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ANOTACE

Bakalaiska prace se zabyva ptipravou a kultivaci bunéénych sféroidu jako reprezentativnich
3D modelt pro biomedicinsky vyzkum. Popisuje principy jejich vzniku, metody kultivace
a dale zpisoby hodnoceni jejich Zivotaschopnosti a metabolické aktivity. Pozornost je
vénovana také jejich aplikacim v onkologii, farmakologii a personalizované medicin€.
Nasleduje porovnani s jinymi bunéénymi modely, pfedev§im organoidy, které maji dalezitou
roli napiiklad v pozorovani mechanisml onemocnéni. Zdlraznén je zejména vyznam sféroida,

z hlediska vyvoje novych terapeutickych postupti.

KLICOVA SLOVA
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TITLE

Preparation and Cultivation of Cell Spheroids

ANNOTATION

The bachelor’s thesis addresses the preparation and cultivation of cell spheroids
as representative 3D models for biomedical research. It describes the principles of their
formation, cultivation methods, and the ways of assessing their viability and metabolic activity.
Attention is also given to their applications in oncology, pharmacology, and personalized
medicine. This is followed by a comparison with other cell models, especially organoids, which
play an important role, for example, in observing disease mechanisms. Emphasis is placed
particularly on the significance of spheroids, in terms of mimicking in vivo conditions, for the

development of new therapeutic approaches.
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UVOD

V poslednich desetiletich dochéazi k vyraznému rozvoji in vitro modelt, které se snazi
co nejveérnéji napodobit prostiedi zivého organismu. Tradicni v plose rostouci bunécné
kultury jsou stidle hojné vyuzivané, maji vSak fadu omezeni. Bunky péstované
ve dvojrozmérném prostfedi se chovaji jinak nez v pfirozen€j$im trojrozmérném
prostfedi organismu. LiSi se v morfologii, metabolismu, genové expresi i citlivosti
na léciva. Tyto nedostatky vedly k rozvoji prostorovych kultiva¢nich systémi, mezi které

patii zejména sféroidy a organoidy.

Sféroidy jsou trojrozmérné shluky bunck, které vznikaji spontdnni agregaci
a samousporadanim bunék v prostfedi podporujicim rast bez pevné adheze k povrchu.
Jsou cennym modelem pro vyzkum nadorového mikroprostiedi, testovani cytotoxickych
latek, studium bunécné diferenciace 1 pro aplikaci v personalizované medicing.
Oproti dvourozmérnym kulturdm 1épe imituji in vivo podminky, vcetné vzniku
fyziologickych gradientti kysliku, zivin a metabolitd, coz umoznuje realisticté)si

hodnoceni G¢inkl 1éCiv a studium bunéénych mechanismu.

Cilem této prace je poskytnout uceleny piehled o metodach piipravy a kultivace
bunéénych sféroidd, jejich fyzikalnich a biologickych vlastnostech, hodnoceni
jejich viability a metabolické aktivity a moznostech praktického vyuziti
v biomedicinském vyzkumu. Déle je prace zaméiena na porovnani rtiznych aplikacnich
ptistupli, od jednodussich, jako je metoda visici kapky, az po sofistikované systémy,
jako jsou mikrofluidni Cipy nebo magnetickd levitace. Prace se rovnéz vénuje
porovnavani sféroida s dal§imi trojrozmérnymi modely, zejména organoidy, a shrnuje

vyhody, nevyhody a uskali spojena s jejich aplikacemi.

Motivaci pro vybér tohoto tématu je aktualni celosvétovy zajem a rychle rostouci vyznam
trojrozmérnych modelti napfi¢ medicinskymi a farmakologickymi oblastmi a potieba
hlubsiho porozuméni jejich vyuzitelnosti. Schopnost piipravit kvalitni sféroidy,
charakterizovat jejich vlastnosti a spravnd interpretace vysledkl testovani je v dneSni

dobé zasadni pro pievedeni laboratorniho vyzkumu do klinické praxe.

13



1 Bunécéna kultivace

Pti kultivacich bunéénych kultur se pracuje s riznymi typy bunék. Zaprvé s primarnimi
buiikami, které jsou izolované ptimo z tkdn¢ a zachovavaji si fenotyp i1 funkci pivodni
tkané. Nebo zadruhé s niddorovymi bunécnymi liniemi, coz jsou imortalizované
rakovinné bunky, které slouzi jako modely pro testovani 1é¢iv. Dlouhodobé péstovani
monovrstev vSak vede ke ztraté biologické heterogenity a vzniku homogenni populace
odlisné od ptvodniho nadoru (Pipiya et al., 2024). Dale lze vyuzit i kmenové buiiky,
embryonalni ¢i somatické, které se vyznacuji schopnosti sebeobnovy a diferenciace
(Gorska et al., 2024). V neposledni fadé 1ze vyuzit i uméle imortalizované bunécné linie,
které jsou upraveny tak, aby se dé€lily neomezené. Diky tomu casto v experimentech
nahrazuji primarni kultury. Jejich nevyhodou je vSak to, ze Casto trpi genetickou

nestabilitou (Gorska et al., 2024; Pipiya et al., 2024).

Bunééné kultivace probihd za piisné definovanych podminek. Standardem je teplota
37°C, 5 % CO», pH 7,2-7,4 a vysoka relativni vlhkost = 95 %. Pro zajisténi téchto
podminek se pouzivaji sterilni inkubatory (Din et al., 2024). Je nutné striktné¢ dodrzovat
aseptické postupy, aby se zabranilo kontaminaci kultur mikroorganismy
¢i mykoplazmaty, k ¢emuz se vyuzivaji laminarni boxy, sterilizované ndstroje
a filtrované roztoky. Média, kterd se pouzivaji pro kultivaci bunék vSeobecné obsahuji
vodu, mineralni soli, aminokyseliny, glukézu, vitaminy a Casto také sérové proteiny,
napiiklad FBS, jako zdroj riistovych faktori. Médium také musi byt stabilizovano pufrem
pro udrzeni konstantniho pH. Nejcastéji se jednd o NaHCO3/CO; nebo
2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonova kyselina (HEPES). Pro snazsi
sledovani zmén pH je Casto vyuzivana fenolova Cerven, ktera zaroven dava kultivaénimu
médiu typickou rtiZzovocervenou barvu. Pfi praci v bunééné laboratofi je nezbytné

provadét pravidelnou kontrolu médii (Weiskirchen et al., 2023).

1.1 Kaultivace v ploSe

Kultivace v plose neboli dvourozmérna (2D) kultivace je béZné vyuzivana metoda
pro dlouhodobé udrzeni a rozmnozovani bunéénych kultur, které jsou nasledné
dale vyuzivany. Buiky jsou ziskavany pifimo izolaci z fyziologickych, ale 1 maligné
transformovanych tkani (Duval et al., 2017). Mohou, ale byt piipravovany kultivaci
z jiz existujicich bunéénych linii. Jsou kultivovany v médiich obsahujicich Ziviny,

rustové faktory a hormony, a rostou ve formé monovrstvy v kultiva¢nich nadobach
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ze skla nebo plastu na rovném povrchu (Obr. 1), pti dané teploté (Biatkowska et al.,

2020).

Obrazek 1: 2D kultivace bunék, prevzato z (Servier, 2021)

Tato metoda je hojné vyuzivana pro svou jednoduchost, reprodukovatelnost a nizké
nadklady. Nicméné u tohoto typu kultivace jsou zaznamendvany nevyhody,
jako je omezena schopnost napodobit prostiedi in vivo a odliSnosti v morfologii (Basu et
al., 2021). Buiky jsou zplostélejSi a roztazengj$i. Dale jsou omezené interakce
bunika-bunika 1 bunka-extracelularni matrice. VSechny tyto faktory mohou ovlivnit
bunécny metabolismus, fenotyp a odpovéd’ na testované latky, coz mize vést ke zkresleni

vysledkd (Basu et al., 2021; Biatkowska et al., 2020).

1.2 Kultivace v prostoru

Kultivace v prostoru neboli trojrozmérna (3D) kultivace predstavuje moderni technologii,
kterd se postupné vyvijela jako odpovéd’ na omezeni 2D kultivace. Prvni snahy
o vytvoteni 3D kultur byly motivovany potiebou vytvorit prostiedi, které by presnéji
a efektivnéji napodobovalo podminky in vivo. Prostoroveé uspotradané struktury umoziuji
buitkdm rGst ve vSech smérech a interagovat nejen s okolnimi builkami,
ale také s extracelularni matrici (ECM) (Fontoura et al., 2020). Diky tomuto pftistupu

vykazuji bunky vice podobnosti s buitkami a organy lidského téla, coz usnadnuje vyvoj

vvvvvv

Ackoliv se muze zdat, ze 3D kultivace je novodobou technologii, jeji zaklady sahaji
az vice nez 100 let zpét. Jiz v roce 1907 Wilson a kol. popsali schopnost disociovanych
bun¢k houby reorganizovat cely organismus, ¢imz polozili zdklady konceptu bunécné

samoorganizace. Ve stejném roce byla zavedena metoda visici kapky pro kultivaci
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nervovych vlaken zabiho embrya. Béhem nasledujicich dekad byly provadény rtizné
pokusy s disociaci a reagregaci bun¢€k riiznych tkani, coz vyustilo az ve vznik prvnich
mnohobunéénych sférickych Utvard v roce 1971. Vyznamnym milnikem se pak stalo
zavedeni kultivace kmenovych bunék, zejména embryonalnich (ESCs) a pozdé&ji
i indukovanych pluripotentnich (iPSCs), které oteviely cestu k vyvoji komplexnich

3D struktur (Kim et al., 2023), jako jsou sféroidy a organoidy.

3D bunééné kultury jsou typicky vytvateny v prostiedi, které napodobuje piirozené
podminky organismu. Pouzivaji se bud’ metody vyuzivajici scaffoldy (nosné struktury)
nebo metody bez vyuziti scaffoldii (Obr. 2), pficemz v obou piipadech je zajisténa
dodavka zivin, kysliku a 1é¢iv prostiednictvim gradientt diftize (Biatkowska et al., 2020;

Fontoura et al., 2020).

Obrazek 2: 3D kultivace, prevzato z (Raza et al., 2025, Servier, 2021)

Scaffold, neboli leSeni, je tfirozmérna porézni struktura, kterd poskytuje buiikam
mechanickou oporu a napodobuje extraceluldrni matrix. Tyto nosné materidly mayji
typicky otevienou, porovitou sit’ pro difuzi zivin, kysliku a odvod odpadnich latek.
Scaffoldy jsou zpravidla biokompatibilni a Casto biologicky odbouratelné materialy,
umoznujici bunééné uchyceni, proliferaci a tvorbu tkani (Abuwatfa et al., 2024; Loh et

al., 2013).

Podle struktury se scaffoldy dé€li na 3 hlavni typy. Porézni (sponge) systémy vznikaji
napiiklad zmrazovanim nebo piskovanim, pficemz vzniklé trojrozmérné houby disponuji
vysoce propojenou makropdrovou siti, kterd usnadiuje prostup zivin i odvod metabolit

do nitra konstrukce, a tim podporuje stabilni rtist bunék (Loh et al., 2013). Vlaknité
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scaffoldy pak sestavaji z nanovlaken, naptiklad elektrostaticky spofadanych, ktera vérné
napodobuji jemnou sit' extracelularni matrix a poskytuji velmi specificky povrch
pro uchyceni a migraci bunék (Li et al, 2021). Do tfetice gelové/pénové formy
(foam-templating) vyuzivaji fyzikalni ¢i chemické gelace, pfipadné penovani,
k vytvofeni meékké hydrogelové matrice s drobnymi pory, vhodnymi zejména
pro kultivaci citlivych bun€k, jelikoz minimalizuji mechanicky stres a zachovavaji

vysokou vodnatost prostiedi (Ma et al., 2022).

Z hlediska materidlového rozdéleni rozliSujeme ptirodni polymery, jako jsou kolagen,
zelatina, hyaluronan, chitosan nebo alginat, které¢ jsou biokompatibilni a obsahuji
biologické motiva¢ni sekvence podporujici bunécnou adhezi, avSak jejich nevyhodou
je veétsi heterogenita a niz$i mechanicka pevnost (Abuwatfa et al., 2024; Li et al., 2021),
a syntetické polymery (PLA, PGA, PLGA, PCL, PEG aj.), jez umoziiuji pfesné nastaveni
mechanickych vlastnosti, tedy tvrdosti a rychlosti degradace. Nevyhodou je, Ze vyzaduji
povrchové upravy k optimalizaci bunécné adheze, protoze postradaji pfirozené bioaktivni

sekvence (Abuwatfa et al., 2024; Li et al., 2021).

Scaffoldy se pouzivaji v tkanovém inzZenyrstvi pro kultivaci 3D tkanovych modeld,
naptiklad kostni, chrupavkové nebo cévni ndhrady. Diky trojrozmérnému uspofadani
podporuji diferenciaci bunck a transport latek, coz vede k realisti¢téjSimu chovani
kultur (Li et al., 2021; Loh et al., 2013). Vyhodou téchto 3D nosi¢l oproti plochym

kulturdm je lepSi imitace fyziologického mikroprostiedi, naopak nevyhodou

vvvvvvvvvvvv

Tento piistup umoznuje realistickou simulaci piirozeného mikroprostiedi bunck,
véetn¢ interakci mezi builkkami a ECM, jakoZz i parakrinni signalizace, kterd hraje
klicovou roli pii diferenciaci a funkéni organizaci tkani. Pravé tyto komplexni interakce
jsou klicové pro spravnou samoorganizaci struktur, jako jsou napiiklad organoidy,
které celkem vérné napodobuji nejen morfologii, ale 1 funkei riznych typi lidskych tkéni

(Kim et al., 2023) .

Diky pokroc¢ilym vlastnostem, jako je vétsi odolnost proti 1é€bé a schopnost ptresnéji
napodobovat tvar bun¢k a interakce buiika-bunka i buiika-prostiedi, se 3D bunécné
kultury stavaji ¢im dal vice diillezitym ndstrojem v biomediciné (Biatkowska et al., 2020).
Se stale rostoucimi pozadavky na sofistikovangj$i modely a pokroky v biotechnologiich

se ocekava, ze 3D bunécné kultury budou stale rozsifovany a vylepSovany, aby poskytly

17



jesté lepsi platformy pro studium lidské fyziologie a patologie (Basu et al., 2021).
Soucasny vyzkum se rovn€z zameifuje na integraci mikro- a nanoinzenyrskych ptistupt,
naptiklad mikrocipti, vlaken nebo 3D biotisku, s cilem zvySit reprodukovatelnost,

vytéznost a maturaci 3D kultivace (Kim et al., 2023).

1.3 Porovnani kultivace v ploSe a prostorové kultivace

Vyhodou 2D kultivace je, ze buniky rostou na plochych, ¢asto specidlné upravenych
povrsich, jako je plast nebo sklo, kde tvofi monovrstvy (Basu et al., 2021). Populace
bunék je zde ale uniformni neboli jednoducha, coz mize vést ke zkreslenym vysledkim
pfi testovani 1é¢iv. Pti 3D kultivaci jsou naopak buniky umistény naptiklad do hydrogeld,
jako je algindt nebo kolagen, syntetickych polymert, kterym je i polyethylenglykol
(PEG) nebo jinych struktur, které napodobuji trojrozmérné uspoiadani v prostiedi
extracelularni matrix (Biatkowska et al., 2020). Buiky jsou zde heterogennéjsi,
coz ptesnéji napodobuje in vivo podminky, a diky tomu mizeme ziskat presnéjsi

vysledky pro testovana 1é¢iva (Fontoura et al., 2020).

V ptipadé¢ 2D kultivace interaguji buniky pouze na svych perifériich a maji rovnomérny
ptistup k Zivindm a kysliku, coz je nefyziologické (Lee et al., 2023). Pravé proto je zde
nezbytna pravidelna trypsinace, kterd napomaha udrzovat dostateCny piisun zivin.
Problém ale nastavd pii vyméné kultivaéniho média, kterd je spojend se ztratou
sekretovanych molekul, coz mize naruSovat probihajici analyzu (Biatkowska et al.,
2020). Naopak u 3D kultivace dochéazi k pfirozengj$im interakcim mezi bunkami
a prostiedim, véetné tvorby trojrozmérnych struktur a zén s odliSnou dostupnosti kysliku
a zivin (Antoni et al., 2015). Takze trypsinace u 3D modelii neni nutna, coz snizuje riziko
zkresleni vysledki a umoznuje delsi stabilitu kultur, klidn¢ az 4 tydny.
Oproti 2D modeliim je zde omezena difuze molekul do média, coz umoziuje podrobné&;jsi

studium napftiklad agregace proteint, jako je amyloid beta (Biatkowska et al., 2020).

U nadorovych bunck béhem 2D kultivace je pozorovan rychlejsi rast, odliSny
metabolicky  profil a citlivost na 1écbu, naptiklad chemoterapeutiky,
je Casto precenovana (Duval et al., 2017). Oproti tomu 3D modely 1épe napodobuji
vlastnosti nadorti in vivo, v€etné nizsi rychlosti proliferace, hypoxickych oblasti a bariér

pro prunik 1éciv.
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2D kultivace ziistava popularni diky své jednoduchosti, nizkym nakladim a Sirokému
vyuziti pfi zadkladnim vyzkumu, jeji omezeni v oblasti prediktivity vysledki pro in vivo
podminky jsou ziejma. Na druhou stranu, 3D kultivace, ackoliv je financné€ a technicky
naklady na materidly, zafizeni a ¢asovou naro¢nost kompenzuje moznost presnéjsiho
hodnoceni ucinnosti a toxicity 1éCiv, coz muze vést ke snizeni poctu neuspeésnych
klinickych studii a celkové lepsim vysledkiim v medicinském vyzkumu. V budoucnosti
lze srostouci popularitou ocekdvat dalSi zdokonaleni technologii 3D kultivace,

coz by mohlo postupné snizit naklady a rozsifit jejich dostupnost i do mensich laboratoti

(Basu et al., 2021; Biatkowska et al., 2020; Fontoura et al., 2020; Lee et al., 2023).

Tabulka 1: Porovnani 2D a 3D kultivace, prevzato z (Lee et al., 2023)

Klicove 2D buné&tns kultivace 3D bunééna kultivace
charakteristiky
" Ploché bunky na dné Rust ruznymmi smety vytvarejl
Tvar bunék , piirozeny tvar
nadoby. . . ,
(elipsoid/polarizovany).
Cas na kultivaci Minuty az hodiny. Hodiny az dny.

Rozhrani bunék s
médiem

Buniky rovnomérné
vystaveny médiu a 1é¢ivu.

Média a 1éCiva pronikaji do
bunééné hmoty podobné jako in
vivo; povrchové bunky vice
exponovane.

Interakce bunék

Buiiky propojené pouze na
stranach; interakce s
extracelularnim prosttedim
rozdilna oproti zivému
organismu.

Buniky interaguji viceuroviiove
i s extracelularnim prostfedim.

Diferenciace a

Normalni nebo nizka

Vysoka diferenciace; genova

mechanismy diferenciace; dochazi ke exprese a biochemie bunék
bunék zmeéné genove exprese. podobna in vivo.
. . . Zvysena exprese cytochrom
Metabolismus Nesnadné pozorovani y Prese eytoch
- . P450 enzymu zlepSuje
1é¢iv metabolismu.

metabolismus 1éCiv.

Citlivost na 1é¢iva

Vsechny piimo
exponovany lécivu; citliva
reakce na léCiva.

Bunky vykazuji rezistenci a
1é¢iva maji nizs8i tcinnost.

Rychlejsi riist nez u 3D

Rychlost proliferace zavisla na

smrt vyvolanou 1éCivy.

Proliferace bunék . . typu bunék a modelu 3D
kultivace; omezena. .

kultivace.

Zivotaschopnost e . Odolng;jsi vici vnéjSim

v P Citlivé na cytotoxiny. JS1 VUel vy
bunék stimultim.
. Velmi citlivé na bunécnou Vyssi tolerance vici stimulaci
Apoptoza

bunécéné smrti vyvolané 1€Civy.
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1.4 3D biotisk

3D biotisk predstavuje moderni technologii, kdy se vytvareji trojrozmérné tkanové
konstrukty vrstvenym nanaSenim tzv. bioinkll. Bioink je smés buné¢k, biomateriali
a bioaktivnich molekul, které jsou vhodné pro tisk (Mirsky et al., 2024). Tato metoda
funguje obdobné jako klasicky 3D tisk, ale misto plastu ¢i kovu slouzi jako materiél
pro tisk zivé bunky v hydrogelu. Vyhodou biotisku je vysoka piesnost prostorového
usporadani. UmoZiiuje naplanovat nano-, mikro- 1 makrostruktury tak, aby napodobovaly
piirozenou architekturu tkan¢ pozadované tkan¢. Tento postup usnadiiuje vyrobu
slozitych heterogennich struktur, kde jsou bunky a podpirné materidly rozmistény
podobn¢ jako v realné tkani. V poslednich letech byl 3D biotisk Uspesné aplikovan
v tkdnovém inZenyrstvi, naptiklad v plastické chirurgii se tisknou ndhrady kuze,
v ortopedii se ptipravuji implantaty kosti a chrupavek a v o¢ni medicin€ se testuji ¢asti
sitnice ¢i rohovky vyrobeny pomoci biotisku. Tyto aplikace vyuzivaji mozZnost tisknout
personalizované $tépy ¢i modely pro testovani 1ékti z bun¢k pifimo od pacienta (Mirsky

et al., 2024).

Technologie 3D biotisku ma vSak i1 své omezeni. Mezi hlavni vyzvy patii pfedevS§im
vybudovéni cévniho systému uvnitf 3D konstruktu pro zajisténi vyzivy a okysliceni
béhem rastu. Techniky, které se snazi o formovani vaskuldrnich siti, jsou naptiklad
coaxial nebo coaxial-SWIFT. Tyto metody umoziuji tvorbu dutych kanall pokrytych
endotelialnimi buitkami, coZ simuluje pratok krve a vyznamné zlepSuje perfizni kapacitu

tkané (Mohan et al., 2022).

Dosud také neni plné vyfeSena dlouhodobd zivotaschopnost velkych biotisknutych
organu a jejich integrace s t€lem po implantaci. Ke spolehlivému vykonu je potfeba ptisné
regulovat podminky 3D prostfedi, coz zahrnuje teplotu, pH, mechanické podminky
a zajistit biokompatibilni sloZeni bioinku. Pfesto 3D biotisk umoziluje vytvaret slozité
struktury a prostorovou heterogenitu blizici se pfirozené tkanoveé architektute
a je povazovan za kliCovy nastroj budouci regenerativni mediciny. Jeho rozvoj nadale
podporuje interdisciplinarni vyzkum, od materidlovych véd po bioinzenyrstvi,
a v pristich letech lze ocekavat stale lepsi replikace orgdnovych modeld, a nakonec snad

1 moznost tisku funkcnich tkdnovych ndhrad (Mirsky et al., 2024).
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2 Sféroidy

Stéroidy predstavuji 3D uspotadané shluky bunék, které prevazné tvoii kulovity utvar
(Obr. 3) a vznikaji spontanni agregaci bun¢k béhem kultivace (Ryu et al., 2019). Tento
3D model umoznuje vznik gradientl kysliku, Zivin a odpadnich latek, charakteristickych
pro nadorovou mikroarchitekturu, a zdroven vykazuji slozité mezibunécné interakce,

odlisné profily genové exprese a specificky bunéény metabolismus (Costa et al., 2016;

Nunes et al., 2019).

Obrdazek 3: Sféroidy pod svételnym mikroskopem

v

Diky témto vlastnostem nabizi sféroidni kultury vhodnéjsi in vitro modely pro studium
bunécného chovani nez monovrstvy. V soucasnosti jsou povazovany za velmi dilezity
nastroj pii studiu odpovédi na lé€iva, zejména v podminkach blizkych lidské patologii
(Guimaraes et al., 2024; Jubelin et al., 2023). Uplatnéni nachazi zejména v onkologii,
kde slouzi jako modely pro simulaci rezistence nadorovych bunék vici
chemoterapeutikiim a pro testovani Uc¢innosti 1é¢iv a vyvoj novych protinadorovych
terapii (Nunes et al., 2019). Vyznamné pfispivaji 1 k pokrokiim v personalizované
mediciné. Naptiklad kultivace sféroidii z nddorové tkan€ konkrétniho pacienta umoziuje

celkem ptesné¢ predpoveédét citlivost na dana 1éciva (Hofmann et al., 2022).
Kromé onkologie se sféroidy uplatiuji také v regenera¢ni medicin€, kde poskytuji

bunkdm ptirozenéjsi prostiedi pro studium procest, jako je bunécna diferenciace, migrace
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a invaze nadorovych bunék ¢i interakce s imunitnim systémem (Costa et al., 2016; Ryu
et al.,, 2019). Vzhledem ke své schopnosti lépe rekonstruovat mikroprostiedi tkani
jsou sféroidy dnes Siroce vyuzivany jako spolehlivé 3D modely pro studium bunéénych
mechanismi a vyvoj novych terapeutickych postupti (Nunes et al., 2019; Ryu et al.,

2019).

2.1 Charakterizace bunécnych sféroidi

Jednou z charakteristik, kterou u sféroidl popisujeme je velikost. Pro zachovani
3D charakteru a dostatecné difuze se doporucuje pramér sféroidu v rozmezi 200400 pm.
mensi sféroidy, obvykle pod 150 pm, postradaji gradienty kysliku, Zivin a metabolitd,
které jsou klicové pro simulaci in vivo mikroprostiedi a ¢asto se chovaji podobné jako
2D kultury (Hirschhaeuser et al., 2010). Naopak vétsi sféroidy, piesahujici 500 pm, trpi
vyraznou hypoxii ve svém jadru, coz vede ke vzniku nekrotickych oblasti, snizené
proliferaci a zkresleni vysledki testd viability a cytotoxicity (Nath et al., 2016). Spravné
nastaveni velikosti je klicové zejména v dlouhodobych kulturach nebo pfi testovani
farmakologickych uc€inkti, kde rovnovaha mezi diftzni kapacitou a fyziologickou

strukturou sféroidu zésadné ovliviiuje vysledek.

Dalsim aspektem pro charakterizaci sféroidu je pocet sféroidii v jedné¢ jamce.
Pro vysokokapacitni screening (HTS) se pouziva 96-jamkova desticka s jednim
sféroidem na jamku. Pfi testech dlouhodobé kinetiky 1ze v jamce péstovat 2—4 sféroidy,

ale je nutné korigovat data pro interakci mezi sféroidy (Wu et al., 2017)

Excentricita sféroidu je geometricky parametr, ktery kvantifikuje odchylku od ideédlniho
kulovitého tvaru. Hodnota excentricity mensi nez 0,2 indikuje vysokou kulovitost
a svéd¢i o rovnomeérné distribuci Zivin 1 metabolitil, coz je zasadni pro redukovatelnost
vysledkli. Analyza se provadi na mikroskopickych snimcich sféroidu pomoci
softwarovych ndstrojl, pficemz se vyhodnocuji kontury a plocha projekce. Kulovitost
sféroidt pfimo ovlivituje ucinnost diftize a akumulaci 1é¢iv v riiznych ¢astech 3D kultury.
Vysoka excentricita mize naznacovat mechanické posSkozeni, nehomogenni rust
nebo piitomnost vice bunénych agregatli spojenych do jednoho utvaru, coz snizuje

validitu experimentalnich vysledkt (Vitacolonna et al., 2024).

V neposledni fadé je velmi dilezitym aspektem vnitini organizace sféroidu. Idealni
sféroidy vykazuji zondlni uspotadani, které reflektuji pfirozenou architekturu nadorové

tkané (Mitrakas et al., 2023). Zevni vrstvu tvoii proliferujici buiikky exprimujici marker
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Ki-67, coz svéd¢i o aktivnim bunééném déleni (Déster et al., 2017). V této vrstveé
je nejvyssi dostupnost kysliku a Zivin, které podporuji riist a metabolickou aktivitu.
Stfedni vrstvu sféroidu tvoii diferencované bunky, které jiz neproliferuji, ale zachovavaji
funkéni fenotyp a tvofi prechod mezi aktivnim povrchem a centrem sféroidu (Mitrakas et
al., 2023). V centralni casti se pak bézné objevuje hypoxickd az nekroticka oblast,
kde jsou detekovatelné molekularni markery jako hypoxii indukovany faktor 1 alfa
(HIF-1a), protein 53 (p53) a aktivovana kaspaza-3 (Dister et al., 2017). Tyto ukazatele
odrazeji bud’ adaptaci na stres nebo probihajici apoptézu v duisledku nedostatku kysliku
(Déaster et al., 2017; Zhang et al., 2021). Identifikace jednotlivych zén se provadi
imunohistochemicky a kvantifikuji pomoci softwarové analyzy obrazu (Piccinini, 2015).
V nékterych studiich byly navic tyto strukturalni vrstvy kolerovany s distribuci 1é¢iv

ve sféroidu, ¢imz bylo prokazano, ze farmakodynamika zavisi na hloubce penetrace

do jednotlivych vrstev (Dister et al., 2017; Tchoryk et al., 2019).

Na obrazku 4 jsou znazornény ruzné aspekty charakterizace sféroidu.

Obrazek 4: Charakterizace sféroidii;, ATP = adenosintrifosfat; TUNEL = znaceni koncii prerusenych
retézcit DNA pomoci dUTP a terminalni deoxynukleotidyltransferazy, prevzato z (Hirschhaeuser et al.,
2010)
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2.2 Metody pripravy sféroidi

Stéroidy lze pfipravit mnoZzstvim metod, které¢ vyuZzivaji bud’ jen bunécnou adhezi
a gravitaci, nebo podplirné nosi¢e, popfipad¢ sofistikovand zafizeni, naptiklad
mikrofluidni Cipy, ¢i fyzikalni principy, jako je magnetické nebo akustické pole.
Nize jsou popsany hlavni piistupy, jejich principy, technické provedeni, vyhody
a nevyhody.

2.2.1 Kultivace metodou visici kapky

Pii metod¢ visici kapky (hanging drop) se na vnitini stranu vicka Petriho misky pipetuji
malé kapky, o objemu piiblizn¢ 20-50 ul, bunécné suspenze. Pak se vicko pievrati
nad misku s PBS a kapky visi diky povrchovému napéti (Obr. 5). Bunky v kapce
se vlivem gravitace sdruzuji na spodni strané kapky a béhem 2448 hodin vytvéteji jediny
homogenni sféroid (Pinto et al., 2020). Tento zplGsob nevyzaduje zadné specidlni
vybaveni (Foty, 2011), je relativné levny a umoziiuje snadnou kontrolu poctu i slozeni

buné¢k v kazdé kapce a tedy 1 velikost sféroidu.

Obrazek 5: Schéma metody visici kapky, prevzato z (Mitrakas et al., 2023)

Za vyhody této metody muzeme oznacit jednoduchost aparatury, snadnd kontrola
bunécného slozeni v kapce a nizké naklady (Foty, 2011; Pinto et al., 2020).
Mezi nevyhody patii pracnost, pokud je tfeba vétsiho poctu kapek, mize byt rucni
pipetovani narocné. Dale je zde riziko odpaiovani kapalin, coz vede k nutnosti udrzovat
v misce vlhkost a ¢ast¢ vymény média. Také miZe dochazet k heterogenité velikosti
uz jsou ale v literatufe popsana mozna vylepSeni, jako tisk 3D drzakti nebo mikrofluidické

verze, které tyto nedostatky omezuji (Pinto et al., 2020).
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2.2.2 Agitacni a rotac¢ni kultivace

Agitacni a rotacni metody udrzuji buiiky v suspenzi pohybem kapaliny. V agita¢ni bafce
s michadlem (spinner flask) je suspenze s bunikami neustale promichavana magnetickym
michadlem, coz znemoznuje usazeni bun¢k na sténach a podporuje jejich vzajemné
srazky a sdruZzovani (Gupta et al., 2016). Na podobném principu funguje i rotacni
bioreaktor (rotating wall vessel, RWV), ktery simuluje mikrogravitaci tim, ze nadobu
s buné¢nou suspenzi velmi pomalu otac¢i kolem horizontalni osy, takze bunky ,,plavou*
ve stiedni vrstve kapaliny a neadheru;ji (Obr. 6) (Steinwerth et al., 2024). Ob¢ tyto metody

vedou ke tvorb¢ sféroidu v kapalné fazi.

e e
CIP X
>

Obrazek 6. Schéma agitacni a rotacni metody, prevzato z (Pinto et al., 2020)

Vyhodou je moznost generovat velké mnozstvi sféroidi soucasné s dostateCnym
pfivodem Zzivin diky neustalému michéni. Déle je mozné t€émito metodami mozné tvofit
vice Stépnych kultur najednou, coz je vhodné pro vyrobu sféroidi ve vétSim meéfitku.
Mezi nevyhody patii citlivost na smykové napéti. Pii vyssi rychlosti, mize michani
poskodit  bunky. Pomalej§i agitace zase nemusi zabranit fragmentaci
nebo nerovnomérnému ristu sféroida. Dal§i nevyhodou mize byt, Ze tvorba sféroid trva
3—7 dni a velikost agregatii byva heterogenni. Co se ty€e vybaveni, je vyzadovano
specialni sklenéné nebo plastové nadobi, coz je agitacni banka s michadlem nebo RWV

aparatura, a také je nutnd kontrola rychlosti michani (Pinto et al., 2020).

2.2.3 Kultivace na neprilnavych povrsich s prekrytim kapalinou

Principem této metody je, ze desticky s nepfilnavymi povrchy neboli
ultra-low-attachment (ULA) desky, maji povrch modifikovany tak, ze buiky
na ném nemaji adhezivni mista (Pinto et al., 2020). Podobny princip ma i metoda
prekrytim kapalinou neboli liquid overlay, kdy se povrch kultiva¢ni kultury piekryje
tenkou vrstvou agarézy. U této metody je obecné vyhodou, Ze jsme diky ni schopni

kultivovat velké mnoZstvi sféroidii v multi-destickach, at” uz 96- nebo 384-jamkovych.
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Bunécna suspenze se asepticky nanese do jamek nebo misek vyrabénych ve dvou
zékladnich variantach podle tvaru dna: plochém (flat-bottom) a konkévni (u-bottom)

(Abuwatfa et al., 2024).

U plochého dna je jamka vybavena hladkym nepfilnavym povlakem z poly(HEMA)!
nebo agardzy, diky ¢emuz bunky nepfisedaji na rovny povrch dna, ale spontanné
se sdruzuji do sféroida (Abuwatfa et al., 2024). Tento format umoziuje piimou spodni
mikroskopii (Wissing et al., 2019) a snadné dopliiovani média. Avsak sféroidy vytvarené
na plochém dné maji Casto $ir§i a méné kompaktni tvar s vyssi variabilitou rozmért

mezi jamkami (Pinto et al., 2020).

Naopak u-bottom desticky maji jamky s konkavnim dnem, které vlivem gravitace
soustfed’'uji bunky do nejhlubsiho bodu prohlubné, ¢imz vznika v kazdé jamce jeden
pravidelngjsi kulovity sféroid (Obr. 7) (Din et al., 2024; Wissing et al., 2019).
Diky tomuto designu se pocet bunék vzdy kumuluje ve stiedni ¢asti jamky, coz zajistuje
vysokou reprodukovatelnost velikosti i1 tvaru sféroidli, a je proto preferovan zejména
ve vysokopritokovém screeningu cytotoxickych latek (Din et al., 2024). Nevyhodou
formatu u-bottom je komplikace pii vizualizaci spodni polokoule sféroidu. Casto je nutné
pouzit otocny adaptér mikroskopu nebo jiné pomtcky, aby bylo dosazeno adekvatniho

zobrazeni (Wissing et al., 2019).

Obrazek 7: Schama U-bottom jamky, prevzato z (Mitrakas et al., 2023)

V praxi se pro testovani napiiklad protinddorovych sloucenin a analyzu viability bun¢k
pouzivaji u-bottom desticky. Na zaCatku nasazuje cca 2 000 bunck na jamku,
ze kterych se piiblizné¢ do dvou dnli zformuje v kazdé jamce jeden sféroid o priméru
150200 pum s minimalnim rozptylem velikosti, coz je klicové pro srovnatelné

a statisticky vyznamné vysledky (Foty, 2011; Pinto et al., 2020). Naopak desticky

! poly(hydroxyethylmethakrylat)
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s plochym dnem se uplatiiuji v pilotnich studiich a vizualizaci zivych bungk,
kdy je dulezit¢ sledovat naptiklad interakce bunc¢k s médiem (Abuwatfa et al., 2024;
Wissing et al., 2019).

2.2.4 Scaffold-based pristupy kultivace

Scaffold-based metody vyuzivaji podptrné nosiCe, které napodobuji ECM. Cilem
je umoznit bunkdm kontakty nejen vzijemné, ale i1 stouto strukturou, podporujici

diferenciaci a proliferaci. Pod tyto podptrné struktury fadime hydrogely, porézni nosice

nebo decelularizované ECM (dECM) (Abuwatfa et al., 2024).

Hydrogely jsou tfirozmérna polymerni sité schopné vazat a zadrzet velké mnozstvi vody.
Struktura hydrogelu vznik4 chemickym nebo fyzikalnim sitovanim polymernich fetézct,
coz umoznuje materialu bobtnat, ale zachovat souvislou formu. Diky vysokému obsahu
vody a mékké struktufe hydrogely pifipominaji pfirodni extracelularni matrix
a jsou obecné vysoce biokompatibilni (Choi et al., 2024; Kaliaraj et al., 2023).
Jsou propustné pro Ziviny, ristové faktory i signalni molekuly, ¢imZ podporuji bunéény
rust a diferenciaci. Hydrogely mtizeme dle materidlu dé€lit na pfirodni a syntetické.
Mezi ptirodni materidly fadime alginat, kolagen, zelatina, fibrin, hyaluronan a Matrigel
a mezi syntetické zase PEG, RADA16 a PVA (Kaliaraj et al., 2023). Pfirodni hydrogely
jsou jsou velmi dobie biokompatibilni, zatimco syntetické lze snadno chemicky
modifikovat pro specialni aplikace. Hlavni vyhodou hydrogeld je tedy podptirné prostiedi
pro bunky a moznost nastavitelnych mechanickych vlastnosti. Nevyhodou je nizsi
Pascual, 2017). Dalsi nevyhodou je nutnost ptipravy a gelace, protoze n¢které hydrogely
vyZaduji UV zéfeni, enzymy nebo chemicka ¢inidla (Abuwatfa et al., 2024; Yoo et al.,

2025).

Porézni nosice jsou pevné 3D struktury s otevienymi pdry a patfi sem napiiklad
polymetrické pény nebo mikropolymerové nosice. Buiiky se na povrchu ¢i uvnitt port
mohou uchytit a vytvaret trojrozmérné modely. Vyhodou je fyzickd pevnost nosice

a dobra cirkulace zivin v makroporech. Nevyhodou mtze byt difizni omezeni v hlubsich

vvvvvv

s bioreaktory (Abuwatfa et al., 2024; Pinto et al., 2020).

Decelularizované ECM jsou struktury z ¢erstveé izolované tkang, které se chemicky ocisti

od bun¢k, aby ziistala pouze proteinova sit. Ta se miize pretvorit na gel nebo ponechat
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v puvodnim tvaru pro kultivaci sféroidi bud’ na povrchu, nebo ve specidlnich
mikrosystémech. Decalularizovany materidl obsahuje bohaty mix ECM proteina

a ristovych faktord, ale ptiprava je narocna (Costa et al., 2016; Ferreira et al., 2021).

Celkovou vyhodou scaffold-based kultivace je, ze bunky vytvareji bohaté interakce
mezi bunkami a matrix, coz vede k vétsi biologické funkcnosti. Nevyhodou je vétsi
slozitost protokolu, ptipadné neptedvidatelné sloZzeni ptirodnich materiali a mozné riziko

tvorby nerozpustnych oblasti v rozsahlych gelech (Yoo et al., 2025).

2.2.5 Kultivace pomoci mikrofluidnich systémii
Mikrofluidni platformy vyuzivaji fizené proudéni kapalin v mikroskopickych kanélech
k tvorbé a kultivaci sféroidii. Dvéma hlavnimi pfistupy jsou dropet-based mikrofluidika

a organ-on-chip neboli tkanové Cipy.

Droplet-based mikrofluidika spociva v tom, Ze se bunécnd suspenze rozcCleni na tisice
az miliony drobnych kapi¢ek (Obr. 8), vrozsahu pikolitri az nanolitri, uvnitf
mikrofluidického €ipu, kde je vodni faze rozptylena v nosném oleji nebo jiné nepolarni
fazi. Kazda kapka pak funguje jako samostatny ,,mikrotank®, ve kterém buiilky vytvareji
sféroidni shluky, pficemz jejich velikost i pocet lze velmi ptesné fidit upravou
pratokovych rychlosti, geometrii kanalkti ¢i pouzitim hydrodynamickych pasti
a surfaktantl (Chauhdari et al., 2025; Papamichail et al., 2025; Pinto et al., 2020).
Napiiklad Panuska et al. (2024) demonstrovali, ze diky pouziti OSTE+ polymeru lze
v takovém Cipu béhem 24 hodin ziskat vysoce homogenni sféroidy bunék MCF-7 a U87
(Panuska et al., 2024).

Obrazek 8: Droplet-based mikrofluidika, prevzato z (Hirschhaeuser et al., 2010)
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Hlavni prednosti této metody zahrnuji extrémné vysoky prutok, az stovky tisic kapek
za minutu, nizkou spotfebu médii a reagencii a mozZnost paralelniho screeningu velkého
mnozstvi vzorkll. Naopak nevyhodou je nutnost specializovanych olejovych médit,
surfaktantli a ptresného mikrofluidického vybaveni, coz zvysSuje komplexnost a cenu
experimentu. Droplet-based platformy jsou proto idealni pro vysokokapacitni testovani
protinadorovych latek 1 pro modelovani tubularnich orgédnti v mikrométitku (Abuwatfa et

al., 2024; Panuska et al., 2024).

Organ-on-chip ptistup, ktery integruje 3D bunécnou kulturu do mikrofluidickych ¢ipi
simulujicich urcité organové prostiedi. Platformy typu mikrokandly umoziluji
realistickou perfuzi a mechanické stimuly jako naptfiklad napindni tkané¢ (Obr. 9).
Tyto systémy zpravidla kombinuji kultivaci ve 3D matrici s pfitomnosti endotelovych
vrstev. Vyhodou je realisticky model in vivo podminek, ale nevyhodou je slozitd vyroba
a validace zafizeni. Mikrofluidické organ-on-chip se pouzivaji pro modely plic, jater,
ledvin, srdce apod., ¢asto s vyuzitim bunc€k lidského piivodu pro detailni analyzy

farmakokinetiky a toxikologie. (Clarke et al., 2021; Velasco et al., 2020)

Obrazek 9: Schéma mikrofluidni platformy, prevzato z (Pinto et al., 2020)
2.2.6 Kultivace metodou magnetické a akustické levitace

Metoda magnetické levitace vyuziva magnetickych nanopolyelementi, které bunky
absorbuji nebo vadzou na svlij povrch. Poté se kultivaéni nadoba umisti
nad nebo pod permanentni magnet. Buiiky jsou pak magneticky pfitahovany k rozhrani
vzduch-kultura a tam se formuji do 3D tutvaru (Obr. 10) (Souza et al., 2010; Tepe et al.,
2023). Pfiprava zahrnuje inkubaci bunék s tzv. ,,nanoshuttle* reagencii obsahujici
nanocastice Fe3Os a Au a adhezivni peptid (Souza et al.,, 2010). Sféroid vznika

béhem hodin az jednoho dne po piiloZzeni magnetického pole (Pinto et al., 2020).
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Obrazek 10: Schéma metody magneticke levitace, prevzato z (Pinto et al., 2020)

Vyhodou je rychld tvorba sféroidu bez tuhé matrice a moznost ovliviiovat jeho tvar
1 prostorové uspotradani, takze pomoci magnetického pole lze ovladat pozici
nebo 1 vzajemné usporadani vice typt bunék (Souza et al., 2010). Magneticka metoda
umoziiuje snadnou heterotypni kultivaci, napiiklad nadorové bunky s fibroblasty
v definované konfiguraci (Urbanczyk et al., 2020). Nevyhodou je nutnost magnetickych
nanomaterialii, jejichz toxicita a vliv na genovou expresi se jest¢ zkoumd, a omezena
velikost sféroidii — pocet bun€k je omezen magnetickou silou (Souza et al., 2010;

Urbanczyk et al., 2020).

Oproti tomu akustickd metoda vyuziva stojaté ultrazvukové pole v kapaliné k vytvoreni
tlakovych wuzlt, vnichz bunky bezkontaktné agreguji do sféroidi. Technicky
jde o umisténi bunécné suspenze do malé komulrky s ultrazvukovymi ménici tak,
ze se bunky zachytavaji do akustickych ,,minipasti®. Podle nov¢jsich studii je akusticka
levitace vysoce biologicky Setrnd, tedy umoziuje udrzet delsi kultivaci a spontanni

samoorganizaci bun¢k (Rabiet et al., 2024).

Vyhodou akustiky je Cisté bezkontaktni prostfedi. Buniky nejsou v fddném kontaktu
s materidlem, coz snizuje artefakty ze stén kultivaéni misky. Déle lze kontrolovat
formovani sféroidii zménou frekvence a intenzity zvuku. Nevyhoda spoc¢iva v technické
naro¢nosti, hlavné specializované ultrazvukové pfistroje, a potencialnim ohievu
suspenze. Metoda je vhodna pro citlivé bunky ¢i pro studium migrace a invaze bunck

bez podporujici matrice (Rabiet et al., 2024).

2.2.7 Kultivace metodou SHIBS

SHIBS neboli spheroid-hydrogel integrated biomimetic system je inovativni hybridni
systém, ktery kombinuje jiz formované sféroidy s hydrogelovym nosi¢em. Postupné
se nejprve vytvori sféroid, naptiklad klasickou scaffold-free metodou, a poté se bunky

¢icelée sféroidy enkapsulujyi do hydrogelové matrice. Timto zplsobem lze soucasné
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zachovat silné bunééné interakce typické pro sféroid a zaroven poskytnout

3D hyaluronanovou/elastickou oporu podobnou in vivo. (Yoo et al., 2025)

vvvvvv
vvvvvv
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mikroskopie. Piesto je metoda SHIBS povaZzovana za perspektivni koncept pro budouci

rozvoj biomimetickych modell (Yoo et al., 2025).

2.2.8 Kultivace pomoci mikrokavitniho pole

Mikrokavitni (mikrojamkové) systtmy  jsou pfedformované desticky
z polydimethylsiloxanu (PDMS), skla nebo plastu, obsahujici pravidelnou miizku
malych dutinek neboli mikrojamek, které maji obvykle stény o rozmérech 100—-150 pum.
Do kazdé¢ dutinky se pipetuje definovany pocet bunck, které tam v uzavieném prostoru
utvori sféricky shluk. Polymery ¢i sitovand membrana, naptiklad nylonova miizka

v ,;microwell-mesh®, pak udrzuji sféroid uvniti jamky (Mosaad et al., 2018).

Tato metoda umoznuje vysokopropustnou produkci velmi rovnomérnych sféroidd —
typicky se pfipravi stovky az tisice jednotek na jedné desticce. Vyhodou je vysoka
standardizace a kompatibilita s automatizovanymi postupy. Nevyhodou jsou naklady
na vyrobu specializovanych desek a fakt, Ze v kazdé jamce vyroste pouze jeden sféroid.

Typické buiiky pro takové Cipy jsou nddorové linie nebo kmenové bunky.

2.2.9 Kultivace na mikronosicich (microcarrier-based kultivace)

Mikronosi¢e jsou malé sférické nosice, napiiklad polymery Cytodex-3 z dextranu,
plastové ¢i keramické castice, s povrchem umoziiujicim piichyceni adherentnich bunék.
Buiiky se na tyto nosice navazou a poté, vlivem shlukovani nosi¢ti s buiikami, vznikaji
voln¢ se vznéSejici sféroidy (Pinto et al., 2020). Tato metoda se pouzivd hlavné
v bioreaktorech pro rozséhlou kultivaci adherentnich bunék a primyslové péstovani

pro produkci proteint.

Hlavni vyhody jsou rychlost a jednoduchost. Jiz existujici buiiky prosté navazeme
na nosice a do 1-2 dnt ziskdme homogenni agregaty. Mizeme snadno fidit pocet nosict
a pocet bunék/castic pro kontrolu velikosti sféroidu. Také umoziuje ko-kultivaci riiznych

bunécnych typl na stejnych nosi¢ich. Mezi nevyhody patfi to, ze pfitomnost umélych
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castic snizuje fyziologickou vérnost modelu. Navic nelze snadno zbavit sféroidy nosict

pro nékteré analyzy (Pinto et al., 2020; Simao et al., 2023).

2.3 Hodnoceni viability a metabolické aktivity sféroidii

Ve 3D bunécnych kulturach je klicové ovéfit zivotaschopnost (viability) a metabolickou
aktivitu buné€k. Zfady pokrocilych bioanalytickych metod se nejcastéji vyuziva
kvantifikace intracelularniho adenosintrifosfitovym (ATP) luminiscenénim testem,
napiiklad CellTiter-Glo® 3D, protoze poskytuje velmi citlivé a rychlé hodnoceni viability
(Kijanska et al., 2016; Riss et al., 2016). Vzhledem k neprtihlednosti 3D bunécnych
struktur jsou pak pro toto prostfedi vhodné zejména biochemické testy, u kterych nehraje
roli difuze barviv. Naproti tomu tradicni barvici metody zaloZzené na redukci
tetrazoliovych ~ soli ~ mitochondridlnimi ~ dehydrogendzami ~ (MTT?, WST-15)
nebo na redukei resazurinu (Alamar Blue), ztraceji svou spolehlivost ve sféroidech (Cox
et al., 2021; Kijanska et al., 2016). Divodem je omezena difuze substratu a akumulace
produktu uvnitt 3D agregatl, coz muze vést ke zkresleni vysledki a nizké
reprodukovatelnosti. Proto se ¢asto doporucuje upiednostnit luminiscenéni ATP testy

nebo jiné metody nezavislé na prichodu ¢inidel celou strukturou.

2.3.1 Stanoveni dehydrogenazové aktivity

Tetrazoliové soli, jako jsou MTT nebo WST-1, méii aktivitu mitochondridlnich
dehydrogenaz zivych bunck konverzi bezbarvé tetrazoliové soli na barevny formazan.
Tento princip je tradiné pouZzivan pro stanoveni poctu Zivotaschopnych bunék.
V 3D sféroidovych kulturdch vSak byva problém, ze substrat (tetrazolium) nepronikne
rovnomérné do nitra sféroidu, a vznikly formazan muize ziistat lokalizovan na povrchu
nebo v omezené vrstvé bunek (Kijanska et al., 2016). Studie dokladaji, Ze u mikrostruktur
byly tetrazoliové soli, véetn¢ MTS a resazurinovych testl,, vyfazeny jako nevhodné
kviili omezené pronikavosti ¢inidla (Cox et al., 2021; Kijanska et al., 2016). Praxe
tak Casto ukazuje, ze tyto testy podhodnocuji skutecnou viability ¢i davaji nejednoznacné
vysledky ve srovnani s ATP testy, a proto se pro hodnoceni sféroidi nevyuzivaji

jako primarni metoda.

2 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
3 4-[3-(4-i0dofenyl)-2-(4-nitrofenyl)2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen
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2.3.2 Stanoveni mnoZstvi ATP

Luminiscencni test zalozeny na stanoveni ATP pomoci enzymatické reakce luciferinu
a luciferazy jsou v 3D kultufe vysoce vyhodné. Tyto testy lyzuji bunky tvofici sféroid
a méfi primo koncentraci ATP, kterd zde slouzi jako biomarker Zivotaschopnych bunék
(Kijanska et al., 2016). Vyhodou je rychly pribéh bez nutnosti delsi inkubace s buikami,
vysoka citlivost a minimalni artefakty (Riss et al., 2016). ATP testy byly specialné
optimalizovany pro 3D formaty a jsou rozsifitelné pro vysokopropustna metfeni (Kijanska
et al.,, 2016; Riss et al., 2016). V literatufe je uvadeéno, ze luminiscencni méfeni ATP
je nejrychlej§im a nejcitlivéjSim testem viability, méné néachylnym na rusSivé vlivy
nez barevné testy (Riss et al., 2016). Celkova koncentrace ATP je pfimo imérna s poctem
zivotaschopnych bun€k i ve 3D modelech a umoznuje spolehlivé porovnani viability

mezi vzorky.

2.3.3 Stanoveni aktivity laktatdehydrogenazy

Dalsi bioanalytickou moznosti je méfeni uvolnéného mnozstvi laktatdehydrogenazy
(LDH) v kultivatnim médiu, ktera slouzi jako neinvazivni marker cytotoxicity.
LDH je bunéény enzym uvoliiovany pifi naruseni bunécné membrany, takze jeji aktivita
v médiu odpovidd mife bunééné smrti. V kontextu sféroidi je tento test velmi prakticky,
protoze nevyzaduje manipulaci s matefskym materidlem a neni zavisly na penetraci
¢inidel do 3D struktury. Studie potvrzuji, ze LDH test umoziuje dlouhodobé sledovani
viability bez destrukce vzorku a jeho pfesnost je srovnatelnd s jinymi metodami
hodnoceni mnozstvi bun¢k ve sféroidech (Cox et al., 2021). Vyhodou tohoto testu
je moznost méfit v podstaté libovolné mnozstvi bunék. Nevyhodou je, Ze je potieba
zohlednit pozadi, které tvofi LDH volnych bunék, ¢i omezena linearita pii velmi hustych
kulturach. Tato metodika je ale pfesto povazovdna za velmi uziteCny doplnék

k ATP testum.

2.4 Bunécné linie vhodné pro pripravu sféroidi

Pro tvorbu sféroidii se vyuziva Siroké spektrum bunck. Nejcastéji vyuzivaji dobie
charakterizované nadorové bunécné linie, které maji schopnost spontanné agregovat
a tolerovat 3D kulturu. V onkologickém vyzkumu jsou pouzivané razné nadorové
bunécné linie. Mezi klasické patii builky karcinomu prsu MCF-7, kolorektalniho
karcinomu HCTI116, HT-29, Caco-2, karcinomu plic A549, vaje¢niki SK-OV-3;
melanomu A375 ¢i glioblastomu U87 (Han et al., 2021; Chen et al., 2022; Papapostolou

33



et al., 2023). Pro modelovani jaternich funkci nebo toxikologie se pouzivaji hepatomové
buiiky HepG2 nebo HepaRG (Takahashi et al., 2015). V oblasti regenerativni mediciny
se sféroidy tvofi z kmenovych bun€k MSC, iPSC nebo z embryondlnich kmenovych
bun¢k(Choi et al., 2020). Pro tvorbu neuronovych modeli se pouzivaji buiky

neuroblastomu SH-SYS5Y nebo primarni kultury neuront a astrocytt (Jung et al., 2013).

Linie HeLa, ptvodné izolovana z cervikalniho adenokarcinomu, je pro tvorbu
3D sféroidi, diky své velikosti a rychlému riistu jednim z nejcastéji vyuzivanych modell
(Crnogorac et al., 2021). Tyto buiiky dokézou za 2—3 dny vytvotit kompaktni sféroidy
jak pomoci metody visici kapky, tak na ULA povrsich, a to s minimalnim mechanickym
namahanim kultury. Diky své odolnosti vii¢i drobnym smykovym silam a konzistentni
schopnosti agregovat se do jednotlivych 3D tutvari slouzi HeLa sféroidy ¢asto jako interni
kontrola pfi validaci novych 3D kultivacnich platforem nebo screeningovych testech

protinadorovych sloucenin (Crnogorac et al., 2021; Pinto et al., 2020).

Linie MCF-7 pochézi z lumindlniho typu karcinomu prsu a vyznacuje se silnou zavislosti
na estrogemu pro sviyj rast. Ve 3D kultufe tato linie vytvari kompaktni sféroidy zejména
na ULA povrsich ¢i po enkapsulaci do hydrogelu, kde se zachovava strukturni integrita
a fenotyp estrogenové zavislosti (Guarnizo-Mendez et al., 2021). Diky tomu je MCF-7
povazovana za idealni model pro studium biologickych d&ji v estrogen-senzitivnich
nadorech prsu a pro testovani hormonalné citlivych 1é¢iv, kdy se méfi napiiklad zmény
proliferace ¢i apoptozy pii modulaci estrogenovych receptorti (Guarnizo-Mendez et al.,

2021; Pinto et al., 2020).

Buiky linie A549, pochézejici z plicniho adenokarcinomu s alveolarni charakteristikou
vytvareji ve 3D kultufe spiSe volné agregaty, které je tfeba nechat nékolik dni zrat,
nez dojde k jejich smrsténi do kompaktnich kulovitych sféroidii (Zanoni et al., 2016).
Tato pomalejSi kinetika formovani je vyhodna pro studium casové rozvrzenych
bunécnych procest, jako je migrace, a proto se A549 Casto pouzivaji jako model plicnich
nadort pro testovani chemoterapeutik a analyzu permeability latek skrze méné kompaktni

3D struktury (Pinto et al., 2020; Zanoni et al., 2016).

Bunécna linie HepG2, piivodné odvozenad z lidského hepatomu, si v 3D sféroidnich
kulturach udrzuje nékteré klicové jaterni funkce, zejména sekreci albuminu a aktivitu
cytochromu P450, mnohem déle nez v monovrstvach. HepG2 sféroidy vykazuji zvySenou

metabolickou aktivitu a reprodukovatelné odpovédi na hepatotoxické latky, coz je ¢ini
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standardnim modelem pro piedklinické testy hepatotoxicity, jelikoz trojrozmérné

prostfedi lépe zachovava enzymatickou kapacitu (Hurrell et al., 2018; Pinto et al., 2020).

Lidské pankreatickd adenokarcinomova linie Panc-1 tvoii ve 3D ponékud tuzsi a pomaleji
se smrstujici sféroidy, které Casto vyzaduji ko-kultivaci s fibroblasty pro dosazeni
homogennégjsitho a vice diftzniho karcinomového modelu. Tento pfistup umoznuje
studium interakci mezi nddorovymi buiitkami a stromalnimi komponentami, napodobuje
desmoplasticku reakci, tedy typ proliferace vaziva vyvolany invazivnim riistem nadoru,
charakteristickou pro pankreaticky karcinom a zvySuje relevanci modelu pro screening

protinadorovych sloucenin (Pinto et al., 2020; Ricci et al., 2025).

Linie Saos-2, odvozena od osteosarkomu, je cenna pro své schopnosti tvotit ve 3D velmi
homogenni sféroidy na ULA povrSich. Tyto sféroidy maji pravidelny kulovity tvar
a konzistentni velikost, coz usnadniuje kvantitativni hodnoceni ristu, viability i efektivity
anti-osteosarkomové terapie v in vitro modelech kostni tkdn¢ (Kundu et al., 2019; Pinto

et al., 2020).

2.5 Aplikace sféroidi
Sféroidy pfedstavuji vSestranny néstroj v oblasti biomedicinského vyzkumu, vyvoje 1é¢iv
a moderni mediciny. Diky své prostorové struktute 1épe napodobuji in vivo podminky

a umoznuji presnéjsi studium bunéénych funkei, interakci a odpovedi na vnéjsi podnéty.

2.5.1 Onkologicky vyzkum a testovani cytotoxickych latek

V nddorovém vyzkumu slouzi sféroidy jako realisticky model pevnych nadort,
jelikoz vytvareji gradienty kysliku, zivin 1 metabolitl, a zachovavaji bunécnou
heterogenitu. To umoziuje testovat cytotoxicke latky za podminek, které vice odpovidaji
situaci v té€le. Naptiklad studie ukézaly, Ze 50% inhibi¢ni koncentrace (ICso)
pro doxorubicin miize byt v 3D modelu az 18,8x vyssi nez ve 2D kultute, coz svédci
o vétsi odolnosti a vérnéjsim modelovani nadorového mikroprostfedi (Jubelin et al.,

2023).

2.5.2 Toxikologie a farmaceuticky screening

Sféroidy z hepatomovych a kyrdiomyocytarnich bun€k se hojn¢ vyuzivaji k testovani

hepatotoxicity a kardiotoxicity novych 1é¢iv. Diky tomu, Ze si bunky v 3D kultute 1épe

zachovavaji diferenciaci a metabolismus. Napiiklad HepG2 sféroidy vykazuji stabilni

aktivitu cytochromu P450 a umoziuji dlouhodobé testy (Abuwatfa et al., 2024).
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Vysokokapacitni screening sloucenin ve 3D formatu odhaluje nejen akutni cytotoxicitu,
ale 1 dlouhodobé ucinky, farmakokinetické profily a metabolické interakce,

véetné detekce reaktivnich metaboliti (Rodrigues et al., 2024).

2.5.3 Personalizovana medicina

Stéroidy odvozené od pacientskych bunck (patient-derived spheroids, PDS) umoznuji
testovat ucinnost 1é¢iv v individualnim kontextu. Studie Hofmannové et al. (2022)
prokazala, ze sféroidy ziskané¢ z nadorové tkané pacientek s karcinomem prsu vérné
napodobuji ptivodni nddor a umoziuji predpovédét odpovéd’ na 1é€bu (Hofmann et al.,
2022)

2.5.4 Imunologické aplikace

Stéroidni modely se casto vkladdaji do kolagennich geld nebo dECM pro studium
invazivity a angiogeneze. Ko-kultivace s imunitnimi bunikami, naptiklad T-lymfocyty
nebo makrofagy, napomaha vytvofeni komplexniho modelu nadoru s moznosti sledovani
imunitni infiltrace. Hloubka infiltrace pfitom zavisi na poméru bun¢k a piisunu média

(Kim et al., 2024)
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3 Organoidy

Organoidy jsou 3D, samoorganizujici se bunééné struktury, které vznikaji in vitro
zraznych typt bunék (Chauhdari et al.,, 2025), vcetné lidskych indukovanych
pluripotentnich kmenovych bunck, lidskych embryonalnich kmenovych bunék,
a dokonce i z pacientskych tkanovych biopsii. Organoidy uzce napodobuji strukturu
a funkci lidskych organii, coz umoziuje vérnéji simulovat in vivo prostredi (Bai et al.,
2024). Tyto systémy v soucasnosti vyznamné prispivaji ke studiu farmaceutického
vyvoje, patologickych procesii a testovani terapeutickych piistupli. Tyto struktury
ale nejsou skute¢né funkénimi orgény a je tieba na tuto skutecnost brat ohledy (Chauhdari

et al., 2025).

Prvni naznaky této technologie sahaji az do poc¢atku 20. stoleti, kdy byl pojem organoid
poprvé definovan, ale skute¢ny pralom nastal az v roce 2009, kdy byly kultivovany prvni
sttevni organoidy (Bai et al., 2024). V rdmci posledniho desetileti se oblast organoidi
rychle rozviji a zahrnuje modely riznych organti, jako jsou jatra, ledviny, plice, slinivka
biisni, mozkové struktury, mlécné zlazy, vejcovody nebo hipokampus. V ramci zviteci
tiSe se napiiklad v roce 2020 podafilo kultivovat organoid jedové zlazy hadl (Bai et al.,

2024).

V porovnani s tradicnimi 2D bunéénymi kulturami, které nejsou schopny reprodukovat
prostorovou organizaci tkani a bunécné interakce (Chauhdari et al., 2025), organoidy
pfedevsim v onkologickém vyzkumu, kde se organoidy snazi vérn¢ napodobit nadorové
mikroprostiedi a odpovedi na protinadorova lé€iva. Organoidy se proto staly cennymi
modely pro testovani novych terapii (Zhou et al., 2025). Dale jsou hojné¢ vyuzivany
jako nastroj pro lepSi pochopeni mechanismii nemoci, jako jsou rakovina,
neurodegenerativni choroby (Venkataraman et al., 2020) nebo genetické poruchy

(Baldassari et al., 2020).

3.1 Metody pripravy organoidi

Konstrukce organoidt je slozity proces, ktery Celi fad¢ vyzev. Mezi hlavni faktory
ovlivitujici uspéch jejich péstovani patii volba vhodného materidlu pro bunécnou
kultivaci, optimalni ristové faktory a podminky kultivace. Pro jejich pfipravu

se v literatufe nejCastéji vyuzivaji zakladni techniky, jeZ sdili principy s tvorbou sféroidi,
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a dale fada specifickych metod, umoznujicich vznik komplexnich 3D struktur

vvvvvv

Obecné pfistupy zahrnuji kultivaci v ULA jamkéch ¢i visici kapky, které usnadiiuji
shlukovani bun¢k do jednotlivych agregati. Déle se vyuziva zakotveni v gelovych
matricich, naptiklad v Matrigelu, kde buiiky mohou vytvaret dutiny a struktury podobné
tkani. Taky kultivace organ-on-chip je metoda, ktera se pouziva i pro tyto struktury.

A v neposledni fad€ se pro tvoreni vétSich organoidl pouziva metoda s bioreaktory.

Mame ale i metody, které se prednostné pouzivaji pro organoidy. Jednou s téchto metod
je rozhrani vzduch-médium neboli air-liquid interface (ALI) (Obr. 11). ALI kultura
simuluje vnéjsi povrch organt, naptiklad sliznici dychacich cest ¢i stieva. Buiky
nebo fragmenty tkani se umisti na prisvitny nosi¢, tieba transwell membranu tak,
aby spodni plocha zistala ponofend v zivném médiu a horni ¢ast vystavena vzduchu.
Sampaziotis et al. (2021) dokazali, ze cholangiocyty v ALI organoidech vytvofily
kanalkovou strukturu s autentickou polaritou a transportnimi funkcemi zlucovych buné¢k
(Sampaziotis et al., 2021). Daéle tu je metoda zvana Aseembloid. Assembloidy vznikaji
fuzi dvou a vice predpéstovanych organoidi, naptiklad mozkového a talamického,
coz umozinuje studium interregiondlnich interakci. Kim et al. (2025) popsali tvorbu
cerebralné-retinalnich assembloidt,, které rekapituluji migraci neuronti z primarni
mozkové oblasti do sitnice (Kim et al., 2025).

piistup
vzduchu

—— vlozka pro

bunécéné kultury
kolagenové ‘
vIstvy _< 3§
.“.f..’v."l',\
L J
kultivacni organoid

médium porézni membrana

Obrazek 11: Schéma air-liquid interface (ALI), prevzato z (Gunti et al., 2021)
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3.2 Aplikace organoidii
Na obrazku 12 je vyobrazeno obecné schéma pro aplikace organoidii odvozenych

od zdravé tkané.
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Obrazek 12: Aplikace organoidii odvozenych z fyziologickych bunék; CRISPR = shluky pravidelné
rozmisténych kratkych palindromickych repetic; Cas9 = kaspaza 9, prevzato z (Frandsen, 2022; Schutgens
etal, 2020)

3.2.1 Stievni (gastrointestinilni) organoidy

Stfevni organoidy, odvozené z dospélych ¢i pluripotentnich kmenovych bunék stievni
sliznice, modeluji komplexni morfologii stfevni sliznice a tim umoznuji relativné vérné
replikovat patologii stfevnich onemocnéni (Sato et al., 2009; Tian et al., 2023).
Mezi né€ patii geneticka onemocnéni jako naptiklad cystickd fibréza (Schwank et al.,
2013), dale sem patii infek¢ni gastroenteritidy ¢i zanétliva onemocnéni stfev (Boj et al.,
2017). Preklinické studie ukazuji, Ze na stfevnich organoidech miiZeme rekonstruovat
projevy infekénich a dédicnych onemocnéni stfev a slouzit jako pacientské modely
s vysokou mirou spolehlivosti (Sato et al., 2009; Vlachogiannis et al., 2018). V klinickych
studiich byly pacientské¢ stfevni organoidy UspéSné pouzity pro testovani
transmembranovych regulatort vodivosti cystické fibrozy (CFTR), v tzv. inovacni
klinicka studie pro cystickou fibrézu (HIT-CF) (Soto-Gamez et al., 2024), ¢i pro predikci
odpovédi na 1écbu nadorii gastrointestinalniho traktu (Sailer et al., 2017; Zhou et al.,

2021). Organoidové kultury jsou také vyuzivany pro screening novych [éCiv
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i stravovacich nebo farmakokinetickych vlivli na sliznici stfev (Zeng et al., 2024; Zhou

etal., 2021).

3.2.2 Mozkové (cerebralni) organoidy

Mozkové organoidy vznikaji zlidskych embryondlnich nebo indukovanych
pluripotentnich kmenovych bunék a dokazou se samovolné diferencovat do specifickych
struktur pfipominajici ¢asti mozku (Lancaster et al., 2013; Quadrato et al., 2017).
Tyto organoidy umoznuji sledovat pribéh casové fizeného vyvoje mozku in vitro
a modelovat neurologické poruchy od mikrocefalie azZ po neurodegenerativni choroby
jako jsou Alzheimerova nebo Parkinsonova nemoc (Krenn et al., 2021; Lancaster et al.,
2013). Pouzivaji se také k vyzkumu mozkovych nadorti a gliomi. Napftiklad kultivace
nadorovych kmeni v mozkovych organoidech vérné¢ napodobuje invazivni rlst
glioblastomu (Wang et al., 2022; Wensink et al., 2021). Mozkové organoidy se dopliuji
technikami imunostaining a single-cell sekvenovani, které detailné mapuji bunééné typy

a genovou expresi (Quadrato et al., 2017; Sato et al., 2011).

Mozkové organoidy slouzi jako efektivni preklinickd platforma pro testovani
a navrhovani personalizované 1é¢by u neurologickych onemocnéni. Umoziuji naptiklad
testovat terapie inhibice konkrétnich signalnich drah ¢i genovou editaci, naptiklad shluky
pravidelné rozmisténych kratkych palindromickych repetic (CRISPR) (Rossi et al., 2018)
v lidském mozkovém kontextu. Vyzkumné skupiny, jiz ukézaly vyuziti organoida
k reprodukci pribéhu Alzheimerovy choroby c¢i k identifikaci cilovych drah pro 1écbu

napiiklad zmény B-amyloidu (Krenn et al., 2021).

3.2.3 Jaterni organoidy

Jaterni organoidy se tvofi z jaternich kmenovych bunék, hepatocytl 1 diferenciovanych
jaternich bunék, které v 3D podpote matrigelu vytvareji struktury pfipominajici tkan jater
(Broutier et al., 2017; Huch et al., 2013). Takto vznikl¢ organoidy vérné replikuji
architekturu jaternich bunék a interakci bunka-extracelularni matrix. Jaterni organoidy
umoznuji studium fady chorob: genetickych jaternich poruch, nemoci s akumulaci tuku,
alkoholické jaterni nemoci, virovych hepatitid i naddort jater (Broutier et al., 2017;
Fatehullah et al., 2016; Zhao et al., 2022). Slouzi k odhaleni patofyziologickych
mechanismd, naptiklad mutace v genech pro metabolismus jater, a vyznamné prispivaji

k testovani hepatotoxickych uc¢inki 1€ka a chemickych latek (Boj et al., 2017; Broutier et
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al., 2017). Diky mnozitelnosti t€chto modeld se daji pouzit i jako individualizované

modely, kde se testuje odpoveéd’ na léky €1 regenerativni 1écba u konkrétniho pacienta.

3.2.4 Organoidy dychacich cest

Organoidy dychacich cest zahrnuji modely epitelu hornich i dolnich cest dychacich.
Tyto kultury zahrnuji vSechny hlavni typy buné¢k respira¢niho epitelu: fasinkové buiiky,
Clarovy bunky, poharkové bunky, bazalni bunky 1 alveolarni pneumocyty typu I 1 II
(Barkauskas et al., 2017; Bosakova et al., 2022). Diky tomu jsou povazovany za vysoce
fyziologicky relevantni modely pro studium respira¢nich onemocnéni (Li et al., 2023).
V poslednich letech se tyto organoidy uplatinovaly zejména ve vyzkumu virovych infekci
naptiklad chtipky, lidského respiracniho syncytialniho viru (RSV) nebo SARS-CoV-2,
kdy odhalily nové poznatky o patogenezi, véku zavislé citlivost a imunitnich
mechanismech infekce. Vyvoj kultivace ,.apical-out airway* organoidii umoziuje
nasimulovat dychaci funkce v uzavieném prosttedi. Tyto modely se také vyuzivaji
pro testovani inhalovanych 1€ki, vakcin a ve studiich rizika zoonotickych virt

(Barkauskas et al., 2017; Sachs et al., 2019).

Vedle infekénich modeli se plicni organoidy pouzivaji k vyzkumu chronickych
onemocnéni plic jako je bronchidlni astma, chronicka obstrukéni plicni nemoc nebo plicni
fibréza, a pii testovani novych terapeutik. Vyzkumy se také kombinuji s imunitnimi
buiikami, hlavné makrofagy a T-lymfocyty, aby studovali zanétlivou odpovéd’ a nddoroveé

mikroprostiedi plic, ¢imz vznika pokrocily model odpovidajici lidskym plicim.

3.2.5 Nadorové organoidy a personalizovana medicina

Organoidy Ize péstovat i piimo z nddorovych bun€k pacienta, tzv. pacientské tumoroidy
(PDOs) nebo PDTOs. Tyto kultury z nddorového materidlu zachovavaji histologické
i genetické charakteristiky ptivodnich nadorti (Boj et al., 2015; Dijkstra et al., 2018).
Vlachogiannis et al. (2018) testovali 1é€iva s 88% uspéSnosti urceni citlivosti na 1é€bu,
pre pripady PDO z kolorektalnich a gastroesofagialnich karcinomt, ktoré vykazovaly
shodny mutacni profil jako ptivodni tumory (Vlachogiannis et al., 2018). Organoidy navic
ptirozené uchovavaji heterogenitu nadoru, takze jejich dlouhodobé kultivace podporuje
sledovani klonalnich evolu¢nich zmén a rezistence (Bose et al., 2021; Li et al., 2023;

Rossi et al., 2018).

Pacientské nadorové organoidy se tak stavaji idedlni platformou pro vyhledavani

ucinnych protinadorovych 1é¢iv, tvorbu ,zivych biobank® riznych typt nadorii
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a systematické testovani individualnich terapii (Perrone et al., 2021). Diky moZnosti
rozmanitych manipulaci, jako je napfiklad ko-kultivace s imunitnimi bunkami,
je lze vyuzit 1 ve vyzkumu imunoonkologie ¢i identifikaci kmenovych (driver) mutaci
(Dijkstra et al., 2018). Také studie provedené na organoidovych modelech prsou ukazuji,
ze struktury slozené vyluéné¢ znadorovych bun¢k umoziuji predikovat klinickou
ucinnost 1écby pacienta s vysokou spolehlivosti (Soto-Gamez et al., 2024). VSechny

aplikace organoidli odvozenych od nddorovych bun¢k jsou vyobrazeny na obrazku 13.
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Obrazek 13: Aplikace organoidii odvozenych z nadorovych bunék, prevzato z (Frandsen, 2022; Schutgens
etal., 2020)

Krom¢ metastatickych nadortt vznikaji spousty novych organoidi z béznych nadort
tlustého stfeva, plic, pankreatu, prsu aj., diky kterym se buduji rozsdhlé biobanky
pro vyzkum molekularnich podtypti naddorti (Bose et al., 2021; Broutier et al., 2017;
Dijkstra et al., 2018; Soto-Gamez et al., 2024). Vyznamnou vyhodou modelii PDO je,
ze je lze dlouhodobé¢ kultivovat a pasazovat a diky tomu pouzit pro HTS (Durens et al.,
2020; Lampart et al., 2023). To by umoznilo rozsifit cytodiagnostiku i na personalizované

1€kové testy in vitro, které doplni informace z klasickych patologickych vysetfeni.

W

3.2.6 Organoidy v bunécné a molekularni diagnostice
Organoidy se stadvaji uziteCnym nastrojem 1 v laboratorni diagnostice. V cytopatologii
a histopatologii slouzi jako modely pro hodnoceni bunécné morfologie a imunofenotypu

nadorovych bunck. Studie potvrzuji, Ze PDOs zachovévaji bunécéné usporadani
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a histologické vzory ptvodnich nadorti. Barveni hematoxylinem-eosinem vykazuje
shodné architektonické rysy a imunohistochemické markery, naptiklad cytokeratiny, maji
v organoidech stejny distribucni profil jako v priméarnich nadorech (Perrone et al., 2021;
Vlachogiannis et al.,, 2018; Zhao et al., 2022). Na organovych modelech
lze proto validovat nové diagnostické protilatky a posuzovat lokalizaci nadorovych
antigenti ¢i specifickych kindz v kontextu 3D tkan¢ (Barkauskas et al., 2017; Li et al.,
2023).

Dalsi vyuziti naleznou organoidy v molekulové diagnostice. Jsou zdrojem bunécné
hmoty, zniz lze izolovat DNA/RNA a analyzovat genetické biomarkery (mutace,
amplifikace, flize genil) s vétSi autentiCnosti nez u 2D kultur (Rossi et al., 2018;
Vlachogiannis et al., 2018; Zhou et al., 2021). Organoidové biobanky nadori usnadiuji
identifikaci vzdcnych mutacnich profild a testovani genové exprese Vv realném
mikroprostfedi tkan¢ (Cala et al., 2023; Perrone et al., 2021; Wang et al., 2022).
Diky schopnosti dlouhodobého riistu v laboratornich podminkach poskytuji tyto modely
dostatecné mnozstvi bun€k pro molekularni testy, které by jinak na vzorku z biopsie
nebylo mozné provést (Boj et al., 2015; Liu et al., 2021).

karcinogeneze. Po vystaveni organoidi karcinogeniim se objevuji prekancer6zni zmeény
cytomorfologie a in situ hybridiza¢ni ¢i imunohistochemické markery pomahaji piesné
detekovat transformaci bun¢k (Dijkstra et al., 2018; Zhao et al., 2022). Tento pfistup
rozSifuje moznosti cytopatologickych hodnoceni o testovani latkové karcinogenity

v modelu blizkém lidskému (Bosakova et al., 2022).

V diagnostice mohou organoidy modelovat patologické procesy a tim dopliovat
konvenc¢ni diagnostické metody. Umoznuji napfiklad ovéfit U¢innost novych
diagnostickych souprav nebo latkovych markerii ptimo na lidské tkani (L1 et al., 2023;

Zhou et al., 2021).

Celkové organoidové technologie posouvaji diagnostiku smérem k bunéénym
a molekularnim metodam, protoze kombinuji autenti¢nost lidské tkéné s rozsifitelnosti
laboratorniho modelu (Barkauskas et al., 2017; Perrone et al., 2021; Zhao et al., 2022).
V budoucnu se o€ekava, Ze spolu s pokroky v obrazové cytometrii a genomice umozni
pfesnéjSi personalizované diagndzy a léCebné strategie zalozené na 3D modelu

konkrétniho pacienta (Cala et al., 2023; Papamichail et al., 2025).
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4 Porovnani organoidi a sféroidu

Organoidy a sféroidy predstavuji podobné, ale v mnoha smérech rozdilné 3D modely.
Tabulka nize shrnuje klicové vlastnosti 3D bunénych modela z hlediska jejich ptivodu,
struktury, naro¢nosti kultivace a praktického vyuziti. Informace shrnuté
v tabulce 2 poukazuji na hlavni rozdily mezi témito systémy, zejména co se tyka
reprodukovatelnosti, translaéni hodnoty pro aplikace v biomediciné a nakladi
na jejich ptipravu. Toto porovnani miZze vyrazné usnadnit vybér vhodného modelu
podle konkrétniho klinického nebo experimentalniho zaméru, ke kterému chceme tyto

3D struktury vyuzit.

Tabulka 2: Porovnadni sféroidii a organoidii, prevzato z (Zivkovié et al., 2025).

Kategorie Sféroidy Organoidy

Bunééné linie, primarni Bunééné linie, primarni
“x o bunécné linie, jednotlivé bunécné linie, jednotlivé
Bunéc¢ny puvod , L . . , 1 " <
nadorové bunky, smési nadorové bunky, smési bunék,
bunék, tkan tkan
, , Odrazi specifické
Struktura Vicevrstevna struktura p

charakteristiky tkan¢

Obtizna, vyZzaduje specifické

Tvorba Snadn4, agrega¢ni metody | kultivaéni podminky a signalni
molekuly
Dlouhodoba kulti
Kultivace Obtizné dlouhodobé udrzet ouhodoba kultivace

a kryokonzervace

Lze indukovat, ale Casto

Vaskularizace Zadna nebo omezena L,

nedostatecna
Reprodukovatelnost Vysoka Stfedni
Transla¢ni hodnota Omezena Vysoka
Cena Relativné nizka Vysoka

Testovani 1éCiv, Modelovani chorob,
Aplikace toxikologie, modelovani regenerativni medicina,
nadori personalizovand medicina
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4.1 Uskali aplikaci sféroidii a organoidi

Pouziti trojrozmérnych bunéénych struktur v praxi ssebou nese fadu vyzev,
predevsim z diivodu jejich slozité struktury.

4.1.1 Variabilita

Formovani 3D modelt je velmi citlivé na podminky. Jedna se naptiklad o druh bun¢k,
hustotu nasazené bunécné kultury, typ kultivaéni metody Ci slozeni Zivného média.
VSechny tyto faktory vyrazné¢ ovliviluyji vyslednou morfologii a znesnadiuje
reprodukovatelnost experimentl. Dosazeni konzistentni velikosti a homogenity
u trojrozmérnych struktur pti opakovanych experimentech byva velmi obtizné a je nutné
s tim ve vysledcich pocitat (Han et al., 2021). Bez jednotné velikosti pak nelze snadno

porovnavat miru proliferace nebo viability mezi vzorky, coz omezuje standardizaci testl

na 3D modelech.

4.1.2 Difazni limity

Jak uz bylo zminéno, vétsi trojrozmérné modely, o velikostech nad 200 pm, spontanné
vytvaii strukturu se tfemi vrstvami bun€k. Vnéjsi vrstva je proliferujici, vnitini vrstvu
tvofi naopak bunky zklidnéné a stfed se stdva hypoxickym az nekréznim (Gunti et al.,
2021). Tento jev je disledkem omezeného ptistupu kysliku a zivin do vnitinich vrstev 3D
struktur (Han et al., 2021). Dutsledkem je, Ze hlub$i vrstvy mohou po case zacit
nekrotizovat a vyrazné meénit metabolismus celé struktury (Soroka et al., 2019).
To komplikuje interpretaci vysledkt testli, kdy se 1écivo nebo toxiny k vnitini vrstvé
homogenni. Navic absence cévniho zdsobeni omezuje maximalni velikost
a tim ndm znemoznuje pozorovani a testy na strukturdch podobnych tumortiim v pozdnim
stadiu (Biatkowska et al., 2020). V praxi tedy sféroidy odpovidaji hlavné avaskuldrnimu
nadoru a nelze jimi vérné modelovat plné vyvinutou vaskularizovanou tkan. U organoida
velmi zélezi na bunécné linii, ze které jsou tvofeny, ale obecny princip je stejny (Zagare
et al., 2021). Pro zlepSeni se testuji mikrofluidické systémy s perfuzi média, bioreaktory
se stalym michanim nebo smési s kyslikem a Zivinami (Papamichail et al., 2025).

vewvr

poskozeni.
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4.1.3 Heterogenita bunécnych zdroji a diferenciace

Piikladem mohou byt organoidy, které jsou odvozené od sekundérnich tkdni nebo iPSC
vykazuji variabilni schopnost diferenciace a tendenci k metabolickému stresu v jadie
(Kelava et al., 2016). Navic u riznych darcti nebo izolaci mize dochazet ke genetické
diverzité a klonalnim odliSnostem (Meran et al., 2020). Oba tyto déje komplikuji vyvoj
klinickych biobank a personalizovanych terapii, kde je nutné minimalizovat proménné

jak u darce, tak u protokolu kultivace.

4.1.4 Technické a analytické limity

Obtize stechnikou pro sledovani a méfeni jsou dalSim  problémem,
se kterym se pfi kultivaci 3D modelt setkavame. Limity a nevyhody jednotlivych
kultivacnich postupt jsou jiz popsany v predchozich kapitolach pro kazdou metodu

zvlast.

4.1.5 Exracelularni matrix a materialova variabilita

Bézné se pro kultivaci 3D bunéénych struktur pouziva matrigel, coZ je laminin-bohaty
gel odvozeny od Engelbreth-Holm-Swarm sarkomu. Jeho hlavnimi nevyhodami
jsou batch-to-batch variabilita, tedy rozdil ve sloZzeni mezi jednotlivymi SarZemi,
coz omezuje reprodukovatelnost experimentt (Vives et al., 2020). Nadéjnou alternativou
se staly syntetické hydrogely, naptiklad peptidové nebo PEG-based matrice,
které 1ze chemicky definovat a modulovat mechanické vlastnosti, avSak ty CcCasto
postradaji podporu pro bunécnou adhezi a diferenciaci stejn¢ jako ptirodni gely (Meran
et al., 2020). Nov¢ se do kurzu dostavaji hydrogely z dECM ptipravené z cilové tkané€,
které si zachovavaji index mastnych kyselin, glykoproteini a ristovych faktord.
Jejich ptiprava je ale slozitd a muize vykazovat zbytky imunogennich slozek

(Bhattacharya et al., 2023; Li et al., 2024).

4.1.6 SlozZeni a fyziologicka relevance kultiva¢nich médii

Klasicka kultivaéni média (napf. DMEM/F12) Casto obsahuji nefyziologicky vysoké
koncentrace glukézy a aminokyselin, coz mulze zkreslovat metabolické profily
u 3D modelt odvozenych ze zdravych bunéénych linii (Kelava et al., 2016; Lagziel et al.,
2020). Také byla vyvinuta human plasma-like média (HPLM) nebo Plasmax,
ktera nabizeji nutricni slozeni odpovidajici lidské plazmé a prokazaly lepsi udrzeni in vivo

fenotypu a snizeni metabolického stresu (Kelava et al., 2016; Lagziel et al., 2020; Leney-
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Greene et al., 2020). Navic je nutné optimalizovat pH, osmolaritu a skladbu iontd
pro rizné typy trojrozmérnych struktur, coz zvySuje naroky a komplikuje standardizaci

protokolt.

4.1.7 Reprodukovatelnost, rozliSitelnost a naklady

Nizka standardizace ECM, nutri¢nich protokolii a pouZiti riiznych bunéénych linii vede
k omezené reprodukovatelnosti mezi laboratoremi (Vives et al., 2020). Masovéa produkce
vyzaduje automatizaci, ktera pifinadsi vysoké investiéni 1 provozni néklady.
Rovnéz je tieba brat v avahu problém dlouhodobého pasazovani, kdy dochazi ke ztraté

rustovych struktur a fenotypovym zménam (Sugimoto et al., 2021).
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ZAVER

Bunééné sféroidy predstavuji moderni, dynamicky se rozvijejici platformu
pro 3D kultivaci bun€k, ktera nachéazi Siroké uplatnéni v zakladnim 1 aplikovaném
vyzkumu. Jejich hlavni vyhodou je schopnost 1épe imitovat fyziologické podminky
organismu ve srovnani s klasickymi 2D kulturami, a to pfedev§im diky prostorové
organizaci, heterogenité, pfitomnosti difuznich gradienti a realistickym bunéénym
interakcim. Vysledkem je vétsi vérohodnost vysledkli ziskanych pii testovani ucinka

1é¢iv, studiu genové exprese, apoptozy, diferenciace €i interakce s imunitnim systémem.

V této praci jsou popsany rizné metody piipravy sféroidd, od jednodussich scaffold-free
pfistupt, az po pokroCilé scaffold-based a mikrofluidni systémy. Kazdd metoda
ma své specifické vyhody a omezeni, které se snazi laboratofe kompenzovat, a je tieba
je zohlednit ptfi vybéru vhodného modelu. Dilezitou soucasti je rovnéz hodnoceni
viability a metabolické aktivity, kde byly popsany vyhody ATP testl ¢i méfeni aktivity

LDH oproti méné€ vhodnym barvicim metodam v 3D prostfedi.

Sféroidy maji zasadni vyznam nejen v oblasti vyvoje a testovani 1écCiv,
ale 1 pro personalizovanou medicinu, kde umoziuji predikci odpovédi konkrétniho
pacienta na lécbu. Stavaji se rovnéz klicovym ndstrojem pro nahrazeni testli na zvitatech,
technickych a metodickych vyzev je ziejmé, ze vyznam sféroidnich modela v blizké
budoucnosti poroste, a s nim i potieba jejich standardizace, validace a Sir§i implementace

v laboratofich.
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