3D sferoidiniy lasteliy kultiiry pritaikymas priesSvéziniy vaisty tyrimuose

Application of 3D spheroid cell culture in anticancer drug discovery
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Siuo metu biomedicininiuose tyrimuose, kaip véZinio
audinio modelis, dazniausiai yra naudojami lasteliy
monosluoksniai. Taciau $is biologinis modelis yra per
daug supaprastintas ir neatitinka sudétingos véZzinio
audinio struktiiros bei naviko mikroaplinkos. Siekiant
eksperimentines sistemas priartinti prie natiraliy
biologiniy struktiry, pradétos auginti trimatés (3D)
lasteliy kultGros. Tokiose lasteliy kultiirose dominuoja
lastelé-lastelé sgveika, taip pat formuojasi tarplastelinis
uzpildas ir susidaro difuzinis maisto medziagy bei
deguonies gradientas. Tokiomis padiomis savybémis
pasizymi ir mazi navikai, dar neturintys kraujagysliy
tinklo. Visa tai suteikia pranasuma 3D Iasteliy kultiiroms
onkologiniuose tyrimuose prie§ S§iuo metu jprastus
Igsteliy  monosluoksnius, todél nenuostabu, kad
pastaraisiais metais sparciai daugg¢ja tyrimy su 3D
lasteliy kultiromis. Taciau vis dar triksta fundamentaliy
tyrimy, kurie parodyty kaip jvairios medziagos, pvz.
vaisty molekulés, nanodalelés, susikaupia ir pasiskirsto
3D lasteliy kultirose.

Siame darbe 3D lasteliy kultiiros buvo formuojamos
kabancio laSo metodu, kuris leidzia uzauginti sferoidines
lasteliy kultoras. Lasteliy sferoidams formuoti buvo
naudojamos zmogaus kriities vézinés lastelés MCF-7 ir |
kamienines  panaSios  krities  vézinés lastelés
MDA-MB-231, taip pat peliy embriono fibroblastai
NIH3T3. Kaip nanodaleliy modelis buvo pasirinkti
kvantiniai taskai (KT), kurie yra inertiSki ir pasizZymi
ryskia fotoliuminescencija raudonoje srityje
(Amax=625 nm). Difuzijos proceso modeliavimui lgsteliy
sferoiduose buvo naudojamas fluorescencinis daZas
rodaminas 6G (R6G) (Anx=548 nm). KT ir R6G
susikaupimas lgsteliy sferoiduose buvo tiriamas
konfokaliniu mikroskopu Nikon Eclipse Te2000-S bei
tekmés citometru BD Accuri™ C6. Eksperimenty metu
gauti rezultatai buvo naudojami matematinio modelio
ktirimui.

Atlikty eksperimenty rezultatai parodé, kad KT
susikaupia MCF-7 ir MDA-MB-231 3D lasteliy kultiros
pavirsiuje, taCiau nesikaupia lasteliy sferoido centrinéje
dalyje. MCF-7 suformuoja ne tvirtus sferoidus, o laisvus
agregatus, todél KT gali giliau prasiskverbti | lasteliy
kultiirg. NTH3T3 lastelés formuoja tvirtus sferoidus, KT
susikaupimas yra panasus | susikaupimg MDA-MB-231
lasteliy sferoide. IS anksCiau atlikty tyrimy su lasteliy
monosluoksniais, Zinome, kad KT | Igsteles patenka

endocitozés biidu [1], todél stebédami KT susikaupima
lasteliy sferoiduose galime modeliuoti, kaip kitos tokio
dydZio nanodalelés elgsis 3D lasteliy kultiirose. Norint
patvirtinti konfokaliniu mikroskopu gautus rezultatus,
buvo atlikta tékmés citometrijos analizé, kuri parodé, kad
60 % MCF-7 ir 70 % MDA-MB-231 lasteliy sukaupé
kvantinius taskus.

R6G lastelése susikaupia difuzijos budu, todél
mazuose sferoiduose (100-300 um) po 24 h R6G
stebimas visose lgstelése. Taciau didesniuose nei
300 um sferoiduose R6G susikaupimas po 24 h
inkubacijos matomas tik pavirSinése lgstelése sferoido
periferijoje, o vidiniuose jo sluoksniuose susikaupimas
nestebimas. Vadinasi, net ir difuziskai ] Igsteles
patenkanc¢iy medziagy susikaupimas lasteliy sferoiduose
yra ribojamas. Pritaikius difuzijg aprasan¢io modelio
lygtis, buvo apskaiciuotas KT prasiskverbimo i sferoidus
gylis, sumodeliuota kaip keiciasi KT susikaupimas
priklausomai nuo inkubacijos laiko.

1 pav. A) KT (raudona spalva) pasiskirstymas NIH3T3
lasteliy sferoido (apie 150 um dydzio) vidiniame
pjuvyje po 24 h inkubacijos. B) R6G (zalia spalva)
pasiskirstymas NIH3T3 Iasteliy sferoido (apie 100 um
dydzio) vidiniame pjuvyje po 24 h inkubacijos. Lasteliy
branduoliai nudazyti su branduoliy daZu Hoechst
(mélyna spalva). Skalé 50 pm.
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