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ANOTACE

Cerebralni nadory a jejich protinddorova terapie predstavuje v soucasné dobé velmi aktudlni
problematiku a jednu z nejvétSich vyzev onkologie, ve které jsou veskeré nové ziskané
informace velkym pfinosem pro spolecnost. I pfes mimoiadny rozvoj tohoto oboru se stale fadi
nadory mozku mezi nejhiife 1é¢itelné malignity, které ucinné odolavaji vSem dostupnym
lécebnym pristuptim. Tato skutecnost motivuje védecké tymy k nalezeni novych a u¢inngjsich
terapii. Hlavnim cilem této diplomové prace bylo urcit potencialniho kandidata z tady
oktaedrickych fotoaktivovatelnych iridiovych komplexti obecného vzorce
[Ir(ttpy)(CN)CI]PF6 pro 1é€bu glioblastomu a navrhnout vhodny terapeuticky ptistup. Pii
testovani vySe zminénych latek jsme se zaméfili na analyzu anti-proliferacniho ptisobeni
komplext za vyuziti standartnich 2D a 3D in vitro systému, ale také komplexné&jSich modela
pro piesnéjsi odhaleni jejich efektivity v organismu pacienta. Z vysledkt prace vyplyva,
ze komplex Ir4 vykazuje vyborné terapeutické ucinky pfi aplikaci na sferoidy odvozené
z bun¢k glioblastomu U87MG. Experimenty déale prokdzaly, Ze po fotoaktivaci modrym
svétlem katalyzuje Ir4 v buitkach glioblastomu zvySenou produkci reaktivnich forem kysliku,
které plisobi cytotoxicky. Selektivni plisobeni slouceniny Ir4 bylo stanoveno pomoci fuznich
systému sloZzenych z nezhoubnych lidskych cerebralnich organoidi a sféroidii odvozenych
z malignich bunek U87MG. Ziskané informace naznacuji, Ze komplex Ir4 by mohl ptedstavovat
vhodného kandidata pro fluorescenéné ftizenou fotodynamickou kooperativni resekci
glioblastomu, diky jeho vyrazné fluorescenci a majoritni akumulaci v nddorové tkani.

KLICOVA SLOVA
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ANNOTATION

The concern brain tumors and their treatment remains highly relevant today, representing one
of the greatest challenges in oncology. Every new piece of knowledge in this field brings
significant benefits to society. Despite the extraordinary development of this field, the brain
tumors are still among the most challenging malignancies to treat, which has ability
to resist almost all available treatments. This motivates research teams to find novel and
effective therapy. The main aim of this diploma work was to select a potential candidate of a
series of octahedral photoactivatable iridium complexes of general formula
[Ir(ttpy)(C*N)CI]PFs to treat human brain glioblastoma and to design a suitable therapeutic
approach. During the research of the above mentioned complexes we focused on the analysis
of the antiproliferative activity of these complexes on 2D and 3D in vitro models, but we also
analyzed the effectivity of Ir(I1l) complexes on fusion system mimicking the situation in the
patient's organism. The results of the work show that the Ir4 complex has high therapeutic
effects when it is applied to the spheroids derived from U87MG glioblastoma cells. The
experiments also proved that the mechanism of action of this complex after their
photoactivation with blue light in glioblastoma cells involves an increased production
of reactive oxygen species, which have a cytotoxic effect. The selective action of Ir4 was
determined by using fusion systems consisting of non-malignant human cerebral organoids and
spheroids derived from malignant U87MG glioblastoma cells. The obtained information
suggests that Ir4 could represent a suitable candidate for fluorescently guided photodynamic
cooperative resection of glioblastoma due to its pronounced fluorescence and its ability
to accumulate in tumor tissue.
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1 UVOD

Rakovina patii mezi nejcastéj$i zavazna onemocnéni soucasnosti, jejiz incidence stale
narusta [1]. Nadorova onemocnéni jsou velmi rozmanitou skupinou chorob, které vznikaji
ze Sirokého spektra typt bun€k napfic¢ celym télem a mohou postihnout osoby vsech vékovych
kategorii. Pfesny mechanismus vzniku tumord prozatim neni zcela objasnén [2], bylo vSak
prokazano, ze se jednd o multifaktoridlni progresivni proces, ktery muze trvat i desitky let,
béhem néhoz dochazi ke zméné genetické informace buné¢k. Mezi hlavni pfiCiny piispivajici
k rozvoji nadorového bujeni patii rizné fyzikalni, chemické a biologické faktory, které plisobi
na lidsky organismus po cely Zivot. Dale hraji vyznamnou roli v incidenci rakoviny takeé
vrozené predispozice, vék a Zivotni styl konkrétniho jedince [1]. Soucasné puisobeni vice
negativnich vlivli mize vést ke vzniku buné€k s charakteristickymi zménami v jaderné DNA,
které vyvolaji rezistenci bun€k vici apoptoze [3]. Délenim téchto poskozenych bunék dochazi
k Sifeni chybné genetické informace a vzniku populace abnormaélnich bunék, které rostou
a chovaji se nezavisle na kontrolnich mechanismech organismu [2].

Termin ,,cerebralni nadory* oznacuje smisenou skupinu heterogennich novotvaru, z nichz
kazdy ma svou vlastni biologii, prognézu a pribéh 1é¢by [4]. Tyto malignity patii mezi nejhiie
1é¢itelné rakoviny, které stale predstavuji jednu z nejvétSich vyzev v onkologii. Standardni
lécba rakoviny mozku spocivd v maximalni chirurgické resekci s naslednou radioterapii
a chemoterapii [5]. Konvenéni terapeutické pristupy vSak Casto neptisobi na agresivnéjsich typy
nadort, jako je glioblastom [6]. Pro zhoubné nadory mozku v soucasnosti neexistuji jednotné
uspésné 1écebné strategie [5]. Z tohoto divodu byla v poslednich letech provedena fada studii,
které¢ poskytly velké mnozstvi informaci o vyvoji primarnich mozkovych nadort
¢1 o souvisejicich molekuldrnich a metabolickych zménach. Navzdory rozsitfeni naseho chépani
biologie tohoto onemocnéni a vyvoji novych terapeutickych pfistupli se mira pieziti pacienta
s cerebralnimi nadory za posledni desetileti nezvysila [5], [6], [7]. Mezi nové pfistupy patii
napiiklad imunoterapie [6], [8] nebo cilena chemoterapie mozkovych nadort, vyuzivajici
fotoaktivovatelna protinadorova chemoterapeutika [9]. Fotodynamicka chemoterapie
piedstavuje potencionalni budouci nadéjnou 1écbu nadora lidského mozku, ktera by selektivné
cilila na nador a vykazovala mén¢ nezddoucich uc¢inkd, minimalni invazivitu a mensi toxicitu
na organismus pacienta. Tento slibny terapeuticky ptistup ovSem musi v praxi piekonat nékolik
problémi a omezeni, jako je komplikovand heterogenita nadoru, mikroprostifedi lidského
mozku a samotného nadoru, hematoencefalicka bariéra a nedostatek spolehlivych modelt pro
testovani novych terapii [10], [11].



2  TEORETICKA CAST

2.1 Glioblastom

Glioblastom je nejcastéjsi, nejagresivnéjsi a nejsmrtelnéjs§i maligni nador centralni
nervové soustavy, ktery je kategorizovan dle histologické klasifikace malignit Svétovou
zdravotnickou organizaci (WHO) jako gliom IV. stupné [5]. Tento tumor se témé&f vyhradné
vyskytuje v mozkovych hemisférach, a to nejcastéji ve frontadlnim laloku. Pfiblizné 50 %
glioblastomti postihuje zaroven vice lalokl jedné hemisféry nebo jsou bilateralni [12], [13].
Pouze ziidka se tato malignita objevuje v mozecku (cerebellum), mozkovém kmeni nebo mise

(Obrazek 1) [14], [15].
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Obrazek 1: Schéma procentualniho zastoupeni a lokalizace glioblastomu v mozku.
Pfevzato a upraveno z [16].

Glioblastomy jsou heterogenni nadory, které se vyvijeji pievazné z maligné
transformovanych astrocyt [17], které obklopuji, podporuji a chrani neurony v mozku [18].
Glioblastomy se Vv soucasné dobé rozd€luji dle jejich mechanismu vzniku na primarni
a sekundarni. VétSina piipada (90 %) glioblastom tvoii primérni nadory, které se vyvijeji ,,de
novo* z gliovych bunck béhem nckolika mésici. Tyto tumory vznikaji bez klinickych
1 histologickych zndmek prekurzorové 1éze a Castéji postihuji stars$i pacienty s vékem nad
50 let. Sekundarni glioblastomy tvoii zbyvajicich 10 % ptipadd, které se pomalu vyviji z jiz
existujicich gliomt nizs§iho stupn€ malignity, nej€astéji z astrocytoml nebo oligodendrogliomt
I1. nebo I1l. stupné, béhem nékolika let (nejcastéji 4-5 let). Tento typ nadoru Castéji postihuje
mladsi pacienty [19], [20]. Oba typy tumoru od sebe histologicky témét nelze odlisit, rozdily
jsou patrné az pii genetické a epigenetické analyze. Pro sekundarni nddory je charakteristicka
pifitomnost mutace v genu isocitratdehydrogenasy 1 (IDH1). Tato alterace je obvykle ptitomna
zejména u sekundarnich glioblastomti, zatimco u primarnich glioblastomt se vyskytuje pouze
vV 5-10 % piipadd. V roce 2016 piedstavila WHO novy klasifika¢ni systém tohoto nadoru
zalozeny na stavu mutace genu IDHI, ktery rozliSuje tfi podtypy glioblastomu:
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glioblastom IDH ,,wild type“ (primarni glioblastomy), nadory s IDH mutaci (sekundarni
glioblastomy) a glioblastomy NOS (jinak nespecifikovano). Do podtypu NOS se fadi malignity,
u kterych nebylo mozné urcit status mutace IDH z diivodu nedostatku histologického nebo
molekularniho materidlu pro testovani. V poslednich letech byla pfidana jesté ¢tvrta skupina,
a to glioblastom NEC (jinde neklasifikovany), do které se zatfazuji nadory nezapadajici do zadné
z diive uvedenych kategorii klasifikace WHO. Tato situace muze nastat, pokud existuji
nesrovnalosti mezi klinickymi, histologickymi, imunohistologickymi a genetickymi
charakteristikami tumoru nebo v pfipadé, ze existuje glioblastom s neznamou kombinaci
znaku [15], [21].

2.1.1 Statistika

Nadorové onemocnéni mozku a centradlniho nervového systému (CNS) piredstavuje
zasadni onkologicky problémem, jehoZ incidence 1 mortalita v poslednich letech neustale
stoupa [22]. V celosvétovém zebficku incidence nadort zaujima karcinom CNS devatenacté
misto a v ptipadé mortality se fadi na misto dvanacté [23]. Glioblastom patii mezi jedny
Z nejcastéjsich a nejletalnéjsich primarnich malignich nadort CNS [24]. JehoZ incidence tvofi
vice nez 16 % vsech nové diagnostikovanych intrakranialnich tumortt CNS a ptiblizné 50-60 %
vSech gliomt u dospélych pacienti [17]. Piestoze je incidence tohoto karcinomu pomérné nizka
a pohybuje se v rozmezi 2-5 lidi na 100 000 jedinci za rok [20]. Statistiky naznacuji, ze tato
malignita se vétSinou vyskytuje vice ve vyspélych zdpadnich zemich v porovnani
odlisnostmi v diagnostickych postupech [25]. Ze statistik dale vyplyva, Ze glioblastom se Castéji
vyskytuje u muzu nez u zen (poméru 1,6:1) [14], pficemz frekvence primarniho glioblastomu
je vys$si u muzu a sekundarni typ je hojnéji zastoupen u zen [26]. Tato choroba postihuje
vSechny vékové skupiny, pficemz jeji Cetnost plynule stoupa do 70 az 84 let véku [21].
Nejcastéji je diagnostikovana u starSich pacientd ve vékovém rozmezi 55-64 let [27].
Prevalence glioblastomu je u détskych pacienti velmi nizka [26].

Glioblastom je velice zavazné onemocnéni s velmi Spatnou progndzou, ktera tika
ze pramérna doba preziti lé¢eného pacienta je ptiblizné 15 mésict [20] a pouze 5 % nemocnych
pacient se dozije péti let od stanoveni diagnozy, pficemz vétSina se nedoZije ani dvou let [17],
[22], [24]. Piestoze bylo za poslednich 20 let dosazeno velkého pokroku v porozuméni
genomiky a molekularni biologie glioblastomu a bylo vynalozené velké usili pro nalezeni
novych diagnostickych a terapeutickych ptistupli, nedoslo k zdsadnimu zlepSeni prognozy
pacienti [21]. Vysoka mortalita tohoto karcinomu je zplsobena piedevs§im biologickym
chovanim novotvaru (rychlym ristem a vysokou invazivitou), jeho inter- i intra-tumorovou
heterogenitou a omezenou ucinnosti jednotlivych 1ééebnych modalit [10], [11], [28]. Dale
zavisi také na lokalizaci, velikosti nadoru, fyziologickém stavu a véku pacienta v dobé¢
diagnozy. Vek hraje velkou roli v délce Zivota pacienta po provedeni zékroku, kdy obecné
s rostoucim vékem klesd doba preziti, a zatimco se piiblizné 66 % pacientli mladsich 40 let
dozije az 18 mésict, stejné doby se dozije méné nez 10 % osob starSich 60 let [29]. Mortalitu
tohoto tumoru také zvySuje skutecnost, ze ptestoze je k dispozici nékolik novych terapeutickych
pristupti, v klinické praxi se stale standardné vyuziva velmi radikalni chirurgicky zakrok spolu
s adjuvantni chemoterapii a radioterapii [22]. Bohuzel i po podstoupeni této agresivni
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multimodalni 1é¢by se u ptiblizné 90 % pacientl, ktefi tuto uspésnou operaci podstoupi, znovu
vyvine lokalni recidiva [11], [14]. Pro zlepSeni prognozy tohoto onemocnéni je tedy zasadni
vyvinout nové a u¢inngjsi terapeutické pristupy.

2.1.2 Diagnostika

nadord. Stézuje ji nejen lokalizace samotného organu, kdy ptitomnost hematoencefalické
bariéry zna¢né omezuje prustup kontrastnich latek do mozku [30], ale také velmi nespecifické
pocateCni symptomy, jako jsou bolest hlavy, zmatenost, ztrata paméti, potize s rovnovahou
nebo koordinaci, zmény osobnosti €1 epileptické zachvaty. Diky Sirokému spektru symptomu
existuje velké mnozstvi odpovidajicich neurologickych stavi, které je tfeba odlisit
a vyloucit. Z tohoto diivodu je vétSina glioblastomt diagnostikovdna aZ po nastupu vaznéjsich
ptiznaki. Po projeveni ptiznakil odpovidajicich nadoru na mozku je zdravotnickym personalem
provedena diagnéza sloZzena vétSinou z kombinace vice metod, kterd zaru¢i presné urceni
rozsahu nadoru, vylou¢i nebo potvrdi pfitomnost metastdz a navrhne vhodnou Ilécbu
pacienta [21].

vvvvvv

metody, které umoznuji odhalit a sledovat tumor v téle pacienta [30]. Mezi nejpouzivanéjsi
metody se fadi pocitatova tomografie (CT) a skenovaci magneticka rezonance (MRI) [21]. MRI
je preferovana diagnostickd modalita, kterd poskytuje velmi podrobné skeny, jejiz rozliSeni
se muze zlepSit poddnim kontrastni latky pacientovi. Ke zvySeni kontrastu mezi naddorem
a mozkem se standardné vyuzivaji radioaktivni kontrastni latky, jako je kyselina
68Ga-diethylentriaminpentaoctova [14], 99mTc-technecistan a fluorothymidin pouzivané
v kombinaci s narusenou hematoencefalickou bariérou (BBB), nebo nové znacené
aminokyseliny, které jsou pfenaseny pfes BBB specifickymi transportéry [8]. Pokud pacient
nemuze z n&jakych davodi, jako napi. kovovych implantatd, kardiostimuldtorG nebo
klaustrofobie, podstoupit MRI vySetieni upfednostni se CT, ptestoze ma nizsi tkanové rozliseni
[27]. Pokud zobrazovaci metody odhali podezicly nalez, jsou nasledné provedeny histologicka
vySetieni (biopsie) a genetické testy [30]. Po uréeni co nejpiesnéjsi polohy, rozsahu a stanoveni
klinického stadia nadoru je 1ékaii urcen terapeuticky postup pro daného pacienta.

2.1.3 Lécbha

Po provedeni vSech nezbytnych vysSetfeni je stanoven léCebny postup pro daného
pacienta. Pfi rozhodovani o typu terapie zélezi pfedevs§im na biologickém chovéni tumoru,
rozsahu malignity, jeho lokalizaci v mozku, celkovém stavu a véku pacienta. Cilem 1é¢by
je predevsim Uplné odstranéni nebo vyrazné zmenSeni hmoty nddord, prodlouzeni a zlepSeni
kvality zivota pacienta [31]. Mezi mozné konven¢ni 1é¢ebné piistupy pouzivané pii terapii
glioblastomi patii chirurgicky zakrok, radioterapie a chemoterapie (Obrazek 2) [27].
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Obrazek 2: Graficky prehled standardnich a novych terapeutickych ptistupii
glioblastomu. Pfevzato a upraveno z [22], [32], [33].

V soucasné dob¢é konvencni 1écba glioblastomu zahrnuje maximalni chirurgickou resekci
tumoru s naslednou adjuvantni radioterapii a chemoterapii. Principem chirurgického zakroku
je co nejpiesnéjsi odstranéni celé nebo radikalni casti nadorové tkané bez posSkozeni
nenadorovych a funkéné dulezitych oblasti mozku [27]. Pied samotnou kraniotomii (otevieni
lebky) a operaci je nutné na zéklad¢ diagnostiky upiesnit, jakym zptsobem bude cytoredukce
provedena (klasicky nebo za vyuziti laseru) [34]. Chirurg muze k vedeni operace pro ziskani
lepSich vysledkli pouzit specialni intraoperacni techniky diferencujici néador, jako jsou
peroperaéni ultrazvuk, MRI, CT, stereotaxe nebo fluorescencni zobrazeni pomoci kyseliny
5-aminolevulové, fluoresceinu ¢i indocyaninu green, nebo mapovani mozku (traktografie nebo
funkéni magneticka rezonance) [8], [34], [35]. I pfes vykonani tohoto vysoce radikalniho
vykonu je prakticky nemozné odstranit 100 % néadorové tkané, a to 1 v pfipadé snadno
dostupnych tumord. Tento fakt je zpisobem pifedevs§im velmi Castymi ndlezy infiltrovanych
nadorovych bunék lokalizovanych 2-3 cm od viditelné hranice nadoru, které zpusobuji
opétovnou progresi nemoci ¢i vedou k recidivé [27]. T kdyz se nejedna o resekci kurativniho
charakteru, ma pozitivni vliv na prognézu pacienta a odstrafiuje nebo alespon zmirfiuje
symptomy onemocnéni (sniZzeni intrakranidlniho tlaku). OvSem u velké skupiny pacientli
s cerebralnimi nadory nelze resekéni vykon provést, a to pfedev§sim kvili rozsahu nebo
anatomické lokalizaci maligni 1éze. Pokud se karcinom nachdzi ve funkéné zasadnich
oblastech, jako je elokventni kortex a bazalni ganglia, nebo v blizkosti mozkového kmene,
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muze byt indikovéana alespoii stereotakticka biopsie, béhem niz je bioptickou jehlou za lokani
anestezie odebrana ¢ast nalezu [27]. Tento zakrok je vykonavan piedevsim za Gcelem piesnéjsi
laboratorni diagnostiky. U pacientl starSich 70 let, s horSim klinickym stavem nebo u niz
je biopsie zatizena vysokym rizikem morbidity a mortality se pfistupuje k mén¢ invazivnim
1écbam (samotna radioterapie nebo chemoterapie, nebo jejich sekvenéni podani).

Dalsi metodou je radioterapie, kterd k cytoredukci nadorovych bun€k vyuzivé ionizujici
zateni (rentgenovy paprsek, gama fotony nebo protony) [36]. Radioterapie hraje velmi
dilezitou roli nejen v komplexni onkologické 1é¢bé glioblastomti, kdy navazuje
na neurochirurgicky vykon, ale pfedstavuje také prvni volbu u inoperabilnich nadori. Pii 1é¢bé
této diagndzy miuze byt vyuzito intraoperacni (brachyterapie) [27] nebo Castéji frakcionované
zevni ozafeni [27], [37]. V piipadé glioblastomu se doporucuje aplikovat celkovou davku
v rozmezi 54—60 Grayu (Gy) ve frakcich po 1,8-2 Gy/den, 5 dni v tydnu [14]. Mezi standardné
pouzivané pokrocilé radioterapeutické techniky patii 3D-konformni radioterapie (3D-CRT)
a radioterapie s modulovanou intenzitou svazku (tzv. IMRT a VMAT). Tyto zakroky vyuzivaji
navadéni pomoci zobrazovacich metod k presnému ozaieni nadorovych bun€k, coz umoznuje
nejen modifikovat trojrozmérny tvar cilové ozafované oblasti (3D-CRT), ale také upravovat
intenzitu aplikovaného zafeni (IMAT) [8], [36], [38]. Specidlnim typem radioterapie
je stereotakticka radioterapie, radiochirurgie [38] a terapie protonovym paprskem (PBT) [8],
které ozafi presné¢ definovany trojrozmérny cil vyrazné vysSi davkou zafeni, ¢imz
se minimalizuje mnozstvi aplikovanych frakci a nezadouci ucinky [38]. Pacienti s vysS$im
vékem (nad 70 let) nebo s horSim zdravotnim stavem, ktefi by mohli standardni 1é¢bu hiife
snaset, podstupuji zkracené radioterapeutické rezimy (3,0-3,5 Gy/10 frakci) [39], [40]. Mlads$im
pacientim (vék < 70) v dobrém klinickém stavu je vétSinou indikovana standardni 1écba,
sloZzena z radioterapie a peroraln¢ aplikované konkomitantni chemoterapie temozolomidem
(TMZ) o denni davce 75 mg/m? [14].

Chemoterapie pouziva pii 1écbé nadortt chemické latky (cytostatika), které piisobi
riznymi mechanismy na tumor a vedou ke zpomaleni rastu, zastaveni déleni nebo k smrti
bun¢k. Jedna se bohuzel o systémovou metodu, kterd nepiisobi jen na nddorové bunky,
ale ovliviiuje i ostatni bunky [8]. Pusobi tak velké mnozstvi zavaznych vedlejSich Géinku
na organismus pacienta (nauzae, zména krevniho obrazu nebo gastrointestinalni problémy) [5].

Postaveni chemoterapie v 1écbé glioblastomil bylo po dlouhou dobu velmi kontroverzni,
a to pfedevsim z diivodu zaznamenani pouze zanedbatelného prodlouzeni doby pieziti pacientd.
K definitnimu potvrzeni G¢innosti chemoterapie v kombinaci s neurochirurgickym zakrokem
a/nebo radioterapii doSlo az vroce 2005 v publikované studii profesora Stuppa [14].
Cytostatika se mohou podavat samostatné, nebo astéji v kombinaci s jinym typem 1é¢by [8].
Tyto 1éky lze pacientovi aplikovat systémové (intravendzng, oraln€) [38] nebo lokalng, injekéné
ptimo do 1éze [8] ¢i chirurgicky umistény do nadoru ve formé biodegradabilnich polymernich
implantati (Obrazek 3) [37], [41]. Vybér vhodného cytostatika nebo kombinace vice zakroka
se odviji od diagnozy, rozsahu postizeni, stddia onemocnéni a celkového zdravotniho stavu
pacienta [8]. V sou¢asné dobé patii mezi schvalena cytostatika americkym Utadem pro kontrolu
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potravin a léCiv (FDA) pro 1écbu glioblastomu temozolomid (Temodar), bevacizumab
(Avastin) a karmustin (Bicnu) [31].
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Obrazek 3: Ruzné moznosti podani 1é¢iv pacientovi pii terapii glioblastomu. Pievzato
a upraveno z [42].

Temozolomid (3,4-dihydro-3-methyl-4-oxoimidazol; TMZ) se fadi do druhé generace
alkyla¢nich chemoterapeutik vyuzivanych v protinadorové terapii cerebralnich malignit [43].
Aplikuje se nejcastéji konkomitantné s radioterapii po neurochirurgické resekci nadoru v Sesti
cyklech (75 mg/m?) s naslednou adjuvantni chemoterapii, pti které je TMZ podavan ve vys§ich
davkach (150-200 mg/m?) bez ozafeni [36]. Stabilita TMZ v kyselém prostiedi (pH<S5)
umoziuje jeho oradlni podéani s naslednou absorpci v gastrointestindlnim traktu. Po pirestupu
do neutralniho nebo slabé zasaditého prostfedi je molekula TMZ labilni a dochazi k jeji
spontanni hydrolyze za vzniku velmi reaktivniho kationtu (methyldiazoniovy kationt), ktery
interaguje s nukleofilnimi centry purinovych bdzi DNA. K metylaci dochdzi v pozicich
N7-guaninu (70%), N3-adeninu (9%) a O6-guaninu (6%). Hlavni cytotoxicky ucinek TMZ
je zptsoben piedevsim metylaci O6-guaninu [43]. Metylaci DNA dochazi k vneseni chyb
do templatu pfti replikaci, inhibici reparacnich mechanismtt DNA a zastaveni bunééného cyklu
(G2-M), coz vede ke smrti buriky [27]. Byly také nalezeny dtikazy naznacujici korelaci mezi
metylacnimi mutacemi promotoru proteinu methylguaninmethyltransferdzy (MGMT),
zasadniho pro opravu DNA, se zvySenou dobou preziti pacienta. Posouzeni stavu MGMT
predstavuje pozitivni prognosticky ukazatel pro chemoterapie TMZ u nové diagnostikovanych
pacienti [38], [43]. I pfes pfiznivou terapeutickou uspésnost pisobi TMZ mnoho zavaznych
vedlejsich ucinkd na organismus pacienta, jako je hematologicka toxicita a trombocytopenie
(hlasené u 10-20% pacienttl) a efektivné 1€¢i pouze malé procento piipadl glioblastomu [36].
Bohuzel u vice nez 50% pacientl s glioblastomem nevykazuje TMZ aktivitu. Vyuziti TMZ
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je dale omezeno prirozenou nebo ziskanou rezistenci nddorovych bunék k tomuto 1é¢ivu, coz
zasadné ovliviiuje vyslednou uspésSnost terapie [37]. Tato omezeni se stala impulzem
k podrobnéjsimu studiu bunééné biologie nadoru a jeho metabolickych pochodl. Ziskané
védecké poznatky pak umoziuji vyvoj inovativnich a ti¢innéjsich terapeutickych metod nebo
efektivnéjsich sloucenin plisobici minimalni vedlejsi ucinky.

2.2 Omezeni terapie

Prestoze je v soucasnosti stale publikovdino mnoho neuro-onkologickych ¢lankd,
navrhujicich inovativni terapeutické strategie, se i tyto nové pristupy potykaji s n€kolika
zasadnimi vyzvami, které ovliviiuji kone¢nou Gc¢innost aplikované 1écby a ptispivaji k rozvoji
rezistence nadoru vici terapii [21]. Mezi nejzasadnéj$i omezeni 1écby glioblastomu patii
predevsim jeho geneticka variabilita a intratumorova heterogenita, riznorodé mikroprostiedi
okolni cerebralni tkan¢ 1 samotného nadoru a nutnost piekovat hematoencefalickou bariéru
(BBB) pro dodani 1éku do nadorové l1éze [28].

2.2.1 Hematoencefalicka bariéra

Prvni ptekazku pro podana 1éciva pii terapii jakéhokoliv onemocnéni mozku predstavuje
hematoencefalickd bariéra (BBB; blood-brain barrier), kterd oddé&luje mozek od krevniho
ob¢hu. Tato dynamickd struktura je z krevni strany mozkovych kapilar tvofena souvislou
monovrstvou endotelovych bunék spojenych tésnymi kontakty, ktera je pfes bazalni membranu
propojena s vrstvou vybézku astrocytll a pericytti z mozkové strany [6]. Tato specializovana
bariéra selektivné reguluje molekularni transport do centralniho nervového systému, udrzuje
jeho homeostdzu a efektivné zabranuje prostupu vysokomolekuldrnich a vétSiny
nizkomolekularnich terapeutickych ¢inidel do mozku [5]. V piipadé glioblastomu velmi ¢asto
dochazi z davodu zvySené vaskularity a pfitomnosti zdnétu k lokdlnimu naruseni BBB
(Obrazek 4), presto si obvykle BBB zachovava svou funk¢nost a brani prichodu terapeutické
latky [44].
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Obrazek 4: Znazornéni zdravé a porusené¢ BBB glioblastomu. Pievzato a upraveno z [36].
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Na zakladé Cetnych studii byla odhalena sit’ kvantitativnich vztaht urcujicich na zakladé
fyzikalné-chemickych vlastnosti 1é¢iv pravdépodobnost jejich uspésné pasivni difuze ptes
BBB. Mezi idealni charakteristiky 1é¢iv obecné patii vysoka lipofilita a molekulovd hmotnost
mensi nez 400-500 Da, zalezi ale i na dalSich strukturnich rysech terapeutické latky [5]. Tyto
parametry splituje bohuzel velmi omezené spektrum chemoterapeutik pro mozkové néadory.
Pro ptekondni zminénych problémua bylo vytvoieno nékolik ptistupl zvySujicich efektivitu
aplikované 1é¢by. Prvnim zptisobem piekonani BBB je podani 1éku do mozku intrakranidlni
injekci, kterou se podava chemoterapeutikum ptimo do mozkomisniho moku v komote pomoci
chirurgicky dfive zavedené intraventrikularni (nitrokomorové) katétry [8], nebo umisténi
chemoterapeutickych (karmustin) implantatd pfimo do mista po resekci nadoru [5]. Dalsi
piistup dodani terapeutik obsahuje pfechodné naruSeni hematoencefalické bariéry pomoci
fokusovaného ultrazvuku [35], modulace elektrického pole nebo stereotaktické radiacni terapie
[8], [45]. Novy a inovativni zptisob ptfedstavuje podavani 1ékid na bazi nanocastic, které prenasi
a dodavaji nanoenkapsulované 1éc¢ivo do cilového loziska. Aplikace nanolé€iv ma v porovnani
s konvencnim systémem podavani lékii mnoho vyhod, mezi které patii cilené dodavani 1éCiva,
zlepsena biologicka dostupnost, prodlouzena cirkulace v krevnim fecisti, fizené uvolhovani
1€kt a snizena toxicita [8]. Dosud bylo hodnoceno nékolik rtiznych typt nanonosict pro 1é¢bu
glioblastomu lisicich se fyzikalné-chemickymi a povrchovymi vlastnostmi, jako nano¢astice na
bazi lipidd, polymerni nebo anorganické nanocastice. Nejcasteji se jako nosice 1€Civ vyuzivaji
lipozomy, které jsou slozené z fosfolipidi a mohou enkapsulovat hydrofilni, hydrofobni
1 lipofilni 1€ky. Navzdory mnoha preklinickym studiim neexistuji prozatim Zzadna
nanoterapeutika schvalena FDA pro 1é€bu pacientt s glioblastomem [46]. V soucasné dobé
je nékolik cytotoxickych lipozomalnich 1€ka urc¢enych pro terapii mozkovych nadorti v riznych
fazich klinického testovani, jako je zapouzdieny temozolomid [5], doxorubicin [46],
5-fluorouracil nebo paclitaxel [5].

2.2.2 Heterogenita a nadorové mikroprostiedi

Dalsi komplikaci pi1 1écbé glioblastomu piredstavuje nejen jeho intratumorova
heterogenita, zptisobena odliSnou diferenciaci nebo délenim bunc€k riizného molekularniho
a genetického profilu [36], ale také jeho vysoce heterogenni a komplexni nadorové
mikroprostiedi (TME) [47]. TME piedstavuje dynamicky a strukturovany systém slozeny
Z malignich bunék obklopenych Sirokou Skalou nenadorovych bunék, vcetné rtznych
infiltrujicich i rezidentnich imunitnich bun€k (makrofagy, lymfocyty) [11] a bunék ptiivodniho
nervového systému (astrocyty, mikroglie, neurony), zaclenénych do modifikované a siln¢
vaskularizované extracelularni matrice (ECM) (Obrazek 5) [48]. Tyto buiiky tvoii samostatné
subpopulace, tzv. nadorové niky, v rozdilnych anatomickych oblastech nadoru [6]. Veskeré
buniky glioblastomu mohou vzdjemné v rdmci ECM interagovat prostfednictvim piimého
bunééného kontaktu nebo parakrinni signalizace prostfednictvim signalnich molekul (cytokind,
chemokinti, rastovych faktor nebo enzymi remodelujicich matrici) [47]. Glioblastomové
bunky zaujimaji Ustfedni roli v této komunikacni siti a reguluji funkce bunéénych
1 nebun&nych slozek TME, coz umoZziuje modulovat imunitni systém a vytvofit
imunosupresivni TME [47], [48], stejné jako zménit sloZeni a zastoupeni komponent ECM [49],
[50]. Pieprogramované TME zvySuje stupenn imunosuprese a podporuje rychlou proliferaci,
invazi a migraci téchto nadord, ¢imz se stupnuje jejich odolnost vuci terapii [47]. V piipadé
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glioblastomu vétSinou dochdzi ke zvysené sekreci kyseliny hyaluronové a fibronektinu, které
zlepSuji mobilitu a invazivitu gliomovych bun¢k, dale pak kolagenu a trombospondinu [44].
Remodelace ECM (tuhnuti) mize také omezit diftzi aplikovanych 1€kt nddorem a snizit
ucinnost 1écby [36].
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Obrazek 5: Schematické znazornéni zékladnich slozek mikroprostiedi glioblastomu.
Pievzato a upraveno z [47], [51], [52].

2.2.3 Experimentalni modely

Bez ohledu na rozsahlé informace ziskané o glioblastomu, fady nov¢ identifikovanych
slibnych terapeutickych strategii a dostupnosti konvencnich terapeutickych moZznosti, stale
nedochdzi k podstatnému poklesu imrtnosti pacientli. Omezeny pokrok dosazeny v 1écbé
mozkovych nador castecné souvisi s vyuzivanim preklinickych modelt, které neodrazeji
adekvatné klinicky zasadni rysy (BBB, heterogenitu, komplexnost TME) nadora [6]. Mnohé
Z téchto modeld nedokaZzou piesné predpoveédét ucinnost testovanych €inidel s terapeutickou
aktivitou v organismu pacienta. Z tohoto divodu mnoho potencionalnich terapeutickych
ptistupli piisobilo pouze omezenou ucinnost nebo zcela selhalo ve fazi klinického hodnoceni
[53]. Neschopnost vyvinout efektivngjsi terapie, které by vyznamné zlep$ily miru pieziti
pacientll, zdlraznuje nutnost dalSiho vyvoje presnéjsich a predvidatelnéjSich experimentalnich
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modelovych systémi a naléhavost pfehodnoceni sou¢asnych modelt. Bylo by vhodné stanovit
minimalni charakteristiky modelovych standardi, které by umoznily lepsi srovnani vysledkt
riznych preklinickych studii. Dale je dulezité zminit, Ze prestoze pacienti s glioblastomem jsou
léceni komplexni multimodalni terapii, na modelovych systémech jsou obvykle testovany
pouze monoterapie, které jsou jen ziidka srovnatelné s podminkami standardni péce [6].

Ideélni experimentalni modely by mély obsahovat shodné genetické aberace, podobnou
intratumorovou heterogenitu a adekvatni nadorové mikroprostedi lidského glioblastomu, které
jsou reprodukovatelné a stabilni v prabéhu casu [53], [54]. Pro studium zakladnich
biologickych mechanisml glioblastomu a stanoveni uc¢innosti 1€kt je v soucasné dobé
k dispozici mnoho ruznych typd in vivo a in vitro modeli. Nejrozsifenéjsi screeningovou
techniku vyuzivanou pifedevSim pii pocatenim hodnoceni a selektovani potencionédlnich
terapeutik predstavuji 2D bunééné kultury [55]. 2D kultivaéni systémy umoziuji rozmnozeni
a kultivaci riznych bunéénych linii za ucelem jejich kryokonzervace nebo ptipravy slozitéjsSich
2D ko-kultiva¢nich modeld pro zkoumani vzajemnych piimych ¢i neptimych interakci
(Obrazek 6) [56]. Tato metoda bohuzel nedokaze napodobit mnoho charakteristik in vivo TME
[57]. Zaroven vykazuje fenotypovy a genotypovy drift [10], ktery po opakovaném pasazovani
omezuje dalsi vyuziti téchto kultur a ovliviiuje bunéény metabolismus, signalizace a odpoveéd
na lécbu [56].
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Obrazek 6: Schématické znazornéni riznych typt 2D kultivaénich systémi. Pievzato
a upraveno z [56].

Z tohoto duvodu byly vytvoteny rizné trojrozmérné bunééné systémy, jako jsou sferoidy,
organoidy, mikrofluidni platformy (organ-on-a-chip) a 3D biotisk (Obrazek 7) [56], [58], [59].
Ackoliv tradiéni in vitro kultivaéni systémy vyuzivaji pouze jednotlivé typy bunék, mohou
do uréité miry modelovat progresi nadoru a jeho reakci na terapii. Naproti tomu mnohobunééné
3D ko-kultivaéni systémy poskytuji spolehlivejsi nastroj, ve kterém koexistuji rizné typy bunék
a vytvareji komplexni sit' 1épe rekapitulujici in vivo TME [60], umoziujici studium
komplexné&jsich bunéénych interakei [56]. Dale se tyto modely pouZivaji ke zkoumani vyvoje
a progrese nadoru, zaroven usnadiiuji screening potencialnich kandidati na lé¢iva [61], [62].
Ovsem soucasné 3D ko-kultivacni in vitro systémy umoznuji napodobit pouze omezenou
heterogenitu a slozitost TME glioblastomu pacienti [56].
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Obrazek 7: Pichled vyuzivanych 3D modemu. Pievzato a upraveno z [56].

Pro ptesnéjsi studium téchto charakteristik se vyuzivaji rizné in vivo modely, které
zahrnuji xenoimplantaty (zaloZené na bunécné linii nebo odvozené od pacienta; PDX) [6],
syngenni modely a razné druhy geneticky upravenych imunodeficientnich
a imunokompetentnich zvitat (nejcastéji hlodavci, napt. geneticky upravené mysi GEMM)
(Obrazek 8) [54]. Tyto technologie maji zachované buné&tné slozeni nadoru (PDX), umoziuji
analyzovat mechanismy tumorigeneze a biologie nadort ve fyziologickém kontextu (GEMM).
In vivo systémy piedstavuji nejblizsi modely redlnému onemocnéni. Jejich vyznamnou slabinu
ovSem piedstavuje oslabeni imunity hostitele (zavisi na pouzitém kmenu mysi), ktera
neumoznuje zkoumat zcela zasadni reakci mezi nadorem a imunitnim systémem [28].
V soucasnosti stale reprezentuje nejidealnéjsi zplisob testovani novych l1é€ebnych piistupii
kombinace in vivo a in vitro modelu [54].
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Obrazek 8: Zviteci in vivo modely glioblastomu. Pievzato a upraveno z [63].

Pro nalezeni kurativni terapie glioblastomu a pteklenuti propasti mezi pozitivnimi
vysledky preklinickych studii a selhanim v klinické fazi testovani je nezbytny dalsi vyzkum
a zdokonaleni vyuzivanych experimentalnich modeli [53]. Tyto dtvody vedou védecké
pracovniky k identifikaci novych pfistupt s vyssi aéinnosti, snizenou toxicitou a nevyvolavajici
rezistenci u pacientt s glioblastomem.
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3 CILE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo stanovit efektivitu komplexi na bazi ptechodnych kovt

a odhalit mechanismus jejich vlivu pfi terapii glioblastomu.

Nas projekt si klade za ukol tyto konkrétni dil¢i cile:

stanovit antiprolifera¢ni aktivitu studovanych sloucenin v 2D i 3D podminkach,
monitorovat zmény morfologickych parametri pfipravenych 3D modeld
mozkovych malignit po aplikaci testovanych komplext,

studovat distribuci zkoumanych slouc¢enin ve 3D nadorovych modelech,
monitorovat prichod vybranych latek pfes model hemato-encefalické bariéry,
potvrdit tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS) v nddorovych modelech
po aplikaci testovanych latek,

charakterizovat mechanismus ptsobeni kandidatnich komplext na fuzni model
implantatu sféroid-organoid.
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4 MATERIALY A METODY

4.1 Materialy

4.1.1 Chemikalie a biologicky material

Etanol (>99%), dimetylsulfoxid (DMSO), kyselina octova (99%), kyselina trichloroctova
(>99%, tris a sulforhodamin B (SRB) byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich s.r.o., Praha,
Ceska republika.

Epidermalni rastovy faktor (EGF), fibroblastovy ristovy faktor (FGF2) a hovézi sérovy
albumin (BSA) byly potizeny od spolecnosti Sigma Aldrich, Némecko.

Fetalni bovinni sérum (FBS; 5%), epidermalni rastovy faktor (hEGF), fibroblastovy
rustovy faktor (hFGF), vaskularni endotelidlni ristovy faktor (WEGF), rekombinantni riistovy
faktor lidského inzulinu (R3-IGF-1), kyselina askorbova, hydrokortison, smés
gentamicin/amfotericin (GA-1000) byly pofizeny od spole¢nosti Lonza, Svycarsko.

Gentamycin a HCIl (pro méfeni na ICP-MS) byl zakoupen od firmy Merck, Ceska
republika.

B27, Geltrex, RevitaCell™ Supplementu (podpora rozmraZeni), roztok VERSENE,
trypsin, roztok kolagenu typu I, Kalcein AM, Hoechst 33258, propidium jodid a CellRox
Green® (oxidative stress green reagent) byly zakoupeny u firmy Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA.

CellTiter—Glo® 3D Reagent byl pofizen u Promega Corporation, Madison, Wisconsin,
USA.

Fetalni bovinni sérum (FBS) a fosfatovy pufr (PBS) byly pofizeny od firmy PAA,
Pasching, Rakousko.

DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline), CellRecovery® a matrice Matrigel byly
ziskany od spolecnosti Corning, New York, USA.

Rock inhibitor (Y-27632; Dihydrochloride) a temozolomid (TMZ) byly zakoupeny
od spole¢nosti Selleckchem, Frankfurt nad Mohanem, Némecko.

Trypsin-EDTA byl ziskan od spole¢nosti Biosera, Cholet, Francie.

4.1.2 Studované iridiové komplexy

nadorovych onemocnéni. Vedle G€innych a hojné¢ vyuZivanych platinovych chemoterapeutik
se v soucasné dob¢ vyzkum zaméfuje na vyvoj sloucenin s centrdlnim atomem iridia, které
pfedstavuji velmi tvarny systém se schopnosti modulace jejich chemickych parametri
(lipofilita, rozpustnost a fotoaktivovatelnost) [64], [65]. Tyto charakteristické vlastnosti
umoziuji podané léc¢ivo kombinovat i s jinymi terapeutickymi pfistupy (chirurgickym
zakrokem, fotodynamickou terapii) pro dosazeni vysSi ucinnosti aplikované 1écby. Tento
potencial iniciuje syntézu a testovani novych sloucenin na bazi piechodnych kovu [65].
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V nedavné dobé byla popsana nova skupina cyklometalovanych Ir(Ill) komplexii
strukturné odvozenych od iridiovych fotosenzitizéri typu [Ir(N"N~N)(C"N)CI]",
[Ir(NANAN)(CANAC)TY, [Ir(NAN~AN))(C*N))CI]?** a [Ir(NAN~N)2]®*, konkrétné se jedna o jeden
nové syntetizovany a devét diive studovanych iridiovych komplexti s obecnym chemickym
vzorcem [Ir(ttpy)(C*N)CI]PFs (Obrazek 9). Na centralni atom iridia v oxida¢nim stavu +III
téchto koordina¢nich sloucenin je vazan terdentatni ligand 4'-(p-tolyl)-2,2’ :6’,2"- terpyridin
(ttpy) a rizné C,N-donorové ligandy obsahujici deprotonovany 2-arylbenzimidazolovy skelet
[66]. Drivejsi studie potvrdily fototoxické ucinky ligandu ttpy, ktery po ozafeni indukuje
fotokatalytickou oxidaci NADH na NAD?, ¢imz dochazi k vy&erpani enzymatického kofaktoru
ucastniciho se mitochondrialniho elektronového transportniho fetézce. Dochazi tak k naruSeni
transportu elektront a bunééné homeostazy hypoxickych nadord, které vedou k oxida¢nimu
stresu v mitochondriich [49], [67]. Ligand ttpy zaroven poskytuje po fotoaktivaci selektivni
rozpoznani rakovinnych bunék pomoci vyvolané fluorescence [67], [68]. Tento ptistup na bazi
fotodynamické terapie v soucasnosti umoziuje zefektivnéni chirurgickych zakroki (kyseliny
5-aminolevulovou; 5-ALA, rGznych derivatd porfirint) [69], [70]. Na deprotonovany
2-arylbenzimidazolovy skelet C*N ligandu byly pak vloZzeny strukturni modifikace a navazany
rizné fetézce, které zasadné¢ ovlivnily optické vlastnosti a biologickou aktivitu
(antiproliferativni a antimetastaticky u¢inek) komplexa [71], [72], [73], [74], [75]. Tyto iridiové
komplexy s oktaedrickou geometrii byly ziskany v 95% Cistoté (potvrzeni méfenim pomoci
RP-HPLC) ve formé oranZzové krystalické latky stabilni na vzduchu. Absorpéni maximum
téchto latek je v modré oblasti vinovych délek (pti 405 nm) [66].

Studie ukazaly, ze nové syntetizovan¢ komplexy s obecnym vzorcem
[Ir(TTPY)(C"N)CI]PFs vykazuji antimetastatické G¢inky u bunétné linie tripl-negativniho
karcinomu prsu (MDA-MB-231). Dale bylo zjisténo, ze tyto lipofilni slou¢eniny pronikaji ptes
cytoplazmatickou membranou bunék prostrfednictvim pasivni difuze a selektivné se akumuluji
V cytoplazmé a mitochondriich (v pfipadé¢ komplexti Irl —Ir3 a Ir6 — Ir8). Bylo prokdzano,
ze oSetfeni bunék MDA-MB-231 karcinomu prsu komplexy indukovala Casnou apoptozu
Vv téchto burikach [66].

Zasobni roztoky iridiovych komplexti studovanych v ramci této prace byly rozpustény
v DMSO [66]. Testované slouc¢eniny byly solubilizovany na kone¢nou koncentraci 5 mM. Pied
testovanim byly ze zasobnich roztokd komplexii pfipraveny koncentrani fady sériovym
ziedénim v bunécném kultivaénim médiu. Toxicit¢ DMSO se ptedeslo zfedénim zasobnich
roztokil sloucenin, kone¢nd koncentrace DMSO v bunééném kultivatnim médiu neptesahla
0,5 % vlv.
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Obrazek 9: Struktury testovanych latek.

4.1.3 Bunécéné linie

Bunééna linie lidského glioblastomu U87MG byla zakoupena z americké sbirky
tkanovych kultur (ATCC®; USA). Lidské indukované pluripotentni kmenové bunky (hiPSC)
byly zakoupeny od firmy Gibco. Buriky hematoencefalické bariéry (BBB) hCMEC/D3 byly
ziskany z evropské sbirky ovéfenych bunéénych kultur (ECACC). Lidské buiky glioblastomu
U87MG-RFP produkujici Cerveny fluorescenéni protein (RFP) byly potizeny z firmy
Cellomics (USA).
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4.2 Metody

4.2.1 Kryokonzervace a rozmraZeni bunék

Kryokonzervace neboli proces skladovani zivych buné€k pti nizkych teplotach,
a rozmrazovani organického materidlu predstavuji zdsadni rutinni postupy biomedicinského
vyzkumu, bunécné terapie a bunécné banky, ovlivitujici vitalitu a moznost dal$iho vyuziti
bunéénych kultur [76]. Kryokonzervace umoznuje skladovani bunék nebo organického
materialu po dobu az nékolik desitek let, ve stavu s pozastavenou metabolickou aktivitou, pro
snizeni jejich poskozeni v dusledku chemické reaktivity a Casu [76]. Buiky lze v piipadé
potieby rozmrazit a resuscitovat. Buiiky jsou kryokonzervovany nejen pro zachovani vzorku
pro jeho dalSi studium, ale také pro zamezeni genetického driftu (fenotypovy posun)
v kontinuédlnich buné¢énych liniich nebo proti transformaci nebo diferenciaci v nekontinuélnich
buné¢nych liniich, jako jsou kmenové buiiky a primarni bunky [76], [77]. V piipadé vyuziti
optimalni kryokonzervace bun¢k, skladajici se ze sprdvnych metod zmrazovani
a rozmrazovani, ziskavame ovérené, stabilni a konzistentni buné€éné linie s minimalni ztratou
zivotaschopnosti [78]. Jedna se tedy o souhrn odli$nych optimalizovanych metod zmrazovani
(Obrazek 10) a rozmrazovani, které napomahaji lepSimu uchyceni a pteziti rozmrazenych
bunék. Tyto piistupy se lisi nejen rychlosti, zpisobem provedeni, ale i naro¢nosti [78].

Jako nejvyhodnéjsi se ukazala kombinace postupu pomalého mrazeni za piitomnosti
kryoprotektivnich ¢inidel (dimethylsulfoxid (DMSQO)) [78], [79], které zabranuji tvorbé
ledovych krystalkti poskozujicich bunééné membrany [76], [80], a rychlého rozmraZeni, které
zamezi dalSi interakci kryoprotektivnich Cinidel s bunécnou kulturou. Protokol pomalého
zmrazovani (zmrazovani s fizenou rychlosti) pfispivaji k velmi dobré obnové bunck
po rozmrazeni [80]. Béhem procesu zmrazovani se kryozkumavky umisti do kryokontejnerd,
které umoznuji pomalé zmrazovani s Fizenou rychlosti (1 °C/1 min) v mrazicich boxech
na teplotu -80 °C. Poté se kryozkumavky pfemisti do dewarovy nadoby s kapalnym dusikem
nebo do mraznic¢ek na teplotu -150 °C pro dlouhodobé skladovani [80].

Zamrazovana bunécna linie by méla obsahovat piedev§im zdravé buiiky v jejich aktivni
fazi rustu (logaritmicka faze) ve vhodné koncentraci [80]. Koncentrace zamrazenych bunék
na jednu kryoampuli se miize mezi riznymi kulturami lisit, nejc¢astéji se ale pohybuje v rozmezi
1:10°-5-10° bun&k/ml v mrazicim médiu, a odviji se i od aktudlniho stavu bunécné linie,
pti dodrzeni v idedlnim ptipadé 70-80 % jejich maximalni konfluence.
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Obrazek 10: Proces kryokonzervace bunék. Pfevzato a upraveno z [81].

4.2.1.1 Rozmrazeni bunék

Eppendorfovu mikrozkumavku vyjmeme z dewarovy nadoby, vlozime ji do kadinky
S demineralizovanou vodou a umistime na chvili do vodni 1azné temperované na teplotu 37 °C.
Rozmrazenou ampuli otevieme v laminarnim boxu pomoci buni€iny s 70% ethanolem, kterym
peclivé rozmrazenou mikrozkumavku otfeme. Obsah mikrozkumavky se spolu s5 ml
kultivaéniho média pfenese do 15 ml konické zkumavky (falkonky) a zcentrifuguje (250 g,
3 min, 25 °C). Médium se odsaje a k bunéénému peletu se piida Cisté kultiva¢ni médium. Takto
piipravena kultura je nasazena do vhodné kultiva¢ni nadoby a kultivovana.

Pfi rozmrazovani linie indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék (hiPSC) bylo
nejprve dno kultivacni nadoby pokryto tzv. extracelularnim leSenim, které vytvaii prostiedi
vhodné pro 3D modelaci buné¢nych kultur. Na jednu jamku 6ti-jamkové desti¢ky se nasledné
napipetovalo 1,5 ml roztoku Geltrex (Gibco), ktery byl krouZzivym pohybem rovnomeérné
rozprostien po dné jamky. Po celou dobu manipulace byl Geltrex umistén v nadobé s ledem
(zamezeni gelace roztoku). Do okolnich jamek se napipetoval 1,5 ml vychlazeného PBS, které
zabrafuje vysychani finalni vrstvy geltrexu a zbytecné ztraté média. Takto pfipravend desticka
byla umisténa na 1hodinu do inkubatoru (teplot¢ 37 °C a 5% CO). Mikrozkumavka
S bunécnou kulturou byla nasledné vloZena do kadinky s demineralizovanou vodou a umisténa
na chvili do vodni lazné. V mezicase bylo ptipraveno kultiva¢ni médium. Do 15 ml zkumavky
se napipetovalo 9 ml StemFlex™ basalniho média (DMEM/F12; 1:1) od firmy Thermo Fisher
Scientific Inc. (Massachusetts, USA), které se obohatilo o 1 ml StemFlex™ Supplement
od firmy Thermo Fisher Scientific Inc. (Massachusetts, USA) a 25 ul Gentamycinu (5 mg/ml)
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od firmy Serva (Heidelberg, Némecko). Pfipravené kultivatni médium bylo dikladné
zvortexovano. Rozmrazena mikrozkumavka byla oteviena ve flowboxu pomoci bunifiny
s ethanolem, kterym byla nejprve mikrozkumavka peclivé otiena. Obsah mikrozkumavky
se spolu s 3 ml kultivacniho média (2 ml se napipetovali pfimo do 15ml zkumavky a 1 ml
se vyuzil k oplachu mikrozkumavky) pienesl do 15 ml zkumavky a zcentrifugoval
se na program bunky (250 g, 3 min, 23 °C). Medium nad usazenym bunéénym peletem
se nasledné odsalo a k peletu se piidaly 2 ml &istého kultivaéniho média a 20 pl RevitaCell™
Supplementu (podpora rozmrazeni) od firmy Thermo Fisher Scientific Inc. (Massachusetts,
USA). Smés se pomoci pipety dikladné promichala. Z inkubatoru se vytahla 6jamkova
desticka, z jamky potazené Geltrexem se odsala piebytecna tekutina a na jamku se po kapkach
pfenesla pipetou homogenni bunéénd smés. Nasazend bunéfna kultura se umistila
do inkubatoru. Po 24hodinové kultivaci bylo z nasazené jamky 6jamkové desticky opatrné
odsato puvodni médium. Bunky byly oplachnuty 1 ml piedehiatého DPBS (Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline) od firmy Corning (USA), které bylo poté nahrazeno 1 ml ¢istého
diive pripraveného kultivaéniho média neobsahujici RevitaCell™ Supplement.

4.2.1.2 ZamraZeni bunék

Pti kryokonzervaci standartnich nadorovych 2D kultur (v naSem ptipadé¢ US8TMG)
se pouziva specialni zamrazovaci medium, které je obohaceno 0 20% FBS a 5% DMSO
(dimethylsulfoxid). Médium nutné pro zamrazeni 4 mikrozkumavek se sklada z 3,6 ml
kultiva¢niho média (obsahuje jiz 10% FBS) a 400 ul FBS nebo z 9 ml média a 1 ml FBS.
Kultivované bunky jsou sklizeny do 15 ml zkumavky, centrifugovany, ptivodni médium
se odsaje a bunéény pelet se zvortexuje s pfipravenym zamrazovacim mediem. Do jedné
mikrozkumavky se piida 1 ml takto piipravené suspenze. Do kazdé mikrozkumavky
se nasledné ptida 50 pl prefiltrovaného DMSO (ptes injekéni 10 ml stiikacku s nasazenym
filtrem s velikosti pora 0,2 um). Mikrozkumavky se poté uzaviou vickem, popiSou
se a v kryokontejneru se vlozi do mrazaku (-80 °C).

Pfi zamrazovani linie indukovanych pluripotentnich kmenovych bun¢k (hiPSC)
je nejprve zvybrané jamky odsato puvodni médium (1jamka poctem bunék odpovida
potiebnému mnozstvi bunék na jednu mikrozkumavku). Buriky byly poté dvakrat oplachnuty
1 ml DPBS. Nasledn¢ se do jamky napipetovalo 400 ul VERSENE solution (uvedeny objem
pro jednu jamku 12jamkové desticky) od firmy Thermo Fisher Scientific Inc. (Massachusetts,
USA), ktery se nechal puisobit po dobu 3-5 minut v inkubatoru. Po uplynuti ¢asového intervalu
byl roztok versenu odpipetovan a do jamky byl napipetovan 1 ml Stem Flex média, sloZzeného
z 9 ml StemFlex™ basalniho média obohaceného o 1 ml StemFlex™ Supplement a 25 pl
Gentamycinu. Pomoci automatické pipety se intenzivné, ale opatrné splachla cela bunéc¢na
kultura, ktera se pfemistila do 15 ml zkumavky. Buné¢na suspenze byla centrifugovana (200 g,
4 min, 23 °C). Medium nad usazenym bunécnym peletem se nasledné odsalo, k peletu se ptidal
1 ml Cryo média, smés se diikladné promichala a piesunula do popsané mikrozkumavky uréené
k zamrazeni.
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4.2.2 2D kultivace a pasaZovani nadorovych bunék

Bunééna kultura je nepostradatelnym a Siroce pouzivanym ndstrojem biomedicinského
vyzkumu, tkanového inzenyrstvi, regenerativni mediciny a pramyslovych postupt [82].
Bunééné kultury umoziuji podrobnéji pochopit bunéénou biologii, tkanovou morfologii,
mechanismy onemocnéni, ptisobeni 1€k, produkci proteint a funkci jednotlivych gent [57].

Kultivace bunéénych kultur je proces cileného udrzovani a rozmnozovani bunék nebo
tkané mimo organismus v umélém prosttedi laboratote za kontrolovanych podminek vhodnych
pro preziti, proliferaci a funkci biologického materidlu [83]. Existuje mnoho metod bunééné
kultivace, z niz kazda ovlivituje chovani a morfologii nadoru [82]. Na zaklad¢ rozdilného
zpusobu kultivace 1ze buiiky rozdé€lit na adherentni a suspenzni [84]. NejCastéji pouzivané
pii screeningu potencialnich 1é¢iv jsou adherentni 2D bunécné kultury (Obrazek 11) [57], které
rostou jako monovrstva prichycena (adherujici) na dno kultiva¢ni nadoby v dasledku sekrece
proteinti extracelularni matrix (laminin, fibronektin, kolagen) [83], [85].

A 2D bunécna kultura B 3D bunécna kultura
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Obrazek 11: Porovnani 2D a 3D kultivace. Pfevzato a upraveno z [86].

Bunky kultivované in vitro v pribéhu ¢asu vycerpavaji ziviny dodavané v médiu, rostou,
mnozi se a uvoliuji toxické metabolity. VétsSina adherentnich bunéénych linii roste
v kultiva¢nich nadobach do dosazeni vysokého procenta konfluence (~80 %), tedy do stavu,
kdy buniky zaplni povrch dna kultivacni nddoby a dostanou se do vzdjemného kontaktu, ¢imz
dochézi k tzv. kontaktni inhibici [85]. V této dobé je nezbytné, pro dalsi rozsifeni a udrzeni
viabilni kultury, provést subkultivaci, neboli pasdZzovani. Pfi pasdzovani dochézi k vytvareni
subkultur pfenosem buné¢k z piivodni kultury do nové kultivaéni naddoby s Cerstvym médiem.
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Adherentni buiiky jsou pii pasdzovani disociovany z kultivaéniho povrchu enzymatickym
Stépenim  (trypsin, dispaza, kolagendza, kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA))
nebo mechanickym naruSenim (seskrabnuti bunék Skrabkou) adherujici bunééné
monovrstvy [83], [85].

I ptes vyrazné zjednoduseni kultivace bunék v porovnani se situaci pred padesati lety,
existuje stale mnoho pretrvavajicich problémt, kterym je i dnes tfeba celit pro ziskani
reprodukovatelnych vysledkt. Navzdory jednoduchosti této metody ma kazda bunécna linie
mirn¢ odlisné pozadavky, fenotyp a chovani [84]. Neexistuje tedy uniformni protokol
pro vSechny bunécné linie. Prace s bunéénymi kulturami vyzaduje tedy znalosti jejich potieb,
fenotypu a ristovych vzorct za riznych fyzikalnich a nutriénich podminek [84].

Pracovni postup

Pro 2D experimenty byly burniky glioblastomu U887MG kultivovany v zivném médiu
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, s vysokym obsahem glukdzy, 4,5 g/l) od firmy
Biosera (Francie). Médium bylo obohaceno o antibiotikum gentamycin (50 pg-ml™?) zakoupeno
od firmy Merck (Ceska republika) a 10% tepelné inaktivované hovézi sérum (FBS; 10%) od
firmy Biosera (k 500 ml média se pfida 55 ml FBS a 2,5 ml gentamycinu). Bunky byly
kultivovany v podminkéach plné¢ humidifikovaného inkubatoru pii teploté 37 °C a 5% COs-.
Bunky byly pasdzovany 2—3krat tydné s ohledem na rlstovy profil linie. Pfi pasdZovani bylo
nejprve z kultivaéni nadoby odsato pavodni médium a kultura byla oplachnuta 2 ml PBS
(Phosphate Buffered Saline) o teploté 37 °C, které bylo nasledné odsato. Do kultiva¢ni nadoby
se dale napipetovalo 0,5 ml desetkrat zfedéného roztoku Trypsinu, ktery se nechal plsobit
3 minuty. Nasledné byl bunécny pelet sklizen pipetou s 5 ml ¢istého média DMEM, piemistén
do 15 ml zkumavky a zcentrifugovan (250 g, 3 min, 23 °C). Médium nad usazenym buné¢nym
peletem se odsélo a k peletu se ptidalo 5 ml ¢istého kultivacniho média. Smeés se dukladné
promichala, pomoci automatické pocitacky buné¢k se stanovilo mnozstvi a viabilita pfipravené
bunécné kultury. Na zakladé ziskané hodnoty byl ze pfipravené smési odebran vypocitany
objem kultury odpovidajici 1-10° bunék. Tento objem byl nasazen do nové kultivaéni nadoby
s Cerstvyym médiem. Nasazeni bunék pro potieby konkrétnich experimenti se odvijelo
od aktudlniho stavu bunécné linie, pti dodrzeni maximalné 90% konfluence.

V ptipadé¢ BBB bunécéné linie hCMEC/D3 bylo pfi kultivaci vyuzito zivné médium
EndoGRO™ médiu (Human epidermal basal medium) od firmy Lonza (Basilej, Svycarsko)
obohacené 0 antibiotikum gentamycin (50 pg-ml?) zakoupené od firmy Merck (Ceska
republika) a 1 ng/ml FGF2 od firmy Merck (Ceska republika). Buiiky byly kultivovany
v inkubatoru pii teploté 37 °C a 5% CO». Pasdzovéni bylo provadéno 2—3krat tydné s ohledem
na rastovy profil linie. Pfi pasazovani byl nejprve piipraven 20x ziedény roztok extracelularni
matrice ptidanim 1 ml kolagenu typu I do 19 ml studeného PBS. Ptipraveny roztok se dtikladné
promichal. Poté se 5-10 ml roztoku zfedéného kolagenu aplikovalo do kultivaéni nadoby T75,
ktera se umistila na 1 hodinu do inkubatoru (teploté 37 °C a 5% CO2). Nasledovalo opatrné
odsati pivodniho média z bunééné kultury. Bunky byly promyty 2 ml PBS. Na vrstvu bunék
se aplikovaly 3 ml roztoku Trypsin—EDTA, ktery se nechal ptisobit po dobu 3 minut. Déle byl
bunéény pelet pienesen pomoci pipety s 8 ml pripraveného média do 15 ml falkonky
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a zcentrifugovan (250 g, 3 min, 23 °C). Supernatant nad usazenym bunéénym peletem
se odstranil, k peletu se pridalo 5 ml ¢ist¢ho kultivaéniho média, bunky se dikladné
rozsuspendovaly a spocitaly. Pozadovany objem kultury byl nasazen do kultiva¢ni nadoby
potazené kolagenem s Cerstvym médiem.

Lidské indukované pluripotentni kmenové bunky byly kultivovany v obohaceném
zivném médiu StemFlex od firmy Gibco. Bunky byly pasazovany s ohledem na proliferaci
maximaln¢ 1krat tydné. Pii pasdzovani této bunécné linie byla nejprve pokryta jedna jamka
6ti-jamkové desticky 750 pl roztoku Geltrex, ktery se nechal po 1 hodinu gelovatét
v inkubatoru. V mezi¢ase bylo 9 ml StemFlex™ basalniho média (DMEM/F12; 1:1) obohaceno
1 ml StemFlex™ Supplementu a 20 pl Gentamycinu. Nasledné bylo z kultivaéni nadoby odsato
ptvodni médium a kultura byla dvakrat oplachnuta 2 ml DPBS o teploté 37 °C. Do kultivacni
nadoby se poté napipetoval 1 ml roztoku VERSENE od firmy Gibco, ktery se nechal ptisobit
3-5 minut v inkubatoru. Nasledné byl roztok versenu nad bunéénym peletem opatrné odsat
a bunky byly pomoci pipety s 1 ml pfipraveného kultiva¢niho média opatrné sklizeny z povrchu
pudni matrice. Buriky se pfenesly do 15 ml zkumavky, ktera se zcentrifugovala (250 g, 3 min,
23 °C). Médium nad usazenym bunéénym peletem se odsalo a k peletu se ptidaly 2 ml ¢istého
média. Z jamky potazené Geltrexem se odsala piebyte¢na tekutina a na jamku se po kapkach
ptfenesla pipetou bunécna smés.

4.2.3 3D kultivace

V soucasné dobé predstavuji 2D bunécné kultury nejrozsirenéjsi screeningovou techniku
vyuzivanou pii testovani 1éCiv, porozuméni jejich ucinku, ale také pifi porozumnéni
mechanismu vzniku onkologickych onemocnéni [55]. Tato metoda ma bohuzel mnoho
omezeni, jako jsou naruSena interakce bunck s extracelularnim prostiedim [57], zmény
v morfologii, polarité a genotypu bunék, které zna¢né snizuji vérohodnost ziskanych dat [55].
Pro piekonani téchto obtizi v predklinickém testovani 1€Civ byl vytvoten trojrozmérny model
bunééné kultury (Obrazek 11) [59]. Existuje mnoho typid 3D bunéénych modeld, z nichz
nejvyuzivanéjsi jsou sferoidy a organoidy (Obrazek 12) [58]. 3D kolonie piedstavuji modelové
prostiedi, ve kterém probiha velka ¢ast procesti béznych za in vivo podminek (napf. bunééna
diferenciace, angiogeneze, rozdilny pfistup bunék k nutrientim, tedy tzv. nutricni gradient
atd.). Trojrozmérné mikrotkané se tedy velice bliZi in vivo systému [61], [62].
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Obrazek 12: Porovnani dvou nejéastéjsich 3D bunéénych modelt. Pfevzato a upraveno
z [87].

4.2.3.1 Sferoidy

Sféroidy jsou jednoduché shluky bunék Siroké Skaly typt s definovanou geometrii [55].
Sferoidy lze vytvofit mnoha rozdilnymi pfistupy. Vyhodou tohoto 3D modelu je jeho
samosestavovani spontanni agregaci bunck jak v samostatném zivném médiu, tak za pouziti
specialnich leSeni. Pfi 3D kultivaci bun¢k se mohou aplikovat rozdilné metody piipravy
vyuzivajici naptiklad specialni leSeni (technologie zavéSenych kapek, rota¢ni kultury), zivnych
gelt a bioreaktorti, nebo kombinaci v§ech zminénych pfistupt [55], [88]. V nasem piipadé byla
pro formovani sferoidi pouzita technika kultivace bunck v mikrodestickdch Corning®
se zaoblenymi dny potaZzenymi Ultra—Low Attachment povrchovym povlakem zabranujicim
ptichyceni bun¢k k povrchu jamky a podporujici tvorbu sféroidit (Obrazek 13). V kombinaci
se specialn¢ sestavenym médiem pak poskytuje tento systém vhodné podminky k vytvotreni 3D
bunéénych sferoidii [89]. Velkou vyhodou tohoto systému je pomérné snadna ptiprava
takovychto modelovych 3D bunéénych systému [89], [90].
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Obrazek 13: Postup tvorby sféroidu. Pievzato a upraveno z [91].
Pracovni postup

Pro studium mechanismu pusobeni studovanych komplexd za fyziologicky
relevantngjSich podminek byly vytvofeny mikrotumory (3D sféroidy) z bun¢k US7MG. Buiiky
U87MG byly kultivovany v 3D formovacim médiu DMEM-F12 obohaceném ristovymi
faktory. Pfed zah4jenim samotného formovani 3D modelu bylo pfipraveno kultivacni médium
do 50 ml zkumavky doplnénim 48,3 ml DMEM/F12 média 1 ml 2% B27 (Thermo Fisher
Scientific Inc., MA, USA), 1 ul epidermalniho rastového faktoru (EGF; Sigma Aldrich,
Némecko, 20 ng/ml), 20 ul fibroblastového rastového faktoru (FGF2; Sigma Aldrich,
Némecko, 10 ng/ml), 250 ul hovéziho sérového albuminu (BSA; Sigma Aldrich, Némecko,
0,15 %) a 25 ul Gentamycinu (antibiotikum; 5 mg/ml). Z kultiva¢ni nadoby bylo nasledné
odsato puvodni médium, kultura byla oplachnuta 1 ml PBS a bunky byly trypsinizovany
po dobu 3 minut v 0,5 ml desetkrat ziedéného roztoku Trypsinu. Poté bylo k buiitkam p#idano
5 ml nového média, buiiky byly spocitany pomoci automatické pocitacky a potiebné mnozstvi
bunééné suspenze bylo piemisténo do 15 ml zkumavky, ktera byla zcentrifugovana (250 g,
3 min, 23 °C). Médium nad usazenym bunéénym peletem se odsalo a k peletu se ptidalo
potiebné mnozstvi pfipravené¢ho 3D formovaciho média (100 pl média na jamku). Bunky byly
pro experimenty s 3D sféroidy nasazeny v hustoté¢ 2500 bun¢k na jamku 96jamkové desticky
se zaoblenym dnem potazenym Ultra—Low Attachment povrchem (Corning, USA), ktery
zabranuje ulpivani bunék na povrchu desticky a podporuje vznik sferoidnich 3D bunécnych
struktur. Bunky byly inkubovany pii 37 °C po dobu 72 hodin, béhem tohoto ¢asu doslo
k efektivnimu zformovani sferoida.

4.2.3.2 Organoidy

Organoidy jsou slozité shluky organové specifickych bunék vyvinutych z embryonalnich
kmenovych bunék (Obrazek 12), indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék nebo
z dospélych tkanové specifickych kmenovych bunék [58]. Kmenové buriky maji schopnost
sebeorganizace a diferenciace [55]. Za spravnych podminek a v prostfedi s extracelularnim
leSenim, jako je matrice Corning® Matrigel® nebo kolagen [59], tvoii struktury, které
napodobuji anatomii organu in vivo [55]. Jednim z hlavnich omezeni pro rutinni pouzivani
tohoto 3D systému je obtizna standardizace postupu piipravy [58].
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Pracovni postup

Cerebralni organoidy byly generovany pomoci fizené Ctyfstupniové diferenciace
z lidskych indukovanych pluripotentnich kmenovych bun¢k (hiPSC; Gibco). hiPSC buiiky byly
kultivovany na bazalni membranové matrici Geltrex™ se snizenym rastovym faktorem (Gibco)
v bazalnim médiu StemFlex (DMEM/F12; 1:1) obohaceném o StemFlex supplementy (Gibco).

Prvni faze pftipravy cerebralnich organoidi (0.-5. den) zahrnuje tvorbu zirode¢nych
embryoidnich télisek (EB). Béhem tohoto kroku bylo od hiPSC opatrné odsato plivodni
médium, buniky byly oplachnuty PBS a ko-inkubovany s 1 ml roztoku versenu po dobu 8 minut.
Nasledné byl buné&ény pelet premistén do falkonky sl ml Stemdiff Cerebral organoidniho
média. Stemdiff Cerebral organoidni médium bylo ptipraveno obohacenim 40 ml STEMdiff™
cerebralniho organoidniho basalniho média 1 o 10 ml STEMdiff cerebralniho organoidniho
supplementu A a 50ul 10mM Rock inhibitoru (Y-27632; Dihydrochloride; 1 pl
inhibitoru/1l ml média; finalni koncentrace 10 uM). Buné¢na suspenze byla centrifugovana pii
300 g po dobu 5 min. Supernatant nad usazenym bunéénym peletem se nasledné odsal
a k peletu se ptidal 1 ml dfive pfipraveného kultivaéniho média. hiPSC byly nasazeny v hustoté
9000 bun¢k na jamku 96jamkové desticky se zaoblenym dnem potazenym Ultra—Low
Attachment povrchem (ULA, Corning). EB byly kultivovany po dobu 4 dnd, pro docileni EB
kulatého tvaru s primérem okolo 400 um. Ve 2. a 4. dnu od nasazeni experimentu bylo EB
vyménéno médium.

Ve druhé fazi piipravy organoidii (5.—7. den) byly 2 EB pieneseny na jednu jamku
24-jamkové ULA desticky. Diferenciace bun¢k na nervovy ektoderm byla indukovéana pomoci
Stemdiff cerebralni organoidové sady (StemCell Technologies, CA) po dobu dvou dni. EB
byly kultivovany v 0,5 ml indukéniho média na jednu jamku, ptipraveného piidanim o 0,5 ml
STEMUdiff™ cerebralniho organoidniho supplementu B do 49,5 ml STEMdiff™ cerebralniho
organoidniho bazalniho média 1. Na konci této faze mely EB priimér v rozmezi 500-800 pm.

Nasledné byly rané organoidy pfesunuty pomoci pipety na zalévaci povrch (Parafilm®)
do sterilni misky o priméru 100 mm, z kazdého EB bylo odstranéno ptebytecné médium
a pomoci pipety byl kazdy EB zabudovan do 15 ul matrice Matrigel (Corning). Poté se miska
umistila do inkubatoru na 30 minut, béhem kterych Matrigel® polymerizoval. Po zaliti byly
organoidy (12-16 organoidu/jamku) kultivovany na 6-jamkovych ULA destickach
za kontinualniho orbitalniho tfepaciho michani (50 ot./min.) ve 3 ml expanzniho média (diive
ptipravené médium obsahujici 24,25 ml STEMdiff™ cerebralniho organoidniho bazalniho
média 2, 0,25 ml STEMdiff™ cerebralniho organoidniho supplementu C a 0,5 ml STEMdiff™
cerebralniho organoidniho supplementu D) podporujici dalsi diferenciaci na neuroektoderm.

Po 72hodinové inkubaci bylo expanzni médium nahrazeno médiem maturacnim
(3 ml/jamku), ptipravenym doplnénim 2 ml STEMdiff™ cerebralniho organoidniho
supplementu E do 98 ml STEMdiff™ cerebralniho organoidniho bazalniho média 2. Organoidy
byly kultivovany dalSich 22 dni, aby se vyvinuly plné zralé mozkové organoidy se stfednim
primérem 1,5-2,5 mm. B&hem této faze bylo kazdé 3—4 dny vyménéno médium.

34



4.2.4 Antiproliferacni aktivita

Hodnoceni cytotoxicity nebo antiprolifera¢ni aktivity komplexi je jednou z prvnich
charakteristik v rdmci testovani novych slou¢enin s potencialné protinddorovym ucinkem, ktera
predstavuje pfimou a diskriminaéni metodu pro uc¢inné vyhodnoceni budoucich vyhlidek
studovanych sloucenin [92], [93]. Cytostaticky nebo antiprolifera¢ni ucinek je schopnost latky
inhibovat nebo zastavit rist a déleni bun¢k. Oproti cytotoxickym latkam, které mohou zpusobit
smrt buné€k, cytostatické latky ¢asto blokuji bunéény cyklus, coz zabranuje rustu a proliferaci
bungk, ale nezptisobuje ptimo bunécnou smrt.

Vysoka antiproliferacni aktivita latek ovS§em muize souviset s potencialnimi vedlej$imi
ucinky ¢i neselektivnim zabijenim rakovinnych bunék. Z tohoto diivodu byvaji nékteré
slouceniny s vysokou aktivitou vyfazeny z potencidlnich preklinickych nebo klinickych
aplikaci [94]. Tato piekazka se da piekonat nékolika zpisoby. Prvnim a jednodu$sim pfistupem,
souvisejicim zejména s vedlejSimi ucinky latky, je podavat pacientim nizs$i davky komplexu.
Pt1 sniZeni davek Casto bohuZzel dochazi k vyznamnému omezeni aktivity slou€enin proti cilové
rakovinné tkani [95]. Dalsi moznost piedstavuje aplikace fotodynamické terapie [96], [97].
Pti této metod¢ je selektivné aktivovan komplex pfesnym ozéafenim nadorového loziska
laserovym svétlem. Nadorové buiiky jsou po ozéafeni selektivné destruovany, zatimco okolni
tkan¢ jsou vystaveny pouze velmi nizkym koncentracim sloucenin, které nevyvolavaji toxické
ucinky [98], [99].

Bun&éné
proteiny

Zivotaschopna
Sulforhodamin B (SRB) bufika Absorbance: 560 nm

Vizualizovan jako

Obrazek 14: Princip testu SRB. Pievzato a upraveno z [100].

Pro ziskéni pln¢ reprezentativnich vysledki pro klinické prostiedi byla antiproliferativni
aktivita studovanych slouc¢enin hodnocena nejen pomoci 2D kultur, ale také na 3D sféroidnich
modelech, které poskytuji relevantnéjsi informace o aktivité¢ testovanych sloucenin proti
malignim tkanim v organismu pacienta [101]. Uginnost studovanych komplexii byla testovana
pro 2D model pomoci konvenéniho SRB testu, ktery je zaloZena na schopnosti barviva
sulforhodaminu B vazat se v zavislosti na pH na proteinové slozky fixovanych bunék (Obrazek
14) [102], a proti generovanym mikrotumorim byla urena pomoci testu CellTiterGlo-3D
(Promega), ktery umoznuje méfeni mnozstvi ATP i1 ve velkych sféroidnich strukturach
(Obrazek 15).
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Obrazek 15: Princip testu CellTiterGlo-3D. Prevzato a upraveno z [103].
Pracovni postup

Antiproliferativni  aktivita zkoumanych sloucenin byla hodnocena pomoci
Sulforhodamin B (SRB) na 2D buné¢nych monovrstvach. Pro testy na 2D bunécné monovrstve
byly buitky U87MG nasazeny na 96jamkové desticky (TPP) pro tkanové kultury v hustoté
3000 buné¢k na jamku ve 100 pl DMEM kultiva¢niho média. Po inkubaci pies noc v inkubatoru
pti 37 °C ve zvlhéené atmosfére a 5% CO2 bylo piivodni médium vyménéno za 100 pl Earle's
Balanced Salt Solution (EBSS) a buniky byly osSetieny testovanymi slouceninami (konecny
objem 200 ul na jamku). Poté byly burniky inkubovany se studovanymi komplexy po dobu
90 minut ve tmé (5 % COg, 37 °C) a nasledné byly po dobu 30 min ozafovany modrym svétlem
(420 nm) s koneénou intenzitou 58 Wm=. Na ozafeni vzorki byl pouzit Photoreactor LZC-
ICH2 (Luzchem, Kanada) ptedehtaty na teplotu 37 °C pfi ozafovani. Kontrolni vzorky byly
inkubovany po dobu 2 hodin ve tm¢ (neozatfené). Po ukonceni oSetieni bunck bylo médium
odsato, jamky byly promyty 100 ul PBS a naplnény 200 ul DMEM média. Po 70hodinové
inkubaci bylo médium odsato, buniky byly dvakrat oplachnuty 100 ul PBS a adherované buiiky
byly fixovany po dobu 1 hodiny pii 4 °C 50 ul 10% kyselinou trichloroctovou (TCA).
Po uplynuti ¢asového intervalu byla TCA odsata, fixované buiiky byly dvakrat promyty 100 ul
MQ a obarveny 0,4% roztokem SRB (50 uL/jamku; 0,4 % v 1% kyseliné octové) po dobu
30 minut. Roztok SRB byl poté odstranén, jamky byly dvakrat oplachnuty 1% kyselinou
octovou a solubilizace barviva byla provedena pomoci Tris (10 mM, pH 10,5) za kontinudlniho
michani po dobu 15 minut na tiepacce. Zivotaschopnost bunék byla vyhodnocena méfenim
absorbance pfi vlnové délce 570 nm s pomoci absorpéni cteCky (SPARK TECAN;
SCHOELLER). Namétené hodnoty absorbance byly pfevedeny na procento kontroly (% pteZiti
bunék). Antiprolifera¢ni u¢inky byly vyjadreny jako IC50 (koncentrace testované latky, ktera
inhibuje bunécny rist o 50 %), které byly vypocteny z kiivek konstruovanych vynesenim preziti
bun¢k (%) versus koncentrace 1éCiva (uM).

Pro stanoveni antiproliferativni aktivita zkoumanych sloucenin za 3D podminek byly
pfipraveny z bunék U87MG 3D sféroidy. Bunky byly nasazeny v hustoté 2500 buné€k na jamku
96jamkové desticky ve tvaru U s ultranizkou pftilnavosti (Corning, USA) a kultivovany v 3D
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formovacim médiu DMEM-F12 doplnéném riistovymi a sféroidnimi faktory (2% B27,
20 ng mIt EGF, 10ng mlI! FGF2 a 0,15% BSA) po dobu 72 hodin. Po 72-hodinovém
formovani sferoiddi byly vzorky oSetfeny testovanymi slouceninami a ozéafeny, stejnym
zpusobem, jak bylo popsano pro 2D kultury. Nasledné byly sferoidy kultivovany v ¢istém 3D
médiu po dobu 70 hodin. Po 70hodinové inkubaci bylo do kazdé jamky 96jamkové desticky
ptidano 100 ul CellTiter-Glo® 3D Reagent (Promega, USA) a desticka se za pokojové teploty
intenzivné michala po dobu Sminut. Pro stabilizaci luminiscence byly desti¢ky inkubovany
dalsich 25 minut pfi pokojové teploté. Zivotaschopnost bunék byla vyhodnocena méfenim
luminiscenéniho signdlu s pomoci ¢&tetky SPARK (Tecan, Manedorf, Svycarsko).
Antiproliferativni u€inky byly vyjadfeny jako hodnoty ICso, které byly vypocteny z kiivek
konstruovanych vynesenim pteziti bun¢k (%) versus koncentrace lé¢iva (uM). Hodnoty poté
byly pfevedeny na procento kontroly (% pieziti bunék).

Index fototoxicity byl ziskan porovnanim hodnot ICsg stanovenych za tmy a ICsg
stanovenych pro ozafené vzorky. VSechny experimenty byly provedeny ve tfech opakovanich,
pro zajisténé spolehlivosti a reprodukovatelnosti vysledkii. Kromé toho byly koncentrace
sloucenin v médiu béhem oSetieni ovéfeny pomoci bezplamenové atomové absorpéni
spektroskopie (FAAS) nebo hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
(ICP-MS).

4.2.5 Monitorovani transportu testovanych sloucenin pres hematoencefalickou bariéru

Hematoencefalicka bariéra (BBB; blood-brain barrier) je aktivni rozhrani oddélujici
centralni nervovy systém (CNS) a ob&hovy systém (Obrazek 16), ktera omezuje transport
ruznych latek mezi dvéma kompartmenty a hraje klicovou roli pii udrzovani homeostazy v CNS
[104]. Fyziologicky se BBB sklada ze slozité sité vaskularnich endotelovych bunék (BMEC),
které tvofi endotel s fyzikalni (t€sné spoje) a biochemickou (enzymové) bariérou [105].
Pro endotel BBB je charakteristicka absence fenestrace a pfitomnost tésnych spojeni, slozenych
z transmembranovych proteinti (claudin, okludin a junk¢nich adheznich molekul)
a cytoplazmatickych proteint. T€sna spojeni jsou mezibunécné spojeni, ktera reguluji difuzi,
fidi transportni procesy pro udrZzeni homeostaze a omezuji prostup potencidlné toxickych latek
z krve do mozku. Integrita BBB bariéry je zaroven zivotné dilezita pro fyziologické aktivity
tkan¢. OvSem tato fyzicka bariéra zaroven omezuje prichod vétSiny chemoterapeutickych 1k,
¢imz piedstavuje zasadni problém pro chemoterapii mozkovych nadora [106]. Pro studium
a predikci mechanismi absorpce 1é¢iv, transportnich drah a Gi¢ink slouc¢enin na funkci bariéry
byly vytvofeny rizné modely BBB, které umoziuji podrobné screeningy lékd in vitro.
Pii posuzovani spolehlivosti bunééného modelu BBB jsou ptedev§im hodnoceny jeho
vlastnosti, jako polarizace, snizena permeabilita, exprese endotelidlnich markerii a proteind.
V soucasné dobé se pro formovani modelu BBB vyuzivaji piedevs§im lidské bunééné linie
hCMEC/D3, hBMEC a indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék (iPSC) po specifické
diferenciaci [104], [107].
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Obrazek 16: Schéma hematoencefalické bariéry. Pfevzato a upraveno z [108].

Jednou z nejcastéji pouzivanych in vitro technik pro hodnoceni modelu BBB
je transepitelialni/transendotelialni elektricky odpor (TEER). Jedna se o Siroce pouZivanou
metodu hodnoceni a monitorovani epitelialni tkan¢ v oblastech biologickych véd
a terapeutického vyvoje. TEER patii mezi impedimetrické techniky, které jsou zaloZené
na méfeni zmén v impedanci (elektrickém odporu). Tato metoda pfedstavuje neinvazivni
a nedestruktivni zptsob umoziujici hodnoceni integrity a propustnosti bunééné bariéry
v realném Case a mlze byt pouZzita pro transport riznych toxickych latek nebo farmak ptes
membranu [109]. Pro méfeni elektrického odporu byl pouzit monitorovaci systém ECIS (z angl.
Electric Cell-substrate impedance sensing). Systém ECIS vyuziva dvé elektrody umistény
Z obou stran bunécné monovrstvy na poréznim nosici (Obrazek 17). Pfi méteni je aplikovan do
systému nizkofrekven¢ni stfidavy proud a ¢idlo méfi zménu elektrického signalu po prichodu
buné¢nou vrstvou [110]. Pro BBB model je charakteristickd vysoka hodnota TEER, ktera
je typicka pro neporusené bunééné vrstvy a naznacuje omezenou permeabilitu iontd a molekul
(. nizkou vodivost). Nizké hodnoty TEER naznacuji zvySenou propustnost, kterd souvisi
s naruSenou bariérovou funkci bunééné monovrstvy. Méteni impedance poskytuje kvantitativni
informace o propustnosti latek pies tkafiovou bariéru a hodnoceni funkce epitelialni bariéry.
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Obrazek 17: Schématické znazornéni analyzy TEER. Ptevzato a upraveno z [111].
Pracovni postup

Pro studium prostupu testovanych komplexi pies hematoencefalickou bariéru byly
vytvoieny modely BBB z bunék hCMEC/D3. Bunky hCMEC/D3 byly kultivovany na matrici
kolagenu typu | vEGM-2 MV v médiu pro rast mikrovaskularnich endotelialnich bunék
obohaceném 0 rastové faktory. Pred zah4jenim samotného formovani BBB modelu byly do
24jamkové desticky vlozeny 0,33 cm? Cell culture Inserty s velikosti porti 3 um (Falcon).
Do insertu bylo napipetovano po kapkach 300 ul pfipravené¢ho 20x ziedéného roztoku kolagenu
typu I, pfipraveného pridanim 0,5 ml kolagenu do 9,5 ml vychlazeného PBS, ktery se nechal
po 1 hodinu tuhnout v inkubatoru pii 37 °C. V mezicase bylo piipraveno kultivaéni médium do
50 ml falkonky doplnénim 50 ml EGM™ 2 MV media 2,5 ml 5% fetalniho bovinniho séra
(FBS; Lonza, ngcarsko, 5%), 50 ul epidermalniho rustového faktoru (hEGF; Lonza,
SV}'/carsko, 5 ng/ml), 200 ul fibroblastového ristového faktoru (hFGF; Lonza, SV}'/carsko,
5 ng/ml), 50 pul vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru (hWWEGF; Lonza, Svycarsko,
5 ng/ml), 50 ul rekombinantniho rustového faktoru lidského inzulinu (Insulin-like growth
factor, R3—IGF-1; Lonza, gV}'/carsko, 15 ng/ml), 50 ul kyseliny askorbové (Lonza, §V}'Icarsko,
50 pg/ml), 20 pul hydrokortisonu (Lonza, Svycarsko, 1ug/ml) a 50pul smési
gentamicin/amfotericin (GA-1000; Lonza, Svycarsko). Nasledné bylo z kultivaéni nadoby
odsato puvodni médium, kultura byla dvakrat oplachnuta 2 ml PBS a trypsinizovana
2 ml 10x zfedéného roztoku Tripsinu, ktery se nechal pisobit 3 minuty. Poté byly bunky
sklizeny do 15 ml falkonky s2 ml média a odsttedény na centrifuze (250 g, 3 min, 23 °C).
Supernatant nad usazenym bun&nym peletem se odsal. K bunikdm se pfidalo 5 ml plné
supplementovaného EGM™ 2 MV media. Pred nasazenim bunék bylo do jamek pod
vloZenymi inserty napipetovano 800 ul EGM™ 2 MV média a piebyte¢na tekutina kolagenové
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vrstvy byla z insertu odstranéna jeho prevracenim nad sterilni ¢istou bunicinu. Insert byl poté
vlozen do jamky s médiem a po kapkach na n¢j bylo opatrné pieneseno pipetou 300 ul bunécéné
smési. Bunky byly pro formovani BBB modelu nasazeny v hustoté¢ 20000 bun¢k na jamku
24jamkové desticky s vlozenymi inzerty. Bunky byly kultivovany po dobu 7-10 dni, béhem
kterych doslo k vytvoteni u¢inné bariéry. Pfi¢emz kazdé dva dny jim bylo vyménéno ptivodni
médium za Cerstvé (jak pod insertem, tak v insertu).

Bariérova funkce byla stanovena meéfenim transepitelidlniho elektrického odporu
(TEER). Inserty s diferencovanymi buiikami byly spolu se tfemi inserty bez bunék (kontrola)
presunuty do Cerné 24jamkové destiCky se zlatymi elektrodami (24-well TEER array) pro
TEER analyzu. Do jamky pod inserty bylo napipetovano 800 pl média a 300 pul média
se napipetovalo do insertu s/i bez bunééné vrstvy. Desticka byla nasledné ekvilibrovana pro
ustdleni kontaktu mezi médiem a elektrodami. Dale byly nastaveny parametry experimentu
(Casove¢ intervaly méteni odporu v systému; 20 min) a byly namétfeny hodnoty pozadi, tedy
impedance pro model BBB smédiem. Modely byly kultivovany do druhého dne
za fyziologickych podminek (37 °C, 5% CO2) pro stabilizaci bunécné kultury. Poté bylo
k médiu ptidano 100 pl vybranych testovanych slouc¢enin (Ir3, Ir4 a IrS; koncentrace zasobnich
roztoki ~ 5 mM) o finalni koncentraci 10 uM (dfive nafedéno médiem) a bylo zahajeno méteni
impedance, ktera byla monitorovana po dobu 24 hodin v termostatu (37 °C, 5% CO,).
Koncentrace studovanych sloucenin iridia byla analyzovana pomoci hmotnostni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem (ICP—MS). Koeficienty permeability (Papp) byly vypoéteny

pomoci vzorce:
p _ (dC) ( Vr )
wr=\ar) \a-¢,) (1)

dC/dt ptredstavuje kumulativni koncentraci odpovidajici komplextim iridia v priabéhu
Casu v bazolateralnim kompartmentu, Vr je objem (1,5 ml), A je povrchova plocha inzertu

(0,336 cm?) a Co je pocatecni aplikovana koncentrace slouceniny.

4.2.6 Kokultiva¢ni model BBB s buiikami U87MG s naslednou analyzou bunécné
akumulace.

Po priiniku protirakovinnych sloucenin ptes hematoencefalickou bariérou (BBB) je pro
jejich Ucinnost pifi 1écbé mozkovych nddort a metastaz rozhodujicim faktorem bunécny
ptijem/akumulace aplikované latky [112], [113]. Bunéény piijem neboli akumulace komplext
predstavuje klicovou vlastnost v mechanismu plsobeni protinadorové aktivnich farmak. Tato
charakteristika jednoznacné stanovuje efektivitu cytostatik vici nadorovym buikam.
Slouceniny s nizkou schopnosti penetrovat pies cytoplasmatickou membranu byvaji zpravidla
méné G¢inné, a hrozi u nich vznik ziskané rezistence [114]. Pro studium schopnosti latek
pronikat do nitra nddorovych bunék byly vytvofeny kokulturni modely BBB, sloZeny ze dvou
modelovych bunéénych linii (Obrazek 18).
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Obrazek 18: Schéma kokultivacniho modelu BBB slozeného z bunék hCMEC/D3
umisténych v apikalnich ¢asti a bunék US7MG v bazolateradlni ¢asti systému. Prevzato
a upraveno z [115].

Pracovni postup

Pro potvrzeni cileného piisobeni a akumulace testovanych sloucenin v glioblastomovych
bunkach U87MG, byl vytvofen model pro monitorovani bunééného piijmu ze dvou linii
U87MG a hCMEC/D3. Drtive sklizené glioblastomové buiky U87MG byly nasazeny
do bazolateralnich ¢&asti jamek 24jamkové desticky v hustoté 1-10° bunék na jamku
a kultivovany ptes noc. Do apikalnich ¢asti modelovych systémii byly nasledné vloZeny inserty
s vytvorenymi BBB bariérami z bunék hCMEC/D3. Takto pfipraveny systém byl oSetfen
komplexem Ir4 o finalni koncentraci 10 uM. Komplex byl aplikovan do apikalnich ¢asti jiz
sestavenych modeli. Po aplikaci komplext byly modelové systémy inkubovany 24 hodin
za fyziologickych podminek. Nasledné od sebe byly apikalni a bazolateralni ¢asti odd¢€leny.
Kazdy buné¢ny model byl oplachnut PBS (37 °C), tripsinizovan. Buniky byly sesbirany, dvakrat
promyty studenym PBS a spocitany automatickou pocitackou Biorad TC10. Poté byly
buniky centrifugovany pti 300 g, 3 minuty pii 4 °C ve dvou cyklech, pti kterych se eliminovalo
zbytkové mnozstvi extracelularné pfitomné testované slouceniny. Ziskané bunécné pelety
vzorki byly mineralizovany roztokem ultracisté kyseliny chlorovodikové (5 M) po dobu
24 hodin za vzniku plné homogenniho roztoku. Takto pfipravené roztoky byly nafedény pro
snizeni koncentrace kyseliny (doporuc¢ena koncentrace HC1 pro méteni na ICP-MS je do 5%).
Kone¢ny obsah iridia absorbovaného buitkami byl stanoven pomoci ICP—-MS. Experimenty
byly provedeny ve tiech opakovanich. Ziskana data byla vyjadfena v nanogramech iridia na
jeden milion bunék.

4.2.7 Distribuce zkoumanych komplexii iridia ve sféroidech glioblastomu US7MG
VétSina slibnych preklinickych 1€kt neméa bohuzel u skute¢nych pacientli s nadory

zadnou nebo jen slabou ucinnost. Hlavnim diivodem zkreslené uspésnosti potencionalnich

chemoterapeutik je nizka fyziologicka podobnost hojné vyuzivanych 2D jednovrstvych
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bunéénych kultur se zvifecimi modely [116]. Mnohobunééné sféroidy napodobuji
mikroprostiedi a tkanové vlastnosti nadort in vivo [117]. Tento systém poskytuje vhodny model
pro studium penetrace 1é¢iv, metabolismu a distribuce 1é€iv v rdmci solidnich nadort. Ziskané
informace umoznuji predikovat ucinnost 1é€by nebo vznik rezistence nadori vici aplikované
lécbe [116]. Dulezité je poznamenat, ze citlivost a invazivita in vivo nadoru je zasadné
ovlivnéna interakcemi bunika-buiika a bunka—extracelularni matrice (ECM) [118].
Extracelularni matrix je nebunéénd ¢ast nddorového mikroprostiedi, ktera tvoii biologickou
a fyzickou bariéru branici u¢innému pronikani 1é¢iv do tumoru [119]. Ve vysledku zvySuje
ECM rezistenci nadoru vici aplikované terapii [50]. Z tohoto divodu byly vyvinuty nové

terapeutické strategie zaméfené nejen na samotnou malignitu, ale také na mikroprostiedi
ovlivityjici nador [119]. Pro ziskani vérohodnéjSich vysledkd byla distribuce testovanych
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Obrazek 19: Schéma postupu meéteni distribuce aplikovanych komplexti pomoci
konfokalniho mikroskopu.

Pracovni postup

Sféroidy vytvotené z bunck US7MG pomoci ULA 96-jamkovych desticek v médiu
DMEM-F12 doplnéném ristovymi faktory byly po 72hodinouvém formovani zapustény
do 15 ul matrice Matrigel, ktera se nechala po dobu 30 minut gelovatét. Poté byly sferoidy
kultivovany dalSich 24 hodin v konfokalnich Petriho miskach (Mattek) s1 ml 3D formovaciho
média. Po ukonceni kultivace byly vzorky vystaveny po dobu 3 hodin ptlisobeni vybranych
studovanych komplext Ir3, Ir4 a Ir5 (5 uM). Po uplynuti c¢asového intervalu bylo ptivodni
médium odsano, vzorky byly oplachnuty PBS a pteneseny do cerstvého 3D formovaciho média.
Fluorescence testovanych sloucenin byla vizualizovana a analyzovana v definovanych vrstvach
pomoci konfokalniho mikroskopu (Leica CM SP8 SMD, Leica, Némecko) (Obrazek 19).

4.2.8 Hodnoceni bunééné odpovédi 3D sferoidii na studované komplexy

Nédorové sféroidy patii mezi dobfe charakterizované 3D kultivacni systémy, které
se podobaji fyziologicky i strukturné nadorové tkani [120]. Maji Siroké uplatnéni v tadé
aplikaci, v¢etné screeningu protirakovinnych 1€kt s antiproliferativnimi vlastnostmi, hodnoceni
cytotoxicity, schopnosti 1é¢iv pronikat nddorem a zkoumdni mechanismu protirakovinného
G¢inku sloudenin. Uginnost testovanych potencionalnich protirakovinnych 1é¢iv v 3D
sféroidnich modelech miize byt hodnocena pomoci biochemickych testl, technik barveni
a zmén morfologickych parametra [121].
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4.2.8.1 Analyza morfologickych parametria sféroidi po aplikaci testovanych sloucenin
v kombinaci s fotodynamickou terapii

Pozorovani morfologickych zmén sféroidi vyvolanych protirakovinnymi 1éky
piredstavuji jednoduchy, spolehlivy a efektivni zptisob uréeni t¢innosti testovanych latek [121].
Mezi zakladni hodnocené morfologické parametry patii velikost, tvar, objem, pramér, plocha,
obvod, kompaktnost a sféricita 3D modelu [120]. Jedna se pfedevsim o prvotni pozorovatelné
znaky, které Ize vyhodnotit pouze pomoci svételné mikroskopie a nevyzaduji zadné specifické
barveni nebo sondy. Morfologické zmény zptisobené tispéSnou protirakovinnou 1é¢bou u 3D
nadorovych sféroidd, jako je zmensena velikost, ztrata kompaktnosti, integrity nebo hladkého
povrchu sféroidd, jsou vysoce spolehlivé charakteristiky typické pro léCiva pusobici
cytotoxicky, antiproliferativné nebo anti-metastaticky (Obrazek 20). Tato metoda muze
vyznamné snizit potiebu biochemickych testl a technik barveni [121].
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Obrazek 20: Schéma morfologickych zmén 3D nadorovych sféroidech v reakci
na cytotoxicitu/antiproliferativni aktivitu vyvolanou 1é¢ivem. Pievzato a upraveno z [121].

Pracovni postup

Pro tento experiment byly vytvofeny dvé sady vzorkd, které byly bud’ vystaveny zareni
nebo ponechany ve tmé. Sferoidy byly pfipraveny z bunék US7MG 72hodinouvou inkubaci
za 3D podminek pomoci ULA 96-jamkovych desticek v médiu DMEM-F12 doplnéném
rastovymi faktory podporujici tvorbu sféroidi. Po 72hodinovém formovani byly sferoidy
oSetfeny zkoumanymi iridiovymi komplexy Ir1-Ir10 o kone¢né koncentraci odpovidajici ICso
a temozolomidem (TMZ; finalni koncentraci 100 pM). Sféroidy byly ko—kultivovany
s testovanymi slouceninami po dobu 90 minut v inkubatoru. Nasledné byla jedna sada vzorkd
ozafena modrym svétlem o vlnové délce 420 nm (58 Wm) po dobu 30 minut. Druh4 sada
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vzorkl byla ponechdna ve tmé (neozéiena). Po ukonceni treatmentu bylo odstranéno médium,
vzorky byly opladchnuty a inkubovany dalSich 72 hodin v 3D formovacim médiu bez 1éCiv.
Morfologické parametry sferoidt byly od pocatku jejich formovani az do ukonceni experimentu
(72 hodin pted oSetienim; 72 hodin po oSetieni; 144 hodin celkem) pravidelné v intervalu
24 hodin monitorovany a hodnoceny pomoci mikroskopu s faizovym kontrastem.

4.2.8.2 Stanoveni metabolické aktivity sferoidi oSetfenych zkoumanymi komplexy
v kombinaci s fotodynamickou terapii

Biochemické testy a techniky barveni ptedstavuji dal$i moznost pro hodnoceni ucinnosti
latek aplikovanych na sféroidy. Tyto metody jsou zalozené na reakci barviva nebo
fluorescenéni sondy s ur¢itymi molekulami produkovanymi buitkami nebo s makromolekulami
obsazenymi v rozrusenych sféroidech (DNA) (Obrazek 21). Tyto zobrazovaci metody analyzuji
intenzitu luminiscence nebo fluorescence aplikovaného fluorochromu detekovaného pomoci
cteCky destiCek. NejCastéji se vyuzivaji pii kvantifikaci viability bunék (propidium jodid,
Kalcein AM, ethidium homodimer), uréeni specifického typu bunééné smrti (Annexin V) nebo
V ptipad¢ imunohistochemie pro znaceni unikatnich markert. Mezi tyto pfistupy se fadi také
testy bunécné Zzivotaschopnosti stanovené pomoci trypanové modii, Perfecta 3D nebo
CellTiter-Glo 3D [121].
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Obrazek 21: 3D schéma navazani barviva Hoechst do DNA struktury. Pievzato
a upraveno z [122].

V nasi praci byly vyuzity 3 fluorescenéni sody, a to o Kalcein AM, propidium jodid
a Hoechst 33258 [123]. Propidium jodid je Siroce pouZzivany fluorochrom, ktery selektivné
pronikd do bunék s narusenou cytoplazmatickou membréanou, kde se vaze na DNA nebo RNA
a umoznuje detekci mrtvych bunék [124]. Pro analyzu metabolicky aktivnich (zivych) bun¢k
byl pouzit Kalcein AM (calcein-acetomethoxy), ktery pronika do bunek ve formé
nefluorescencniho derivatu, z které¢ho esterazy v Zivych buiikdch odstépi acetometoxy skupiny
(Obrazek 22). Produktem této reakce je siln€ zelené fluorescencni Kalcein, ktery neprochazi ven
z bung¢k [125]. Hoechstova barviva tvofi skupinu modrych fluorescencnich barviv, ktera se vazi
na DNA. Toto barveni bylo pouzito pro ptesné vytyceni obrysu sféroidu [126].
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Obrazek 22: Princip analyzy metabolické aktivity pomoci sondy Kalcein AM. Prevzato
a upraveno z [127].

Pracovni postup

Z bunck US7MG byly vytvotfeny sferoidy 72hodinouvou inkubaci za 3D podminek
pomoci ULA 96-jamkovych desticek v médiu DMEM-F12 doplnéném ristovymi faktory.
Po 72hodinovém formovani byly sferoidy zapusStény do 15 ul matrice Matrigel a matrice
se nechala po dobu 30 minut gelovatét. Nasledné byly sferoidy pieneseny do konfokalnich
Petrino misek (Mattek) s1 ml 3D formovaciho média, ve kterych byly po dobu 24 hodin
kultivovany. Poté byly vzorky oSetfeny vybranymi testovanymi slouceninami Ir3, Ir4 a Ir5
v koncentracich odpovidajicich ICsp stanovenych pro 3D kultury po dobu 3 hodin. Po ukonceni
treatmentu byla jedna sada vzorkli ponechdna ve tm¢ a druha byla ozafena laserem o vlnové
délce 405 nm (1 mW) po dobu 60 s. Z obou sad vzorki bylo poté odstranéno médium, vzorky
byly oplachnuty a pfeneseny do Cerstvého 3D formovaciho média bez komplext. V tomto stavu
byly kultivovany dalSich 24 hodin. Po ukonceni inkubace byly vzorky (jak ozafené, tak
kontroly inkubované ve tmé) barveny Hoechst 33258 (20 ug/ml), Kalceinem AM (2uM)
a propidium jodidem (8 ug/ml) po dobu 2 hodin. Vzorky byly nasledné postupné vizualizovany
pomoci konfokalniho mikroskopu (Leica CM SP8 SMD, Leica, Némecko). Zobrazovani bylo
provadéno v10 skenech v definovanych vrstvach s krokem 20 um. Jednotlivé intenzity
fluorescence byly zachyceny a analyzovany pomoci softwaru. Méfeni bylo provedeno ve tfech
nezavislych experimentech.

4.2.9 Detekce reaktivnich forem kysliku ve sféroidech U§7MG

Reaktivni formy kysliku (ROS) hraji zdsadni roli ve fotodynamické terapii (PDT). Pii
PDT dochazi k aktivaci fotocitlivé latky (fotosenzitizéru) svételnym zdrojem, kterd indukuje
tvorbu ROS z atomarniho kysliku v cilené ozarenych buiikdch a néslednou bunécnou smrt
(Obrazek 23). Tato metoda nabizi mnoho vyhod, jako je minimalni systémova toxicita, cilena
1é¢ba rakoviny a prekonani mnohocetné 1ékové rezistence [128].
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Obrazek 23: Princip fotodynamické terapie. Pfevzato a upraveno z [129].

Pro stanoveni hladiny ROS v nitru bun¢k se pouziva fada zndmych postupl (napf.
2'7'-dichlorofluorescein diacetat) [130]. V této praci byla pro stanoveni mnozstvi volnych
kyslikovych radikalii, konkrétné pro detekci hydroxylovych radikalti (¢\OH) a superoxidovych
aniontt (O2 ") [131], vyuzita fluorescen¢ni sonda CellROX™ Green, ktera pronika do bunky
v redukovaném stavu. V pfitomnosti ROS podléha toto ¢inidlo oxidaci, kterd vede k iniciaci
fluorescence. Fluorescen¢ni signal je mozné detekovat na fluorimetru, poptipadé s pomoci
konfokalni mikroskopie ¢i pratokové cytometrie. Mira fluorescence je ptimo imérna mnozstvi
vznikajicich volnych radikala [132].

Pracovni postup

Diive pfipravené sféroidy glioblastomu U87MG (3000 bunék/jamku) byly oSetieny
komplexem Ir4 v koncentraci odpovidajici ICsg stanovené pro 3D kultury nebo udrzovany
za podminek bez 1é¢iva (kontroly) po dobu 3 hodin. Poté byly vzorky barveny po dobu 30 minut
fluorescencni sondou CellRox Green® (Thermofisher Sci.) o findlni koncentraci 5 uM
a propidium jodidem (8 ul/ml). Nasledné byly sferoidy ozafovany po dobu 60 s modrym
laserem (405 nm, 1 mW). Vzorky byly skenovany pomoci konfokalniho mikroskopu (Leica
CM SP8 SMD, Leica, Némecko) v jednotlivych vrstvach (10 vrstev s krokem 20 pm).
Zobrazovani vzorkil bylo provadéno pied a bezprostiedné po ozareni (1 min po ozatfeni) a poté
v definovanych casovych intervalech po ozafeni (15 a 30 min). Jednotlivé intenzity
fluorescence byly zachyceny a analyzovany pomoci softwaru. Experiment byl nezavisle
replikovan v triplikétu.

4.2.10 Priprava modelu implantatu sferoid-organoid pro presnéjsi charakterizaci
mechanismu pisobeni Ir4 komplexu
Mozkové organoidy piedstavuji jedinecnou platformu pro studium ucinkt Siroké skaly
sloucenin nebo podminek na zdravé nebo nemocné tkani odvozené z ¢loveéka [133]. Tento
model umoziuje studium za podminek fyziologicky velmi blizkych in vivo situaci, avsak
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v podminkach in vitro [134]. V soucasné dob¢ maji organoidy veliky potencial pro modelovani
neurovyvojovych poruch, neurodegenerativnich onemocnéni (Alzheimerova choroba) [133]
a mozkovych nddori (glioblastom). Cerebralni nadorové organoidy pak nalézaji vyuziti
pfi studiu nadorového mikroprostiedi a pii hodnoceni screeningu potencialnich
protirakovinnych latek [135]. Cilem v tomto experimentu bylo pfipravit fuzni systémy [136],
slozené ze zdravé a maligni tkan¢ (Obrazek 24), za ucelem testovani studovanych komplex.
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Obrazek 24: Schéma postupu implantace sferoidu do organoidu.

4.2.10.1 Studium distribuce komplexu Ir4 ve fiiznim systému

Pro studium monitorovani distribuce vybraného kandidatniho komplexu Ir4 v organismu
pacienta byl vytvofen model fuzniho implantatu. Tento implantat se skladal z nadoru,
reprezentovaném implantovanymi nadorovymi sferoidy generovanymi z bun¢k U87MG,
a zdravé tkang, predstavované cerebralnim organoidem vytvorenym z hiPSC.

Pfed samotnou implantaci byly nejdiive vySe zminéné 3D modely vytvoieny
a standardizovany. Sféroidy byly pfipraveny z bunék glioblastomu U87MG 72hodinovou
kultivaci za 3D podminek pomoci ULA 96jamkovych desticek v médiu DMEM-F12
obohaceném o 2% B27, epidermalnim riistovym faktorem (EGF; 20 ng-mlt), fibroblastovy
ristovy faktor 2 (FGF2; 10 ng:'ml™) a BSA (0,15 %). Mozkové organoidy byly generovany
pomoci Ctyfstupiiové diferenciace z hiPSC za pomoci ULA desticek v prostfedi Stemdiff
cerebralni organoidové sady (StemCell Technologies, CA)

Z téchto modelovych systému byl po uplném dozrani mozkovych organoidii (ptiblizné
35 dnti) a definované dobé ristu sféroidii (72 h) ptipraven systém fuzniho implantatu. Nejprve
byl Matrigelovy obal organoidu chemicky rozrusen pfidanim 200 pl roztoku CellRecovery®
(Corning), cely proces probihal po dobu 20 minut na ledu. Nasledné byly sféroidy a organoidy
bez Matrigelu piesunuty pomoci pipety s vychlazenymi S$pickami na silikonovy povrch
pro ptiblizeni 3D struktur (Organoid Embedding Sheet; Stemcell Technologies) do sterilni
misky o priméru 100 mm. Z okoli vzorkl bylo odstranéno médium, obé entity byly manuélné
pfiblizeny blizko k sobé a pomoci pipety s vychlazenymi Spickami byly spolecné ptiblizené 3D
modely zapustény do 15 pl matrice Matrigel (Corning). Poté se miska umistila do inkubatoru
na 30 minut, béhem kterych Matrigel® polymerizoval. Po Gplném zgelovaténi matrice byl
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kazdy implantat pfemistén do jamky 24-jamkové ULA desticky s500 ul maturaéniho
organoidniho média (dfive pfipravené médium obsahujici 6 ml STEMdiff™ cerebralniho
organoidniho bazalniho média 2, 120 ul STEMdiff™ cerebralniho organoidniho supplementu
E a 5pul Gentamycinu). Modely implantatu byly poté zkontrolovany pod mikroskopem
s fazovym kontrastem a kultivovany po dobu 24 hodin.

Nasledn¢ byly fuzni systémy oSetfeny 5 uM Ir4 a ko—inkubovany po dobu 3 hodin, pro
uplnou distribuci testovaného komplexu jak do zdravé, tak do maligni tkan¢. Vzorky byly poté
preneseny do konfokalnich Petriho misek obsahujicich médium pro cerebralni zrani bez 1é¢iv
a analyzovany pomoci konfokalniho mikroskopu (Leica CM SP5, Leica, Némecko).

4.2.10.2 Utinky 1é¢by Ird v kombinaci s fotodynamickou terapii na modelu implantatu
cerebralniho organoid-glioblastom.

Modely implantati byly pfipraveny stejnym zplsobem, jak je popsano v pifedchozim
experimentu. Po 24hodinové inkubaci byly modely implantati oSetieny po dobu 3 hodin
ekvitoxickou koncentraci testované slouceniny Ir4 odpovidajici 1Cso72n stanovené pro 3D
sferoidy. Nasledné byla nadorova oblast implantace, sféroid U87MG, ozafena po dobu
30 sekund modrym laserem (405 nm, 1 mW) pomoci konfokalniho mikroskopu Leica CM SP5
(Leica, Némecko). Po ozafeni bylo implantatim vyménéno médium a systémy byly udrZzovany
za podminek bez 1é¢iva po dobu 120 hodin. Vzorky byly dale barveny po dobu 2 hodin pomoci
Hoechst 33258 (20 ug:ml?), Kalcein AM (2 uM) a PI (8 pg:'ml™?). Posléze byly vzorky
zobrazeny a hodnoceny pomoci konfokalniho mikroskopu Leica CM SPS5.

4.2.10.3 Analyza ristu a migrace glioblastomu do zdravé tkané po aplikované 1écbé
komplexem Ir4 v kombinaci s ozafovanim
Pro monitorovani lokalizace, riistu, migrace a invazivity glioblastomu byly vytvofené
specialni fuzni systémy slozené z mozkovych organoidli s implantovanymi sferoidy z bun¢k
U87MG-RFP. Jedna se o bunécnou linii lidského glioblastomu trvale exprimujici cerveny
fluorescencni protein (RFP).

Piipravené sferoidy (72 h; DMEM-F12 médium) byly implantovany do mozkovych
organoidii (40 dnli) zdravé tkan¢ a spolecné zapustény do matrice Matrigel (Corning).
Vytvotené fuzni modely byly kultivovany po dobu 24 hodin. Poté byly vzorky bud’ oSetieny
2 uM slouc¢eninou Ir4, 100 uM temozolomidem, nebo ponechany bez osetieni po dobu 3 hodin.
Nasledné byl analyzovan pomoci konfokalni mikroskopie pocatecni stav vSech implantati.
Po 3-hodinové ko—inkubaci s testovanymi slouceninami byly vybrané vzorky ozafeny modrym
laserovym svétlem (405 nm, 60 s, 1 mW). Vzorky byly pfeneseny do cerstvého média (bez
l1é¢iva) a kultivovany po dobu 120 hodin. Zavérecnd vizualizace a analyza vzorkli byla
provedena pomoci konfokalniho mikroskopu (Leica CM SP5, Leica, Némecko).

48



5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Antiproliferativni aktivita

Antiproliferativni aktivita komplexd patii mezi pocatecni charakteristiky potencidlnich
protirakovinnych sloucenin, podle niz se hodnoti a vybiraji kandidati na budouci 1é¢iva
na zaklad¢ schopnosti testovanych latek cytotoxicky ¢i cytostaticky pusobit na cilovou
nadorovou bunéénou kulturu [91], [92]. Zaroven také napomaha odhalit jejich mechanismus
ucinku. Cilem tohoto experimentu bylo nejen stanovit cytotoxicitu, ale soucasné prokazat
selektivitu testovanych komplexi, kterd by byla zavisla na aktivaci samotné latky specifickym
druhem zafeni [97], [98]. Proto byla studie provedena vedle klasickych (ve tm¢) také
za specifickych podminek (po ozafeni modrym svétlem) pro stanoveni tzv. fototoxicity
studovanych sloucenin. Absorpéni spektra studovanych komplexti byla jiz dfive publikovana,
a proto zde nejsou uvedeny [66].

Pro tuto studii byla vybrana jedna nddorova bunécna linie, konkrétné se jednalo o bunky
glioblastomu U87MG [137], [138]. Je dilezité zminit, Zze vysledky ziskané z klasickych 2D
in vitro experimentll nejsou bohuzel plné reprezentativni pro klinické prostiedi. Z tohoto
divodu byly porovnany s relevantnéjSimi experimenty provedenymi na 3D sféroidnich
modelech, které poskytuji fyziologicky vérohodnéjsi informace o celkové aktivité studovanych
komplexti proti malignim tkanim v organismu pacienta [139]. Z tohoto divodu byla
antiproliferativni aktivita zkoumanych sloucenin hodnocena nejen na 2D bunécné kultute, ale
také na 3D sféroidnich modelech.

Ptipravené vzorky byly preinkubovany s aplikovanymi testovanymi komplexy po dobu
1,5 h ve tm¢ a nésledné byla jedna sada vzorka po dobu 30 minut ozafena modrym svétlem
(420 nm, 58 Wm), zatimco druha kontrolni sada byla ponechana ve tmé. Buiiky byly poté
inkubovany po dobu 70 hodin ve ,,drug free* stavu. Antiproliferativni aktivita komplexii v této
praci byla stanovena pro 2D bunééné kultury pomoci konven¢niho SRB testu, ktery je zalozeny
na méfeni obsahu buné¢nych proteinti, a v piipadé generovanych nadorovych sferoidu byla
uréena pomoci testu CellTiterGlo-3D (Promega), ktery umoziiuje méfeni mnozstvi ATP. Pfi
stanoveni byly tedy vyuzity dvé metody zalozené na odliSném principu stanoveni
zivotaschopnosti. V piipad¢ testu SRB neni vyzadovana metabolickd pieména sloucenin
na produkt pro uréeni Zivych bunék. OvSem v pfipadé metody CellTiterGlo-3D je nutna
metabolicka aktivita bunck, ktera produkuje molekuly ATP vyuzivané luciferazou pti oxidaci
luciferinu na excitovanou molekulu oxyluciferinu, ktera emituje viditelné svétlo pii pfechodu
do zakladniho stavu. Na zaklad¢ vysledkl téchto metod byly stanoveny hodnoty ICso, které
urCuji koncentraci studované latky, jez je nutnda k dosazeni 50% inhibice proliferace
nadorovych bunck. Pro srovnani vysledki byly provedeny také identické testy s klinicky
schvalenym protinadorovym lé¢ivem Temozolomid. Dale byl vypoéten index fototoxicity (FI)
(viz. rovnice (2)) a index nadorové hmoty (TMI) (viz. rovnice (3)).

ICSO,tma

FIl = ———2—
I(:50,420 nm (2)
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Ze ziskanych vysledkll vyplyva, ze v piipadé ponechani 2D bunéénych monovrstev
glioblastomu U87MG s aplikovanymi studovanymi slou¢eninami za podminek bez ozafeni
svételnym zdrojem byly pozorovany zasadni rozdil mezi antiproliferativnimi aktivitami
jednotlivych komplexa (Tabulka 1). Naméfené hodnoty ICso za podminek ponechani vzorki
ve tm¢ byly v fadech jednotek az desitek uM, a to v rozmezi od 4,3 uM (Irl) do 34,2 uM (Ir10).
Nejvyssi hodnoty ICso byly stanoveny v ptipadé komplexd Ir3 — Ir6 a Ir10 (v rozmezi
21 - 34,2 uM), které naznacuji velmi nizkou antiproliferacni aktivitu komplext vii¢i bunécné
liniit US7MG. Komplex Irl vykazoval nejvyssi U€innost ze zkoumanych latek a byl 23krat
ucinnéjsi nez klinicky vyuzivany temozolomid. V piipadé temozolomidu, ktery piedstavuje
bézné klinicky pouzivané alkylaéni ¢inidlo pii 1é¢bé mozkovych nadort [140], [141], byly
stanoveny hodnoty ICso vys$si nez 100 uM (typicka hodnota pro U87MG glioblastom) [138].
Vsechny studované latky tedy vykazovaly vyrazné lep$i aktivitu v porovnani s klinicky
vyuzivanym chemoterapeutikem.

Po ozéafeni modrym svétlem doSlo k vyraznému zvySeni aktivity vSech komplexa
a naméfena hodnoty ICso poklesly na nizké uM az submikromolarni koncentrace v rozmezi
od 0,42 uM (Ir5) do 2,2 uM (Ir10). Tyto vysledky poukazuji na skuteCnost, ze vSechny
studované slouceniny jsou fotocitlivé a po jejich aktivaci dochazi k zvySeni senzitizace bunék
U87MG na aplikovanou 1écbu po ozéafeni modrym svétlem. Z té€chto parametri bylo mozné
dopocitat index fototoxicity (FI), ktery kvantifikuje miru aktivace studované latky pouzitym
zétenim. Stanovené PI testovanych komplexti pro 2D bunéné monovrstvy U87MG
se pohybovaly v rozmezi od 3,5 (Irl) do 60 (Ir5). V tomto piipad¢ se jevi jako nejméné
aktivovatelny po ozafeni modrym svétlem komplex Irl, u néhoz byl stanoven FI na 3,5. Naproti
tomu komplexy Ir3 — Ir5 vykazovaly nejvyssi FI, coz svéd¢i o mimoifadném potencialu téchto
latek pro aplikaci ve fototerapii nadora.

Tabulka 1: Antiproliferativni aktivita zkoumanych slou¢enin stanovena ve 2D a 3D modelech
vytvoienych z U87MG bunék.

2D 3D
ICs0, Tma | 1Cs0, 420 nm FI [ ICs0 tma | 1Cs0, 420nm FI [ TMI []
[1M] [1M] [LM] [LM]

Irl 43+0,1 [1,30+0,10| 35 | 16,4+02 | 5,7+0,7 | 2,9 4.4
Ir2 6,9+04 [043+002| 160 | 149+0,5| 50+02 | 30 | 11,6
Ir3 30,4+43 |0,67+0,08 | 450 | 36,6+45 | 6,0+1,0 | 6,1 9,0
Ir4 213+1,4 [0,52+0,08 | 41,0 | 27,6 4,0 | 2,1+0,2 | 13,1 | 4,0
Ir5 253+2,1 {0,42+0,03| 60,0 | 32,3+3,3 | 7,1+08 | 45 16,9
Ir6 239+3,1 | 1,00+£0,10 | 23,0 | 26,0+ 5,1 83+1,1 3,1 8,3
Ir7 7,1+04 [1,50+£020| 47 | 108+1,6 | 6,706 | 1,6 4,5
Ir8 93+09 |080+0,05| 120 | 193+0,7 | 7,0£09 | 2,8 8,8
Ir9 6,2+0,7 [1,30+020| 4,6 | 18,9+0,2 | 7,3+0,3 2,6 5,6
Ir10 342+53 [2,20+090| 155 | 41,3+1,6 | 10,5+0,6 | 3,9 4,8
Temozolomid >100 - - >100 95,3+64 | >1,2 -
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Prestoze ziskana data pro 2D kultury U87MG bun¢k ukazuji slibny potencial nékterych
komplexti, stile se jednalo o testy provedené na bunéCnych systémech, které zcela
nereprezentuji podminky in vivo. V téle pacienta nebo v prostfedi modelového organismu
rostou nadory ve form¢ pevné koule o rizném rozméru, homogenit¢ a rtznorodém
mikroprostiedi, které maji zasadni vliv na ucinnost aplikované 1é¢by. Z tohoto divodu byl
pripraven spolehlivéjsi laboratorni model zalozeny na 3D bunéénych kulturach, které mély
standardizovanou morfologii a velikost nadoru. Ziskand data stanovena pro 3D sféroidy
poukazuji na vyznamné snizeni antiproliferativni aktivity v pfipad¢ vSech komplext jak
za podminek ponechani ve tmé, tak po aktivaci modrym svétlem. I v ptipad¢ tohoto systému
doslo po fotoaktivaci komplexi k vyraznému zvySeni cytotoxicity testovanych sloucenin
a poklesu namétenych hodnot 1Csp na jednotky mikromoli, které se pohybovaly od 2,1 (Ir4)
do 10,5 (Ir10) uM. Zaroven doslo také k dramatickému snizeni indexu fototoxicity, ktery
se pohyboval v rozmezi od 1,6 (Ir7) do 13,1 (Ir4). Tato skutecnost je pravdépodobné spojena
s omezenou schopnosti zkoumanych komplext iridia penetrovat do sféroidu. Pozorovani
ukazuje na zasadni omezeni a nedostatky spojené s vyuzivanim pouze 2D bunéénych in vitro
modeld pro hodnoceni Gi¢innosti potencionalnich cytostatik.

Na zavér byla stanovena celkova antiproliferacni aktivita testovanych komplext pro 2D
13D modely pomoci TMI (indexy nadorové hmoty) stanovené¢ho z poméru namétenych hodnot
stanoven pro Ir4 (4,0), zatimco nejvyssi TMI byl determinovan pro Ir5 (16,9). Tato hodnota
ukazuje nejmensi rozdil mezi antiproliferativni aktivitou 3D a 2D modelu. Data vypocitana pro
klic¢ové parametry (FI a TMI) ukazuji jako nejatraktivné;si pro dalsi studium komplexu Ir4.

5.2 Analyza morfologickych parametri sféroidii po aplikaci testovanych
slouc¢enin v kombinaci s fotodynamickou terapii

Daéle jsme se snazili ziskat vice informaci o vlivu aplikované 1écby v kombinaci s nebo
bez ozéfeni na nddorové sféroidy. Nadorové bunky vystavené ucinku chemoterapeutickych
¢inidel vykazuji Sirokou Skalu odpovédi (napi: pii aplikaci ICsp polovina bunék pieziva
a polovina umira), které¢ vedou k zasadnim zménam v morfologii sferoidu. Individualni reakce
bun¢k na protinddorové pusobeni latek determinuji distribuci riznych bunécnych stava
v nadorovém sferoidu a spole¢né urcuji celkovou odpoveéd tumorového loziska na terapii [142].

Za timto ucelem byla analyzovand morfologie a priméry vytvofenych sféroidl
odvozenych z bunék U87MG. Morfologické parametry 3D modelt byly hodnoceny pomoci
mikroskopie s fazovym kontrastem a monitorovany kazdych 24 hodin béhem formovéni
sferoidu (72 hodin pted osetienim) i po aplikaci studovanych komplexi bez nebo v kombinaci
S ozaienim (72 hodin po oSetieni) az do konce experimentu (144 hodin celkem).

Ze ziskanych vysledki vyplyva, Ze bunécna linie U87MG patii mezi rychle proliferujici
kultury vytvérejici velké sferoidy za kratky cas pfi vyuziti 3D formovani v prostfedi s ULA-
povrchem. Rychlost proliferace nadorovych bunék patii mezi zékladni parametry pii hodnoceni
ucinnosti terapie. Obecné plati, Ze rychle rostouci nadorové buiky jsou obvykle citlivéjsi
na aplikovanou 1é¢bu pomoci komplexii na bazi kovti nez bunky v klidovém stadiu [143], [144].
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Vytvotené sferoidy mély po ukonéeni faze formovani stfedni pramér 280+£11 pm. Pramér
neosetiené kontroly na konci experimentu (po 72 hodinéch inkubace bez 1éCiva) byl 550 um
(Obrazek 25). Nasledné¢ byly analyzovany pruméry sferoidii oSetienych ekvitoxickymi
koncentracemi zkoumanych sloucenin vystavenych modrému svétlu, které byly porovnany
se sferoidy ponechynami ve tmé. Hodnoty neozatenych vzorkt slouzily pro urceni vedlejsi
nespecifické toxicity terapie. Ziskané velikosti sféroidii predstavuji primeéry ze tii nezavislych
experimentl ve dvou opakovanich pro kazdy soubor vzorku. Statisticka analyza byla provedena
pomoci neparametrického studentova t-testu porovnanim naméfenych hodnot pro kontrolu
s vzorky. Tento statisticky test rozd¢li ziskané vysledky podle nulové hypotézy na statisticky
vyznamné a nevyznamné. Ur¢i tedy, zda ve vzorku doslo k vyznamnému poklesu nebo naristu
v porovnani s kontrolou v sledovaném parametru. Nulova hypotéza byla definovana jako
p<0,05*, 0,01**, 0,001*** tedy vzorek s koeficientem pravdépodobnosti p vypocitanym
ze statistického studentova T-testu mensim neZ tyto hodnoty (0,05, 0,01 a 0,001) je statisticky
vyznamny vysledek a je oznaCen pfisluSnou znackou (*). Kromé& vzajemného rozdilu
namétenych hodnot se také bere v tivahu u statistickych tesii 1 pocet opakovani experimentu.

El Tma Ozarenl *p<0.05; **p<0.01; ***p=<0.001
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Obrazek 25: Analyza stfednich priméri sféroidti glioblastomu U87MG oSetienych iridiovymi
komplexy Irl — 1r10 a temozolomidem (TMZ).

Generované sféroidy vykazovaly typicky pravidelny kulaty tvar bez jasné viditelné
bazélni laminy. Sféroidy mély svétlejsi vnéjsi vrstvu s pocatecni tvorbou mirné opticky hustého
jadra, kterd naznacuje formaci nekrotického jadra. Po oSetfeni testovanymi slouc¢eninami
v kombinaci s ozafenim vykazovaly vSechny sféroidy vyznamné morfologické zmény, které
se projevily zejména zastavenim proliferace bun€k, menSim primérem a zevné uvolnénymi
mrtvymi butikami a buné¢nymi zbytky (Obrazek 26). Sféroidy vytvorené z bunék U87MG maji
tendenci pii uspésné 1é€beé ztracet svou hustotu vlivem uvolfiovani vnéjSich bunék, coZ vede
k jejich disagregaci. Disagregace byla v nasem piipad¢ zahajena na luminalni hranici tedy
ve vngjsi ¢asti 3D modelu, nikoli ze sféroidniho jadra. Nejvyznamnéjs$i morfologické zmény
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byly pozorovany u vzorkli oSetfenych komplexem Ir4. V ptipadé této slouceniny doslo
k snizeni stiedniho priméru sferoidu az pod pocatecni velikost sféroidii pred oSetfenim
testovanymi slouceninami. Tyto vysledky naznacuji nejen vyznamny cytostaticky ucinek

aplikované 1écby, ale také systémovou toxicitu branici dalSimu rtstu sféroidt po terapii.

Obrazek 26: Analyza morfologie sféroidu glioblastomu U87MG oSetfenych iridiovymi
komplexy Irl —Ir10 a temozolomidem (TMZ).

Ziskana data popisujici ptisobeni ostatnich zkoumanych komplext iridia na morfologii
sféroidl ukazuji pouze mirny vliv na jejich ruast, 1 kdyZz vyznamnéjsi, nez byl ucinek klinicky
pouzivaného temozolomidu v 1é¢bé mozkovych nador. OvSem tento zavér neni piekvapivy
vzhledem ke znamé rezistenci mozkovych nadort vii¢i chemoterapii [143], [144].

Pro zefektivnéni naslednych experimentalnich studii zabyvajicich se odhalenim
mechanismu pisobeni zkoumanych iridiovych komplexti souvisejiciho s fototerapeutickou
intervenci mozkovych nadort, byly vybrany kandidatni slouceniny na zékladé¢ hodnoceni
antiproliferativni aktivity testovanych latek. Mezi tyto latky patii nejen komplex Ir4, ale také
slouceniny Ir3 a Ir5, které v n€kterych piipadech vykazovaly podobnou aktivitu jako komplex
Ird.
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5.3 Stanoveni metabolické aktivity sferoidii oSetfenych zkoumanymi komplexy
v kombinaci s fotodynamickou terapii

Ze ziskanych vysledkti analyzy vlivu iridiovych komplext v kombinaci s ozafenim
na morfologii nadorovych sféroidii byla stanovena celkova odpovéd nadorového sferoidu
na aplikovanou 1é¢bu, ktera vede v pripad¢ vSech komplexi k zastavenim proliferace bunck
a k zevni disagregaci mrtvych bunék a bunéénych zbytkl. OvSem tato data nam neposkytuji
dostate¢né informace o ucinku testovanych komplexti na metabolickou aktivitu bun¢k sferoidu.
Z tohoto divody jsme se rozhodli podrobnéji zabyvat vlivem aplikované 1écby pomoci
vybranych zastupcu iridiovych slouc¢enin v kombinaci s ozafenim modrym svétlem. Bunééna
odpoveéd’ sféroidli glioblastomu U87MG (zapusténych do Matrigelu) na latky Ir3, Ir4 a Ir5
za podminek cileného ozatovani pomoci konfokdlniho mikroskopu byla zkoumana pomoci
nasledného barveni rliznymi fluorescenénimi sodami. Kalcein AM byl vyuzit k analyze
metabolicky aktivnich (Zivych) bunék, zatimco fluorochrom propidium jodid (PI), ktery
selektivné pronikd do bunék s naruSenou permeabilitou cytoplazmatické membrany, slouZzil
k detekci mrtvych bun¢k [145]. Barvivo Hoechst 33258 bylo pouzito k ptesné definici obryst
sféroidu, coZ umoZnilo pouZit vytyCenou oblast sferoidu (ROI) pro analyzu intenzity
fluorescence a kvantifikaci poméri Kalcein AM/PI. Tento metodicky piistup umozituje
zaznamenavat vitalitu bunék v mnohobunécnych sféroidech, véetné piijmu a diftze 1é¢iva v 3D
sféroidnich modelech i za podminek fizeného ozatovani [146].

Pfedem vytvoiené sféroidy (72hodinova agregace v ULA destickach s 24hodinouvou
kultivaci v Matrigelu) byly oSetieny komplexy Ir3, Ir4 nebo Ir5 v koncentracich odpovidajicich
ICs0 stanovenych pro ozarené vzorky po dobu 3 hodin. Jedna sada vzorkl byla nasledné
selektivné ozarena pomoci konfokalniho mikroskopu modrym svétlem o vinové délce 405 nm
(1 mW) po dobu 60 s, zatimco druha sada byla ponechana ve tmé. Poté byly sféroidy pfemistény
do média bez 1é¢iva. Po 24hodinové inkubaci za ,,drug free“ stavu byly sferoidy barveny
kalceinem AM, PI a Hoechst 33258. Vysledné snimky byly pofizeny konfokalnim
mikroskopem pomoci 3D projekce (Obrazek 27).

KONFOKALN 3D
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Obrazek 27: Schéma postupu stanoveni metabolické aktivity oSetfenych bunck sferoidi.

Na snimcich z konfokalniho mikroskopu lze porovnat vysledky jednotlivych barveni
sferoidi barvivy Hoechst 33258 (panel A), kalceinem AM (panel B) a propidium jodidem
(panel C) 1 vSechny slouc¢ené kanaly (panel D). Ze ziskanych snimkli z konfokalniho
mikroskopu jsou patrné vyznamné rozdily v mnozstvi zivych a mrtvych bunék mezi ozafenymi
a ve tm¢ inkubovanymi vzorky pro komplexy Ir3 a Ir4. V ptipadé¢ neozafenych preparati
oSetfenych latkami Ir3 (Obrazek 28, panely 1) a Ir4 (Obrazek 28, panely 3) nedoslo
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k pozorovani vyraznych morfologickych zmén ani odhaleni zasadnich rozdilti v metabolické
aktivité bunék sferoidd v porovnani s kontrolou. Po ozafeni modrym svétlem doslo v ptipadé
sferoidti oSetfenych Ir3 (Obrazek 28, panely 2*) i Ir4 (Obrazek 28, panely 4*) k zasadnimu
naruSeni morfologie 3D systému, reprezentované predevSim zmensenym prumérem sféroidil
a snizenym mnozstvim detekovanych metabolicky aktivnich bun¢k primarné lokalizovanych
v hustém sféroidnim jadru (Obrazek 28, panely B 2* a 4*). V pfipad¢ 3D modelu oSetiené¢ho
slouceninou Ir3 v kombinaci s ozafenim doslo k vyraznému nartistu poctu mrtvych bunék
zejména v oblasti vnéj$iho lemu sferoidu, zatimco po aplikaci komplexu Ir4 v kombinaci
S ozafenim byly mrtvé bunky detekovany piedevsim v jadie sferoidu (Obrazek 28, panely C 2*
a 4*). V ptipad¢ ozarenych vzorkl osSetienych slouceninou Ir5S (Obrazek 28, panely 6*) doslo
piekvapivé k vyvolani srovnatelného tcinku se vzorky oSetfenymi Ir4 inkubovanymi ve tmé,
a tedy byla ovlivnéna metabolickd aktivita bunék a snizeny primér sferoidu. Tyto vzorky
vykazovaly pouze mirné sniZeni fluorescence kalceinu AM a mirné zvySeni po¢tu mrtvych
bunék, jak je indikovano barvenim PI (Obrazek 28, panely C 6*). Nizka aktivita komplexu Ir5,
je pravdépodobné pirimym dasledkem snizené akumulace této latky ve sféroidech glioblastomu
U87MG.

Pro lepsi porovnani vyvolanych zmén v metabolické aktivité oSetfenych nadorovych
bun¢k byla kvantifikovana intenzita fluorescence Kalceinu AM a Pl ve vymezené oblasti
zajmu, ur¢ené barvenim Hoechst 33258, pomoci analyzy obrazu mikrofotografii pofizenych
konfokalni mikroskopii. Ze ziskanych dat tfi nezdvislych experimentl byly stanoveny
pro kazdy vzorek hodnoty primérnych intenzit fluorescence pouzitych fluorochromu
pro vypocet poméru kalceinu AM/PI (Obrazek 29). Nasledné byla provedena statisticka analyza
pomoci neparametrického studentova t-testu porovnanim vypocitanych poméri intenzit
fluorescence pro kontrolu s experimentalnimi vzorky. Tento statisticky test rozd¢lil ziskané
vysledky podle nulové hypotézy na statisticky vyznamné a nevyznamné, podle vyznamnosti
poklesu nebo nartistu hodnoty stanovené pro vzorek v porovnani s kontrolou v sledovaném
parametru. V nasem piipad¢ byla nulova hypotéza definovana jako ***p < 0,001, tedy vzorek
s koeficientem pravdépodobnosti p vypocitanym ze statistického studentova t-testu mensim nez
0,001 je statisticky vyznamny vysledek a je oznacen znaCkou (***). V piipad¢ nulova hypotéza
definovana jako **p <0,01 se jedna o statisticky mén¢ vyznamny vysledek (**). Pokud byl
vypocitany koeficient vyssi byly tyto rozdily uréeny jako statisticky nevyznamné (ns).
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Obrazek 28: Analyza sferoidl oSetfenych komplexy Ir3 (panely 1, 2%*), Ir4 (panely 3,
4*) a Ir5 (panely 5, 6*) obarvenych barvivem Hoechst 33258 (A), kalceinem AM (B),
propidium jodidem (C) a pielozeni vsech kanali (D) pomoci konfokalniho mikroskopu.
Metitko predstavuje 200 pum.
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Obrazek 29: Kvantifikace poméru intenzity fluorescence Kalceinu AM k PI stanovené
pro jednotlivé experimentalni skupiny.

Stanovené hodnoty intenzit fluorescence ukazuji nevyznamné zmény v pomérech
kalceinu AM/PI za inkubace vzorki ve tmé po oSetfeni komplexy Ir3 a Ir5. Sféroidy US7TMG
osSetiené¢ Ir4 (inkubované ve tm¢) vSak vykdzaly vyznamny pokles poméru kalcein AM/PI
zpusobeny snizenim fluorescenéniho signalu poskytovaného kalceinem AM (Obrazek 29).
Doslo tedy k poklesu metabolické aktivity bunék sféroidi. Po ozareni doslo v ptipadé vsech
testovanych sloucenin (Ir3, Ir4 a Ir5) ksnizeni poméru kalceinu AM/PI, zplGsobeného
piredev§im zvySenim detekovaného signalu propidium jodidu. V ptipad¢ ozatenych vzorkl
oSetienych slouceninou Ir5 doSlo pouze k mirnému sniZzeni fluorescence kalceinu AM
a mirnému zvyseni fluorescence PI.

Nejvyraznéjsi Gcinky na sféroidy glioblastomu U887MG byly pozorovany po oSetieni
komplexy Ir3 a Ir4 v kombinaci s ozafenim modrym svétlem (Obrazek 28). Pomér AM/PI
kalceinu znac¢né poklesl v dasledku snizeni po¢tu metabolicky aktivnich bunék ve sféroidu
glioblastomu za soucasného enormniho zvysSeni mnoZzstvi mrtvych bunék. Tento tcinek byl
zvIasté patrny po aplikaci Ir4 na sféroidy glioblastomu U87MG v kombinaci s ozafenim, coz
potvrzuje vynikajici fotoaktivaci Ir4 pfi ptisobeni vuci bunikam glioblastomu.

Pozorované ucinky komplexu Ir4 na metabolickou aktivitu a morfologii 3D modeli,
stejné jako jeho selektivni pisobeni po aktivaci modrym svétlem, piedstavuji cenné informace
o potencialni u¢innosti této latky pti cilené 1écbé sféroidi glioblastomu US7MG. Tyto zavéry
ukazuji na dileZitost dalSiho zkoumani mechanismi plsobeni a potencialniho vyuziti
zkoumanych sloucenin iridia v cilenych terapeutickych piistupech cilicich na glioblastom.
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5.4 Distribuce zkoumanych komplexii iridia ve sféroidech glioblastomu US7MG

Mnohobunécné 3D systémy piedstavuji fyziologicky relevantnéjsi modely napodobujici
mikroprostiedi nadort in vivo, které umoznuji podrobné&jsi studium penetrace a distribuce 1é¢iv
v ramci malignit a pochopeni reakce nadorovych bunék na aplikovanou 1é¢bu [117]. Citlivost
a odpoveéd bun€k mikrotumoru na cytostatika je v in vivo podminkach zasadné ovlivnéna
interakcemi builka—bunka a bunka—extracelularni matrice (ECM), které mohou vést
k zasadnim zménam (struktury, tuhosti, slozeni) ECM [119]. Pfi tumorogenezi velmi Casto
dochazi vlivem zmény sloZeni a zastoupeni komponent (kolagenu, fibronektinu, elastinu,
kyseliny hyaluronové atd.) ECM k tuhnuti matrice. Remodelace ECM pak zasadné ovliviiuje
fadu kritickych biologickych procesi klicovych béhem rozvoje rakoviny, jako jsou proliferace,
angiogeneze, rezistence nadoru vuci terapeutikim a nestabilita jeho genomu [50], [119].
Interakce glioblastomu s ECM tedy podporuje invazivitu nadorovych sferoidu.

Zvyse uvedenych davodi byla analyzovana distribuce testovanych sloucenin
Piipravené sferoidy byly oSetfeny testovanymi komplexy (Ir3, Ir4 a Ir5) po dobu 3 hodin.
Fluorescence poskytovana studovanymi slou¢eninami byla analyzovana pomoci konfokalniho
mikroskopu v definovanych z-rovinach, pro které byly vyneseny profily maximalni intenzity
fluorescence. Kone¢ny pramér osetienych sféroidii byl ptiblizné 1 mm.

Z potizenych snimki je patrné, ze zmény ve slozeni modelu zplisobily vyznamné rozdily
v morfologii sferoidu ve srovnani s nezapusténymi 3D systémy kultivovanymi za ULA
podminek. Zapusténé sferoidy v matrigelu ptisobi velmi difuzné a vykazuji vysokou invazivitu.
Po oSetfeni téchto vzorkli studovanymi komplexy nebyly pozorovany zasadni morfologické
zmény jako je disagregace bun¢k ¢i zmenseni priméru mikrotumoru, stanovené pro 3D modely
kultivované bez matrigelu. Tyto vysledky potvrzuji, Ze ptitomnost ECM ovliviiuje morfologii
malignity stejné jako jeji bunéénou odpovéd’ na podané 1écivo.

Ze snimkii potizenych konfokalnim mikroskopem vyplyva, ze vétSina analyzovaného
fluorescencniho signalu byla umisténa v intracelularnim prostoru vytvotfené¢ho sféroidu.
Po osetfeni tumoru tedy doslo primarné k akumulaci studovanych komplext v bunikdch nadoru.
V piipadé oSetieni sferoidli slouc¢eninou Ir4 bylo vSak mozné pozorovat i slabou extracelularni
fluorescenci, ktera byla pravdépodobné zptisobena reakci komplexu s Matrigelem (Obrazek 30,
panel 2D). Detailni kvalitativni analyza penetrace komplext do hmoty sféroidd US7MG
ukézala na vyznamné rozdily v plisobeni a schopnosti transportu do bunék mezi jednotlivymi
testovanymi slouCeninami. U vzorkd oSetfenych komplexy Ir3 a Ir5 byla vétSina
fluorescen¢niho signalu lokalizovana v 300 um vné&j$im obalu sferoidu. V ptipadé stfednich
prafezl vzorkl sferoidl oSetfenych témito latkami mzeme vidét ostré rozhrani mezi jadrem
experimentll, Ze komplexy Ir3 a Ir5 maji velmi omezenou penetraci do 3D systému, ktera
vyrazné snizuje celkovy terapeuticky uGcinek téchto sloucenin (Obrazek 30, 1E a 3E). Naproti
tomu sféroidy oSetfené latkou Ir4 vykazovaly konzistentni distribuci slouceniny ve hmoté
sféroidli pouze s vyskytem obcasnych malych nepravidelnych oblasti bez fluorescence
ve stfedni ¢asti sféroidi US7TMG.
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Obrazek 30: Distribuce zkoumanych komplext Ir3 (panel 1), Ir4 (panel 2) a Ir5
(panel 3) ve sferoidech glioblastomu U87MG analyzovéna konfokalni mikroskopii, kdy pane
A odpovida celkové projekci fluorescence aplikovanych latek, panely B, C a D predstavuji
pouze vybrané vrstvy sferoidu (stiedni, mirn€ vyssi a horni ¢ast) a panel E ukazuje 3D
povrchovy graf projekce maximalni intenzity fluorescence. Méfitko piedstavuje 300 um.

Je dilezité poznamenat, Zze schopnost protinadorovych sloucenin pronikat do sféroidi
Gizce souvisi s jejich protinadorovou aktivitou. U¢innost protirakovinnych sloucenin je tedy
ovlivnéna fadou faktord, jako jsou vlastnosti 1éCiva, velikost sféroidii a pfitomnost ECM.
Zatazeni studie distribuce protirakovinnych sloucenin ve sféroidech ulozenych v extracelularni
matrici predstavuje zasadni krok pro pochopeni nadorové biologie a vyvoji u¢inné lécby
rakoviny.

Tato studie tedy potvrdila, Ze vybrané iridiové slouceniny vykazuji odlisné penetracni
chovani nejen do volnych 3D systému, ale i do sféroidu umisténého v extracelularni
matrigelové matrici. Pfi¢emz ze vSech studovanych komplext vykazoval Ir4 nejvyssi tkdiiovou
penetraci. Tyto zavéry spolu se slibnymi fotoaktivovatelnymi vlastnostmi podtrhuji Gi¢innost
Ird pozorovanou v testech antiproliferativni aktivity (Tabulka 1).
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5.5 Monitorovani transportu testovanych sloucenin pies hematoencefalickou
bariéru

Pii terapii jakéhokoliv onemocnéni mozku piedstavuje zésadni roli schopnost
aplikovaného 1é¢iva prochazet pies hematoencefalickou bariéru (BBB; blood-brain barrier),
ktera brani a omezuje dodavani léCiva do centralniho nervového systému. V soucasné dobé
existuje Siroka skala in vitro 3D BBB modeld, které umoziuji studovat permeabilitu BBB
membrany a kvantifikovat mnozstvi transportované latky [147], [148]. V nasi praci byly pro
stanoveni schopnosti prostupu studovanych komplexti vyuzity statické modely BBB na bazi
hydrogelu (kolagen 1) s imortalizovanou kulturou lidskych cerebrovaskularnich hCMEC/D3
bunék, které predstavuji standardizovany systém vyuzivany jako in vitro BBB model [113],
[149], [150], [151]. Integrita vytvofenych BBB modeli byva nejcastéji hodnocena pomoci
TEER systému, ktery je zaloZzen na méteni transendotelidlniho elektrického odporu v redlném
Case, ¢imz umozinuje monitorovani a hodnoceni integrity a propustnosti bunééné bariéry
po podani lé¢iva [152]. Tento model byl vytvoien naockovanim 5-10% bun&k na jeden
24-jamkovy insert potazeny kolagenem I. Bunky hCMEC/D3 byly kultivovany po dobu 7 dni,
pti kterych doslo k jejich uplné diferenciaci a vytvoteni modelu bariéry. Pre-kultivované inserty
s vrstvou BBB modelt byly oSetieny ve tmé testovanymi slou¢eninami o konecné koncentraci
10 uM. Integrita syst¢ému byla monitorovana nepietrzit¢ po dobu 48 hodin od aplikace
komplexi.

Ze ziskanych dat je patrné, ze veskeré pfipravené inserty pro studii permeability 1éCiv
vykazovaly po osetfeni hodnoty TEER v rozmezi 53-80 Q-cm? [113], [149], [151]. Tyto
vysledky koreluji s hodnotami TEER nad 50 Q-cm? ziskanymi pro pIné vyvinuté in vitro BBB
modely odvozené z bunék hCMEC/D3 jinymi autory [113], [149], [151]. Po aplikaci 1é¢iv bylo
pozorovano kontinualni ¢asové zavislé zvyseni hodnot méteného odporu (Obrazek 31). Tento
narast byl pravdépodobné zplisoben neustalym formovanim membrany. Mohlo dojit k rtstu
nebo de€leni bun€k ¢i k jejich pieorganizovani. Po uplynuti 24 hodin od oSetieni bun¢k bylo
Vv ptipadé¢ vSech komplexti pozorovano zpomaleni nebo zastaveni ristu odporu a ustaleni
mefené hodnoty, které souvisi s ukoncenim formovani membrany. Tato skuteCnost dale
naznacuje, ze aplikované slouceniny nenaruSuji permeabilitu BBB bariéry a nedochazi k jeji
perforaci. Je zajimavé, ze v ptipadé komplexu Ir4 dosSlo k vyraznému zvySeni naméfeného
odporu v porovnani s kontrolou. Narist mohl byt zplsoben specifickou odpovédi bunck
vyvolanou stresovym faktorem.
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Obrazek 31: Monitorovani integrity a propustnosti bunééné bariéry po aplikaci
studovanych komplexii v redlném case.

Po optimalizaci a charakterizaci in vitro BBB modelu jsme se zaméfili na stanoveni
permeacnich koeficienti (Papp) pro kvantifikovani a urCeni rozdilu mezi jednotlivymi
zkoumanymi slouéeninami pii penetraci BBB membran generovanych z bunék hCMEC/D3.
Tato analyza byla provadéna soucasné s métenim integrity modelu pomoci systému TEER, kdy
bylo béhem experimentu v pfedem urcenych ¢asovych intervalech (30, 60, 105 a 150 minut
od treatmentu) odebirdno z apikalni (80 ul) 1 bazolateralni (200 pul) ¢asti sestrojeného modelu
malé mnozstvi média. Koncentrace testovanych sloucenin iridia v odebranych vzorcich byly
analyzovany pomoci ICP-MS a ze ziskanych hodnot byly nasledné vypocitany Papp koeficienty
zkoumanych komplexil za vyuZiti vzorce

Papp = () (7;)

kde dC/dt je kumulativni koncentrace odpovidajici komplexu iridia v prabéhu ¢asu
meéfena v bazolaterdlnim kompartmentu (koncentrace/Cas), Vr je objem bazolateralniho
kompartmentu systému (1,5 ml), A je povrchovd plocha vlozky insertu obsahuji bunky
membrany (0,336 cm?) a Co je pocateéni koncentrace sloudeniny v apikalni oblasti systému
(ng/ml) [153]. Ziskané koeficienty permeability (cm/s) byly nasledné porovnany s hodnotami
ziskanymi pro klinicky pouZzivané cytostatikum temozolomid (Tabulka 2) [154].

Tabulka 2: Koeficienty permeability méfené pro model BBB vytvoieny z bunék

hCMEC/D3.
Slouéeniny | Pap- 10 (cms?)
Ir3 0,21 0,05
Ir4 3,40 £ 0,20
Ir5 0,19 + 0,04
Temozolomid 0,36
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Pii srovnani ziskanych koeficientli permeability jsou patrné vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi testovanymi slouc¢eninami. Hodnoty Papp stanovené pro komplexy Ir3 a Ir5 byly
vyrazné niz$i, a to o vice nez jeden fad v porovnani s vysledky vypocitanymi pro latku Ir4. Tyto
data poukazuji na vyrazné¢ mén¢ u€innou schopnost komplexu Ir3 a Ir5 pronikat skrz BBB
membranu v porovnani s Ir4. Zaroven je velmi zajimavé porovnani koeficientu permeability
klinicky pouzivaného cytostatika temozolomidu s hodnotami ziskanymi pro slouceninu Ir4,
ktera pronika ptes BBB model vyrazng ucinnéji. Schopnost prochéazet pies BBB model ukazuje
na veliky potencial slou¢enin na bazi kovu pro jejich dalsi vyuziti.

5.6 Kokultiva¢ni model BBB s buiikami US§7MG a naslednou analyzou bunééné
akumulace

Uginnost protirakovinnych 1é&iv pii terapii cerebralnich nador a metastaz zavisli nejen
na schopnosti slouc¢enin prochdzet pifes hematoencefalickou bariéru (BBB), ale takeé
na nasledném bunécném piijmu aplikované latky a jeji distribuci v nadorové tkani [112].
Skutecnost, ze farmakum UspéSné prochédzi skrz BBB membranu nemusi vzdy korelovat
s t¢innou akumulaci 1é¢iva v cilové tkani (mozku) [155]. Bunéény pfijem podaného komplexu
miize byt ovlivnén mnoha faktory jako je celkova farmakokinetika latky, mira vaskularizace
nebo slozeni mikroprostieni nadoru. Efektivita bunécného piijmu cytostatika pfedstavuje
kriticky aspekt pti terapeutickém piisobeni na mozkové naddory. Studie bunééného vychytavani
tedy umoznuji hodnotit rozsah piijmu, distribuci a lokalizaci slou¢enin v bunikach mozkového
nadoru a posoudit potencialni u¢innosti komplexu pii cileném ptisobeni na maligni tkan [112].

Za timto ucelem byl ptipraven kokultivaéni BBB model slozeny z bunck glioblastomu
U87MG v bazolateralni ¢asti systému a epitelidlnich bunék hCMEC/D3 reprezentujici
hematoencefalickou bariéru v apikalni ¢ast inzertu. Do apikélni c¢asti tohoto modelu byl
nasledn¢ aplikovan studovany komplex Ir4 o konecné koncentraci 10 pM. Po 24-hodinové
inkubaci byly obé bunécné linie sklizeny, spocitany a pomoci ICP-MS bylo stanoveno mnozstvi
iridia naakumulovaného obéma buné¢nymi liniemi.

Tabulka 3: Naakumulované mnozstvi iridia stanovené ve vyuzitych buné¢nych liniich
ko-kultivaéniho BBB modelu.

O3etiené bunécné kultury Bunécny Ir uptake (ng 1r/10° cells)
hCMEC/D3 — ko-kultura s U87TMG 47,1 £6,9

U87MG — ko-kultura s hCMEC/D3 108,4 + 14,3

U87MG - monokultura 166,0 +£ 7,2

Ziskané vysledky ukazuji na pfevladajici trend akumulace testovaného komplexu Ir4
v buitkach glioblastomu U87MG (108 ng Ir/10° bun&k) nad jeho hromadénim v epitelarnich
buiikich hCMEC/D3 (47 ng Ir/10° bunék) ko-kultivaéniho modelu (Tabulka 3). Ovsem piesto
bylo pomérné vyznamné mnozstvi aplikované davky vychytano nenddorovymi buitkami BBB
modelu. SniZeni pfijaté terapeutické davky by pak mohlo ovlivnit celkovou uspé&Snost
aplikované 1écby. Tyto vysledky byly dale porovnany s daty bunéného piijmu stanovenymi
pro model monokultury bun¢k glioblastomu U87MG. V piipadé¢ monokulturniho systému bylo
stanoveno vyrazné vy$§i mnozstvi naakumulovaného iridia (166 ng Ir/10° bunék) ve srovnani
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s ko-kultivaénim modelem. Pruchod slou¢eniny Ir4 pies hematoencefalickou membranu tedy
snizuje aplikovanou davku ptisobici na cilovy tumor, piesto je vSak aplikovana latka majoritné
vychytavana nadorovou tkani. Dalsi studium bunécného ptijmu téchto sloucenin na bazi iridia
pak mohou pomoci pii vyvoji a optimalizaci novych nosi¢ovych systému transportujicich léky
do mozkovych nadorti a metastéz.

5.7 Detekce reaktivnich forem kysliku ve sféroidech US7MG

Po vystaveni svétlo-citlivych latek svételnému zdroji dochézi v piipadé nékterych
cytostatik k indukci tvorby reaktivnich forem kysliku (ROS) z atomarniho kysliku v cilené
ozafenych néadorovych buiikach. Vysoka hladina ROS vede vétSinou k rozvoji oxidaéniho
stresu, pti kterém dochazi k oxidativnimu poskozeni bunéénych slozek (napt. proteind, lipida
a DNA). Destrukce zasadnich bunéénych komponent mize vyvolat apoptézu nebo nekrdézu
nadorovych bunék [156]. Vyvoj terapeutickych platforem kombinujici chemoterapeutické
pusobeni generovanych ROS a fotodynamickou terapii se svételnym zobrazovanim nadorovych
loZisek pfi laserovém ozafovani, je povaZovano za nezbytny krok pro zlepSeni 1écby rakoviny
[157]. Tato multifunkéni terapeuticka metoda umoznuje cilené oSetfeni tumoru s ptisobenim
minimalni systémové toxicity [156].

Z tohoto diivodu jsme se rozhodli otestovat indukci ROS ve sféroidech glioblastomu
U87MG osettenych komplexem Ir4 v kombinaci s ozdfenim modrym svétlem produkovanym
konfokalnim mikroskopem. Generované ROS byly kvantifikovany soucasnym barvenim
sféroidli fluorescencni sondou CellRox® a PI, pro stanoveni mozné okamzité¢ bunétné smrti.
Snimky vzorkii byly pofizeny pied ozafenim a 1, 15 a 30 minut po ozéafeni modrym svétlem
v 10 vrstvach. Mnozstvi vytvorenych ROS bylo kvantifikovano jako primérna intenzita
fluorescence sondy v maximalni projekci z-stacku (Obrazek 32).

Na snimcich z konfokalniho mikroskopu lze porovnat vysledky jednotlivych barveni
oSetfenych sferoidti i neoSetfenych kontrol barvivy CellRox® (Obrazek 32, panel A),
propidium jodid (Obrazek 32, panel B) i vSechny slouc¢ené kanaly (Obrazek 32, panel C)
v definovanych c¢asovych intervalech pied 1 po ozafeni vzorkd. Jiz pfi vizualnim porovnani
potizenych snimkt jsou patrné vyznamné rozdily v mnozstvi produkovanych ROS i mrtvych
bun¢k mezi oSetfenymi a kontrolnimi vzorky. V piipadé neozarenych preparati doslo
po aplikaci komplexu Ir4 k pozorovani vyrazného navysSeni produkce ROS v porovnani
s kontrolou. Po ozafeni modrym svétlem doslo v ptipadé¢ sferoidi oSetienych Ir4 k zdsadnimu
zvyseni mnozstvi detekovanych ROS a narustu poétu mrtvych bunék. U neosetfenych kontrol
byla jedina vyznamna zména v mnozstvi ROS pozorovana bezprostiedné po ozatfeni (1 min).
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Obrézek 32: Detekce ROS ve sféroidech glioblastomu US7MG pted a po ozéteni
vzorki modrym svétlem (420 nm, ImW, 60 s) obarvenych sondou CellRox® (panel A), PI
(panel B) a ptekryti obou kanall (panel C). Obrazky reprezentuji projekci 10 vrstev. Métitko
snimkt je 300 um.

Pro lepsi porovnani sledovanych zmén byla stejné jako v ptipad¢ experimentu cileného
na metabolickou aktivitou nadorovych bun€k kvantifikovana intenzita fluorescence sond
CellRox® a PI ve vymezené oblasti zdjmu pomoci analyzy obrazu mikrofotografii potizenych
konfokalni mikroskopii (Obrazek 33). Ze ziskanych dat tfi nezavislych experimentl byly
stanoveny hodnoty stfednich intenzit fluorescence pouzitych fluorochromi vzorku a nésledné
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byla provedena statistickd analyza pomoci neparametrického studentova t-testu porovnanim
vypocitanych poméri intenzit fluorescence pro kontrolu s experimentalnimi vzorky.

1 S
B CellRox

| mm Propidiumiodid oo
* ** *x%p<0.05, 0.01, 0.001

10

Stredni intenzita fluorescence

0-
0 1* 15* 30*_‘ 0 1* 15* 30*k
Tma Po ozareni Tma Po ozafeni
Kontrola Ir4

Obrazek 33: Kvantifikace primérné intenzity fluorescence CellRox® a PI ve sféroidech
U87MG ozatenych modrym laserovym svétlem.

V piipad¢ sferoidu oSetfeného komplexem Ir4 bez ozafeni byla stanovena hodnota
intenzity fluorescence CellRox® 1,8krat vyssi nez hladina ROS detekovana u neoSetiené
kontroly (Obrazek 33). Tyto vysledky naznacuji, Ze ROS generované za tmy mohou pfispivat
pii barveni kalceinem AM za podminek bez ozafeni (Obrazek 28 a kvantifikace Obrazek 29).
Po ozaieni vykazovaly vzorky oSetfené slouceninou Ir4 kontinualni nartist ROS. Stanovené
hladiny ROS v casovych intervalech 1, 15 a 30 minut po ozafeni u oSetfenych vzorka byly 1,8;
2,3 a 2,5-krat vyssi nez hladiny pozorované u oSetienych sferoidi pred ozafenim. Spolu
S nartistem mnozstvi ROS, bylo také pozorovano mirné, ale vyznamné zvyseni stfedni intenzity
fluorescence Pl v piipadé osetfenych vzorkd v ¢ase 15 a 30 minut po ozafeni, ktery ukazuje
na rychlou iniciaci bunécné smrti a pfimy dusledek produkce ROS po oSetfeni Ir4 v kombinaci
s ozafovanim modrym laserem. U neoSetfenych kontrol byly pfed i po ozéfeni pozorovany
pouze zanedbatelné zmény v hladiné ROS. K vyznamné zmén€ v hladiné ROS doslo
U neoSetfenych kontrol pouze bezprostiedné po ozéfeni (1 min), stanovené jako 1,4ndsobné
zvySeni intenzity fluorescence. Tato zjiSténi podtrhuji potenciél Ir4 pfi indukei rychlé a trvalé
cytotoxicity zprostfedkované ROS a zdlraziuji potencial tohoto komplexu jako mozného
kandidata pro dalsi vyzkumy v kontextu 1écby rakoviny.
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5.8 Charakterizace mechanismu pisobeni komplexu Ir4 na modelu implantatu
sféroid-organoid

Cerebralni organoidy predstavuji techniku vytvafeni 3D modelii odvozenych
z kmenovych bunék, které napodobuji specifické struktury a fyziologické funkce tkané lidského
studovanych pouze za podminek in vivo, bez vyvolani etickych problému [133], [134]. Vyuziti
mozkovych organoidii usnadituje screening a zkoumdani ucinkl protirakovinnych sloucenin
na zdravou i nemocnou tkan mozku, stejné jako predikci potencidlnich terapeutickych
intervenci [135].

Vysledky provedenych testli reprezentuji pisobivou aktivitu komplexu Ir4 vici
sferoidtim lidského glioblastomu U87MG (Tabulka 1). Tyto zavéry ov§em neznamenaji nutné
systémovy uspéch Vv klinickych aplikacich této latky. Praveé v ptipadé testovani komplexu
za in vivo podminek nejéastéji dochazi k ovlivnéni nebo celkové zméné aktivity
protirakovinnych 1ékti. Z tohoto divodu jsme do této prace zatadili i testovani ucinnosti
studovaného komplexu ve fuznim systému, slozeného z maligni tkané (sferoid US7MGQG)
implantované do nezhoubné tkané reprezentované cerebralnimi organoidy odvozenymi
z lidskych indukovanych pluripotentnich kmenovych bun¢k (hiPSC). Tento komplexni systém
byl nasledné zabudovan do obalu formovaného z Matrigelu®, ktery zafixoval vytvoieny 3D
model a umoznil ndm provadét pohodlnou manipulaci se vzorky, analyzu a zpracovani vzorki
(vice podrobnosti viz. MATERIALY A METODY). Ptipravené fuzni systémy nam umoznily
sledovat distribuci testovanych sloucenin, lé¢ebné u€inky komplexu na zdravou mozkovou tkan
(nezadouci ucinky) a invazi nadorti do zdravé tkan¢ za podminek srovnatelnych s in vivo
podminkami.

5.8.1 Studium distribuce komplexu Ir4 ve fiiznim systému

Distribuce podané slouceniny Ir4 byla ve fiznim systému popsaném vySe Stanovena
pomoci konfokalni mikroskopie. Komplex Ir4 se pfevazné¢ akumuloval v maligni tkani sferoidu
glioblastomu (Obrazek 34). OvSem piesto bylo mozné pozorovat zvySeni fluorescen¢niho
signalu poskytovaného latkou Ir4 i na periferii mozkového nemaligniho organoidu. Tato
zjisténi jsou v souladu se zaveéry pozorovani bunééné akumulace v kokultivaénim modelu BBB,
kdy byla stanovena pievladajici akumulace komplexu Ir4 v buiikach glioblastomu U87MG
(Tabulka 3). Zaroven bylo jiz v tomto experimentu také nastinéno, ze se ¢astecné akumuluje
komplex Ir4 1 do nemalignich bun¢k (kultury hCMEC/D3), na které nepusobi cytotoxicky.
Selektivni akumulace Ir4 v nadorové tkani pfispiva k jeji potenciondlni aplikaci nejen jako
ucinné latky pro fotodynamickou terapii (PDT), ale také jako vhodného kandidata pouzivaného
pti fluorescenéné fizené PDT kooperativni resekci glioblastomu [158]. Fluorescenéné fizena
resekce nadoru predstavuje techniku vyuZzivajici intraoperacni fluorescencni vizualizaci tkdné
maligniho gliomu, kterd zvysi kontrast tumoru a umoziuje chirurgim dosdhnout vyrazné
vys§iho poctu kompletnich resekei malignich glioml ve srovnani s konvenénimi resekcemi
provadénymi bez fluorescenéniho kontrastovani [159].
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Obrazek 34: Snimky fuznich modelt potizené pomoci konfokalniho mikroskopu
(panel A), které vizualizuji fluorescencni signdl emitovany testovanou slouc¢eninou Ir4,
a optického mikroskopu, ktery poskytuje pohled na strukturalni charakteristiky modelového
systému. Métitko pfedstavuje 200 um.

5.8.2 Utinky 1é¢by Ird v kombinaci s fotodynamickou terapii na modelu implantitu
cerebralniho organoid-glioblastom

Pro ziskani vice informaci a lep$i predstavé o pfimych dusledcich 1écby mozkovych
nadorti pomoci komplexu Ir4 v kombinaci s ndslednym ozafenim modrym svétlem byly vyse
popsany fuzni systémy obarveny rtiznymi fluorescenénimi sodami. Po oSetieni fuzniho systému
slouc¢eninou Ir4 byla cilen¢ ozafena pouze oblast implantatu US87MG a kontaktni periferie, kde
se glioblastom pfipojuje k organoidu. Tento zplsob terapie nam umoziuje cilit pouze
na maligni tk&il a minimalizovat negativni dopad na nezhoubnou tkan. Nasledné byly vzorky
ponechany po dobu 120 hodin za podminek bez 1éciva. Pouzité Casové rozmezi ponechani
vzorkl ve ,,drug free* stavu bylo zvoleno tak, aby bylo mozné sledovat ucinky 1€cby pomoci
Ir4 v delsim ¢asovém horizontu. Toto obdobi poskytuje dostatek casu oSetfenym buitkam
glioblastomu k potencialni invazi, proliferaci a rekonstituci nadoru, a tim umoziuje
zvolené inkubacni doby od oSetfeni byly vzorky obarveny Hoechst 33258 (Obrazek 35; panel
A), kalceinem AM (Obrazek 35; panel B) a Pl (Obrazek 35; panel C) a vizualizovany pomoci
konfokalni mikroskopie.

Po uplynuti 120 hodin od ozafeni byly pozorovany zésadni rozdily mezi oSetfenymi
vzorky a neléenymi kontrolami, a to zejména v piipadé fluorescenéni sondy Kalcein AM
(analyza metabolicky aktivnich zivych buné€k). Z potizenych snimki (fluorescenénich snimki
z konfokalniho mikroskopu i1 snimkd ve svétlém poli z inverzniho mikroskopu) je patrné,
7e v piipadé neoSetfenych kontrol (Obrazek 35, panely 2) dochazi k invazivnimu Sifeni
nadorovych bun¢k implantovaného glioblastomu nejen do beztkaniového prostoru
predstavovaného obalem z Matrigelu, ale i do vzdalengjsi mozkové tkané organoidu. U téchto
vzorkll dochazi k uplné ztrat€ jasného rozhrani mezi implantovanym sferoidem a nenddorovym
organoidem. Zaroven vykazovaly neosetfené vzorky (Obrazek 35; snimek 2B) vyznamné vyssi
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metabolickou aktivitu nez vzorky osetfené komplexem Ir4 a selektivné ozafované laserovym
svétlem (Obrazek 35, panel 2B). V ptipadé osetfenych vzorkti mizeme vidét zachované ostré
rozhrani mezi ptivodni naddorovou a nenadorovou tkdni. Po terapii byla v misté implantace
sferoidu detekovana pouze minimalni az témeét nulova metabolicka aktivita malignich bunék.
Tyto vysledky naznacuji, Ze k $iteni nddoru dochézi z okolnich zbylych malignich bungk, které
nebyly zcela eliminovany béhem ozafeni v oSetienych vzorcich. Tento jev je zcela bézné
pozorovan za klinickych podminek, kdy mala populace glioblastomovych bunék nepodlehne
aplikované 1€cbé nebo ozareni a v kratkém Casovém intervalu opét proliferuje a zaklada nova
nadorova loziska ¢i metastazy [11], [14]. Je vSak dilezité poznamenat, Ze progrese nadoru
pozorovana u ofetienych vzorki je vyrazné nizsi nez u neosettenych kontrol. Uprava lé¢ebného
planu, zahrnujici zvaZeni opakované aplikace nebo kombinace této slouceniny s jinymi
ptistupy, jako je gama ozéafeni nebo chirurgicky zakrok, mulze tento problém vyfesit

a minimalizovat pfitomnost rezidudlnich malignich bungk.

Obrazek 35: Analyza ucinnosti aplikované 1é¢by vyuzivajici kombinaci komplexu Ir4
se selektivnim ozéfeni sferoidu modrym laserovym svétlem (panely 1) v porovnani
s neoSetienou kontrolou (panely 2) hodnocena ve stanoveném ¢asovém intervalu (120 hodin)
od zékroku. Métitko predstavuje 200 um.

5.8.3 Analyza ristu a migrace glioblastomu do zdravé tkané po aplikované lécbhé
komplexem Ir4 v kombinaci s ozafovanim

Glioblastom patii mezi velmi obtizné lé€itelné malignity pfedevsim kvili jeho difiznimu
ristu a invazivni povaze, které mu umoziuji infiltrovat blizkou neurélni parenchymalni tkan
a u¢inné odolavat konvenéni terapii [21]. BéZné pouzivané konvenéni modely pro vyzkum
nadori, jako jsou buné&tné kultury invitro a zvifeci modely invivo, vykazuji vyznamna
omezeni pfi vyvoji a optimalizaci terapeutickych ¢inidel vyuzivanych pii [é€bé glioblastomu.
Pro podrobnéjsi studium proliferace a migrace glioblastomu doslo k vyvoji novych vhodnégjsich
preklinickych modeld, které poskytuji hlubsi vhled do komplexnich signalnich drah tohoto
nadorového onemocnéni a hraji zasadni roli ve zvySeni terapeutické ucinnosti. Pfestoze bylo
pomoci novych preklinickych modelt identifikovandno mnoho slibnych terapeutickych
strategii, vSechny bohuzel vykazovaly pouze omezenou ucinnost ¢i Uplné selhani ve fazi
klinického hodnoceni. Dosavadni nenalezeni ucinné terapie pouze zdiraziiuje naléhavou
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potfebu piehodnotit design aktudln¢ dostupnych a prozkoumat spolehlivost novych
preklinickych modelid. Vyuziti dobfe charakterizovanych a standardizovanych modelt
by mohlo pomoci pfi piekonani piekdzek mezi slibnymi preklinickymi 1é€ebnymi pfistupy
a klinickym selhanim [53], [54]. Nedavné pokroky v technologii organoidi zptsobily revoluci
v preklinickych modelech pro studium glioblastomu a nabidly platformu pro modelovani slozité
bunééné dynamiky pozorované pouze za inVvivo podminek [160]. Zkoumanim chovani
glioblastomovych bun¢k v komplexnim mikroprostiedi mozkovych organoidid se snazime
odhalit mechanismy, které jsou zdkladem progrese nadoru a interakce se zdravou mozkovou
tkani. Pro tento syst¢ém modelu implantitu byly pouzity bunky U87MG-RFP produkujici
cerveny fluorescencni protein (RFP), ktery umoznil sledovat piesnou lokalizaci, diseminaci,
migraci a infiltraci nddorové tkdn¢ do organoidu. Tento model ndm pomohl Iépe porozumét
chovani glioblastomu a jeho reakci na terapeutické intervence.

Pro tuto studii byl vyuzit stejny experimentalni design vyuzivany v piedchozich pokusech
S fiznimi systémy. Predem vytvorené sferoidy z bunék US87MG-RFP byly implantovany
do zdravé tkané reprezentované cerebralnim organoidem. Cely systém byl nasledné zapustén
do Matrigelu a kultivovan dalSich 24 hodin, aby doslo ke stabilizaci maligni i nemaligni tkané
a k zahajeni proliferace a migrace implantatu glioblastomu. Po pocatecni kokultivaci byly
vzorky podrobeny 3-hodinovému osetfeni temozolomidem (100 uM; bézné€ pouzivané
alkyla¢ni ¢inidlo pii 1é€bé mozkovych nadord, [140], [141]) nebo slouceninou Ir4 (2 uM; ICso,
3D,0zéfeno,72h). Dale byly konfokélni mikroskopii zachyceny pocatecni stavy a vzorky urcené
k ozéteni byly selektivné exponovany v modrém laserovém svétle. Poté byly vzorky preneseny
do Cerstvého média (bez 1é¢iva) a po 120hodinové kultivaci opét vizualizovany konfokalni
mikroskopii. K piesné vizualizaci vSech bunc¢k exprimujicich RFP v systému sféroida
a organoidl bylo pouzito zobrazovani objemu pomoci skenovani vrstev.

Potizené snimky byly kvantifikovany pomoci softwaru Imagel a pro kazdy vzorek byla
zméeiena oblast Sifeni glioblastomu (Obrazek 36, panel A). K nejvyznamnéjSimu Sifeni
glioblastomu doslo v pfipad¢ kontrolnich (nelécenych, ozarenych) vzork, kdy se oblast tumoru
po uplynuti 120 hodin od ozaieni zvysila 10,3ndsobné. Tyto vysledky reprezentuji rychly
difuzni rust a invazivni povahu glioblastomu, které ztézuji jeji terapii. Zasadni diseminace
glioblastomu do zdravé tkan¢ byla také pozorovana u vzorkl oSetfrenych TMZ, které
vykazovaly 8,7nasobné zvyseni oblasti glioblastomu. V ptipadé TMZ doslo pouze k mirnému
ovlivnéni proliferace tumoru ve srovnani s kontrolou. Tyto zavéry koreluji s rezistenci
glioblastomu k TMZ pozorovanou v klinickych podminkach, kdy po aplikované 1é¢bé dochazi
u pacientl k opétovné proliferaci nadoru [138], [143], [161]. Vzorky oSetiené komplexem Ir4
vykazovaly zna¢né zpomaleni Sifeni glioblastomu, pfi¢emZz jeho plocha se po uplynuti
120-ti hodinového intervalu zvysila pouze 2,1krat. Je dulezité poznamenat, ze po aplikaci
studovaného komplexu i za podminek bez ozafovani doslo k zasadnimu zmenSeni oblasti Sifeni
nadoru ve srovnani s konvencnim oSettenim TMZ, a to aZ 4nasobné, piestoZe byla pouZita
50-krat nizsi koncentrace Ir4 nez TMZ. Kombinace Ir4 se selektivnim ozafovanim modrym
laserem prokazala pusobivé potlaceni diseminace glioblastomu. V tomto pfipadé doslo
ke zmenseni plochy obsazené bunikami US7MG-RFP na 0,6-ti nasobek piivodni velikosti, coz
ukazuje na vyznamné zredukovani plochy plivodniho implantatu.
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Kontrola TMZ

Ir4 TMA

Obrazek 36: Analyza ucinnosti aplikované 1é¢by na rist a migraci bunék U87MG-RFP
do cerebralniho organoidu zobrazena pomoci fluorescenéni mikroskopie. Fluorescenéni
kanal-vizualizace bunék U87TMG-RFP (panely A), ptekryvu svétlého pole s fluorescenénim
kanalem (panely B) a porovnanim ¢asové zavislé zmény oblasti vyskytu bunék US7MG
(panely A). Méftitko predstavuje 500 um.

Pro lepsi porovnani Gc¢inkt aplikované 1écby a ozareni na zdravou mozkovou tkan, byly
objemy organoida v prislusnych vzorcich kvantifikovany pomoci mikroskopie s fazovym
kontrastem nebo zobrazovani ve svétlém poli konfokalni mikroskopii. Pii kvantifikaci byly
rucné vymezeny oblasti zajml (ROI) pied a po uplynuti 120 hodin od osSetfeni. Ze ziskanych
dat vyplyva, ze v pripadé vSech osSetfenych vzorkl 1 neléCenych kontrol byl pozorovan rist
organoidu. VSechny organoidy vykazovaly po 120 hodindch zvySeni plochy pfiblizné
0 21-25%. Tedy ani konvenéni 1é€ba TMZ (21% rlst organoidll), ani experimentalni piistup
vyuZivajici slou€eninu Ir4 (24% rist organoidil) nevykazovaly Zadnou zménu v proliferaci
mozkové tkané, a tedy neplsobi zadnou akutni vedlejsi toxicitu na zdravou tkan ve srovnani
s neoSetfenou kontrolou (25% rlst organoid).

Nase zjisténi zdlraznuji potencil slouCeniny Ir4 jako mozného budouciho cytostatika,
které vyznamné omezi Sifeni glioblastomu do okolni tkané, a to 1 pii aplikaci fadové niZSich
koncentraci, neZ jsou vyuzivany pii konvencni 1é€bé. Nepiitomnost akutni vedlejsi toxicity
na zdravou tkan dale zdlraziiuje ambice pouzZitého experimentalniho pfistupu pii vyvoji
ucinnéjsich terapeutickych strategii pro boj s touto agresivni formou rakoviny mozku.

70



6 ZAVER

Chemoterapie cerebralnich nadorti pfedstavuje jednu z vyzev soucasné onkologie,
a to predevsim kvtli omezenému transportu chemoterapeutickych 1¢kt pies BBB do maligniho
loziska. Prestoze existuje n€kolik velmi uspésnych protinddorovych metalofarmak vhodnych
pro 1é¢bu né€kterych mozkovych nadord, jejich pouziti je velmi vzacné a v soucasné dobé
prakticky neexistuje v klinické praxi zadny 1¢k na bazi kovu, ktery by se pfi terapii karcinomu
mozku pouzival. Cilem mé prace bylo identifikovat ze skupiny iridiovych komplexti vhodného
kandidata pro cilenou terapii mozkovych nadorti. Konkrétné se jednalo o jeden nové ptipraveny
a devét diive studovanych oktaedrickych fosforeskujicich iridiovych komplexti s obecnym
vzorcem [lr(ttpy)(C*N)CI]PFe, nesouci terdentatni ttpy ligand a C N ligand zalozeny
na deprotonovaném 2-arylbenzimidazolovém zakladnim fetézci, které¢ uUCinn€ inhibuji
metastatické procesy U tripl-negativniho karcinomu prsu. Zaméfili jsme se predevsim
na antiproliferacni plsobeni a fotoaktivaci zkoumanych komplexti v Siroké Skale malignich
i nenadorovych bunéénych modelech, transport studovanych sloucenin pies BBB, a také
na dlouhodobou u¢innost testovanych latek na Zivotaschopnost malignich bunék. Hlavni
vysledky lze shrnout do nasledujicich bodu.

Pti studii antiproliferacni aktivity studovanych komplexti, byly namétené¢ hodnoty ICso
vSech sloucenin v fadech jednotek az desitek mikromolii pro 2D 1 3D bunécéné modely.
Po ozafeni modrym svétlem vykazovaly vSechny testované latky vyrazné lepsi cytotoxickou
aktivitu a hodnoty 1Cso poklesly na mikro- az submikromolarni. Zkoumané komplexy tedy
vykazuji vyssi a€innost nez klinicky vyuzivané 1é€ivo Temozolomid. Provedené testy dale
prokazaly, Ze komplexy Ir3-Ir5 a Irl0 vykazuji po fotoaktivaci zvySenou katalytickou
fotooxidaci NADH a produkci reaktivnich forem kysliku (102 a/nebo *OH), které piispivaji
ke snizeni metabolické aktivity a indukci buné¢né smrti malignich bunék glioblastomu.

Z vysledki vyplyva, ze zejména komplex Ird [Ir(ttpy)(C*N)CI]PF6, obsahujici
deprotonovany methyl 1-butyl-2-fenyllbenzimidazolkarboxylatovy ligand, vykazoval bez
fotoaktivace nizkou antiproliferativni aktivitu, ktera se po ozafeni modrym svétlem vyrazné
zvysila. Sloucenina Ir4 tedy plsobi selektivni rychlou a trvalou fototoxicitu zprostfedkovanou
zvysenou produkci ROS. Experimenty provedené se samotnymi i zapouzdienymi 3D sféroidy
do matrice prokézaly, Ze pfitomnost ECM zasadné ovliviuji G€¢innost a celkovou bunéénou
odpovéd’ na aplikovanou lécbu projevujici se ve zméndch metabolické aktivity bunck
a morfologii sferoidu. DileZitou vlastnosti vSech chemoterapeutik pouzivanych pii lécbe
cerebralnich nadort je jejich schopnost pronikat pies hematoencefalickou bariéru, ktera byla
v této studii hodnocena a zkoumana pomoci rtuznych in vitro BBB modelt. Komplex Ir4
prokazal jedinecnou schopnost u¢inné pronikat pres BBB, aniz by doSlo k naruSeni jeji
permeability. Zaroveil bylo potvrzeno, Ze piestoze je pomémné vyznamné mnozstvi Ir4
absorbovano bunkami BBB majoritn¢ stile pievlada bunécny piijem bunck glioblastomu.
Ovsem v klinické praxi by toto sniZeni pfijaté terapeutické davky mohlo vyznamné ovlivnit
ucinnost 1écby.

Pozitivni efekt testovaného komplexu stanoveny pouze na zakladnich 2D a 3D bunéénych
modelech nutné nepotvrzuje jeho vliv na tumor v organismu pacienta. Z tohoto dtivodu jsme
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ucinky této multifunkéni terapeutické metody umoziujici cilené oSetfeni malignity zkoumali
v komplexnim fiznim systému slozeném z nemalignich cerebralnich organoidi odvozenych
z hiPSC bun¢k a sféroidi vytvorenych z malignich U87MG bunék. Fuzni systém predstavuje
cennou platformu, ktera umoziuje modelovat mnoho slozitych situaci diive studovanych pouze
za in vivo podminek, jako sledovani distribuce zkoumanych slouc¢enin, u¢inkt 1é¢by na zdravou

~

mozkovou tkan a $ifeni nadoru do tkané.

Pomoci fizniho systému jsme prokéazali selektivni akumulaci Ir4 v nadorové tkéni. Tyto
informace zvysuji potencial jeho vyuziti nejen jako uc¢inného ¢inidla pro PDT, ale také jako
vhodné chemické substance pro fluorescencné fizenou PDT kooperativni resekci glioblastomu.
Na faznim modelu byly také studovany i dlouhodobé ucinky aplikované 1écby Ir4 v kombinaci
s PDT, které umoznily realisti¢téjsi posouzeni celkového dopadu terapeutického ptistupu
na komplexni systém a studium vzniku a migrace recidiv glioblastomu do nenddorové tkané.
Pozorovana progrese malignit byla v oSetfenych modelech zna¢né€ niz$i nez u neoSetfenych
vzorki, coz potvrzuje potencidl multifunkéni terapeutické metody inhibovat Sifeni nadoru.
Pfesto pfitomnost rezidualnich malignich bunék naznaCuje CasteCny neuspéch a nutnost
optimalizace 1éCebné strategie, zahrnujici opakovanou aplikaci terapie nebo jeji kombinaci
s jinymi vhodnymi pfistupy feSicimi tento problém a minimalizujicimi pfitomnost rezidualnich
malignich bunégk.

Z vyse prezentovanych zavéri vyplyva, ze komplex Ir4 predstavuje potencialni nadéjné
terapeutické ¢inidlo, které u¢inné inhibuje Sifeni glioblastomu a potencialné by mohlo pusobit
mén¢ nezadoucich ucinki na organismus pacienta. OvSem zaroven tato prace také zdarazinuje
nutnost dal$i optimalizace jeho pouziti pro terapii solidnich nadortt mozku.
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3D-CRT
5-ALA
ATCC
ATP
BBB
BMEC
BSA
CNS
CT

Da
DMEM
DMSO
DNA
DPBS
EB
ECACC
ECIS
ECM
EDTA
EGF
FAAS
FBS
FDA
FGF2
Fl

GA-1000

3D-konformni radioterapie

kyselina 5-aminolevulova

Americka sbirka tkanovych kultur

adenosintrifosfat

hematoencefalicka bariéra

mozkové mikro-vaskularni endotelové bunky

hovézi sérovy albumin

centrdlni nervovy systém

pocitacova tomografie

jednotka Dalton

kultivaéni médium (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

fosfatovy pufr (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)
embryoidni téliska

Evropska sbirka ovétenych bunéénych kultur
monitorovaci systém (Electric Cell-substrate impedance sensing)
extracelularni matrice

kyselina ethylendiamintetraoctova

epidermalni rastovy faktor

plamenovy atomovy absorp¢ni spektrometr

fetalni bovinni sérum

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv v USA
fibroblastovy rastovy faktor

index fototoxicity

smés gentamicinu a amfotericinu
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GEMM
Gy
hiPSC
1Cs0
ICP-MS
IDH1
IMRT
MGMT
MQ voda
MRI
NADH
Papp
PBT

PBS

PDT
PDX

pH

Pl
R3-1GF-1
RFP

ROI

ROS
RP-HPLC

SRB

TCA

TEER

geneticky upravené mysi

jednotka Gray

lidské indukované pluripotentni kmenové bunky
polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace

hmotnostni spektrometrie s induk¢né vazanym plazmatem
gen enzymu isocitratdehydrogenasa 1

radioterapie s modulovanou intenzitou svazku

protein methylguaninmethyltransferaza

deionizovand voda v Cistoté¢ Milli-Q z pfistrojii firmy Millipore
skenovaci magnetickou rezonanci
nikotinamidadenindinukleotid

koeficient permeability

terapie protonovym paprskem

fosfatovy pufr

fotodynamicka terapie

xenoimplantaty odvozené od pacienta

potencial vodiku

propidium jodid

rekombinantni rastovy faktor lidského inzulinu

cerveny fluorescencni protein

ruéné vymezena oblast zajmu

reaktivni formy kysliku

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie s reversni fazi

sulforhodamin B (2-(3-diethylamino-6-diethylazaniumylidene-
xanthen-9-yl)-5-sulfo-benzenesulfonate)

kyselina trichloroctova

transepitelialni/transendotelialni elektricky odpor
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TME
TMI
TMZ
ULA
VEGF
VMAT

WHO

nadorové mikroprostiedi

index naddorové hmoty

Temozolomid

nizko-adhezivni povrch

vaskularni endotelialni riistovy faktor

volumetricky (objemov¢) modulovana obloukova terapie

Svétova zdravotnicka organizace
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