickou niku patii Gprava extracelularni matrix nabohacenim proadhezivnich faktort, které
zpusobuji zvySeni adheze nadorovych bunck na endotel v misté metastazy. U metastazujicich bunck
karcinomu prsu k tomuto dochazi prostiednictvim E-selektinu. Rovnéz je upraveno lokalni imunitni

prostiedi prostfednictvim nador-infiltrujicich lymfocytd (shrnuto v Geissler et al., 2023) (Obr. 3).
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Obr. 3: Premetastaticka nika (upraveno podle Geissler et al., 2023)

4 Popis modelovych pristupi vyuzivanych Kk vyzkumu mozkovych
metastaz

Mozkové metastazy jsou castou komplikaci primarnich nadord, efektivnich terapeutickych
postupt k jejich feSeni je vSak stdle nedostatek. Pro vyzkum biologie mozkovych metastdz a vyvoj
novych nebo inovaci stavajicich moznosti terapie je zcela zdsadni existence preklinickych modeld, které
co nejlépe simuluji chovani metastatickych bunék samotnych a jejich interakce s nddorovym

mikroprostfedim v mozkovém metastatickém lozisku.

V této Casti prace jsou popsany jednotlivé modelové ptistupy vyuzivané ke studiu biologickych
vlastnosti i testovani novych terapeutickych pfistupti u mozkovych metastdz. Nejprve jsou shrnuty
informace o pouzivanych bunéénych kulturach a jejich specifickych charakteristikach. Dale jsou
uvedeny informace o in vitro (3D modely nadorového mikroprosttedi, BBB a dalsi) a in vivo (zejm.
mysich) modelech. U jednotlivych modelovych systémiti jsou popsény jejich vlastnosti, postup piipravy

a jsou uvedeny ptiklady jejich vyuziti. Rovnéz jsou zhodnoceny jejich limitace.

4.1 Bunécné kultury
Zakladnim pilifem vyzkumu mozkovych metastdz jsou kultury nddorovych bunek (nadorové
bunécné linie). Unikatni charakteristiky mozkovych metastdz je potfeba respektovat pfi volbé

nadorovych bunécnych kultur pro jejich vyzkum. Samostatné ovSem nadorové bunky nerekapituluji



celou tadu biologickych charakteristik nadord in situ, a tak jsou Casto inkorporovany do modeld

vvvvvv

Vznik a progrese mozkovych metastdz jsou spojeny s fadou charakteristickych zmén
metastazujicich nadorovych bunék. Dulezité je, ze ne vSechny nadorové bunky jsou schopné
metastazovani. Pro metastazovani do mozku musi byt schopné pieckonat BBB a nasledné se musi

funkcné adaptovat pro preziti v unikatnim prostfedi mozkové tkané.

Byly popsany cetné faktory, které usnadnuji nadorovym bunkam prinik pies BBB. Zvysena
hladina placentarniho ristového faktoru (PLGF), exprimovand bunkami malobunééného karcinomu
plic, napomaha jejich migraci pfes mozkové endotelialni buniky (B. Li et al., 2013). U karcinomu prsu
byly vtomto kontextu popsany cyklooxygendza 2 (COX2), ligand receptoru heparin-vazebného
ristového faktoru podobného EGF (HBEGF) a ST6 N-acetylgalaktosaminid o-2,6-sialyltransferaza 5
(ST6GALNACS) (Bos et al., 2009). Modely prichodu nadorovych bunék pies BBB (viz. kapitola 4.2.5
Modely simulujici hematoencefalickou bariéru) byly dilezité pro identifikaci proteint, které jsou pro

tento krok metastatické kaskady zasadni.

U bun¢k metastazujicich do mozku se typicky vyskytuje fada mutaci, jako napf. mutace BRAF
a KRAS (Jacob et al., 2015). U karcinomu prsu a melanomu bylo prokazano, Ze do mozku metastazuji
preferenéné HER2 exprimujici buniky (IThan-Mutlu et al., 2016). V mozkovych metastazach karcinomu
prsu byla téZ detekovana pozménéna draha EGFR/PTEN (Hohensee et al., 2017) a aktivace tropomyosin
kinazového receptoru B (TrkB) pomoci z mozku odvozeného neurotrofického faktoru (BDNF)
(Contreras-Zarate et al., 2019). V neposledni fad¢€ maji nddorové buiiky schopné metastazovat do mozku
casto mutovany protein p53, ktery zabraiiuje buitkdm podlehnout apoptoze (shrnuto v Valiente et al.,

2020).

Ptikladem adaptace nddorovych bunck, ktera jim umoziuje lepSi preziti a efektivnéjsi
proliferaci v mozkové tkani, je pozménény energeticky metabolismus. Narozdil od anaerobni glykolyzy,
Casto vyuzivané nadory v hypoxickych podminkach, je u bun¢k metastazujicich do mozku vyuzivana
aerobni glykolyza sptazend s trikarboxylovym cyklem a oxidativni fosforylaci. V souvislosti s tim bylo
také popsano nabohaceni enzymu zajiStujicich odbouravani reaktivnich forem kysliku (napt. enzymi
oxidativni faze pentozofosfatové drahy, katalazy a dalsi). Osvétleni pozméneénych metabolickych drah

v mozkovych metastazach mtize poskytnout nové cile v 1é€b¢ téchto malignit (E. 1. Chen et al., 2007).

Podobné jako u jinych oblasti onkologického vyzkumu jsou ve vyzkumu mozkovych metastaz
vyuzivany komercné dostupné linie, nebo bunky ziskané piimo z nadorti (od pacientii odvozené bunécné
kultury). Od pacient odvozené kultury (PDC) 1épe vystihuji vlastnosti nadorti, ze kterych pochdzeji, a
navic je mozné ziskat bunky z rizné faze rstu nadoru a od pacientti rizného veéku a klinického stavu
(Skarkova et al., 2022). Pripravuji se ze vzorki nadorovych tkani vyjmutych béhem chirurgické resekce

nadord. Existuje fada protokold pro pfipravu PDC, které typicky zahrnuji nasledujici kroky: ociSténi
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vzorku od nekrotické tkané a erytrocytdl; rozmélnéni mechanicky (rozkrajenim) nebo enzymaticky;
filtrace pres sitko za Gcelem vytvoreni jednobunétné suspenze a resuspendovani v kultivaénim médiu
(Krbal et al., 2017). Krom¢& kultur odvozenych z lidské nadorové tkané lze vyuzivat také kultury

odvozené z mysich a potkanich nadort (shrnuto v Valiente et al., 2020).

Bunééné linie, vyuzivané pro studium biologie mozkovych metastaz, jsou charakterizovany
s vyuzitim genomiky, transkriptomiky a proteomiky. Genomika a transkriptomika odhalily u bunécnych
linii geny, jejichz mutace jsou Casté u bunck metastazujicich do mozku (napt. PIK3RI, COL5AI,
MAP3K4 a dal$i) (Saunus et al., 2015). Pomoci proteomického srovnani bunék metastazujicich do
mozku a bun¢k primarniho nadoru bylo zjisténo, Ze exprese vice nez 1000 proteinli se mezi témito
bunéénymi populacemi lisi; fada z téchto proteinii je u mozkovych metastatickych bunék spojena
s efektivnéjsi migraci do mozkové tkan¢ a naslednou proliferaci (Peng et al., 2019; J. Wang et al., 2022).
Tato dukladnd charakterizace bunék schopnych efektivné vytvorit mozkové metastatické lozisko

napomaha uréeni potencialnich terapeutickych cilti v metastatickém procesu (Vare slija et al., 2019).

Komer¢né dostupné bunééné linie jsou vyuzivany ve vyzkumu mozkovych metastaz rizného
histologického puivodu, zejména metastaz karcinomu prsu, plic a maligniho melanomu, které patii
k nejcast&jSim. Mezi modelové linie pro studium mozkovych metastaz karcinomu prsu patii linie MDA -
MB-231 a BT474. S vyuzitim téchto linii bylo prokazano, ze v mozkovych metastazach karcinomu prsu
je navySen transport a vyuziti glukozy prostifednictvim zvySené exprese GLUT3. Pfi vytazeni funkce
GLUT3 prostiednictvim shRNA je metabolismus glukdzy redukovan. Rovnéz bylo prokazano, ze bunky
s vyfazenym GLUT3 méné migruji a snizuje se jejich malignita. Proto mize byt GLUT3 moznym cilem
pro 1écbu mozkovych metastaz karcinomu prsu (Kuo et al., 2019). Déle byly tyto linie pouzity ve
vyzkumu hyperrozvétvenych polymert (dendrimerti) s protildtkou proti HER3 pro specifické cileni
nadorovych bunék a pH zavislé uvolnéni doxorubicinu pro selektivni doruceni a 1é€bu mozkovych
metastdz. Bylo prokazano, ze HER3 cilené hyperrozvétvené polymery s doxorubicinem indukuji
v bunkach BT474 cytotoxicitu (Lim et al., 2023). Mezi plicni naddorové buiiky, které¢ jsou schopné
metastazovat do mozku, a jsou tedy vhodné pro studium mozkovych metastaz, patii napft. linie A549 a
PC14-PE6. Bunééna linie plicniho adenokarcinomu A549 je jedna z nejvyuzivanéjsich linii ve vyzkumu
mozkovych metastaz. V modelu s A549 bylo naptiklad zkouméano, jak radioterapie ovlivituje interakci
nadorovych bun€k a mikroglie. Mikroglie secernovaly miR-9, ktera blokovala mezenchymo-epitelialni
tranzici u A549, a tim omezila jejich schopnost kolonizovat mozkovou tkan (Jin et al., 2021). Piikladem
linii vyuzivanych ke studiu mozkovych metastaz melanomu jsou linie A2058 nebo WM4237. Na linii
A2058 byl proveden vyzkum role drahy PI3K/Akt/mTOR v ¢asné fazi kolonizace mozku. Bylo zjisténo,
ze Casna inhibice PI3K/mTOR zplsobuje snizeni ristu naddorovych bun€k a prodlouzené pieziti mysi,
na kterych byla inhibice testovana (Tehranian et al., 2022) Pii vyuziti nadorovych bunécnych linii je
nutno vzit v ivahu, Ze na jejich vlastnosti ma vliv to, v jaké pasazi jsou k experimenttim pouzity. Bunky

ve vyssi pasazi maji zhorSenou schopnost migrovat a proliferovat (Cao et al., 2021).
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Modelem, ktery velmi dobte reprezentuje specifické charakteristiky mozkovych metastatickych
bungk, jsou bunééné kultury metastazujici preferencéné a cilené¢ do mozku. Piikladem je tzv. mozek
vyhledavajici (z angl. brain-seeking) linie karcinomu prsu MDA-MB-231BR odvozena od parentalnich
bunék MDA-MB-231P. Tyto linie se ziskavaji nékolikanasobnym pasazovanim v mys$im modelu. MDA-
MB-231P jsou injikovany do levé srdecni komory, ze které se systémovou cirkulaci §iii do rtiznych
organt vetné mozku. Bunky z mozkovych metastaz jsou izolovany a opét injikovany do levé srdecni
komory mysi. Tento proces se opakuje do doby, kdy nejsou histologicky detekovany zadné

mikrometastazy v jinych organech nez v mozku (Yoneda et al., 2001) (Obr. 4).
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Obr. 4: Priprava mozek vyhledavajici linie karcinomu prsu MDA-MB-231BR (vytvofeno s vyuzitim

softwaru Biorender)

K vyzkumu mozkovych metastaz jsou hojné vyuzivany geneticky modifikované bunécné linie.
Pomoci transfekce nebo transdukce jsou do bunék vkladany cizi nukleové kyseliny (napt. plazmidové
DNA) za ucelem studia genové exprese téchto bun€k nebo jejich vizualizace; takové kultury jsou
oznacovany jako reportérové. Piikladem vyuziti transdukce je znaceni luciferdzou, které umoziuje
detekci oznacenych bunék in vivo metodou bioluminiscence, a dale znaCeni fluorescencnimi
reportérovymi proteiny (Horibe et al., 2014). Metodu transfekce luciferdzou vyuzili napt. Dragulescu-
Andrasi et al. pro detekci aktivace protedz zapojenych do migrace a metastazovani nddorovych bunék.
Pouzili modifikovany luciferin (aminoluciferin), substrat luciferazy, ktery byl §t€pen pouze pfi aktivaci

studovanych protedz (Dragulescu-Andrasi et al., 2009).

Bunééné kultury jsou diky své dostupnosti a snadnému vyuziti jedny z nejrozsitfenéjsich
modelt. Lze pomoci nich zkoumat vznik metastaz, rist a dalsi vlastnosti nadort a také uc¢innost terapie.
Vyuziti samotnych bunécnych kultur ma vSak cetné limitace. Dvourozmérné bunécné kultury
nevystihuji pfesné strukturu tkani a nddord; bunky v kultufe maji plny a zcela rovhomérny pfistup ke
kysliku a zivindm, coz neodpovida situaci in vivo (shrnuto v Kolenda et al., 2016). Bez vyuziti riiznych

kokulturnich strategii v tomto modelu rovnéz schazi vliv nadorového stromatu (imunitnich bunék,
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tkané a chovani nadorovych bun¢k v ni.

4.2 3D in vitro modely
4.2.1 Sferoidy

Jako sferoidy jsou oznaCovany agregaty nadorovych bunék, které se formuji v neadhezivnich
podminkach. Tyto modely jsou charakteristické mj. specifickym typem rdstu, metabolismu, pteziti a
migrace nadorovych bunék. Pravé s ohledem na 3D uspotadani, které 1épe reprezentuje mezibunécné
interakce 1 interakce bun¢k s okolim, jsou sféroidy hojné vyuzivany v onkologickém vyzkumu véetné

vyzkumu biologie mozkovych metastaz.

Pro sferoidy je charakteristické jadro (tzv. core), ve kterém maji buiiky horsi pfistup ke kysliku
a zivinam, a jadro tak mize byt az nekrotické. Toto jadro je obklopené buiikami proliferujicimi
(Nagelkerke et al., 2013). Rychlost vzniku centralni nekrézy zavisi na velikosti sferoidii — u sferoidu
nad 500 um se typicky nekrotické jadro vyvine do 5 dnd, u sferoidd do 200 um se vyvine az po ptiblizné
8 dnech (Froehlich et al., 2016). Bylo prokéazano, Ze se ve sferoidech formuji 3 zony, ve kterych bunky
migruji a proliferuji s rozdilnou rychlosti a intenzitou (Obr. 5). Se vzdalenosti od jadra se rovnéz snizuje
jejich denzita. Toto rozdé€leni je dulezité pro moznou automatizaci vyhodnocovani migra¢nich a
prolifera¢nich experimentt se sferoidy. V kazdé zoné maji bunky rozdilnou metabolickou aktivitu,
kterou Ize stanovit napt. pomoci pH indikétoru resazurinu. Cim vy3§i je metabolicka aktivita bun&k, tim
vice je resazurin redukovan, coz vede ke zmén¢ jeho barvy a zméné v méfené absorbanci (Shabalina et
al., 2021). V kulturaich ve form¢ sferoidii bylo rovnéz detekovano vysS$i mnoZstvi reaktivnich
kyslikovych radikalt nez ve 2D kulturach, coz poukazuje na jejich aktivnéjsi metabolismus (Q. Liu et

al., 2018). Ve sferoidech vSak bunky vykazuji nizsi preziti nez ve 2D kulturach (Ivascu et al., 2006).

Zona proliferace

Zo6na klidu

Jadro sferoidu

Obr. 5: Zo6ny bunék ve sferoidu a jejich metabolicka aktivita (upraveno podle Friedrich et al., 2007 a

Mehta et al., 2012; vytvofeno s vyuZitim softwaru Biorender)

Pro piipravu sferoidl se vyuziva riznych metod, vSechny jsou vSak zaloZeny na principu toho,
ze bunky preferuji vzdjemnou adhezi pted adhezi k povrchu. Toho Ize dosahnout mechanicky nebo

chemicky pouzitim neadhezivnich substrati; mezi mechanické zpiisoby pfipravy sferoidii patii metoda
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visici kapky (tzv. hanging drop), kdy je agregace bun¢k indukovana gravitacni silou. Do média je mozné
pridat viskozni latku (napt. metylceluldzu), aby se zvysila jeho hustota. Rovnéz je mozné sferoidy tvofit
metodou rotacnich kultur, ktera umoznuje sferoidy produkovat ve velkém poctu. Tato metoda je
zalozena na neustalém michani bunécné suspenze, které vede k agregaci bun€k a tim i k formaci
sferoidii. Nevyhodou je, Ze buitky mohou byt pii michani mechanicky poskozeny (Nagelkerke et al.,
2013). Mimo mechanické zpasoby lze dale pftipravit sferoidy kultivaci bunék na neadherentnim
povrchu, jakym je napiiklad agaréza. Tou je bud’ mozné pokryt dna jamek desky nebo s vyuzitim
komeréné dostupnych plastovych ¢i silikonovych forem ptipravit agar6zové ,,mikro-formy*, do kterych

je nasledné aplikovana suspenze bunék (Costa et al., 2014).

Sferoidy lze tvofit z jedné nebo riznych bunéénych populaci. Diky tomu je mozné modelovat
interakce nadorovych bunék s bunikami stromalnimi, napf. imunitnimi nebo mezenchymalnimi. Existuji
rizné kokultivacni strategie, mezi které patii kokultivace vice bunéénych populaci, kultivace sferoidu
v buné¢né suspenzi a spojeni vice sferoid dohromady (shrnuto v Friedrich et al., 2007) (Obr. 6). Pfi
formaci sferoidd je vyhodné rovnéz vyuziti fluorescenéné oznacenych bunék, které umozni odliSeni

jednotlivych bunéénych populaci (Kondapaneni et al., 2022).

Smésny sferoid Spojeni vice sferoidil Sferoid + bunééna suspenze Smésny sferoid

. - e Nadorové Fibroblasty
Fibroblasty + endoteliaini buriky buiiky (fibronektin)

Obr. 6: Prehled kokultivacnich strategii nadorovych a stromélnich bunék. Nejcasteji vyuzivané jsou
kultury naddorovych buiiky, imunitni butiky, fibroblasty a endotelové buiiky (upraveno podle Friedrich
et al., 2007).

Ptikladem linie, ktera sferoidy formuje ochotné, jsou buiiky plicniho adenokarcinomu A549,
které sferoidy vétSinou zformuji do 4 dnti od nasazeni (Friedrich et al., 2009). Ne v§echny bunécné linie
jsou vsak schopné sferoidy tvofit. Néekteré buinky potfebuji pro tvorbu sferoidd Matrigel (t].

solubilizovana matrice bazalni membrany) nebo metylcelulozu (Froehlich et al., 2016).

Sferoidy jsou vhodné pro modelovéani nadord, které jsou Spatné vaskularizované, vykazuji
vysokou miru hypoxie a nedostatek Zivin. Jsou hojné¢ vyuzivanymi modely pro studium invaze,
proliferace, diferenciace a metabolismu nadorovych bun€k (Ivascu et al., 2006) Vhodné jsou také pro
studium odpovédi nadorti na chemoterapii a radioterapii, protoze tfidimenzionalni modely 1épe vystihuji
nadory in vivo. Na bunky, které jsou blize stfedu sferoidu nemusi mit radioterapie efekt a

chemoterapeutika mohou byt relativiné méné€ dostupna (Friedrich et al., 2009).
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Na sferoidech z fluorescencné znacenych nadorovych bunék z mozkové metastazy karcinomu
prsu byl testovan vliv chemoterapeutika paclitaxel. Bylo zji§téno, ze vyssi koncentrace paclitaxelu
inhibuje rust téchto sferoidi, Zivotnost bun€k vsak nebyla ovlivnéna (Kondapaneni et al., 2022). Dale
je mozné s vyuzitim sferoidti v kombinaci s hydrogely o rozli¢né tuhosti studovat dormanci a proliferaci
nadorovych bunék. Nadorové bunky proliferuji rychleji na tuhych hydrogelech, coz bylo potvrzeno i

s vyuzitim sféroidd (Kondapaneni et al., 2020).

4.2.2 Hydrogely a scaffoldy
Hydrogely a scaffoldy umoziuji pfipravit tfidimenzionalni modely, které modeluji nejen

interakce mezi buiikami navzajem, ale také mezi buitkami a ECM.

Hydrogely jsou syntetické nebo ptirozené polymery, které jsou schopné zadrzet velké mnozstvi
vody a ostatnich biologickych tekutin (v praxi je vyuzivan napt. fosfatovy pufr nebo kultivaéni media).
V onkologickém vyzkumu jsou hojné vyuzivany pro simulaci extracelularni matrix, jsou tedy vhodné
pro studium chovani bunék v kontextu okolniho mikroprostedi vcetné specifického mikroprostiedi
mozkové metastazy (shrnuto v Thakor et al., 2020). Jednotlivé hydrogely charakterizuji jejich
ovliviiuji chovani bun€k v nich, patii jejich degradabilita (tj. moZnost hydrolytického §tépeni) a tzv.
denzita ligandu, tedy denzita peptidi obsahujicich motiv arginylglycylaspartatové kyseliny (RGD
motiv), které jsou specifickymi ligandy pro integriny na povrchu nadorovych bunék. Vazba nadorovych
bunék na ECM pomoci integrinti je zasadni pro adhezi a dal$i biologické vlastnosti spojené
s metastazovanim. Mechanické vlastnosti hydrogelt, relevantni pro studium biologie nadorovych
bunék, jsou tuhost, bobtnani (z angl. swelling) a sitovani (Pradhan & Slater, 2019). Tuhost hydrogelt
1ze modifikovat koncentraci sitovadla, ¢imz lze docilit tuhosti, ktera napodobuje ECM zdravého mozku
(tuhost kolem 0,4kPa) nebo mozku s nadorem (tuhost kolem 4,5kPa) (Narkhede et al., 2020). Miru
bobtnani ovlivitluje koncentrace sitovadla N-vinyl pyrolidinonu. Pfi jejim zvySeni dochézi k

redukci bobtnani kviili zvysenému sitovani hydrogelu (Pradhan & Slater, 2019).

Dulezitym parametrem charakterizujicim hydrogely je stupen substituce (DS). Ten je ovlivnén
sloZzenim hydrogelu a jeho bobtnanim. Jedna se o pocet substitu¢nich skupin pfipojenych na zakladni
jednotku polymeru. Pro riizné hodnoty DS je do hydrogell pfidavano rtizné mnozstvi karboxymetyl
Skrobu (Zahib et al., 2020) nebo N-vinyl pyrolidinonu (Pradhan & Slater, 2019). Vyuziti hydrogela
s pfesné definovanym DS je vhodné pro modelovani chovani nadorovych bunék v prostfedi s riznou

tuhosti ECM (Vasudevan et al., 2020).

Pro piipravu hydrogeld se vyuzivaji rGzné substraty. Nejcastéji se jedna o kyselinu
hyaluronovou, ktera, jak jiz bylo zminéno, ptedstavuje jednu z hlavnich sloZzek mozkové extracelularni
matrix a interaguje s metastatickymi nadorovymi buiikami pies receptor CD44 (Jadin et al., 2015).

Samotna HA je velice snadno degradovatelna a ma velmi nizkou rigiditu; proto se pro pfipravu
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hydrogeld vyuziva modifikace metakrylatem. Hyaluronan-metakrylat mtize byt nasledné polymerizovan
plisobenim UV zafeni anebo s vyuzitim sitovadla dithiothreitolu, jehoz rizné koncentrace zajistuji
riznou tuhost a elasticitu hydrogelti (Narkhede et al., 2020). Mezi dalsi materidly vhodné pro ptipravu

hydrogelu patii fibrin (Liu et al., 2018) nebo polyethylenglykol (Pradhan & Slater, 2019).

Hydrogely se hojn¢ vyuzivaji ke studiu dormance nadorovych bunék, ktera je charakteristickym
rysem bun¢k zakladajicich metastazy. Sledovanim exprese markertl riznych fazi bunécného cyklu u
bunék MDA-MB-231BR bylo prokazano, ze tyto buniky vykazuji dormantni fenotyp na mekkych
hydrogelech, tuhosti odpovidajicich ECM zdravého mozku, a na tuhych hydrogelech, reprezentujicich
ECM metastatického loziska, naopak vice proliferuji. Dormance zavisla na tuhosti hydrogelu je
pravdépodobné reverzibilni a ¢astecné zavisla na fokalni adhezni kinaze (Narkhede et al., 2020). Na
hydrogelech byla rovnéz testovana migrace bunék karcinomu prsu za nadorové asociovanymi
fibroblasty (CAF) z mozkovych metastaz. Byl vyuzit hydrogel zaloZzeny na hyaluronanu s pridavkem
polyethylen glykol diakrylatového (PEGDA) crosslinkeru a thiolem modifikovaného kolagenu. Bylo
zjisténo, ze agregaty CAF atrahuji nadorové bunky, které k nim migruji pies hydrogel (Chung et al.,
2017). Pomoci hydrogeli 1ze modelovat i migraci bun€k pies hematoencefalickou bariéru. V praci Zahid
et al byl na inzerty aplikovan hydrogel ze smési zelatiny a metakrylatu, ve kterém byly navic zality
astrocyty; na povrch hydrogelu byly nasazeny endotelové bunky. Nakonec pies tuto soustavu migrovaly
fluorescenéné oznacené bunky karcinomu prsu. Piidavek cisplatiny v tomto modelu signifikantné snizil

migraci nadorovych bunék (Augustine, Zahid, et al., 2021).

Krom¢ hydrogelt jsou v onkologickém vyzkumu vyuZzivany i scaffoldy na bazi poly(laktat-ko-
glykolidatu) (PLG) (Azarin et al., 2015) a polykaprolaktonu (PCL) (Rao et al., 2016). PLG saffoldy,
vytvofené s vyuzitim 3D tisku, byly testovany v potencialni terapeutické aplikaci. Vykazovaly
hemostaticky efekt a bylo testovdno jejich ,napusténi® protinadorovymi lécivy, ktera se znich
uvoliovala v kyselém pH (Shi et al., 2020). PLG a PCL jsou biodegradabilni materialy, pii potencialnim
terapeutickém vyuziti by proto nemusely byt tyto scaffoldy z téla opét vyjimany.

PCL scaffoldy dobte kopiruji strukturu subarachnoidalniho prostoru mozku. Proto byly vyuzity
k modelovani leptomeningedlnich metastaz, které vtomto misté tvoii meduloblastom. Adheze
nadorovych buné€k na téchto scaffoldech zavisi na porozité a primeru vlaken, ze kterych jsou scaffoldy
sloZzeny. Byla na nich rovnéz zkoumana migrace a penetrace nadorovych bungk, které byly péstovany
ve formée sferoidl, dovnitf do scaffoldu. Migrace bunék byla nizsi, kdyz byly sferoidy kultivovany na
scaffoldech (Fowler et al., 2023). Pii praci se scaffoldy in vitro byla rovnéz pozorovana zvySena
schopnost metastazovani, progrese a kolonizace bun¢k karcinomu prsu oproti situaci ve 2D kultute
(Balachander et al., 2015). Pro vyzkum mozkovych metastdz nebyly PLG a PCL scaffoldy dosud
vyuzity, nicmén¢ zejména pro vyzkum leptomeningealnich metastaz se nabizeji jako model, ktery velmi

dobfe reprezentuje strukturu dané tkane.
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4.2.3 Tzv. brain slice culture

Pro modelovani metastazovani do mozku je vysoce relevantni model tzv. brain slice culture, kdy
jsou sferoidy nebo suspenze nadorovych bun¢k kultivovany na fezech z mysich mozkt. Bunky, které
promigrovaly do fezli jsou fluorescencné oznaceny a mohou byt zobrazeny pomoci konfokalniho
mikroskopu. Tato metoda je vhodna pro pozorovani invaze nadorovych bunék do intaktni mozkové
tkané (Dankner et al., 2024). Stejnd metoda byla vyuzita i pfi modelovani glioblastomu, jakozto

primarniho mozkového nadoru (Decotret et al., 2023).

4.2.4 Organoidy

Organoidy jsou tfidimenzionalni, mikroskopické, samoorganizujici se struktury, které jsou
tvoteny in vitro z pluripotentnich kmenovych bun€k (PSC). Vystihuji strukturu a funkce organi, ze
kterych byly odvozeny. Organoidy mohou byt odvozeny od lidskych nebo mySich PSC (shrnuto v
Tuveson & Clevers, 2019). Pro modelovani mozku se vyuZzivaji cerebralni organoidy, které mohou
predstavovat jeho riizné regiony (Lancaster et al., 2013). Tyto cerebralni organoidy obsahuji neuralni
progenitory, neurony a gliové buiky vytvorené z lidskych PSC (Choe et al., 2020). Nemaji vSak cévy a
imunitni butiky, a proto nevystihuji zcela pfesné prostiedi mozku in vivo. Je ale mozna jejich kombinace
s imunitnimi buiikami a fibroblasty, ktera umoznuje vyzkum nadorového stromatu u organoidd. Rovnéz

zvySuje jejich podobnost k mozku (shrnuto v Tuveson & Clevers, 2019).

Organoidy se pfipravuji metodou rozhrani vzduch-kapalina (Neal et al., 2018). Kmenové bunky,
ze kterych jsou tvoreny, se kultivuji v Matrigelu v rotacni kultufe, ve které je mozné kultivovat téz

sferoidy (shrnuto v Tuveson & Clevers, 2019).

Je mozné ptipravit organoidy jako model mozkové tkan€ s pfitomnosti metastazy. Pro tento ucel
slouzily vprdci Choe et al. modifikované cerebrdlni organoidy, které byly pfipraveny
kokultivaci plicnich nddorovych bunék a ptiblizn€¢ 100 dnti starych cerebralnich organoidi odvozenych
od embryondlnich kmenovych bun¢k v rotacni kultufe. Na téchto specidlnich organoidech bylo
prokazano, ze nadorové buiiky si udrzuji stejnou proliferacni kapacitu, kterou vykazuji ve 2D kulturdch
(Choe et al., 2020). Tyto nadorové buiiky mohou byt specificky oznacené (napt. fluorescencnim
proteinem mKate2) a diky tomu je mozné sledovat jejich invazi do organoidu. U bun¢k malobunécného
karcinomu plic bylo pozorovano, ze nddorové bunky invaduji do organoidi jiz béhem 24 hodin (shrnuto

v Quaranta & Linkous, 2022).

Organoidy maji jako modely mozkovych metastdz velky vyznam. Jejich vyuzitim je mozné
predikovat, jaky uc¢inek bude mit chemoterapie na nadorové bunky (H. M. Wang et al., 2023). Tato 1éCiva
by vSak méla byt dale otestovana na schopnost priniku ptfes BBB, nebot’ tuto vlastnost na organoidech
overit nelze. Organoidy jsou rovnez vhodné pro studium metastatického procesu v mozku. Prikladem

1éciva testovaného na organoidech mozku s pritomnosti mozkové metastazy je inhibitor EGFR gefitinib.
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Byly vyuzity nadorové bunky oznacené luciferdzou, jejiz aktivita byla pfi pfidani gefitinibu

signifikantné¢ snizena (Choe et al., 2020).

4.2.5 Modely simulujici hematoencefalickou bariéru

Modely simulujici hematoencefalickou bariéru hraji velkou roli ve vyzkumu extravazace a
bun¢k zakladajicich mozkové metastazy a dale ve studiu priniku lé¢iv do mozku. BBB muze byt
studovana in vivo i in vitro. U modelt in vivo se méti koncentrace 1é¢iv proniklych do cerebrospinalni
tekutiny modelovych zvifat. Tento piistup vSak neni pfili§ vyuzivan kvili naro¢nému provedeni a
vysoké cen€. In vitro modely zahrnuji modely zalozené na tzv. transwell assay, ktera vyuziva kultivaci

bungk na inzertech, a dale dynamické modely.

4.2.5.1 Modely BBB zaloZené na tzv. transwell assay

Pro kokulturni modely zaloZené na transwell assay se vyuzivaji endotelové bunky, astrocyty a
pericyty, a to v riznych variantach nasazeni téchto buné€k na kultiva¢ni inserty a do jamky. Tradi¢ni
usporadani odpovida struktufe BBB in vivo a zahrnuje nasazeni endotelialnich bunék na vrchni stranu
kolagenem potazené membrany inzertu, pericytli z druhé strany této membrany a astrocytti na dno jamky
inzertu. Pomoci tohoto typu modelu BBB je mozné testovat, ktera 1éCiva jsou schopna prostupu pies
BBB (Nakagawa et al., 2009). Jiné varianty nasazeni mohou zahrnovat mono-kultivaci, kokultivaci a

trikultivaci jednotlivych bunéénych typi (Hatherell et al., 2011) (Obr. 7).

oooooooooooooo

ooooooooo

Mono-kultivace Ko-kultivace Ko-kultivace Tri-kultivace Tri-kultivace
Endotelidini buiiky Endotelidlni buiky Endotelialni buriky Endotelialni bufiky Endoteliaini buriky
(Eervené) (Eervené) a astrocyty (Cerveng) a pericyty (Eervené) a astrocyty (Eervené) a pericyty

(zeleng&) (oranzove) (zeleng&) v pfimém (oranZové) v pfimém
kontaktu, pericyty kontaktu, astrocyty
(oranZové) na dné (zelen&) na dné kultivaéni
kultivaéni jamky jamky

Obr. 7: Transwell modely BBB (upraveno podle Hatherell et al., 2011; vytvofeno s vyuzitim softwaru

Biorender).

Jsou vytvareny i modifikace této eseje jako napf. insert modifikovany Zzelatinou a
metakryloylem. Na tomto modelu byl testovan efekt cisplatiny na migraci bun¢k karcinomu prsu MDA -
MB-231 ptes BBB a bylo zjisténo, Ze cisplatina tuto migraci inhibuje (shrnuto v Augustine, Agel, et al.,
2021). K méfeni prostupnosti BBB ve vztahu k formaci té€snych spoji lze vyuzit metodu méfeni
transendotelidlni elektrické rezistence (TEER). Nejvyssi hodnotu TEER vykazuje kokultivace astrocyti
s endotelialnimi bunikami (Hatherell et al., 2011). S vyuzitim tohoto modelu BBB bylo rovnéz
demonstrovano, ze transmigrace bunék melanomu pies BBB porusuje integritu endotelidlni vrstvy. Toto
poskozeni se projevuje snizenim TEER a pfitomnosti apoptotickych endotelialnich bunék (Fazakas et
al., 2011).
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4.2.5.2 Dynamické modely BBB a tzv. lab-on-a-chip modely
V dynamickém modelu proudi tekutina, kterda mize obsahovat nadorové nebo imunitni burky,

pies vrstvu bun¢k endotelu. Tim padem zde pusobi tieci sila.

Dynamicky model BBB byl pouzit ke studiu priichodu 1é¢iv a imunitnich bun¢k do centralniho
nervového systému. Tento model byl vytvoren z dutych propylenovych vlaken, ktera byla uspotadana
do aparatury se zdrojem média a s pulzni pumpou pro jeho kontinualni proudéni. Vldkna byla na
luminalnim povrchu osazena endotelidlnimi bunikami, na ablumindlnim astrocyty. Povrch vlaken byl
opatfen pory; velikost port ur¢ovala, zda byla umoznéna pouze vyména plynti a zivin mezi luminalnimi
a abluminalnimi kompartmenty, nebo také extravazace bun¢k. Permeabilita BBB v tomto modelu byla
také monitorovana metodou TEER. Na tomto modelu byl testovan priichod protinadorovych 1é¢iv pies
BBB po jeji do¢asné permeabilizaci pomoci média obsahujiciho mannitol a dale extravazace bunék skrz

BBB (Cucullo et al., 2011).

Xu et al. vyvinuli mikrofluidni systém, ktery byl schopen efektivné replikovat multicelularni
architekturu, mechanické vlastnosti, 3D strukturu ECM a funk¢ni odpovéd BBB v normalnich a
patologickych podminkach. Na tomto modelu byl proveden vyzkum, jak k integrit¢ BBB pfispiva
vaskularni proudéni a pfitomnost astrocytd. Vystaveni dynamickému toku signifikantné zvysilo expresi
proteind endotelialnich tésnych spoji a adhezivnich proteinti. Také bylo zjisténo, ze expresi téchto
proteind rovnéz zvySuje piidavek astrocytti k mikrovaskuldrnim endotelialnim bunkam. Tyto vysledky
naznacuji, Ze vaskularni tok a astrocyty piispivaji k udrzovani integrity BBB zvySenim exprese proteind
tésnych spojii v endotelialnich bunkach a rovnéz zvysSuji TEER mikrovaskularnich endotelialnich
bunek. Na tomto modelu byl také sledovan prinik nddorovych bunék ptes BBB. Bylo zjisténo, ze bunky
karcinomt plic, prsu a melanomu metastazujici do mozku byly schopné BBB piekonat a buiky
karcinomu jater nikoliv, coz odpovida histopatologickému piivodu vétSiny mozkovych metastaz. (Xu et

al., 2016).

BBB lze modelovat s vyuzitim platformy lab-on-a-chip. Ta byla popsana W. Liu et al. jako
multiorgdnovy mikrofluidni ¢ip modelujici mozkové metastazy z karcinomu plic. Byla zkonstruovana
ze dvou ¢asti, a to z ,,upstream‘ modelu plic, reprezentujici primarni nadorové lozisko, a ,,downstream*
modelu mozku jako cile pro metastazujici buiiky. Tyto ¢asti byly vzajemné propojeny kanalem, ktery
rozdélovala BBB (Obr. 8). Na tomto modelu byla studovéana extravazace nadorovych bun¢k (W. Liu et

al., 2019).
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Obr. 8: Schéma modelu lab-on-a-chip (upraveno podle W. Liu et al., 2019).

Vyhody, nevyhody a piiklady vyuziti in vitro modeli vyuzivanych ve vyzkumu biologie

mozkovych metastaz, jejich mikroprostiedi a odpovédi na terapii jsou shrnuty v Obr. 9.
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Obr. 9: Porovnani in vitro modeltt mozkovych metastaz (vytvofeno s vyuzitim softwaru Biorender)

4.3 In vivo (zviteci) modely

Dutlezitou roli ve vyzkumu mozkovych metastaz hraji zvifeci modely. Ty jsou vyuzivany

predev§im pro ziskavani poznatkli o metastatické kaskadé, vyzkum vlivu nadorovych bunck na

organismus, testovani protinadorovych 1é¢iv a pro potvrzeni poznatkt ziskanych in vitro. Majoritné jsou
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vyuzivany mysi modely, fidce modely vyuzivajici jina laboratorni zvitata (danio pruhované, potkan a

dalsi).

4.3.1 MyS (Mus musculus)
4.3.1.1 Xenografty

Jako xenografty oznacujeme nadorové §tépy transplantované z jedince jednoho druhu do jedince
druhu jiného. U vyzkumu nadorovych onemocnéni se provadi nejcastéji transplantace lidského
materialu prevazné do mysi. Jsou rozliSovany xenografty odvozené od bunécnych linii (CDX) a od
nadorové tkané (PDX). Jsou vyuzivany specialni imunodeficientni mysi, aby nedo$lo k odmitnuti
nadorovych bun¢k imunitnim systémem hostitele. Piikladem je NSG mys, které chybi zralé B-
lymfocyty, T-lymfocyty a NK bunky. Déle se vyuzivaji SCID mysi, které chybi B- a T-lymfocyty
(shrnuto v J. Chen et al., 2022).

Implantace nadorovych bunék se u xenograftii provadi intrakranialné nebo do systémového
cévniho fecisté (intrakardialné nebo do arteria carotis interna). Intrakranialni implantace je vhodna pro
studium mikroprostfedi mozkovych metastaz a efektu novych terapeutickych piistupti. Nicméné,
nadorové buriky pii ni nemusi prochazet pies BBB, a proto nereplikuje piesné kolonizaci mozku pfi
metastatickém procesu. Po implantaci mtze rovnéz dojit v mozku k zanétlivé reakci. Mezi vyhody proti

implantaci do tepenného fecisté patii rychlejsi vyvoj nadoru a jeho lokalizace na pfedem ur¢eném misté.

Pti implantaci nadorovych bun¢k do systémového feCisté se bunky injikuji intrakardialné nebo
intraarterialné¢ do arteria carotis interna. Témito zpusoby injekce 1ze modelovat a zkoumat definované
¢asti metastatického procesu, a to extravazaci a kolonizaci mozkové tkané nebo propustnost
hematoencefalické bariéry, a dle Ize tento pfistup vyuzit také k selekci tzv. mozek vyhledavajicich linii,
jejichz ptiprava je popsana v kapitole 4.1 Bunécné kultury (Geisler et al., 2020). Intraarterialni injekce
se vSak Sance, Ze dojde ke vzniku metastaz pouze v mozku, protoze builky cestou arteria carotis interna
putuji ptimo do kapilarni sit€¢ mozku. Pfi intrakardialni injekci nadorovych bun¢k mtize dojit ke vzniku
metastdz i v jinych organech. Této skute¢nosti miize byt vyuzito pro porovnavani bun¢k metastazujicich
do riznych organti (Sevenich et al., 2014). Pfi vyzkumu mozkovych metastaz to miize znamenat i

nevyhodu a to, ze miize dojit k prodlouzeni procesu piipravy mozek vyhledavajicich linii.

V neposledni fad¢€ se v ramci vyzkumu mozkovych metastdz provadi implantace i subkutanné a
do tukové tkan€. Vyhodou subkutanni implantace je jeji jednoducha proveditelnost a snadny pftistup
ke vzniklému nddoru. Nevyhodou je, ze nadorové buriky jsou implantovany do prostiedi bohatého na
imunitni bunky, které mohou zplsobit odhojeni vznikajiciho nadoru. Misto implantace rovnéz

nereflektuje specifika mozkové tkané.
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Nadorové bunky implantované do mysi byvaji zobrazovany pomoci reporterového systému
vyuZzivajiciho transgenni exprese luciferazy (Obr. 10). Pravé xenografty jsou modely, které¢ jsou
mimofadné vhodné pro vyzkum mozkovych metastaz z karcinomti plic, prsu a melanomu. Bylo totiz
prokazano, ze lidské mozkové metastazy a xenografty od nich odvozené maji podobné profily genové

exprese (Faria et al., 2022).

Vektor luciferazy

Y 5
Transfekce Rust nadoru

|

e i
;\\ -;

In vivo bioluminescenéni

Injekce D- b
zobrazovani

luciferinu

Obr. 10: Injekce bunék transfekovanych luciferazou a nasledna bioluminiscenéni analyza vzniklého

intrakranialniho nadoru (vytvofeno s vyuzitim softwaru Biorender)

Xenografty jsou vyuzivany k testovani novych terapeutickych pfistupti, mezi jinymi také k
vyzkumu vlivu radioterapie na nadorové bunky. Mysi s implantovanymi buiikami karcinomu prsu
overexprimujicimi HER2, BT474BrM3, byly vystaveny celomozkové radioterapii. Buiiky byly
upraveny tak, aby exprimovaly luciferdzu a mCherry fluorescencéni protein. Bylo prokazéno, ze
radioterapie vyvolava zmény v cévnim zasobeni nadoru a tim zvysi absorpci fragmentt protilatek proti
HER2. Toto by mohlo usnadnit vyuziti radioaktivné znacenych fragmentt protilatek k detekci a 1écbé
mozkovych metastaz exprimujicich HER2 (Procissi et al., 2022). Dale byl na xenograftech proveden
vyzkum vlivu nanocéstic jodu (INP) na ucinnost radioterapie. Nadorové buiiky karcinomu prsu byly
implantovany intrakraniadln€¢ a INP intravendzné€. Byly porovnadny jednotlivé skupiny mysi (nelécené,
vystavené radioterapii a ty, kterym byly injikované INP a nasledné byly vystavené radioterapii) a bylo
zjisténo, ze aplikace INP v kombinaci s naslednou radioterapii vyrazné prodlouzila pfeziti mysi. Jod
behem radioterapie absorbuje rentgenové zareni, tvoii volné radikaly a zpisobuje lokalni poskozeni

nadoru. Tim zesiluje lokalni davku radioterapie na nador (Hainfeld et al., 2020).

S vyuzitim xenograftii byl rovnéz testovan vliv protisrazlivych latek na tvorbu mozkovych
makrometastaz. Buiiky karcinomu prsu byly injikovany intrakardidln€é a pfiblizné po tydnu byla

pozorovana tvorba srazenin v mozkovych cévach, ktera je spojena s uspéSnou extravazaci nadorovych
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bun¢k. Proto by mohlo vyuziti antikoagulantii znamenat jistou prevenci vzniku mozkovych metastaz

(Feinauer et al., 2021).

Krom¢ vyzkumu zaméfeného na efektivitu a vyvoj terapeutickych pristupti probiha s vyuzitim
mySich modela také zakladni vyzkum biologie mozkovych metastaz. Naptiklad, na modelu karcinomu
prsu byla odhalena role N-Myc downstream regulovaného genu 1 (NDRGI1) v rdstu nadorti a
mozkovych metastazach. V tomto experimentu byly bunky karcinomu prsu implantovany do tukové
tkané nebo do ocasni Zily mysi. Bylo zjisténo, Ze buniky vysoce exprimujici NDRG1 u mysi vice tvotily
mozkové metastdzy a zaroven snizovaly preziti mys$i. Utlumeni jeho exprese vedlo u mysi k inhibici

ristu primarniho nadoru a mozkovych metastaz (Villodre et al., 2021).

Dale byl proveden vyzkum role mozkovych endotelidlnich bunék a astrocyti v ochrané
nadorovych bunék pred chemoterapii prostfednictvim signalizace zavislé na endotelinu. Do
imunodeficientnich mysi byly intraarteridln¢ do arteria carotis interna injikovany luciferazou znacené
bunky karcinomu prsu (MDA-MB-231) a plicniho adenokarcinomu (PC-14). Mysim bylo nasledné
podavano cytostatikum paclitaxel a antagonista endotelinového receptoru macitentan v riznych
davkach a byl monitorovan jejich stav a doba pieZiti po podani obou latek. Podavani paclitaxelu a
macitentanu samostatné neme¢lo na pieziti mysi zadny vliv. Skupina, které byla podavana kombinace
téchto latek, vykazovala delsi dobu preziti. Tato kombinace 1é¢iv rovnéz vyustila ve snizené déleni
nadorovych bun¢k a stimulovala apoptozu u nadorovych a nadorove asociovanych endotelialnich bunék.
Proto miize byt tento pifistup novym zplisobem terapie pro pacienty s mozkovymi metastazami (H. J.

Lee et al., 2015).

4.3.1.2 Syngenni mySi modely

Jako syngenni jsou oznaCovdny modely v pfipadé€, ze se jednd o transplantaci bunék mezi
geneticky identickymi jedinci nebo o implantaci geneticky shodnych buné€k. Implantaci lze rovnéz
provést riznymi zplsoby, a to intrakranidln€, do systémového fecist€¢ a do tukové tkané. Vyhodou
syngennich modeld je, ze je mozné zkoumat mozkové metastazy v organismu s intaktnim imunitnim
systémem. Proto jsou vhodné pro vyzkum reakce imunitniho systému na mozkové metastazy a
hodnoceni imunoterapeutickych ptistupii. V porovnani s xenografty vSak syngenni modely dosdhnou
rychleji stavu, kdy velikost nadort a klinicky stav zvitat vyzaduji ukonceni experimentu. Toto limituje

jak vyzkum metastatické kaskady, tak vyzkum t¢inku moznych protinadorovych 1éciv.

Z diivodu omezené dostupnosti jsou syngenni modely méné vyuzivané nez xenografty, a pocet
studii, které je vyuzivaji, je omezeny. Byl vyvinut model spontannich metastdz karcinomu prsu zvany
TBCP-1, ktery napodobuje metastazovani HER2 pozitivniho karcinomu prsu do mozku. Tento model
byl vyuzit pro testovani efektu latky neratinib, ktera v experimentalnich mozkovych metastazach
indukovala bunécnou smrt typu ferroptdzy. Byla stanovena efektivni davka neratinibu, ktera prodlouzila

preziti téchto mysi bez pfitomnosti zadvaznych nezadoucich U€inkli (Nagpal et al., 2019). Daéle byl
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vyvinut syngenni model mozkovych metastaz karcinomu plic, na kterém byl zkouman vliv ptidavku
imunoterapie anti-CTLA-4 k radioterapii na mozkové metastazy. Bylo zjisténo, Ze efektivita
imunoterapie zalezi na vhodném nacasovani. Pokud byla aplikovana pied provedenim radioterapie, tak
neméla na nador zadny vliv. Pokud vSak byla imunoterapie aplikovana po né€kolika cyklech radioterapie
a zaroven do 12 hodin po jejim ukonceni, doSlo ke snizeni naloze nadoru. V pfipad¢ aplikace
imunoterapie 24 hodin pfed provedenim radioterapie k tomuto snizeni nedoslo. Dale bylo v této studii
naznaceno, ze kombinace anti-CTLA-4 imunoterapie a radioterapie neméla u mysi vliv na preziti

(Blethen et al., 2024).

4.3.1.3 MySi modely vytvorené genetickym inZenyrstvim (GEMM)

Mysi modely vytvofené genetickym inzenyrstvim (GEMM) jsou ve vyzkumu metastaz obecné
pouzivany pomérné fidce, protoze u nich ke vzniku metastaz spiSe nedochazi. Mize to byt proto, ze
nadory v téchto mysich nejsou tak komplexni jako lidské a také jsou GEMM konstruovany tak, aby
vytvotily primarni nador co nejrychleji, Casto tak nedospéji do stadia tvorby metastaz. Aby byly
nadorové bunky schopné v GEMM metastazovat, tak je potieba indukovat mutace v onkogenech a
tumor supresorovych genech. Pro mozkové metastazy jsou typické mutace v BRAF a KRAS (Jacob et
al., 2015). Mozkové metastazy jsou u GEMM jedny z nejméné Castych a byly popsany jen velmi fidce.

Ptikladem miiZze byt mysi model pro neuroendokrinni plicni nadory, kde je u zvifat provedena inaktivace

Rb1 a Trp53 (Meuwissen et al., 2003).

Ptiklady vyuziti mySich modelt, rozdélené podle pouzitého zpiisobu implantace nadorovych bunék, v

zakladnim a aplikovaném vyzkumu mozkovych metastaz jsou shrnuty v Tab. 1.

Intrakardidlné Intraarterialné do arteria carotis interna

Autor Model Kultury cil Autor Model Kultury cil
Fariaetal,2022  Xenografty =~ MET-CF78, MET-  Porovnani Lee etal., 2015 Xenografty ~MDA-MB-231, Vyzkum role
CF89, MET-CF70, metastatickych PC14 mozkovych
MET-CF69, MET- schopnosti nadorovych endotelidlnich bunék a
CF29, MET-CF81 bunék pfi riznych astrocyta v ochrané
zplsobech implantace nadorovych bunék pred
a srovnani profild chemoterapif
genoveé exprese
lidskych mozkovych
metastaz a od nich s
odvozenych xenograftd Intrakranidlné
Autor Model Kultury cil
Feinauer et al., 2021 Xenografty ~ Jimt1, A2058, Vyzkumvive Fariaetal, 2022 viz. Intrakardidiné
H1DI2 ﬁgt]‘(';?;%%l:s?l (e pe Procissi et al, 2022 Xenografty =~ BT474BrM3 Vyzkum vlivu
- 2 dioterapie na
mozkovych metastaz :waédorovou i
Hainfeld et al., 2020 Xenografty =~ MDA-MB-231 Vyzkum vlivu podani
) g " b nanocastic jodu na
Nagpal et al., 2019  Syngenni TBCP-1 Vyzkum vlivu inhibice uéinnost radioterapie
receptoru pro endotelin
na rlst a progresi
mozkovych metastaz
Subkutanné
Autor Model Kuftury ci
Blethen et al., 2024  Syngenni LLC-Luc2 Vyzkum vlivu _ i G
imunoterapie v Faria et al., 2022 viz. Intrakardidlné
kombinaci s radioterapii villodre etal, 2021 Xenografty ~ SUM148, Vyjizkum role NDRG1
na mozkové metastazy MDA-IBC3 v agresivnim
karcinomu prsu a
mozkovych
metastazach

Tab. 1: Ptiklady vyuziti mySich modeld ve vyzkumu mozkovych metastaz podle zptsobu injekce bunék.
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4.3.2 Danio pruhované (Danio rerio, tzv. zebrafish)

Danio pruhované je model, ktery je diky vysoké mife homologie se sav¢i fyziologii a genetikou
mozné pouzit pro studium lidskych malignit. Je vSak vhodné provadét k experimentim na daniu
dopliujici experimenty na mysich modelech. Na embryich dania byla naptiklad testovana schopnost
praniku 1é¢iv blokujicich kinazu EGFR osimertinibu a gefitinibu pfes hematoencefalickou bariéru a
jejich efekt na mozkové metastazy z bunék nemalobunééného karcinomu plic. Prostfednictvim
imunohistochemické analyzy bylo zjisténo, ze bunky H1975 jsou citlivéjsi na vystaveni osimertinibu

nez gefitinibu. U bun¢k A549 byl efekt obou latek stejny (Fan et al., 2021).

4.3.3 Potkan (Rattus norvegicus)

Dalsim modelovym organismem, ktery umoziuje studium mozkovych metastaz, je potkan.
Stejné jako u mysi jsou vyuzivana imunodeficientni zvifata. Do potkanti byly naptiklad intrakranialné
implantovany sferoidy z nadorovych bun¢k ziskanych z mozkovych metastaz. Nasledné byla sledovana
doba, za kterou se v potkanich mozcich ztéchto sferoidii vyvinou nadory. Sferoidy byly rovnéz
potkaniim implantovany subkutanné a bylo zjisténo, Ze po tomto zptisobu implantace se u potkand nador
nevyvinul. Tato skute¢nost mlize ukazovat na to, Zze nékteré nadorové bunky metastazujici do mozku

vytvofi nador pouze pii intrakranidlnim zptisobu implantace (J. Wang et al., 2011).

5 Zavér

prognoza zustava i pres pokroky v diagnostice a terapii velmi Spatnd. Vyvolavaji intrakranialni
hypertenzi spojenou s mozkovym otokem a ni¢i tak mozkova centra vcetné zivotné dulezitych
v mozkovém kmeni. Stejn€ jako metastazy v ostatnich organech maji i mozkové metastazy negativni
vliv na zdravou tkan v bezprostiednim okoli, méni metabolismus pacienta a vedou k jeho celkovému

chatrani a ke smrti.

Pro vznik mozkovych metastdz plati obecné faktory metastazovani, avSak maji i vyznamna
specifika dané odlisnosti mozkové tkan€, na ktera je tieba pfi vyzkumu jejich biologie a vyvoji novych
terapeutickych pristupli brat zietel. Mezi tato specifika patii predev§im piitomnost hematoencefalické

bariéry, kterou musi metastatické buiiky piekonat.

Vzhledem k obtizim pii studiu mozkovych metastaz, vysoké iimrtnosti pacientti a jejich neustale
narustajici incidenci maji zdsadni vyznam modelové systémy, které slouzi jako nastroj pro pochopeni
zakladnich molekularnich principti vedoucich k metastazovani do mozku. Diky t€émto znalostem by
mohlo byt mozné cilit na nadorové builky metastazujici do mozku jiz v ¢asné fazi metastatického
procesu a tim snizit riziko vzniku metastaz nebo mu zcela zabranit. Rovnéz jsou nezbytné pro testovani
novych terapeutickych piistupt cilicich proti metastatickym bunkam. Dilezité je vSak vybrat pro

testovani specifického biologického aspektu vzniku a progrese mozkovych metastaz spravny model.
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V této praci jsou shrnuty informace o preklinickych modelech mozkovych metastaz od

jednodussich, jako jsou bunécné kultury, az po komplexni v podob¢ zvifecich modelt.

Pro vyzkum jsou vhodné bunééné kultury, které jsou zaroven nejuniverzalnéj§im modelem a je
mozné z nich konstruovat modely komplexng&jsi. Rovnéz je mozné je implantovat do modelovych zvirat

in vivo a zkoumat tak metastaticky proces piimo v organismu. Je vSak mnoho aspektl, které bunécné

vvvvvv

Pro vyzkum migrace a proliferace nadorovych bungk je vyhodné vyuzivat tfidimenzionalni

modely jako jsou naptiklad sferoidy nebo organoidy. Ty jsou rovnéz vhodné pro studium protinadorové

4

Jak bylo diskutovano vyse, dilezitym bodem metastazovani bunék do mozku je priichod pres
BBB. Proto maji zasadni vyznam ve vyzkumu mozkovych metastaz modely BBB, diky kterym je mozné

studovat prinik bungk i terapeutik pies tuto bariéru.

Pro studium metastatického procesu a chovani metastatickych nadorovych bunék v ramci
organismu jsou vyuzivany zvifeci modely. Nejéastéji se jedna o imunodeficientni mys$i, je v§ak mozné
vyuZzivat i potkany nebo danio pruhované. U mySich modelu jsou nejvyuzivanéjsi xenografty, do nichz
lze implantovat nadorové bunky riznymi zpasoby. Kazdy zpisob je vhodny pro studium jiného

biologického aspektu, ale nadorové bunky nemusi vyvinout nador u kazdého zplisobu implantace.

Zavérem je vhodné podotknout, Ze kazdy model ma své vyhody, ale i nevyhody a je vhodny pro
vyzkum jiného aspektu procesu vzniku a progrese mozkovych metastaz a jejich odpovédi na terapii. Pro
feSeni komplexnich biologickych problémt je tak dulezité modely vhodné kombinovat. I pfes existenci
pomérné rozsdhlého spektra preklinickych modelt mozkovych metastaz je stale prostor pro jejich
vylepSovani. Modely co nejvérnéji reprezentujici situaci in situ poskytuji nejveétsi prostor pro vyvoj

novych a u€innych terapeutickych piistupti.
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