POVODNA PRACA

www.herba.sk

STANDARDIZACIA TVORBY SFEROIDOV Z BUNIEK
DUKTALNEHO ADENOKARCINOMU PANKREASU

Standardization of spheroid formation from pancreatic ductal

adenocarcinoma cells

Lenka VARINSKA', Jana SABOVA', Mati§ COMA'™2

"Ustav farmakologie, Lekarska fakulta, Univerzita P.J. Safarika, Kogice, prednosta prof. MVDr. J. Mojzi$, DrSc.
“Referat pre biomedicinsky vyskum, Vychodoslovensky dstav srdcovych a cievnych chordb, a. s., Kosice, referent Specialista RNDr.

P. Gal, DrSc., MBA

Abstrakt

Vychodiska. Kultivacia buniek vo forme 3D sféroidov vytvara
mikroprostredie blizSie in vivo podmienkam v porovnani s
konvencnymi 2D monovrstvami. Spdsoby ich pripravy sa ne-
ustale zdokonaluju s cieflom dosiahnut konzistentné a funkéne
relevantné Struktdry.

Subor a metady. V tejto Stddii porovnavame platformy ,han-
ging-drop” a 96-jamkové ultranizkoadhézne platne s gulatym
dnom, v pritomnosti aj nepritomnosti 0,24 % metylcelulozy
(MQ), pri liniach pankreatického duktdlneho adenokarcindmu
(PDAC) PANC-1, PaTu-8902, MIAPaCa-2 a Capan-2.
Vysledky. Linie PANC-1 a PaTu-8902 tvorili kompaktné, mor-
fologicky stabilné sféroidy, kym MIAPaCa-2 a Capan-2 vytva-
rali vol'né bunkové agregaty s nizkou kompaktnostou. Stanovili
sme optimdlnu hustotu nasadenia (500 - 1000 buniek/jamka),
pri ktorej priemer sféroidov pocas experimentu nepresiahol
velkost 500 pm, ¢o je hodnota spajana s rozvojom centralnej
nekrozy. Pridanim MC sme dosiahli zvySenie viskozity média,
¢o viedlo k znizeniu adhézie buniek k povrchu jamiek a pod-
porilo medzibunkové interakcie; vysledkom bol ostrejsie defi-
novany okraj a vyssia cirkularita sféroidov.

Zavery. Metédou ,hanging-drop” sme vytvorili kompaktné
sféroidy (PANC-1 a PaTu-8902), z hladiska rutinného pouzitia
je vsak tato platforma ndroc¢nejSia na manipuldciu, vymenu
média a nasledné testovanie ldatok. Odporicame
standardizovany protokol ("500 - 1000 buniek/jamka; 0,24 %
MC) ako prakticky zdklad pre fenotypovy a farmakologicky
skrining PDAC ( lit. 9). Text v PDF www.lekarskyobzor.sk.
KLUCOVE SLOVA: 3D model, PDAC, metylcelul6za, ultranizko-
adhézne platne, ,hanging-drop”.
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Abstract

Background. Three-dimensional (3D) spheroid culture more
accurately mimics the in vivo tumor microenvironment compa-
red with conventional two-dimensional monolayers.

Sample and Methods. Hanging-drop and 96-well ultra-low-
-attachment (round-bottom) platforms, with or without the
addition of 0.24% methylcellulose (MC), were evaluated using
pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) cell lines PANC-1,
PaTu-8902, MIAPaCa-2, and Capan-2.

Results. PANC-1 and PaTu-8902 formed compact, morpholo-
gically stable spheroids, whereas MIAPaCa-2 and Capan-2
were aggregating without generating a compact spheroid.
A seeding density of 500-1,000 cells per well maintained
spheroid diameters <500 pm throughout cultivation,
a threshold commonly associated with the onset of central
necrosis. The addition of MC increased medium viscosity, re-
duced cell adhesion to well surfaces, and facilitated intercellu-
lar cohesion, which translated into improved spheroid com-
pactness and circularity. Although hanging-drop culture
yielded compact spheroids (PANC-1, PaTu-8902), it was less
practical for routine workflows due to challenging medium
exchange and compound dosing. Conclusions. Accordingly,
we recommend a standardized protocol (=500-1,000 cells/
well; 0.24% MC) in 96-well ultra-low-attachment round-bot-
tom plates as a practical, reproducible foundation for pheno-
typic and pharmacological screening in PDAC models (Ref. 9).
Text in PDF www.lekarskyobzor.sk.

KEY WORDS: 3D model; PDAC; methylcellulose; ultra-low-at-
tachment plates; hanging-drop.
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Uvod
Duktalny adenokarcindm pankreasu (PDAC) patri
medzi najagresivnejSie nddorové ochorenia. Ide o naj-
Castejsi typ rakoviny pankreasu (7 90 %) charakterizova-
ny vysokou malignitou a menej ako 10 % patrocnym
prezivanim. Vzhladom na asymptomaticky zaciatok je

.....

kurativna liecba (radikdlna resekcia v kombindacii s che-

moterapiou) moznd len u 15 - 20 % pacientov (8).
Zaroven globalna zataz PDAC rychlo rastie a dlhodobé
projekcie naznacuji, Ze sa v najblizsich rokoch zaradi
na druhé miesto pricin Umrti na nadorové ochorenia po
karcinéme pllc, s vyraznym ndrastom mortality v mno-
hych regiénoch sveta (8).

Tento trend zvyrazriuje potrebu rychlych a presnych
predklinickych platforiem. Klasické 2D kultdry sice
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umoznuji cenovo dostupny a reprodukovatelny skri-
ning, no nevystihuju priestorovl organizdciu ani mikro-
prostredie nadoru. Preto sa v sicasnosti zintenziviiuje
vyuzivanie 3D modelov ako medzistupria medzi 2D tes-
tami a zvieracimi Stddiami. Tieto modely urychluji in
vivo validaciu, napomahaju identifikacii klinicky relevant-
nych biomarkerov a prispievaju k redukcii potreby zvie-
racich modelov.

Nddorové sféroidy si kompaktné 3D bunkové agre-
gaty, ktoré pri priemeroch < 7400 - 500 pm spontdnne
vytvaraju zony proliferujicich buniek na periférii a niz-
koproliferujtcich buniek vo vnltri v dosledku obmedze-
ného transportu Zivin a kyslika, ¢im reprodukuji difizne
obmedzenia solidnych nadorov (7). Vyrazne vacsie sfé-
roidy mézu mat aj nekrotické centrum, podobne ako
pri niektorych solidnych nadoroch (3, 7). Na rozdiel od
2D monovrstiev umoznujd hodnotit penetraciu a distri-
buciu liec¢iv, gradientmi podmienent rezistenciu a inva-
zivne spravanie v prostredi blizSom fyziologickym pod-
mienkam (4). Z praktického hladiska pondkaji dobrd
reprodukovatelnost a skalovatelnost pre skrining pri za-
chovani primeranych ndkladov a jednoduchej manipula-
cie.

Tento ¢lanok je zamerany na optimalizaciu metodi-
ky pripravy nadorovych sféroidov z viacerych bunko-
vych linii PDAC. Ciefom bolo urcit optimdlny pocet bu-
niek na jamku a porovnat dve komplementdrne
platformy tvorby PDAC sféroidov: (i) ,hanging-drop”
a (ii) vyuzitie 96-jamkovych platni s ultranizkou adhé-
ziou a gulatym dnom, a to v pritomnosti metylcelulézy
(MC) a bez nej. Hodnotili sme metriky kvality a repro-
dukovatelnosti (priemer sféroidov, kompaktnost/cirkula-
rita) a vhodnost pre ndsledné experimentdlne pouzitie.

Material a metody

Kultivacia nadorovych bunkovych linii

V experimentoch sme pouzili fudské bunkové linie
pankreatického duktalneho adenokarcinému: PANC-1,
MIAPaCa-2 a PaTu-8902 ziskané darom od prof. Libora
Vitka (Ustav lekdrskej biochémie a laboratérnej
diagnostiky, Karlova univerzita, Praha, CR) a liniu Capan-
2 zakipend z ATCC (CRL-1469; Manassas, VA, USA).
Bunky Capan-2 sme kultivovali v médiu McCoy’s 5A
(Cytiva, Marlborough, MA, USA), kym linie PANC-1,
MIAPaCa-2 a PaTu-8902 sme kultivovali v. DMEM
(Cytiva, Marlborough, MA, USA). Vsetky média boli
suplementované 10 % fetdlnym bovinnym sérom (FBS;
Cytiva, Marlborough, MA, USA) a 1T % penicilinom/
streptomycinom (ATB; Biochrom, Berlin, Nemecko).
Kultivacia prebiehala pri 37 °C v atmosfére s 5 % CO.,.

Priprava sféroidov

(i) Metédou pouzitia 96-jamkovych platni s ultraniz-
kou adhéziou (ULA) a gulatym dnom

Sféroidy sme generovali v 96-jamkovych platniach
s gulatym dnom za pouzitia média suplementovaného
metylcelulézou (MC) a média bez MC. Na pripravu za-
sobného roztoku MC sme 6 g MC (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) rozpustili v 250 ml Cistého média

predhriateho na 60 °C a miesali 20 min. Ndsledne sme
pridali 250 ml média s dvojndsobnou koncentraciou
FBS (20 %) do konec¢ného objemu 500 ml a suspenziu
sme miesali cez noc pri 4 °C. Roztok sme ndsledne
centrifugovali (5 000 x g, 2 h, laboratérna teplota). Na
experimenty sme pouzivali iba ¢iry, vysokoviskézny su-
pernatant (=90 - 95 % zdsobného roztoku). Pracovné
médium pre tvorbu sféroidov pozostavalo z 20 % za-
sobného roztoku MC a 80 % kultivatného média, ¢o
zodpoveda vyslednej koncentracii MC 0,24 %. Testovali
sme rbzne pocty buniek na jamku v rozsahu 500 -
15 000 (500, 1000, 5000, 10 000, 15 000) v médiu
s MC aj bez MC. Bunky sme nasddzali na 96-jamkové
platne s ultranizkou adhéziou a gulatym dnom (Corning
Inc., Corning, NY, USA) a kultivovali 6 dni v Standard-
nych podmienkach (37 °C, 5 % CO,), aby sa umoznila
tvorba sféroidov. Platne sme denne vyberali z inkubato-
ra na snimanie a monitorovanie priebehu formovania.
Snimky sme ziskavali pomocou mikroskopu Olympus
BX51 vybaveného CCD kamerou Olympus DP23
(Olympus, Tokio, Japonsko) a softvérom QuickPHOTO
Micro (Promicra, Praha, Ceska republika). Priemer (um)
sféroidov sme kvantifikovali pomocou NIH Image])
(https://imagej.nih.gov/ij/).

(i) Hanging-drop kultivdcia sféroidov

Zakladny princip metoédy spociva v tom, ze kombi-
ndcia gravitdcie a povrchového napdtia stabilizujliceho
kvapku vedie k sedimentdcii buniek do najnizsieho
bodu kvapky, kde v dosledku tesnych medzibunkovych
kontaktov spontdnne agreguji a vytvaraju sféroidy (7);
postup je realizovatelny na Standardnych kultivacnych
miskach (obr. 3A, B). V krdtkosti, najprv sme do spod-
nej casti 60 mm Petriho misky pridali 5 ml PBS, ¢im
sme vytvorili zvlhcovaciu komoru. Na vnitornd stranu
vrchndka misky sme napipetovali 20 pl kvapky bunkovej
suspenzie v médiu s/bez MC, kazdd obsahovala 20 000
alebo 30 000 buniek/kvapka, pricom kvapky boli vza-
jomne oddelené (< 20 kvapiek/vrchndk). Vrchnak sme
nasledne opatrne preklopili na misku s PBS tak, aby
kvapky viseli nad zvlhéovacou komorou, a kultivovali
v Standardnych podmienkach (37 °C, 5 % CO,). Tvorbu
sféroidov sme priebezne monitorovali pocas 6 dnf.

Statisticka analyza

Udaje si prezentované ako priemer * smerodajna
odchylka (SD). Statistickd vyznamnost sme urcili pomo-
cou dvojfaktorovej ANOVA s ndslednym Dunnettovym
viacndsobnym porovndvacim testom. Analyzy sme vyko-
nali v programe GraphPad Prism (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA) a za Statisticky vyznamné sa po-
vazovalo p < 0,05 (hodnoty p: ns > 0,05; * < 0,05; **
< 0,01; *** < 0,001; **** < 0,0001). Experimenty sme
realizovali v troch nezavislych biologickych replikatoch,
kazdy v technickom triplikdte.

Vysledky
Spomedzi testovanych pankreatickych bunkovych
Iii’ vytvarali morfologicky stabilné a reprodukovatelné
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sféroidy linie PaTu-8902 a PANC-1 aj metédou ,han-
ging-drop”, aj pouZitim ultranizkoadhéznych 96-jamko-
vych platni. Naopak, linie MIAPaCa-2 a Capan-2 za da-
nych podmienok vytvarali zhluky buniek, ktoré na
pohlad pripominali sféroidy, neboli vsak kompaktné
a pri beznej manipuldcii (pipetovani, vymene média) sa
rozpadali (obr. 1).

Optimalizacia pociato¢ného poctu buniek (500,
1000, 5000, 10 000, 15 000 buniek/jamka) urcila
500 - 1000 buniek/jamka ako optimalny rozsah, pri
ktorom bol dosahovany vyrovnany rast a priemer sféro-
idov pod velkostou 500 um (obr 2, tab. 1). Pri vyssich
poctoch buniek (= 5000 buniek/jamka) sme do 3. dna
pozorovali pokles priemeru, v dosledku Gvodnej agre-
gdcie buniek, po ktorom nasledoval opdtovny ndrast
(5000 buniek/jamka), resp. stagnacia rastu (10 000
a 15 000 buniek/jamka) (tab. 1). Tieto podmienky vied-

li k vacsim sféroidom, nizsej kompaktnosti a vy$sej me-
dzijamkovej variabilite, a preto nie si vhodné pre Stan-
dardny 6-driovy protokol. Pritomnost metylcelulézy
(MC) mala vyraznejsi vplyv na bunkovi liniu PANC-1,
kde viedla k mensim priemerom sféroidov a casto aj
k nizsej variabilite. Pri PaTu-8902 bol efekt MC na vel-
kost sféroidov zavisly od pociato¢ného poctu buniek:
pri 500 - 5000 bunkach/jamka boli priemery s MC po-
rovnatelné alebo mierne vyssie, kym pri 10 000 az
15 000 bunkdch/jamka porovnatelné alebo nizsie; za-
roven MC vyrazne zniZila rozptyl medzi jamkami (tab.
1). Tieto zistenia poukazuji na liniovo $pecificky prinos
MC: pri PANC-1 predovsetkym zmensenie a zrovhomer-
nenie sféroidov, pri PaTu-8902 najma zvysenie reprodu-
kovatelnosti medzi jamkami. Okrem rozmerov MC
ovplyvnila aj morfolégiu: na snimkach sme kvalitativne
pozorovali ostrejSie ohraniCenie a pravidelnejsi tvar sfé-

Obrazok 1. Morfologia 3D sféroidov PDAC bunkovych linii. Reprezentativne snimky sféroidov linii PaTu-8902, PANC-1, Capan-2 a MIAPaCa-2
v 6. den kultivacie na 96-jamkovych ultranizkoadhéznych platniach s gulatym dnom (0,24 % MC); pociatocné nasadenie 1000 buniek/jamka.

Mierka: 1000 pm.

Figure 1. Morphology of 3D spheroids of PDAC cell lines. Representative images of spheroids derived from PaTu-8902, PANC-1, Capan-2, and
MIAPaCa-2 cell lines on day 6 of culture in 96-well ultra-low-attachment, round-bottom plates (0.24% MC); initial seeding density: 1000 cells per

well. Scale bar: 1000 pm.

PaTu-8902

1000 pm

PANC-1

o

Capan-2

1000 jum

1000 ym

Tabul’ka 1. Priemer sféroidov (um) v zavislosti od pociato¢ného poctu buniek/jamka pri liniach PaTu-8902 a PANC-1 v diioch 1, 3 a 6 v pri-

tomnosti a nepritomnosti MC.

Bunky boli kultivované na 96-jamkovych platniach s ultranizkou adhéziou a gulatym dnom (s alebo bez 0,24 % MC). Udaje st prezentované ako
priemer * smerodajna odchylka (SD). Experimenty prebehli v troch nezavislych biologickych replikatoch, kazdy v technickom triplikdte. Priemery

sféroidov boli kvantifikované v NIH Image].

Table 1. Effect of initial seeding density on spheroid diameter (um) in PaTu-8902 and PANC-1 on days 1, 3, and 6, in the presence and

absence of 0.24% MC.

Cells were cultured in 96-well, ultra-low attachment, round-bottom plates (with or without 0.24% MC). Data are presented as mean * standard
deviation (SD). Experiments were performed in three independent biological replicates, each conducted in technical triplicate. Spheroid diameters

were quantified using NIH Image].

PaTu-8902 Priemer sféroidu (um)
Médium s MC Médium bez MC
Pocet buniek/jamka Den 1 Den 3 Den 6 Den 1 Den 3 Den 6
500 130,14,8 151,2+10,7 199,8£10,3 121,6£13,7 132,143 178,06,6
1000 257,7%17,7 288,9t6,3 421,4£11,7 240,927, 252,5%8,3 375,5£14,0
5000 462,4%29,5 437,2%11,2 513,2+7,8 419,5£22,9 405,8%7,3 477,748,9
10 000 600,8+17,9 538,6+7,4 541,1£5,3 626,1+£106,1 556,8+97,3 582,7+39,8
15 000 702,7+18,2 604,7+13,3 570,5+14,4 703,3+48,8 563,0£12,6 570,4%11,7
PANC-1 Priemer sféroidu (um)
Médium s MC Médium bez MC
Pocet buniek/jamka Den 1 Den 3 Den 6 Den 1 Den 3 Den 6
500 232,3%£21,7 237,1+49,3 295,3+28,9 262,6£61,8 266,8+79,1 306,1£75,1
1000 355,1£51,5 359,7+64,6 474,242 6 401,4+94,4 404,7+120,0 491,6+72,4
5000 689,5£75,3 588,8+56,4 704,8+54,6 860,2174,2 705,3+58,1 752,4£59,1
10 000 943,4+44,8 782,7+50,9 838,4126,7 1126,0£35,7 882,3£32,2 866,6+53,6
15 000 1172,9+52,8 911,2+£33,0 900,7£25,0 1226,5%61,9 997,5£76,9 989,7£37,6
36 www.lekarskyobzor.sk




Obrazok 2. Rastova dynamika a morfolégia 3D sféroidov. (A) Reprezentativne snimky 3D sféroidov pankreatickych bunkovych linii PaTu-8902
a PANC-1 v dnoch 1, 3 a 6 kultivovanych na 96-jamkovej platni s ultranizkou adhéziou a gulatym dnom (0,24 % MC), pociato¢né nasadenie

500 buniek/jamka. Mierka: 100 pm. (B) Priemer sféroidov PaTu-8902 a PANC-1 (um) v diioch 1, 3 a 6, kvantifikovany pomocou NIH Image).
Udaje su prezentované ako priemer + smerodajnd odchylka (SD). Experimenty prebehli v troch nezavislych biologickych replikatoch, kazdy

v technickom triplikdte. Priemery sféroidov boli kvantifikované v NIH Image].

Figure 2. Growth dynamics and morphology of 3D spheroids. (A) Representative images of 3D spheroids derived from pancreatic cancer cell
lines PaTu-8902 and PANC-1 on days 1, 3, and 6, cultured in 96-well ultra-low attachment, round-bottom plates (0.24% MC); initial seeding densi-
ty: 500 cells/well. Scale bar: 100 pm. (B) Spheroid diameter of PaTu-8902 and PANC-1 (um) on days 1, 3, and 6, quantified using NIH Image].
Data are presented as mean * standard deviation (SD). Experiments were performed in three independent biological replicates, each conducted
in technical triplicate. Spheroid diameters were quantified using NIH Image].
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roidov. Metédou ,hanging-drop” sme pripravili kom-
paktné sféroidy z rovnakych bunkovych linii (PaTu-8902,
PANC-1) ako na ultranizkoadhéznych 96-jamkovych
platniach (obr. 3), z hladiska rutinného pouzitia vsak
bola manipuldcia a vymena média Casovo aj prakticky
naro¢nejsia. Casto dochddzalo k zlievaniu kvapiek, ¢o
spdsobovalo zmenu objemu a zamenu sféroidov.

Diskusia

V tejto praci sme porovnali dve komplementdrne
platformy tvorby PDAC sféroidov a ukdzali, Ze pri pou-
Ziti 96-jamkovych platni s ultranizkou adhéziou a gula-
tym dnom, ako aj metédou ,hanging-drop” linie PaTu-
8902 a PANC-1 tvorili konzistentné, kompaktné
a morfologicky stabilné sféroidy, kym MIAPaCa-2
a Capan-2 za rovnakych podmienok nevytvarali sféro-
idy, len volné bunkové agregaty nedostatocne stabilné
na odber ani na nasledné experimenty, ¢o je v silade
s viacerymi Stddiami (6, 9). Platformou ,hanging-drop”
sme sice pripravili homogénne sféroidy, v rutine si vsak
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tdito metéda vyzaduje vyssie pociatocné pocty buniek
na kvapku a preciznu manipuldciu; bez automatizacie je
menej Skalovatelnd a prinasa rizika pri vymene média
a davkovanf latok (1). Z tychto dévodov povazujeme
96-jamkové ultranizkoadhézne platne za vhodnejsiu
volbu pre bezny fenotypovy a farmakologicky skrining.
Testovanim pociato¢ného poctu buniek sme stanovili
500 - 1000 buniek/jamka ako optimdlnu hustotu nasa-
denia, pri ktorej sa dosahuje vyrovnany rast a velkosti
vhodné pre vznik typickej zondcie (proliferujici okraj,
nizkoproliferujdca vrstva, hypoxické jadro) bez tvorby
nekrotickych oblasti (4). Pridavok metylcelulézy (MC)
zlepsuje kvalitu sféroidov v dosledku zvysenej viskozity
média, ktora znizuje adhéziu buniek k povrchu jamiek,
podporuje medzibunkové interakcie a urychluje tvorbu
sféroidov (5). Pozorovali sme, ze pri PANC-1 viedla MC
k mensim priemerom a nizsej variabilite, kym pri PaTu-
8902 bol vplyv na velkost zavisly od pociato¢ného
poctu nasadenych buniek; medzijamkovy rozptyl sa
vSak znizil naprie¢ vsetkymi testovanymi poctami bu-

Obrazok 3. Tvorba bunkovych sféroidov metodou ,hanging-drop“. (A) Schematické zndzornenie postupu: kvapky bunkovej suspenzie sme
naniesli na vnidtornd stranu vrchnaka, ktory sa nasledne preklopi; bunky vytvoria agregaty a napokon sa zhutnia do kompaktnych sféroidov.
(B) Fotografia kultivacnej misky so zvlh¢ovacou komorou a preklopenym vrchndkom s visiacimi kvapkami. (C) Reprezentativne snimky 3D sféroi-

dov pankreatickych bunkovych Iinii PaTu-8902 a PANC-1; den 6.

Figure 3. Formation of cell spheroids using the hanging-drop method. (A) Schematic illustration of the procedure: drops of cell suspension
were placed on the inner surface of the lid, which was then inverted; cells aggregated and subsequently compacted into spheroids.

(B) Photograph of the culture dish with a humidified chamber and the inverted lid containing hanging drops. (C) Representative images of 3D
spheroids formed by pancreatic cancer cell lines PaTu-8902 and PANC-1 on day 6.
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niek. Kvalitativne (na zaklade fotografii) sme zazname-
nali ostrejSie ohranicenie a vyssiu cirkularitu sféroidov.
Ide o nendkladnid a lahko implementovatelnd udpravu
protokolu, ktord zvysuje reprodukovatelnost, klticovy
predpoklad skriningovych aplikdcif.

Zaver

Odpordcame standardizovany protokol na 96-jam-
kovych platniach s 0,24 % MC a pociato¢nym nasade-
nim 7500 - 1000 buniek/jamka, ktory spolahlivo gene-
ruje kompaktné, reprodukovatelné PDAC sféroidy
(najma PaTu-8902, PANC-1). V porovnani s metédou
+hanging-drop” pontka lahsiu manipulaciu, ako aj jed-
noduchsie a presnejsie davkovanie testovanych latok.
Tieto poznatky poskytuji zaklad pre rozsirenie modelu
pre kvantitativne hodnotenia viability (CellTiter-Glo® 3D
Cell Viability Assay), resp. toxicity (Cell Tox™ Green
Dye), ako aj o kokultivacie (napr. CAF, imunitné, endo-
telové bunky) s cielom lepsie reprodukovat nadorové
mikroprostredie a jeho vplyv na liecebni odpoved.
Takto nastavena metodika poskytne praktickd a skdlova-
telnd platformu na skrining terapeutik a Stddium
interakcii v nadorovom mikroprostredi.*

*Podakovanie. Tdto prdca bola podporend Eurépskou dniou v rdmci
programu NextGenerationEU prostrednictvom Planu obnovy
a odolnosti Slovenskej republiky, projekt ¢. 09103-03-V04-00074.

Konflikt zaujmov: Autori Lenka VARINSKA, Jana SABOVA a Matis
COMA vyhlasuj, Ze nemaji Ziaden konflikt zdujmov.
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