
R E S E A R C H   A R T I C L E

w w w. a d v h e alt h m at. d e

A d v a n ci n g  Tar g et e d   Dr u g   D eli v er y i n   Gli o bl a st o m a
M ultif or m e  T hr o u g h   Bi o mi m eti c   N a n o m e di ci n e   U si n g 3 D
T u m or- O n- a- C hi p   M o d el
T wi n kl e Ji n a   Mi n ett e   M a n o h ar a n,  Ti n g- Y u n   W a n g,  S hi v a ni   M a ntri,   H a n a n   Al ar n o us,

S h w et al   M e ht a,  K u ei- C h u n   W a n g, * a n d   M e h di   Ni k k h a h *

T h e  pr o g n o si s  of  gli o bl a st o m a   m ultif or m e ( G B M) r e m ai n s  di s m al,

d e s pit e st a n d ar d tr e at m e nt r e gi m e n s.   A k e y c h all e n g e i n tr e ati n g   G B M

i s t h e  p er si st e n c e  of  gli o m a st e m c ell s ( G S C s)   wit hi n t h e  p eri v a s c ul ar  ni c h e

( P V N) – a  pr ot e cti v e t u m or   mi cr o e n vir o n m e nt ( T M E) t h at i s  oft e n a s s o ci at e d

wit h i n a d e q u at e  dr u g  p e n etr ati o n.   C urr e nt  pr e cli ni c al   m o d el s  d o  n ot c a pt ur e

c o m pl e xit y  of t h e  h u m a n  T M E,  p arti c ul arl y t h e v a s c ul at ur e a n d  ni c h e- s p e ci ü c

i nt er a cti o n s t h at  dri v e   G B M  pr o gr e s si o n.  T o  o v er c o m e t h e s e li mit ati o n s,

a n i n n o v ati v e 3 D e x- vi v o t u m or- o n- a- c hi p ( T O C)  pl atf or m i s e n gi n e er e d

t o a c c ur at el y r e pli c at e t h e str u ct ur al a n d f u n cti o n al c h ar a ct eri sti c s of t h e  P V N.

U si n g t hi s pl atf or m, t hi s st u d y d e m o n str at e s t h at   m o n o c yt e   m e m br a n e- c o at e d

n a n o p arti cl e s ( M o N P) e û e cti v el y t ar g et t h e a b n or m al t u m or   mi cr o v a s c ul at ur e,

o û eri n g a  pr o mi si n g a p pr o a c h t o e n h a n c e  dr u g  d eli v er y t o t h e s e  h ar d-t o-r e a c h

G S C s.  T h e r e s ult s s h o w t h at t h e t h er a p e uti c a g e nt v ert e p or ü n,   w h e n  d eli v er e d

vi a   M o N P, si g ni ü c a ntl y i n hi bit e d   G S C  gr o wt h a n d i n v a si v e n e s s,   w hil e

t h e fr e e-f or m  dr u g s h o w e d   mi ni m al e þ c a c y.   C o m pr e h e n si v e tr a n s cri pt o mi c

pr o üli n g a n d c yt o ki n e a n al y si s v ali d at e d t h e  T O C   m o d el’ s a bilit y t o r e ý e ct

a ut h e nti c   G S C r e s p o n s e s a n d c o n ür m e d t h at   M o N P- m e di at e d v ert e p or ü n

d eli v er y e û e cti v el y   m o d ul at e s k e y t u m or-r el at e d si g n ali n g  p at h w a y s.

T hi s i nt e gr at e d  T O C- M o N P  pl atf or m r e pr e s e nt s a cli ni c all y r el e v a nt t o ol t h at

bri d g e s t h e  g a p  b et w e e n tr a diti o n al  pr e cli ni c al   m o d el s a n d  h u m a n  di s e a s e,

pr o vi di n g  n e w  o p p ort u niti e s f or  d e v el o pi n g   m or e e û e cti v e   G B M t h er a pi e s.
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1. I ntr o d u cti o n

Gli o bl a st o m a   m ultif or m e ( G B M), t h e   m o st
a g gr e s si v e  a n d  l et h al  f or m  of  br ai n  t u-
m or  i n  a d ult s,  pr e s e nt s  a  f or mi d a bl e  cli n-
i c al  c h all e n g e.[1 ] D e s pit e   m ulti m o d al  i n-
t er v e nti o n s  s u c h  a s   m a xi m al  s ur gi c al  r e-
s e cti o n,  r a di ati o n,  a n d  c h e m ot h er a p y,  t h e
o utl o o k  f or  p ati e nt s  r e m ai n s  p o or,   wit h
o nl y  5 %  s ur vi vi n g  b e y o n d  5  y e ar s  aft er
di a g n o si s. [2 ] Gr o wi n g  e vi d e n c e  i m pli c at e s
gli o m a st e m c ell s ( G S C s), a s c e ntr al dri v er s
of  t u m or  gr o wt h,  i n v a si o n,  a n d  t h er a p e u-
ti c r e si st a n c e, c o ntri b uti n g t o   G B M pr o gr e s-
si o n a n d r e c urr e n c e. [3 ] St u di e s h a v e d e m o n-
str at e d  t h at   G S C s  pr ef er e nti all y  cl u st er
ar o u n d t u m or  bl o o d  v e s s el s,   wit hi n  a  s p e-
ci ali z e d  t u m or   mi cr o e n vir o n m e nt  ( T M E)
k n o w n  a s  t h e  p eri v a s c ul ar  ni c h e  ( P V N). [4 ]

B e y o n d  s u p pl yi n g  n utri e nt s t o  s u p p ort t u-
m or  gr o wt h,  t h e   P V N  a ct s  a s  a  pr ot e cti v e
s a n ct u ar y  f or   G S C s,  s hi el di n g  t h e m  fr o m
i m m u n e  s ur v eill a n c e.[5 ] F urt h er m or e,  t h e
cl o s e  pr o xi mit y  of   G S C s  t o  t h e  c a pill ar-
i e s   wit hi n  t h e   P V N  pr o m ot e s  i n ültr ati o n
of  n or m al  br ai n  p ar e n c h y m a. [6 ] Gi v e n  t h e
t u m or- pr o m oti n g r ol e of t h e  P V N,[3 a, 7 ] t h er-
a p e uti c str at e gi e s t ar g eti n g t hi s criti c al a n d

s p e ci ali z e d  ni c h e  r e pr e s e nt s  a  pr o mi si n g  a p pr o a c h t o  er a di c at e
G S C s a n d c o m b at t h e  p er si st e n c e a n d a g gr e s si v e n e s s  of   G B M.

T h e  br ai n  v a s c ul at ur e  i s  c h ar a ct eri z e d  b y  a  s p e ci ali z e d  e n-
d ot h eli u m   wit h  hi g hl y  d e v el o p e d ti g ht j u n cti o n s t h at f or m s t h e
bl o o d- br ai n b arri er ( B B B), p o si n g a   m aj or o b st a cl e t o   G B M tr e at-
m e nt b y li miti n g t h e d eli v er y of t h er a p e uti c a g e nt s t o t h e   T M E. [8 ]

Alt h o u g h   G B M  oft e n  e x hi bit s  c o m pr o mi s e d   B B B  d u e  t o  e n-
d ot h eli al  c ell  ( E C)  d y sf u n cti o n  a n d  l o s s  of  j u n cti o n al  i nt e grit y,
t h e  p a s si v e e n h a n c e d  p er m e a bilit y a n d r et e nti o n ( E P R) e û e ct r e-
m ai n s  i n s u þ ci e nt  t o  all o w  a d e q u at e  t h er a p e uti c  a c c u m ul ati o n
wit hi n t h e   P V N,  hi n d eri n g e û e cti v e a d mi ni str ati o n  of t h er a p e u-
ti c r e gi m e n s.[9 ] T o a d dr e s s t h e s e c h all e n g e s, e m er gi n g str at e gi e s
e m pl o yi n g  b ot h  p h y si c al-  a n d  c h e mi c al- m e di at e d  dr u g  d eli v er y
m et h o d s  h a v e  b e e n e x pl or e d f or t h eir  p ot e nti al t o s el e cti v el y t ar-
g et t h e   G B M   P V N a n d i m pr o v e t h e t h er a p e uti c o ut c o m e s. [1 0 ] F or
i n st a n c e, f o c u s e d  ultr a s o u n d  c o m bi n e d   wit h   mi cr o b u b bl e s  c a n
t e m p or aril y di sr u pt t h e   B B B at t h e t u m or sit e, e n a bli n g l o c ali z e d
dr u g d eli v er y. [1 0 b, 1 1 ] O n t h e ot h er h a n d, c o nj u g ati n g dr u g c arri er s
wit h t ar g eti n g   m ol e c ul e s,  s u c h  a s   R G D  or  a n gi o p e p- 2  p e pti d e s,
l e v er a g e s  t h e  hi g h  e x pr e s si o n  of  i nt e gri n s  a n d  L R P 1  r e c e pt or s
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o n t u m or- a s s o ci at e d  E C s t o  a c hi e v e  a cti v e  d eli v er y t o t h e   G B M
P V N. [9 b, 1 2 ] D e s pit e t h e s e  a d v a n c e m e nt s,  d eli v eri n g t h er a p e uti c s
t o t h e   G B M   P V N   wit h  hi g h  pr e ci si o n a n d c o n si st e n c y r e m ai n s a
si g ni ü c a nt  h ur dl e. [8 b,  1 3 ]

O n e  d e ü ni n g  f e at ur e  of  t h e   G B M   T M E  i s  t h e  c o nti n u o u s
i n ültr ati o n  of   m a cr o p h a g e s  d eri v e d  fr o m  cir c ul ati n g   m o n o-
c yt e s,   w hi c h   mi gr at e  a cr o s s  t h e  c o m pr o mi s e d   B B B  i nt o  t h e
P V N. [1 4 ] T hi s p at h ol o gi c al c h ar a ct eri sti c o û er s a u ni q u e o p p ort u-
nit y t o  s p e ci ü c all y t ar g et t h e   G B M   P V N.   C ell   m e m br a n e- c o at e d
n a n o p arti cl e s,   w hi c h l e v er a g e t h e  u ni q u e  bi o mi m eti c  pr o p erti e s
of pl a s m a   m e m br a n e of s o ur c e c ell s t o e n h a n c e t ar g eti n g, st e alt h-
i n e s s,  a n d  bi o c o m p ati bilit y,  h a v e  g ar n er e d  si g ni ü c a nt  att e nti o n
f or  i m pr o vi n g  dr u g  d eli v er y  a n d  h a v e  d e m o n str at e d  pr o mi s-
i n g  r e s ult s  i n  v ari o u s  di s e a s e   m o d el s.[1 5 ] B uil di n g  o n  t hi s  a p-
pr o a c h,  o ur  t e a m  r e c e ntl y  d e v el o p e d  a   m o n o c yt e   m e m br a n e-
c o at e d  n a n o p arti cl e ( M o N P)  pl atf or m  c a p a bl e  of  s el e cti v el y t ar-
g eti n g i n ý a m e d  a n d  d y sf u n cti o n al  E C s i n  at h er o s cl er oti c  bl o o d
v e s s el s   w hil e s p ari n g h e alt h y v a s c ul ar r e gi o n s.   M or e i m p ort a ntl y,
t h er a p e uti c a g e nt s  d eli v er e d  b y   M o N P e x hi bit e d a n e n h a n c e d ef-
ü c a c y i n  s u p pr e s si n g l e si o n  pr o gr e s si o n  c o m p ar e d t o t h eir fr e e
dr u g  c o u nt er p art s. [1 6 ] Gi v e n  t h e s e  ü n di n g s  a n d  t h e  p at h ol o gi-
c al  f e at ur e s  of   G B M  v a s c ul at ur e,   w e  h y p ot h e si z e d  t h at   M o N P
c o ul d s er v e a s a  pr o mi si n g t ar g et e d  d eli v er y str at e g y t o e n h a n c e
pr e ci s e  d eli v er y  a n d  dr u g  a c c u m ul ati o n   wit hi n  t h e   P V N,  e n-
a bli n g a   m or e si g ni ü c a nt t h er a p e uti c e û e ct o n   G B M gr o wt h a n d
i n v a si o n.

P ati e nt- d eri v e d  x e n o gr aft ( P D X)   m o d el s  ar e  oft e n  c o n si d er e d
a s  t h e  g ol d  st a n d ar d  f or  st u d yi n g  r e s p o n s e s  t o  c a n c er  tr e at-
m e nt s,  i n cl u di n g  t h o s e  f or   G B M. [1 7 ] H o w e v er,  t h eir  li mit ati o n
i n  a c c ur at el y  r e pli c ati n g  t h e   T M E  o b s er v e d  i n  h u m a n  t u m or s,
h et er o g e n eit y  b et w e e n s a m pl e s,  a n d cr o s s- s p e ci e s  di û er e n c e r e-
stri ct  t h eir  a bilit y  t o  e û e cti v el y   m o d el  ni c h e- s p e ci ü c  t u m or  b e-
h a vi or  a n d  h a m p er s  t h e  u n d er st a n di n g  of  t h e  i m p a ct  of   P V N-
t ar g et e d  tr e at m e nt s.[1 8 ] T o  o v er c o m e  t h e s e  o b st a cl e s,   w e  h a v e
h ar n e s s e d  a  3 D e x  vi v o t u m or- o n- a- c hi p  ( T O C)   m o d el,  o û er-
i n g  a   m or e  pr e ci s e  a n d r e pr o d u ci bl e   mi mi cr y  of  s p e ci ü c  ni c h e s
wit hi n t h e   T M E.   A  n ot a bl e i n n o v ati o n i s  o ur  e st a bli s h m e nt  of  a
mi cr o ý ui di c   G B M   T O C  pl atf or m   wit h   w ell- d e ü n e d  or g a n ot y pi c
ar c hit e ct ur e.   T hi s  s y st e m   w a s  pr e vi o u sl y  e m pl o y e d  t o  i n v e sti-
g at e  i nt er a cti o n s  b et w e e n  p ati e nt- d eri v e d   G S C s,  E C s  a n d  a s-
tr o c yt e s,  r e v e ali n g  t h at  b ot h  E C s  a n d  a str o c yt e s  s y n er gi sti c all y
pr o m ot e d   G S C   mi gr ati o n. [1 9 ] T h e s e  ü n di n g s  hi g hli g ht t h e  criti-
c al  r ol e  of t h e   T M E  c o m p o n e nt s i n  s h a pi n g   G S C  b e h a vi or  a n d
r ei nf or c e  t h e  utilit y  of  t h e  3 D   T O C  i n   mi mi c ki n g  t h e  c o m-
pl e x  i nt er a cti o n s   wit hi n  t h e   G B M   P V N,  t h u s  pr o vi di n g  a  r el e-
v a nt  pl atf or m  t o  e v al u at e  ni c h e-t ar g et e d  t h er a p e uti c s  o n   G B M
pr o gr e s si o n. [1 9, 2 0 ]

T o  a d v a n c e   G B M  dr u g  d e v el o p m e nt,  o ur  r e s e ar c h  t e a m  i n-
t e gr at e s t w o  c o m pl e m e nt ar y  pl atf or m s, t h e   M o N P  d eli v er y  s y s-
t e m  a n d  t h e  or g a n ot y pi c   G B M   T O C   m o d el,  t o  a s s e s s  t h e  e þ-
c a c y  of   P V N- s p e ci ü c  t h er a p e uti c  d eli v er y. [1 6, 1 9 ] S p e ci ü c all y,  t h e
T O C  f e at ur e s   w ell- d e ü n e d  r e gi o n s,  i n cl u di n g  t h e  t u m or  c or e,
str o m a,  a n d  a   mi cr o v a s c ul ar  n et w or k  ( μ V N)  ( Fi g ur e 1 ).[1 9, 2 0 ]

T h e   m o d el  st a n d s  o ut  f or  it s  s p ati al  or g a ni z ati o n,  r e c a pit ul at-
i n g  t h e  c a pill ar y  str u ct ur e s  s urr o u n di n g  t h e  t u m or  c or e  a n d
str o m a  r e gi o n s   wit hi n  t h e   P V N  a n d  e û e cti v el y   mi mi c ki n g  k e y
c ell- c ell i nt er a cti o n s   wit hi n  a  3 D  e xtr a c ell ul ar   m atri x ( E C M)  e n-
vir o n m e nt.  F urt h er,   w e  i n c or p or at e  pri m ar y  h u m a n  br ai n   mi-
cr o v a s c ul ar  e n d ot h eli al  c ell s ( h B M E C s),  v a s c ul ar  p eri c yt e s ( h B-

V P s)  a n d  p ati e nt- d eri v e d   G S C s,  e n a bli n g  t h e  i nt e gr ati o n  of
br ai n- s p e ci ü c  v a s c ul ar  ar c hit e ct ur e  s urr o u n di n g   G S C s t o   m or e
f ait hf ull y  r e c a pit ul at e  t h e   G B M   P V N.  L e v er a gi n g  t hi s   m o d el,
w e  utili z e   M o N P  t o  d eli v er  v ert e p or ü n  ( V P)  t o  i n hi bit   Ye s-
A s s o ci at e d   Pr ot ei n  ( Y A P)  si g n ali n g,   w hi c h  i s  hi g hl y  a cti v at e d
i n t u m or-r e p o p ul ati n g   G S C s.[2 1 ] W e  e v al u at e t h e  e þ c a c y  of t hi s
P V N-t ar g et e d  n a n o dr u g i n  s u p pr e s si n g i n v a si v e   G S C  b e h a vi or
wit hi n t h e   T O C.   O ur  r e s ult s fr o m i n v a si o n  a s s a y s,   m or p h o m e-
tri c  a n al y si s,  tr a n s cri pt o mi c  pr o üli n g,  a s   w ell  a s  c yt o ki n e  ar-
r a y  pr o vi d e  c o m p elli n g  e vi d e n c e t h at   M o N P- m e di at e d   V P  d eli v-
er y  o û er s  si g ni ü c a nt  t h er a p e uti c  a d v a nt a g e s  o v er  it s  fr e e- dr u g
c o u nt er p art  i n  tr e ati n g   G B M.   T o  t h e  b e st  of  o ur  k n o wl e d g e,
t hi s  i s  t h e  ür st  st u d y  t o  i nt e gr at e  bi o mi m eti c  n a n o m e di ci n e
wit h   mi cr o ý ui di c   T O C   m o d el f or e v al u ati n g   P V N-t ar g et e d   G B M
t h er a p y.

2.   R e s ult s

2. 1.  E st a bli s hi n g µ V N i n 3 D   Mi cr o ý ui di c  T O C

T h e  t hr e e-l a y er e d   mi cr o ý ui di c   m o d el  h a s  t hr e e  di sti n cti v e  r e-
gi o n s  n a m el y:  t u m or,  str o m a  a n d μ V N  r e gi o n  s urr o u n d e d  b y
t w o  ý a n ki n g   m e di a  c h a n n el s  a s  d e s cri b e d  i n  o ur  pr e vi o u s
st u di e s. [1 9, 2 0, 2 2 e ] E a c h  of t h e s e r e gi o n s ar e s e p ar at e d  b y t h e  pr e s-
e n c e  of  h e x a g o n al  a n d tr a p e z oi d al   mi cr o p o st s t h at  h el p i n  pr o-
vi di n g t h e  n e c e s s ar y  s urf a c e t e n si o n t o  h ol d t h e  h y dr o g el i n it s
r e s p e cti v e  r e gi o n.   Pri or  t o  e n c a p s ul ati o n  of  t u m or   wit hi n  t h e
m o d el, μ V N   w a s  e st a bli s h e d  a s  d et ail e d  i n Fi g ur e 2 A .   Bri e ý y,
h B M E C s  a n d  h B V P s   w er e  e n c a p s ul at e d i n  ü bri n  h y dr o g el  a n d
i nj e ct e d  i nt o  t h e μ V N  r e gi o n.   T h e  c ell s  b e g a n  t o  el o n g at e  a n d
s elf- a s s e m bl e   wit hi n f e w  d a y s  of  c ult ur e  a n d  o v er  a  p eri o d  of  7
d a y s, it   w a s  e vi d e nt t h at t h e y s h o w c a s e d  hi g h r a n d o m i nt er c o n-
n e ct e d μ V N  a s  s e e n  i n  t h e  p h a s e- c o ntr a st  i m a g e s  ( Fi g ur e 2 B ).
F urt h er m or e,   w e  c h ar a ct eri z e d  t h e  f or m e d μ V N   wit h   P E C A M-
1  ( pl at el et  e n d ot h eli al  c ell  a d h e si o n   m ol e c ul e  1),  a n  E C  s p e-
ci ü c   m ar k er.  Fi g ur e 2 C r e v e al s  t h e  c o nti n u o u s  e x pr e s si o n  of
P E C A M- 1 t hr o u g h o ut t h e μ V N  r e gi o n  of t h e  3 D   T O C.  F urt h er
c o- st ai ni n g   V E- C a d h eri n  ( V E- C a d),  a n  a d h er e n s  j u n cti o n  pr o-
t ei n,  a n d  al p h a- s m o ot h   m u s cl e  a cti n  (� - S M A),  a   m ar k er  f or
p eri c yt e s,  r e v e al e d  t h at  t h e  p eri c yt e s  cl o s el y  i nt er a ct   wit h  E C s
c o ntri b uti n g  t o  t h e  str u ct ur al  i nt e grit y  a n d  d e v el o p m e nt  of  a
m at ur e μ V N ( Fi g ur e 2 D ).[2 3 ] F urt h er m or e, t h e  ort h o- s e cti o ni n g
of   X Z  a n d   Y Z  pl a n e s  cl e arl y  d e m o n str at e d  t h e  pr e s e n c e  of
w ell-f or m e d,  p at e nt  l u m e n s,  i n di c ati n g  t h at  t h e  E C s  a n d  p er-
i c yt e s  h a d  s u c c e s sf ull y  or g a ni z e d  i nt o μ V N  ( Fi g ur e 2 E ).   A d di-
ti o n all y,   w e c o n d u ct e d a ti m e c o ur s e f u n cti o n alit y a s s e s s m e nt t o
e v al u at e  t h e  p erf u s a bilit y  of  t h e μ V N.  Fl u or e s c e nt   mi cr o b e a d s
( 2 μ m  i n  di a m et er)   w er e  i ntr o d u c e d  i nt o  t h e   m e di a  c h a n n el,
a n d  t h eir   m o v e m e nt  t hr o u g h  t h e  n et w or k   w er e  tr a c k e d  u si n g
ti m e-l a p s e i m a gi n g.   A s  s h o w n i n  Fi g ur e 2 F (i n di c at e d  b y   w hit e
b o x) a n d   Vi d e o S 1 ( S u p p orti n g I nf or m ati o n), t h e   mi cr o b e a d s s u c-
c e s sf ull y  n a vi g at e d t hr o u g h t h e  v a s c ul ar  p at h w a y s,  d e m o n str at-
i n g t h e  hi g h  f u n cti o n alit y,  c o n n e cti vit y  a n d  p erf u s a bilit y  of t h e
f or m e d μ V N   wit hi n  t h e  c hi p.   C oll e cti v el y,  t h e s e  ü n di n g s  v ali-
d at e t h e f or m ati o n  of  a st a bl e  a n d   m at ur e, c h ar a ct eri z e d  b y  p er-
f u s a bl e l u m e n s   wit h  hi g hl y i nt er c o n n e ct e d  3 D ar c hit e ct ur e s uit-
a bl e  t o  c o n d u ct  o ur  f urt h er  st u di e s  o n  t u m or  pr o gr e s si o n  a n d
tr e at m e nt.

A d v.   H e alt h c ar e   M at er. 2 0 2 5 , e 0 2 4 5 4 © 2 0 2 5   Wil e y- V C H   G m b He 0 2 4 5 4 ( 2  of 1 5)

 21922659, 0, 
Do

wnloaded fro
m https://advanced.onlinelibrary.

wiley.co
m/doi/10.1002/adh

m.202502454 by 
Arizona 

State 
University 

Acq,  
Wiley 

Online 
Library on [17/09/2025]. 

See the 
Ter

ms and 
Conditions (https://onlinelibrary.

wiley.co
m/ter

ms-and-conditions) on  
Wiley 

Online 
Library for rules of use; 

O
A articles are governed by the applicable 

Creative 
Co

m
mons 

License

http://www.advancedsciencenews.com
http://www.advhealthmat.de


w w w. a d v a n c e d s ci e n c e n e w s. c o m w w w. a d v h e alt h m at. d e

Fi g ur e 1. O v er vi e w  of t h e St u d y.  S c h e m ati c of t h e  h u m a n   G B M  T M E,   w hi c h e n c o m p a s s t h e   G B 3 c ell s a n d μ V N al o n g   wit h   M o N P t o  pr e ci s el y t ar g et t h e
G B M T M E [ Cr e at e d   wit h   Bi or e n d er. c o m].   O v er vi e w of t h e 3 D T O C u s e d f or   M o N P i n v e sti g ati o n, f e at uri n g di sti n ct r e gi o n s: t u m or (r e d), str o m a ( gr e e n),
a n d μ V N r e gi o n ( bl u e) [ T o p  p a n el].  E x p eri m e nt al ti m eli n e s p a n ni n g 1 0  d a y s,  o utli ni n g f o ur k e y st e p s: ( 1) f or m ati o n  of t h e μ V N, ( 2) t u m or i nj e cti o n, ( 3)
str o m a i nj e cti o n t o e st a bli s h t h e   G B M  T M E, a n d ( 4) e v al u ati o n  of   M o N P- b a s e d  dr u g  d eli v er y e þ c a c y. [ B ott o m  p a n el].

2. 2. I n v e sti g ati n g t h e   G B M  T M E I n ý u e n c e  o n t h e  E st a bli s h e d
µ V N

T o  e n s ur e  t h e   T O C   w a s  c o n d u ci v e  t o  s u p p orti n g  all  c ell  t y p e s
wit hi n t h e   T M E,   w e  ür st e v al u at e d   w h et h er t h e c ult ur e   m e di u m
a û e ct e d t h e i nt e grit y  a n d f u n cti o n  of t h e μ V N  a n d   G B 3  c ell  b e-
h a vi or.  F oll o wi n g  t h e  e st a bli s h m e nt  of μ V N  i n  t h e  E C- s p e ci ü c
m e di u m (i. e.,  E G M 2- M V   m e di u m) f or  7  d a y s, t h e   m e di u m   w a s
s wit c h e d t o eit h er n e ur al st e m c ell ( N S C)   m e di u m ( 1 0 0 %) or a 1: 1
r ati o  of   N S C  a n d  E G M 2- M V   m e di a (i. e.,   N S C + E G M 2- M V c o c k-
t ail).  F- a cti n st ai ni n g r e v e al e d t h at t h e   N S C+ E G M 2- M V c o c kt ail
m e di u m   m or e e û e cti v el y  pr e s er v e d v a s c ul ar i nt e grit y,   m ai nt ai n-
i n g c o nti n u o u s b u n dl e s t hr o u g h o ut t h e μ V N r e gi o n, c o m p ar e d t o
N S C   m e di u m al o n e ( Fi g ur e 3 A ).  F urt h er m or e,   w e e x a mi n e d t h e
i m p a ct  o n   G B 3 c ell s.   Aft er μ V N e st a bli s h m e nt,   G B 3 c ell s e n c a p-
s ul at e d i n   M atri g el ® w er e i nj e ct e d i nt o t h e t u m or r e gi o n  of t h e
T O C, f oll o w e d  b y a d diti o n  of   N S C   m e di u m al o n e  or t h e c o c kt ail
m e di u m.  It   w a s  e vi d e nt  t h at  i n  b ot h  c o n diti o n s,   G B 3  c ell s  e x-
hi bit e d si g ni ü c a nt   mi gr ati o n i nt o t h e str o m a r e gi o n ( Fi g ur e 3 B ).
Q u a nti ü c ati o n  of t h e   mi gr ati o n  di st a n c e  s h o w e d  n o  si g ni ü c a nt
di û er e n c e  b et w e e n  b ot h   m e di a  c o n diti o n s.   T h e s e  ü n di n g s  c o n-

ür m t h at t h e  E G M 2- M V + N S C c o c kt ail   m e di u m   m ai nt ai n s μ V N
i nt e grit y   w hil e pr e s er vi n g   G B 3 b e h a vi or   wit hi n t h e   T M E a n d   w a s
t h er ef or e s el e ct e d f or s u b s e q u e nt e x p eri m e nt s.

T u m or  c ell-i n d u c e d  v a s c ul ar  d y sf u n cti o n   wit hi n  t h e   T M E  i s
w ell- d o c u m e nt e d i n t h e lit er at ur e, i n cl u di n g i n   G B M  a n d  ot h er
hi g h- gr a d e gli o m a s. [2 4 ] T o d et er mi n e   w h et h er o ur  T O C   m o d el r e-
c a pit ul at e s t hi s  k e y f e at ur e  of   G B M,   w e f urt h er i n v e sti g at e d t h e
i m p a ct of   G B 3 c ell i ntr o d u cti o n o n f u n cti o n al   m ar k er s of E C s li n-
i n g t h e μ V N. S p e ci ü c all y,   w e a s s e s s e d t h e e x pr e s si o n of   V E- C a d, a
criti c al  a d h er e n s j u n cti o n  pr ot ei n i n v ol v e d i n   m ai nt ai ni n g j u n c-
ti o n al i nt e grit y, a n d v a s c ul ar c ell a d h e si o n   m ol e c ul e 1 ( V C A M 1),
a n a d h e si o n   m ol e c ul e u pr e g ul at e d i n a cti v at e d a n d d y sf u n cti o n al
E C s.   T w o e x p eri m e nt al gr o u p s   w er e e st a bli s h e d f or c o m p ari s o n:
(i)   m o n o c ult ur e  of μ V N ( M o n o- μ V N)  a n d (ii)  c o- c ult ur e  of μ V N
wit h   G B 3  ( C o- G B 3 + μ V N).  I F  st ai ni n g  r e s ult s  r e v e al e d  t h at  i n
t h e   m o n o c ult ur e  gr o u p, t h e  E C s  of t h e μ V N  di s pl a y e d i nt a ct  a d-
h er e n s j u n cti o n s   wit h   mi ni m al   V C A M 1 e x pr e s si o n. I n c o ntr a st,
c o- c ult ur e   wit h   G B 3, si g ni ü c a ntl y d o w nr e g ul at e d   V E- C a d e x pr e s-
si o n   wit h  di sr u pt e d j u n cti o n al i nt e grit y, a n d   m ar k e dl y i n cr e a s e d
t h e   V C A M 1- p o siti v e  E C s  ( Fi g ur e 3 C ).  Li n e  i nt e n sit y  pl ot  a n al-
y si s  s h o w e d  t h at   V E- C a d  e x pr e s si o n  e x hi bit e d  s h ar p,  u nif or m
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Fi g ur e 2. E st a bli s h m e nt of μ V N i n t h e 3 l a y er e d 3 D T O C  Pl atf or m.   A) S c h e m ati c ill u str ati o n d e pi cti n g t h e f or m ati o n of t h e μ V N   wit hi n t h e 3 D T O C o v er
a  7- d a y  p eri o d.   B)  R e pr e s e nt ati v e  1 0 X til e d  p h a s e- c o ntr a st i m a g e s s h o wi n g t h e i niti al  E C s e e di n g ( D a y  0) a n d t h e f or m ati o n  of i nt er c o n n e ct e d v a s c ul a r
str u ct ur e s  b y   D a y  7.   A  2 0 X   m a g ni ü e d  R OI  o n   D a y  7  hi g hli g ht s t h e   mi cr o v a s c ul ar   m or p h ol o g y.   C) I m m u n o ý u or e s c e n c e (I F) st ai ni n g  o n   D a y  7 s h o wi n g
t h e e x pr e s si o n of  P E C A M 1 ( gr e e n) a n d  n u cl e ar c o u nt er st ai ni n g   wit h   D A PI ( bl u e), d e m o n str ati n g t h e f or m ati o n of a c o nti n u o u s v a s c ul ar n et w or k   wit hi n
t h e  3 D  T O C ( S c al e  b ar:  2 0 0 μ m).   D)  Fl u or e s c e n c e i m a g e s h o wi n g c o- e x pr e s si o n  of � - S M A ( gr e e n) a n d  V E- C a d (r e d)   wit hi n t h e f or m e d μ V N, i n di c ati n g
t h e pr e s e n c e of p eri v a s c ul ar   m ur al c ell s a n d e n d ot h eli al c ell- c ell j u n cti o n s ( S c al e b ar: 5 0 μ m). E)   Ort h o g o n al ( X Z a n d Y Z) vi e w s of t h e v a s c ul ar str u ct ur e
o bt ai n e d vi a c o nf o c al i m a gi n g, c o n ür mi n g t h e  pr e s e n c e  of  p erf u s a bl e, l u m e ni z e d  v e s s el s ( S c al e  b ar:  5 0 μ m).  F)  Ti m e-l a p s e  s eri e s (t = 1 0  s t o t = 1 6 0
s) s h o wi n g  d y n a mi c  p erf u si o n  of r e d ý u or e s c e nt   mi cr o b e a d s t hr o u g h t h e e st a bli s h e d v a s c ul ar  n et w or k,   wit h t h e   w hit e b o x  hi g hli g hti n g s u c c e s sf ul  b e a d
m o v e m e nt a n d  p erf u s a bilit y  o v er ti m e.

p e a k s i n   M o n o- μ V N, i n di c ati v e of st a bl e E C j u n cti o n s; c o n v er s el y,
t h e   C o- G B 3+ μ V N  gr o u p  di s pl a y e d  di û u s e  a n d l e s s  pr o n o u n c e d
p e a k s, r e ý e cti n g di sr u pt e d j u n cti o n al i nt e grit y.   Q u a nti ü c ati o n of
V C A M 1 i n d e x f urt h er c o n ür m e d t hi s  o b s er v ati o n   wit h a st ati sti-
c all y si g ni ü c a nt i n cr e a s e d  e x pr e s si o n i n  pr e s e n c e  of   G B 3 t u m or
c ell s ( Fi g ur e 3 D ).   M or e o v er,   w e c o m p ar e d t h e  di m e n si o n alit y  of
t h e μ V N l u m e n  b et w e e n t w o  e x p eri m e nt al  gr o u p s.  Fl u or e s c e nt

i m a gi n g a n al y si s r e v e al e d t h at, c o m p ar e d t o t h e   M o n o-μ V N, t h e
C o- μ V N + G B 3   m ai nt ai n e d l u m e n   wi dt h  b ut  e x hi bit e d  a  si g ni ü-
c a ntl y  d e cr e a s e d l at er al  di a m et er, i n di c ati n g t h at t h e  pr e s e n c e  of
t u m or c ell s i n d u c e d μ V N s hri n k a g e ( Fi g ur e 3 E, F ).   O v er all, t h e s e
ü n di n g s s u g g e st t h at c o- c ult ur e   wit h   G S C s tri g g er s μ V N d y sf u n c-
ti o n i n o ur  T O C   m o d el,   mi mi c ki n g t h e c o m pr o mi s e d v a s c ul at ur e
o b s er v e d i n t h e  h u m a n   G B M   T M E. [2 5 ]
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Fi g ur e 3. I n v e sti g ati n g t h e I n ý u e n c e of t h e   G B M  T M E o n t h e  E st a bli s h e d μ V N.   A)  R e pr e s e nt ati v e ý u or e s c e n c e i m a g e s  of F- a cti n ( gr e e n) st ai ni n g i n t h e
μ V N r e gi o n  u n d er t w o  di û er e nt   m e di a c o m p o siti o n s, s h o wi n g e n h a n c e d v a s c ul ar i nt e grit y i n t h e  5 0 %   N S C + 5 0 %  E G M 2 M V   m e di u m c o n diti o n ( S c al e
b ar: 1 0 0 μ m).   B) F- a cti n ( gr e e n) i m a g e s of t h e t u m or- str o m a r e gi o n s h o wi n g   G B 3 c ell   mi gr ati o n u n d er t h e s a m e   m e di a c o n diti o n s,   wit h q u a nti ü c ati o n of
mi gr ati o n  di st a n c e r e v e ali n g  n o si g ni ü c a nt  di û er e n c e a cr o s s t h e   m e di a c o c kt ail s ( S c al e  b ar: 1 0 0 μ m).   C) I F i m a g e s  of  V E- C a d (r e d) a n d  V C A M 1 ( gr e e n)
e x pr e s si o n i n   M o n o- μ V N ( v a s c ul ar  n et w or k  o nl y)  v er s u s   C o- G B 3 + μ V N ( v a s c ul ar  n et w or k  c o- c ult ur e d   wit h   G B 3  c ell s) ( S c al e  b ar:  5 0 μ m).   Z o o m e d-i n
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2. 3.  Tar g eti n g   G S C-I n d u c e d   D y sf u n cti o n al µ V N   U si n g   M o N P

Aft er  c o n ür mi n g  t h e   C o- G B 3 + μ V N  gr o u p  f ait hf ull y  r e pli c at e s
t h e   G B M   P V N,   w e  pr o c e e d e d  t o  i n v e sti g at e   w h et h er   M o N P
mi mi c   m o n o c yt e  b e h a vi or  b y  bi n di n g  t o  a n d  d eli v eri n g  t h eir
p a yl o a d  t o  t h e  d y sf u n cti o n al μ V N   wit hi n  t h e   T O C   m o d el.  I ni-
ti all y,   N P  c arr yi n g  a  ý u or e s c e nt  p a yl o a d   Di D   w er e  f or m ul at e d
f oll o wi n g  a  pr e vi o u sl y  d e s cri b e d  pr ot o c ol, [1 6 ] a n d  t h e n  cl o a k e d
wit h  pl a s m a   m e m br a n e s  d eri v e d fr o m  h u m a n   m o n o c yti c   T H P 1
c ell s t o f or m   M o N P ( Fi g ur e 4 A ).   P h y si c o c h e mi c al  c h ar a ct eri z a-
ti o n  b y  d y n a mi c  li g ht  s c att eri n g  ( D L S)  s h o w e d  t h at  t h e  r e s ult-
i n g   M o N P  h a d  a   m e a n  h y dr o d y n a mi c  di a m et er  of  2 3 4. 5 8  n m
a n d a z et a( � )- p ot e nti al of - 2 5. 8   m V ( Fi g ur e 4 B ). S u c c e s sf ul   m e m-
br a n e cl o a ki n g o v er t h e   N P c or e   w a s f urt h er c o n ür m e d  b y tr a n s-
mi s si o n el e ctr o n   mi cr o s c o p y ( T E M) i m a gi n g a s d e m o n str at e d i n
Fi g ur e 4 C .  F oll o wi n g t h e c h ar a ct eri z ati o n, t h e  u pt a k e  of  ý u or e s-
c e ntl y  l a b el e d   M o N P  ( M o N P- Di D)  a n d  u n c o at e d   N P  ( N P- Di D)
w a s  e v al u at e d i n  a  2 D   m o n ol a y er  of  h B M E C s,   wit h  or   wit h o ut
T N F � pr e-tr e at m e nt t o i n d u c e e n d ot h eli al d y sf u n cti o n. [2 6 ] Q u a n-
ti ü c ati o n of i ntr a c ell ul ar  ý u or e s c e nt si g n al s s h o w e d si g ni ü c a ntl y
hi g h er u pt a k e of   M o N P- Di D c o m p ar e d t o u n c o at e d   N P- Di D,   wit h
f urt h er  e n h a n c e m e nt  o b s er v e d i n   T N F� -tr e at e d  h B M E C s,  s u g-
g e sti n g  t h at   m o n o c yt e   m e m br a n e  cl o a ki n g  e n h a n c e d  s el e cti v e
n a n o p arti cl e  t ar g eti n g  t o  t h e  c o m pr o mi s e d  br ai n  e n d ot h eli u m
( Fi g ur e S 1 ,  S u p p orti n g I nf or m ati o n).   W e  n e xt  e v al u at e d t h e i n-
t er a cti o n s  of   M o N P   wit h t h e  3 D μ V N   wit hi n  o ur   T O C  pl atf or m.
M o N P- Di D  a n d   N P- Di D   w er e i ntr o d u c e d i nt o t h e   m e di a  c h a n-
n el  f or  2  h,  f oll o w e d  b y  a  2 4- h i n c u b ati o n   wit h  fr e s h   m e di u m.
Fl u or e s c e n c e i m a gi n g r e v e al e d t h at   M o N P- Di D e x hi bit e d si g nif-
i c a ntl y  gr e at er  a c c u m ul ati o n  t h a n   N P- Di D  ( Fi g ur e 4 D, E ).  F ur-
t h er,  u p o n   V C A M 1  a nti b o d y  bl o c k a d e,  t h e  el e v at e d  u pt a k e  of
M o N P- Di D   w a s   m ar k e dl y  r e d u c e d,  c o n ür mi n g   V C A M 1  pl a y s  a
k e y  r ol e i n   m e di ati n g   M o N P i nt er a cti o n s   wit h  E C s.  E x p a n di n g
o n t hi s,   w e  e xt e n d e d t h e i n c u b ati o n  p eri o d t o  4 8  h,  a n d   M o N P-
Di D  s h o w e d  e n h a n c e d  p e n etr ati o n  i nt o  t h e  t u m or – str o m al i n-
t erf a c e  c o m p ar e d  t o   N P- Di D  ( Fi g ur e 4 F ).   Z- st a c k  i m a g e s  f ur-
t h er  c o n ür m e d  c o n si st e nt  a n d   wi d e s pr e a d  u pt a k e  of   M o N P  b y
t h e μ V N,   wit h  pr o n o u n c e d   Di D  si g n al s  c ol o c ali z e d   wit h  v a s c u-
l ar  c ell s t hr o u g h o ut t h e  3 D fr a m e w or k i n di c ati n g  e û e cti v e  a n d
h o m o g e n e o u s  i nt er a cti o n  of  t h e   M o N P  ( Fi g ur e 4 G ;   Vi d e o S 2 ,
S u p p orti n g I nf or m ati o n).   A d diti o n all y,   M o N P- Di D   w a s a d d e d t o
μ V N  c o n diti o n s   wit h  or   wit h o ut   G B 3  c ell s ( M o n o μ V N  a n d   C o-
G B 3 + μ V N), r e s ulti n g i n pr ef er e nti al bi n di n g of   M o N P- Di D t o i n-
ý a m e d  a n d  a cti v at e d  E C s ( Fi g ur e S 2 ,  S u p p orti n g  I nf or m ati o n).
T h e s e  r e s ult s  c oll e cti v el y  d e m o n str at e  t h at   M o N P  si g ni ü c a ntl y
e n h a n c e d t h e s el e cti v e p a yl o a d d eli v er y t o t h e d y sf u n cti o n al μ V N
i n   T O C   m o d el.

2. 4.  E v al u ati n g   M o N P- M e di at e d   D eli v er y  of  V P i n 3 D  T O C

V P, a n F D A- a p pr o v e d dr u g f or   m a c ul ar d e g e n er ati o n, h a s s h o w n
p ot e nti al i n tr e ati n g   m ali g n a n ci e s, i n cl u di n g   G B M,  b y  di sr u pt-

i n g   Y A P  a cti vit y  a n d  it s  d o w n str e a m  pr o-t u m ori g e ni c  g e n e
e x pr e s si o n. [2 7 ] B uil di n g  o n t h e  pr e cli ni c al  s u c c e s s  of   V P i n  s u p-
pr e s si n g   G S C  b e h a vi or a n d   G B M  pr o gr e s si o n,   w e l e v er a g e d  o ur
T O C   m o d el t o  d e m o n str at e   M o N P- m e di at e d,   P V N-t ar g et e d  d e-
li v er y  of   V P f or  e n h a n c e d t h er a p e uti c  e þ c a c y  a g ai n st   G B M t u-
m or s.   T o a c hi e v e t hi s,   V P-l o a d e d   N P c or e s ( N P- V P)   w er e f or m u-
l at e d  a s  pr e vi o u sl y r e p ort e d,[1 6 ] f oll o w e d  b y cl o a ki n g   wit h   T H P 1
m e m br a n e s  t o  f or m   M o N P- V P  ( Fi g ur e S 3 A ,  S u p p orti n g  I nf or-
m ati o n).   Pri or t o t e sti n g i n o ur   T O C   m o d el,   w e  ür st tr e at e d   G B 3-
d eri v e d s p h er oi d s   wit h   M o N P ( v e hi cl e c o ntr ol).   R T- P C R s h o w e d
n o si g ni ü c a nt c h a n g e s i n t h e  e x pr e s si o n  of   Y A P-t ar g et e d  g e n e s,
i n cl u di n g   C C N 1,   C T G F  a n d   A N K R D 1,  f oll o wi n g   M o N P  tr e at-
m e nt ( Fi g ur e S 3 B ,  S u p p orti n g I nf or m ati o n), i n di c ati n g t h at t h e
n a n o p arti cl e al o n e di d n ot a û e ct  Y A P si g n ali n g. S u b s e q u e ntl y,   w e
i n c u b at e d   G B 3  c ell s   wit h   M o N P- V P  or   M o N P  a n d  ý u or e s c e n c e
i m a gi n g c o n ür m e d e þ ci e nt u pt a k e of   M o N P- V P b y   G B 3- d eri v e d
s p h er oi d s /t u m or s p h er e s  ( Fi g ur e 5 A ).   R T- P C R  a n al y si s  f urt h er
d e m o n str at e d t h at t h e   M o N P- V P tr e at m e nt  r e d u c e d  e x pr e s si o n
of   Y A P-t ar g et e d g e n e s e x pr e s si o n, c o n ür mi n g it s e û e cti v e n e s s i n
bl o c ki n g   Y A P- m e di at e d tr a n s cri pti o n ( Fi g ur e 5 B ).   W e  n e xt i ntr o-
d u c e d   M o N P- V P i nt o t h e   T O C   m o d el ( Fi g ur e 5 C ).   M o N P- V P, at
1,  2,  a n d  3 μ M   V P- e q ui v al e nt  c o n c e ntr ati o n,  al o n g   wit h   M o N P
a n d fr e e   V P at 1 μ M,   w er e a d d e d t o t h e   m e di u m c h a n n el f or 2  h,
f oll o w e d  b y i n c u b ati o n   wit h fr e s h   m e di u m f or  a n  a d diti o n al  4 8
h.   T h e  d e vi c e s   w er e t h e n  ü x e d a n d st ai n e d   wit h  F- a cti n t o a s s e s s
t h e i m p a ct o n t h e μ V N a n d t u m or c or e.  Fl u or e s c e n c e i m a gi n g of
t h e μ V N  r e gi o n  d e m o n str at e d t h at   M o N P- V P  at  1 μ M   w a s  a bl e
t o  pr e s er v e μ V N i nt e grit y,  a s  e vi d e n c e d  b y t h e  o p e n l u m e n s  o b-
s er v e d i n  ort h o- s e cti o ni n g.  I n  c o ntr a st, tr e at m e nt   wit h  fr e e   V P
at t h e s a m e c o n c e ntr ati o n r e s ult e d i n a c o m pl et e l o s s of v a s c ul ar
i nt e grit y,   w h er e  n o o p e n l u m e n s r e m ai n.   H o w e v er,   w h e n t h e   V P
c o n c e ntr ati o n  e x c e e d e d  2 μ M,  e v e n   wit h   M o N P- b a s e d  d eli v er y,
n ot a bl e  d a m a g e t o μ V N   w a s  o b s er v e d ( Fi g ur e 5 D ).   N e xt,   w e i n-
v e sti g at e d t h e e û e ct o n t h e t u m or c ell s.  F- a cti n st ai ni n g r e v e al e d
t h at   G B 3  c ell s  e x p o s e d t o t h e  v e hi cl e  c o ntr ol ( M o N P)  e x hi bit e d
mi gr ati o n t o w ar d t h e str o m a, r e a c hi n g t h e  p eri p h er y of t h e μ V N
r e gi o n ( Fi g ur e 5 E ).   C o n v er s el y,   G B 3 c ell s tr e at e d   wit h   M o N P- V P
at all t e st e d c o n c e ntr ati o n s e x hi bit e d si g ni ü c a ntl y r e d u c e d   mi gr a-
ti o n, r e m ai ni n g l ar g el y c o n ü n e d t o t h e str o m al l a y er.   N ot a bl y, at
1 μ M,   M o N P- V P   w a s   m or e  e û e cti v e i n li miti n g   G B 3   mi gr ati o n
t h a n fr e e   V P tr e at m e nt ( Fi g ur e 5 G ).   A d diti o n all y,  q u a nti ü c ati o n
of n u cl e ar d e n sit y ( n u m b er of   D A PI p er   R e gi o n of I nt er e st ( R OI))
a n d  n u m b er  of  c h ai n s  ( n u m b er  of  br a n c h e s  of   G B 3  c ell s  p er
R OI) s h o w e d si g ni ü c a nt d e cr e a s e f oll o wi n g   M o N P- V P tr e at m e nt
( Fi g ur e S 4 , S u p p orti n g I nf or m ati o n).   T h e s e o b s er v ati o n s f urt h er
pr o m pt e d  u s t o i n v e sti g at e t h e i m p a ct  o n   G B 3  pr olif er ati o n. I F
st ai ni n g of   Ki 6 7 r e v e al e d a si g ni ü c a nt r e d u cti o n i n   G B 3  pr olif er-
ati v e  a cti vit y   wit h   M o N P- V P tr e at m e nt  b ut  n ot i n fr e e   V P tr e at-
m e nt ( Fi g ur e 5 F, G ). I m p ort a ntl y, n o r e d u cti o n i n   G B 3 c ell   mi gr a-
ti o n   w a s  o b s er v e d   w h e n   V P   w a s  d eli v er e d  u si n g  u n c o at e d   N P,
n a m el y   N P- V P  c o n diti o n  ( Fi g ur e 5 H ).   T h e s e  r e s ult s,  t o g et h er,
s u p p ort t h e r ol e of   M o N P i n e n h a n ci n g t h e o b s er v e d t h er a p e uti c

gr a y s c al e i m a g e  of  V E- C a d  hi g hli g ht s j u n cti o n al  ar c hit e ct ur e ( S c al e  b ar:  2 0 μ m),   wit h t h e c orr e s p o n di n g li n e i nt e n sit y  pr o ül e  d e m o n str ati n g  pr e s er v e d
j u n cti o n al c o nti n uit y i n t h e   M o n o-μ V N c o n diti o n.   D)   Q u a nti ü c ati o n  of  V C A M 1- p o siti v e  E C s   wit h a n d   wit h o ut   G B 3 c o- c ult ur e, i n di c ati n g   G B M-i n d u c e d
e n d ot h eli al  a cti v ati o n  vi a  u pr e g ul ati o n  of  V C A M 1.  E)  R e pr e s e nt ati v e  ý u or e s c e n c e i m a g e s  of μ V N  s e g m e nt s  u s e d f or  di a m et er  a n al y si s i n   M o n o- μ V N
a n d   C o- G B 3 + μ V N  c o n diti o n s ( S c al e  b ar:  5 0 μ m).  F)   Q u a ntit ati v e  a s s e s s m e nt  of  v e s s el  di a m et er s (tr a n s v er s e  a n d l at er al) r e v e al s   G B 3- m e di at e d   m or-
p h ol o gi c al r e m o d eli n g  of t h e v a s c ul ar  n et w or k ( All  d at a  ar e  pr e s e nt e d  a s   m e a n ± S D, * i n di c at e s p < 0. 0 5,  * * i n di c at e s p < 0. 0 1,  n s i n di c at e s p > 0. 0 5
c al c ul at e d fr o m  St u d e nt’ s t-t e st ( n = 3)).
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Fi g ur e  4. Tar g eti n g   G B 3-I n d u c e d   A cti v at e d  V a s c ul at ur e   U si n g   M o N P.   A)  S c h e m ati c ill u str ati o n  of   M o N P s y nt h e si s  a n d f u n cti o n ali z ati o n [ Cr e at e d   wit h
Bi o R e n d er. c o m].   B)   D L S  a n al y si s  s h o wi n g  t h e  h y dr o d y n a mi c  di a m et er  a n d � p ot e nti al  of   M o N P  c o n ûr mi n g  s u c c e s sf ul   m e m br a n e  c o ati n g  ( D at a i s
pr e s e nt e d  a s   m e a n ± S D, ( n = 3)).   C)  T E M i m a g e  of   M o N P  d e m o n str ati n g   m e m br a n e  c o ati n g  o n t h e  n a n o p arti cl e  s urf a c e ( S c al e  b ar:  5 0  n m).   D, E)
Fl u or e s c e n c e i m a g e s ( 2 4- h  p o st  p arti cl e a d diti o n) ( D) a n d  q u a nti û c ati o n ( E)  of  p arti cl e  u pt a k e i n  3 D  T O C s h o wi n g e n h a n c e d  bi n di n g  of   M o N P- Di D t o
t h e μ V N r e gi o n,   w hi c h i s r e d u c e d f oll o wi n g a nti- V C A M 1 tr e at m e nt.   N P- Di D / M o N P- Di D (r e d),  F- a cti n ( gr e e n). ( T o p: 4 × 4 til e i m a g e;   B ott o m:   m a g ni û e d
vi e w of t h e μ V N r e gi o n) ( S c al e b ar: 2 0 0 μ m). ( D at a i s pr e s e nt e d a s   m e a n ± S D, * i n di c at e s p < 0. 0 5, * * i n di c at e s p < 0. 0 1 c al c ul at e d fr o m o n e- w a y  A N O V A
wit h T u k e y’ s   m ulti pl e c o m p ari s o n t e st ( n = 3)). F) R e pr e s e nt ati v e ü u or e s c e n c e i m a g e ( 4 8- h p o st p arti cl e a d diti o n) at t h e t u m or- str o m a i nt erf a c e s h o wi n g
M o N P- Di D l o c ali z ati o n ( S c al e  b ar:  5 0 μ m).   G)   Z- st a c k sli c e s ( Sli c e  5,  1 0,  1 5, a n d  3 0) fr o m c o nf o c al i m a gi n g  d e m o n str ati n g  pr o gr e s si v e c ell ul ar  u pt a k e
of   M o N P- Di D i n t h e μ V N r e gi o n.   M o N P- Di D (r e d),  P E C A M 1( gr e e n) ( S c al e  b ar: 5 0 μ m).
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Fi g ur e  5. Tar g et e d   D eli v er y  of  V P  vi a   M o N P i n t h e  3 D  T O C   M o d el.   A)  Fl u or e s c e n c e i m a g e s  s h o wi n g  u pt a k e  of   M o N P- V P [ V P (r e d)]  b y   G B 3  c ell s.   B)
R T- P C R  a n al y si s r e v e ali n g r e d u c e d  Y A P-r el at e d  g e n e  e x pr e s si o n i n   G B 3  c ell s tr e at e d   wit h   M o N P- V P  c o m p ar e d t o   M o N P  al o n e ( D at a i s  pr e s e nt e d  a s
m e a n ± S D, * * i n di c at e s p < 0. 0 1 c al c ul at e d fr o m St u d e nt’ s t-t e st ( n = 4)).   C) S c h e m ati c o v er vi e w of tr e at m e nt c o n diti o n s a n d c h ar a ct eri z ati o n str at e g y
wit hi n t h e  3 D  T O C  pl atf or m [ Cr e at e d   wit h   Bi o R e n d er. c o m].   D)  F- a cti n ( gr e e n) st ai ni n g  of t h e μ V N r e gi o n   wit h  ort h o g o n al vi e w s ( X Z  a n d  Y Z) f oll o wi n g
v ari o u s tr e at m e nt c o n diti o n s,  d e m o n str ati n g v a s c ul ar i nt e grit y i s i nt a ct   w h e n  1 μ M  V P i s  d eli v er e d vi a   M o N P ( S c al e  b ar:  5 0 μ m).  E)  Til e d  fl u or e s c e n c e
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e þ c a c y  of   V P t hr o u g h t ar g et e d  d eli v er y t o t h e   P V N, r at h er t h a n
t hr o u g h  p a s si v e  di û u si o n  of t h e fr e e  dr u g  or  n o n s p e ci ü c r et e n-
ti o n  of  u n c o at e d  n a n o p arti cl e s.

2. 5.   D eli n e ati n g t h e  P h ar m a c ol o gi c al   M e c h a ni s m s  of   M o N P-  V P
u si n g 3 D  T O C

T o  g ai n  f urt h er   m e c h a ni sti c i n si g ht s i nt o  h o w   M o N P- V P tr e at-
m e nt i m p a ct s t h e   G B M   P V N,   w e  e xt e n d e d  o ur i n v e sti g ati o n t o
a n al y z e  c h a n g e s  i n  b ot h  t h e  tr a n s cri pt o m e  a n d  s e cr et o m e  of
G B 3  t u m or  c ell s.   T o  a c c o m pli s h  t hi s,  e ÿ u e nt s  fr o m  t h e   T O C
w er e  c oll e ct e d  4 8  h  aft er  tr e at m e nt   wit h   M o N P- V P  or   M o N P.
T h e μ V N   w a s  s u b s e q u e ntl y  r e m o v e d  u si n g  n att o ki n a s e  di g e s-
ti o n,  a n d   G B 3 c ell s   w er e  h ar v e st e d f oll o wi n g t h e  di s s o ci ati o n  of
t h e t u m or  a n d  str o m a  r e gi o n   wit h  c oll a g e n a s e  II f or t ot al   R N A
(Fi g ur e 6 A ).   W e  ür st  a s s e s s e d  t h e  e x pr e s si o n  of   Y A P-t ar g et e d
g e n e s  i n  t h e   T O C.   R T- P C R  a n al y si s  r e v e al e d  t h at   M o N P- V P
tr e at m e nt si g ni ü c a ntl y r e d u c e d t h e  e x pr e s si o n  of   C C N 1,   C T G F,
a n d   A N K R D 1  ( Fi g ur e 6 B ),  c o n si st e nt   wit h  it s  e û e ct s  o n   G B 3-
d eri v e d t u m or oi d s ( Fi g ur e 5 B ).  F oll o wi n g t hi s  c o n ür m ati o n, t o-
t al   R N A  fr o m  t hr e e  i n d e p e n d e nt  bi ol o gi c al  r e pli c at e s  of   T O C s
w a s s u bj e ct e d t o tr a n s cri pt o mi c  pr o üli n g vi a   R N A- s e q.   C o m p ar-
ati v e  a n al y si s  b et w e e n   M o N P- V P  a n d   M o N P  tr e at m e nt s  i d e n-
ti ü e d  3 6 0  di û er e nti all y  e x pr e s s e d  g e n e s  ( D E G s), i n cl u di n g  2 9 1
d o w nr e g ul at e d  a n d  6 9  u pr e g ul at e d  g e n e s ( Fi g ur e S 5 A ,  S u p p ort-
i n g  I nf or m ati o n).   T h e  t o p  5 0-  a n d  1 0 0   D E G s  ar e  vi s u ali z e d  i n
t h e h e at m a p s, hi g hli g hti n g t h e c o n si st e n c y a cr o s s  T O C r e pli c at e s
( Fi g ur e s 6 C ; S 5 B ,  S u p p orti n g I nf or m ati o n).   T o e x pl or e t h e f u n c-
ti o n al  r el e v a n c e  of t h e   D E G s,   w e  p erf or m e d  e nri c h m e nt  a n al y-
s e s u si n g   G e n e   O nt ol o g y ( G O),   K y ot o E n c y cl o p e di a of   G e n e s a n d
G e n o m e s ( K E G G), a n d   R e a ct o m e d at a b a s e s. S el e ct e d t er m s fr o m
t h e t o p 2 0 r a n k e d   G O a n d  p at h w a y s, i n cl u d e d   wit h  E C M or g a ni-
z ati o n, c oll a g e n f or m ati o n, f o c al a d h e si o n, a n d t h e   Hi p p o si g n al-
i n g, a s s h o w n i n  Fi g ur e 6 D .  F urt h er   G e n e  S et  E nri c h m e nt   A n al-
y si s  ( G S E A)  a n al y si s,  n ot a bl y  r e v e al e d  n e g ati v e  e nri c h m e nt  of
t h e s e  pr o c e s s e s, i n di c ati n g r e d u c e d  a cti vit y f oll o wi n g   M o N P- V P
tr e at m e nt  ( Fi g ur e 6 E ).  I n  p ar all el,  c o n diti o n e d   m e di a  c oll e ct e d
fr o m  t h e   T O C  d e vi c e s   w er e  a n al y z e d  u si n g  a  h u m a n  c yt o ki n e
arr a y.  El e v e n  o ut  of  4 2 t e st e d  c yt o ki n e s  s h o wi n g  cl e ar tr e n d s  of
c h a n g e  aft er   M o N P- V P  tr e at m e nt  ar e  pr e s e nt e d  i n  Fi g ur e 6 F ,
w hil e t h e  r e m ai ni n g  c yt o ki n e s  ar e i n cl u d e d i n  Fi g ur e S 6 ( S u p-
p orti n g  I nf or m ati o n).   T h e s e  di û er e nti all y  r e g ul at e d  c yt o ki n e s,
i n cl u di n g  E N A- 7 8,  I L- 6,  I L- 8,  I L- 1 5,  E G F,   T N F-� ,   V E G F,   M C P-
1,   T hr o m b o p oi eti n,  S D F- 1 a n d   T G F- � 1, ar e a s s o ci at e d   wit h  pr o-
i n ý a m m at or y r e s p o n s e s a n d ar e  k n o w n t o  pr o m ot e c ell  pr olif er-
ati o n  a n d   mi gr ati o n. [2 8 ] E x c e pt f or  S D F- 1  a n d   V E G F,   w hi c h   w a s
u pr e g ul at e d, t h e   m aj orit y  of t h e  c yt o ki n e s   w er e  d o w nr e g ul at e d
f oll o wi n g   M o N P- V P tr e at m e nt.   T h e  d o w nr e g ul ati o n  of t h e s e c y-
t o ki n e s c orr el at e s   wit h o ur t u m or c ell   mi gr ati o n a n d pr olif er ati o n
d at a, s u p p orti n g t h e  a nti-i n ý a m m at or y  a n d  a nti- pr olif er ati v e  ef-
f e ct s  of   M o N P- V P  tr e at m e nt.   O v er all,  o ur i nt e gr at e d  tr a n s cri p-

t o mi c  a n d  c yt o ki n e  a n al y s e s, t o g et h er   wit h t h e  p h e n ot y pi c  ü n d-
i n g s s h o w n i n  Fi g ur e 5 , s u g g e st t h at   M o N P- V P e x ert s a nti- G B M
e û e ct s  pri m aril y  b y  s u p pr e s si n g   G B 3  c ell i nt er a cti o n s   wit h t h e
E C M  a n d  r e d u ci n g t h e  s e cr eti o n  of  pr o-i n ý a m m at or y  a n d  pr o-
i n v a si v e c yt o ki n e s ( Fi g ur e 6 G ).

3.   Di s c u s si o n

T h e  P V N s er v e s a s a criti c al h u b t h at f o st er s d y n a mi c i nt er a cti o n s
b et w e e n   G S C s a n d ot h er c ell ul ar c o m p o n e nt s, dri vi n g   G B M pr o-
gr e s si o n  a n d  c o ntri b uti n g  t o  t h er a p y  r e si st a n c e. [2 9 ] I n  t hi s  r e-
g ar d,  t h e  d e v el o p m e nt  of  pr e ci si o n-t ar g et e d  d eli v er y  str at e gi e s
c a p a bl e of s el e cti v el y p e n etr ati n g t h e   P V N a n d di sr u pti n g t u m or-
s u p p orti v e i nt er a cti o n s  h ol d s i m m e n s e  p ot e nti al f or a d mi ni str a-
ti o n  of  e û e cti v e tr e at m e nt str at e gi e s f or   G B M.  S u c h  a p pr o a c h e s
c o ul d  e n h a n c e t h er a p e uti c  d eli v er y,   mi ni mi z e  o û-t ar g et  e û e ct s,
a n d  r e d e ü n e  t h e  l a n d s c a p e  of   G B M  tr e at m e nt.   W hil e  e xi sti n g
2 D   m o d el s a n d   P D X   m o d el s  h a v e b e e n i n str u m e nt al i n st u d yi n g
G B M, t h e y oft e n f ail t o c a pt ur e t h e f ull s p e ctr u m of t u m or- str o m a
i nt er a cti o n s  pr e s e nt i n t h e  h u m a n  br ai n   T M E.[3 0 ] I n t hi s  st u d y,
w e  e st a bli s h e d  a  3 D  or g a n ot y pi c   G B M   T O C   m o d el t h at  cr e at e s
a  p h y si ol o gi c all y r el e v a nt   P V N,  e n a bli n g t h e  st u d y  of t u m or  d y-
n a mi c s a n d t h er a p e uti c r e s p o n s e s i n a   w ell- c o ntr oll e d e x vi v o e x-
p eri m e nt al s y st e m. L e v er a gi n g t h e  T O C   m o d el,   w e d e m o n str at e d
f or t h e  ür st ti m e   M o N P- m e di at e d t ar g eti n g of   G B M   P V N.   M o N P
mi mi c s t h e n at ur al r e cr uit m e nt of   m o n o c yt e s t o t h e l e a k y a n d a c-
ti v at e d  v a s c ul at ur e  of   G B M, r e s ulti n g i n  s u p eri or  a c c u m ul ati o n
i n t h e μ V N  of t h e   T O C  c o m p ar e d t o  p a s si v e   m et h o d s.  F urt h er-
m or e,   w e  d e m o n str at e d t h at   V P, a r e p ur p o s e d t h er a p e uti c a g e nt
s h o wi n g  pr o mi s e  i n  pr e cli ni c al  st u di e s  f or   G B M,  e x hi bit e d  a n
e n h a n c e d  a nti-t u m or  e þ c a c y   w h e n  d eli v er e d  vi a   M o N P.   T h e s e
ü n di n g s t o g et h er hi g hli g ht b ot h t h e r o b u st n e s s of o ur   G B M  T O C
pl atf or m  a n d  t h e  p ot e nti al  of  t h e   M o N P  d eli v er y  s y st e m  a s  a n
e û e cti v e  str at e g y f or  e v al u ati n g  a n d  e n h a n ci n g  n e w t h er a p e uti c
a g e nt s f or   G B M tr e at m e nt.

A d v a n c e d  3 D   m o d el s — p arti c ul arl y   mi cr o ý ui di c- b a s e d
pl atf or m s — h a v e  e m er g e d  a s  p o w erf ul  t o ol s  t o   m o d el   G B M
T M E  a n d t o  e v al u at e  c h e m ot h er a p e uti c  a g e nt s. [3 0 a, 3 1 ] I n  a st u d y
b y  S e o  et  al.,  r e s e ar c h er s  f o u n d  t h at  c o- c ult uri n g  gli o m a  c ell
li n e s   wit h  t h e   B B B  l e d  t o  t h e  f or m ati o n  of  a   m or e  c o m pl e x
T M E,   w hi c h  si g ni ü c a ntl y  e n h a n c e d  dr u g  r e si st a n c e,  r e q uiri n g
hi g h er  c o n c e ntr ati o n s  of  c h e m ot h er a p e uti c  a g e nt s  f or  e û e cti v e
tr e at m e nt.   T hi s  ü n di n g  hi g hli g ht e d t h e i m p ort a n c e  of i n c or p o-
r ati n g  t h e   B B B  al o n g si d e   G S C s  t o  a c c ur at el y  r e c a pit ul at e  t h e
T M E i n  pr e cli ni c al  dr u g s cr e e ni n g   m o d el s. [3 2 ] I n a n ot h er r e c e nt
st u d y  b y  Str a e hl a  et  al., t h e t e a m t o o k  a  si g ni ü c a nt  st e p i n t hi s
dir e cti o n  b y  d e v el o pi n g  a  v a s c ul ari z e d   G B M  s p h er oi d   m o d el
u si n g  a   mi cr o ý ui di c  s y st e m,   w hi c h  e x hi bit e d  p er m e a bilit y  a n d
v a s c ul ar f u n cti o n  c o m p ar a bl e t o t h e   m o u s e  br ai n   m o d el.   U si n g
t hi s   m o d el,  r e s e ar c h er s  a s s e s s e d  t h e  t h er a p e uti c  p ot e nti al  of
f u n cti o n ali z e d li p o s o m al  n a n o p arti cl e s  e n c a p s ul ati n g  ci s pl ati n,

i m a g e s  of t h e t u m or- str o m a r e gi o n  s h o wi n g r e d u c e d   G B 3  c ell   mi gr ati o n  u n d er   M o N P  b a s e d  V P  d eli v er y  ( S c al e  b ar:  1 0 0 μ m). F) I F st ai ni n g of G B 3
pr olif er ati o n  u si n g  Ki 6 7 (r e d)  a n d   D A PI ( bl u e) ( S c al e  b ar:  5 0 μ m).   G)   Q u a nti ü c ati o n  of   G B 3   mi gr ati o n  di st a n c e  a n d  Ki 6 7  pr olif er ati o n i n d e x f or  e a c h
tr e at m e nt  c o n diti o n,  s h o wi n g  si g ni ü c a ntl y  r e d u c e d   mi gr ati o n  a n d  pr olif er ati o n  u p o n   M o N P- b a s e d  V P  d eli v er y  ( D at a i s  pr e s e nt e d  a s   m e a n ± S D,  *
i n di c at e s p < 0. 0 5,  * * i n di c at e s p < 0. 0 1,  * * * i n di c at e s p < 0. 0 0 1  c al c ul at e d fr o m  o n e- w a y   A N O V A   wit h  T u k e y’ s   m ulti pl e  c o m p ari s o n t e st ( n = 3)).   H)
C o m p ar ati v e a n al y si s of n a n o p arti cl e u pt a k e b et w e e n   N P a n d   M o N P ( D at a i s pr e s e nt e d a s   m e a n ± S D, * * * i n di c at e s p < 0. 0 0 1 c al c ul at e d fr o m St u d e nt’ s
t-t e st ( n = 3)).
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Fi g ur e 6. E v al u ati n g t h e  T h er a p e uti c I m p a ct  of   M o N P- V P i n t h e 3 D  T O C   M o d el.   A)  S c h e m ati c  o v er vi e w  of t h e e x p eri m e nt al   w or k fl o w f or  R T- P C R,  R N A-
s e q,  a n d c yt o ki n e  arr a y  a n al y si s [ Cr e at e d   wit h   Bi o R e n d er. c o m].   B)   G e n e  e x pr e s si o n l e v el s  of  Y A P / T A Z-r el at e d  g e n e s i n   G B 3 c ell s  e xtr a ct e d fr o m t h e  3 D
T O C, tr e at e d   wit h   M o N P- V P  or   M o N P, a s a s s e s s e d b y  R T- P C R, s h o wi n g r e d u c e d e x pr e s si o n f oll o wi n g   M o N P- V P tr e at m e nt ( D at a i s  pr e s e nt e d a s   m e a n
± S D, * * i n di c at e s p < 0. 0 1 c al c ul at e d fr o m  St u d e nt’ s t-t e st ( n = 6)).   C)   H e at m a p s h o wi n g t h e t o p 5 0   D E G s fr o m  R N A- s e q a n al y si s of   G B 3 c ell s tr e at e d
wit h   M o N P- V P  or   M o N P.   D)  F u n cti o n al e nri c h m e nt a n al y si s  of t h e   D E G s,  hi g hli g hti n g t h e t o p e nri c h e d   G O  bi ol o gi c al  pr o c e s s e s,  K E G G  p at h w a y s, a n d

A d v.   H e alt h c ar e   M at er. 2 0 2 5 , e 0 2 4 5 4 © 2 0 2 5   Wil e y- V C H   G m b He 0 2 4 5 4 ( 1 0  of 1 5)

 21922659, 0, 
Do

wnloaded fro
m https://advanced.onlinelibrary.

wiley.co
m/doi/10.1002/adh

m.202502454 by 
Arizona 

State 
University 

Acq,  
Wiley 

Online 
Library on [17/09/2025]. 

See the 
Ter

ms and 
Conditions (https://onlinelibrary.

wiley.co
m/ter

ms-and-conditions) on  
Wiley 

Online 
Library for rules of use; 

O
A articles are governed by the applicable 

Creative 
Co

m
mons 

License

http://www.advancedsciencenews.com
http://www.advhealthmat.de


w w w. a d v a n c e d s ci e n c e n e w s. c o m w w w. a d v h e alt h m at. d e

w hi c h   m ar k e dl y i m pr o v e d   G B M c ell killi n g   wit h   mi ni m al v a s c u-
l ar d a m a g e.[3 3 ] Alt h o u g h t h eir   m o d el e û e cti v el y r e c a pit ul at e d k e y
a s p e ct s  of t h e   G B M   T M E,  all  c ell t y p e s t o g et h er   w er e  c o n ü n e d
a n d di stri b ut e d i nt o a si n gl e c h a n n el, f or mi n g a c e ntr al t u m or oi d
s urr o u n d e d  b y  a  c o m pl e x  v a s c ul ar  n et w or k.   Alt er n ati v el y,  o ur
T O C   m o d el  o û er s  s p ati al  or g a n ot y pi c  or g a ni z ati o n, f e at uri n g  a
t u m or c or e e n v el o p e d b y d e n s e c a pill ari e s t h at b ett er r e c a pit ul at e
t h e   P V N.   T h e i n cl u si o n  of a  d e ü n e d str o m al r e gi o n  b et w e e n t h e
t u m or  a n d  v a s c ul at ur e  e n a bl e s  pr e ci s e i n v e sti g ati o n  of  c ell ul ar
mi gr ati o n  d y n a mi c s  a n d   m or p h ol o g y   w hil e  pr e s er vi n g  criti c al
c ell- c ell i nt er a cti o n s.   M or e o v er, t h e s e mi cir c ul ar ar c hit e ct ur e e n-
s ur e s   m or e u nif or m dr u g di stri b uti o n a cr o s s t h e   B B B a n d d e e p er
p e n etr ati o n  i nt o  t h e  t u m or  c or e,  t h er e b y  i m pr o vi n g  tr e at m e nt
a s s e s s m e nt. I n c or p or ati n g   m ulti pl e  E C M  at  di û er e nt r e gi o n s  of
t h e   T O C,   wit h   w ell- d e ü n e d  a n d  c o ntr oll e d  s p ati al  di stri b uti o n,
f a cilit at e s  t h e  i s ol ati o n  of  c ell s  fr o m μ V N  a n d  t u m or- str o m a
r e gi o n  u si n g  t ail or e d  e n z y m ati c  di s s o ci ati o n,  e n a bli n g  f e a si bl e
d o w n str e a m   m ol e c ul ar-l e v el  a n al y s e s.   T h e s e  ü n di n g s  e st a bli s h
o ur   T O C   m o d el  a s  a  p o w erf ul  t o ol  t h at  a c c ur at el y   mirr or s  t h e
c o m pl e x c ell ul ar i nt er a cti o n s i n gli o bl a st o m a.   N u m er o u s st u di e s
h a v e  s h o w n  t h at  t h e   G B M- a s s o ci at e d  v a s c ul at ur e  i s   m ar k e d
n ot  o nl y  b y  i m p air e d  b arri er  f u n cti o n  b ut  al s o  b y  e n d ot h eli al
a cti v ati o n, e vi d e n c e d  b y t h e  u pr e g ul ati o n  of a d h e si o n   m ol e c ul e s
s u c h a s   V C A M 1. [2 5, 2 6, 3 4 ] O ur   T O C   m o d el f ait hf ull y r e c a pit ul at e s
t h e s e  f e at ur e s,   wit h  t h e μ V N  s h o wi n g  r e d u c e d   V E- C a d  a n d
el e v at e d   V C A M 1  e x pr e s si o n  i n  E C s  d uri n g  c o- c ult ur e   wit h
G S C s.   T h e s e  ü n di n g s f urt h er v ali d at e t h e   T O C   m o d el’ s a bilit y t o
mi mi c  criti c al  a s p e ct s  of   G B M  p at h o p h y si ol o g y, i n cl u di n g  b ot h
t h e  i n v a si v e  b e h a vi or  of   G S C s  a n d  t h e  d y sr e g ul at e d  v a s c ul ar
p h e n ot y p e   wit hi n  t h e   T M E.   T hi s  v a s c ul ar  d y sf u n cti o n  i s  al s o
k n o w n  t o  pr o m ot e   m o n o c yt e / m a cr o p h a g e  i n ültr ati o n  i nt o  t h e
T M E.   C o n si st e ntl y,  t h e  e n h a n c e d  u pt a k e  of   M o N P  i n  t h e μ V N
f urt h er  c o n ür m s  t h e   T O C’ s  c a p a bilit y  t o  r e pli c at e  t h e   T M E
b ut  al s o  d e m o n str at e s  t h e  p ot e nti al  of   M o N P  a s  a n  e û e cti v e
v a s c ul ar-t ar g et e d  d eli v er y str at e g y f or   G B M.   M or e o v er,  bl o c ki n g
V C A M 1  o n  h B M E C s  si g ni ü c a ntl y r e d u c e s   M o N P  a c c u m ul ati o n
i n μ V N,  f urt h er  d e m o n str ati n g   M o N P  a cti v el y  i nt er a ct   wit h
V C A M 1  o n  d y sf u n cti o n al  E C s  t hr o u g h   m o n o c yt e   m e m br a n e
pr ot ei n s  ( e. g.,   V L A 4  i nt e gri n).   T hi s  al s o  p arti all y  s u p p ort s  t h e
ri g ht- si d e  o ut  ori e nt ati o n  of   m o n o c yt e   m e m br a n e s  o n   M o N P.
C o m p ar e d  t o  c o n v e nti o n al  p e pti d e- b a s e d  a p pr o a c h e s,  s u c h  a s
t h o s e  e m pl o yi n g li g a n d s  f or   V C A M 1, � v � 3 i nt e gri n s,  or  L R P 1,
bi o mi m eti c  str at e gi e s  li k e   M o N P  e n a bl e   m ulti v al e nt  i nt er a c-
ti o n s   wit h  t h e  t u m or  v a s c ul at ur e.[1 6 ] F urt h er m or e,  l e v er a gi n g
a  p ati e nt’ s  o w n   m o n o c yt e s  t o  f or m ul at e   M o N P,  i s  a  criti c al
a d v a nt a g e  a n d  a  u ni q u e  f e at ur e  of  o ur  d eli v er y  s y st e m,   w hi c h
m a y  h el p  e n h a n c e  i m m u n e  c o m p ati bilit y,  r e d u c e  t h e  ri s k  of
i m m u n ot o xi cit y  a s s o ci at e d   wit h  e x o g e n o u s  p e pti d e s,  a n d  s u p-
p ort  t h e  d e v el o p m e nt  of  a  p er s o n ali z e d  dr u g  d eli v er y  pl atf or m
f or   G B M.[3 5 ]

E m er gi n g  e vi d e n c e  h a s  r e v e al e d  t h at  d y sr e g ul ati o n  of   Y A P
pr o m ot e s   G B M  pr o gr e s si o n,  c o nf er s  r e si st a n c e  t o  r a di o-

c h e m ot h er a p y,  a n d  c o ntri b ut e s  t o  t h e   m ai nt e n a n c e  of   G S C
st e m n e s s. [3 6 ] F urt h er,   Y A P dri v e s   G B M st e m-li k e c ell s t o b e c o m e
t h er a p y-r e si st a nt  a n d   mi gr at e  t o w ar d  bl o o d  v e s s el s,  all o wi n g
t h e m  t o  e nt er  t h e   P V N  a n d  s u st ai n  st e m n e s s  a n d  s ur vi v al. [2 1 ]

M or e o v er,  k n o c k d o w n  or  g e n eti c  d el eti o n  of   Y A P  h a s  b e e n
s h o w n  t o  r e d u c e  t u m or  si z e  i n   P D X   m o d el s,  hi g hli g hti n g  t h e
t h er a p e uti c  p ot e nti al  of t ar g eti n g   Y A P i n   G B M.[2 7 a, b, 3 7 ] Gi v e n it s
p ot e n c y  i n  i n hi biti n g   Y A P  a cti vit y,   V P  h a s  b e e n  r e p ur p o s e d  a s
a  p ot e nti al t h er a p y  f or   G B M. [2 7 ] B ot h li p o s o m al  a n d  p ol y m eri c
mi cr o p arti cl e  f or m ul ati o n s  of   V P  h a v e  d e m o n str at e d  e þ c a c y
i n   P D X   m o d el s i n i n d e p e n d e nt  st u di e s,  p a vi n g  t h e   w a y  f or it s
o n g oi n g  cli ni c al  tri al s  f or  E G F R- p o siti v e   G B M. [3 8 ] H o w e v er,
d e s pit e it s t h er a p e uti c pr o mi s e,   w h et h er   V P c a n e û e cti v el y t ar g et
G S C s  r e si di n g i n t h e   P V N  r e m ai n s  u n k n o w n.  I n  a d diti o n, t h e
d e v el o p m e nt  of  n o v el  f or m ul ati o n s  t h at  c a n  e n h a n c e  t ar g et e d
d eli v er y  a n d   mi ni mi z e si d e  e û e ct s  a n d  or g a n t o xi cit y  a s s o ci at e d
wit h  n o n s p e ci ü c   Y A P  i n hi biti o n  i s  cl e arl y   w arr a nt e d. [3 9 ] I n
li n e   wit h  t hi s  n e e d,   w e  utili z e d  t h e   M o N P- m e di at e d  d eli v er y
t o  e n h a n c e  t h e   V P  a c c u m ul ati o n  s p e ci ü c all y   wit hi n  t h e   G B M
P V N.   O ur  d at a c o n ür m e d t h at   M o N P- V P l e d t o s u p eri or  p a yl o a d
r et e nti o n   wit hi n t h e   P V N  c o m p ar e d t o  u nt ar g et e d  a p pr o a c h e s.
N ot a bl y,   M o N P- V P  e û e cti v el y r e d u c e d   G B 3 c ell   mi gr ati o n   w hil e
pr e s er vi n g  v a s c ul ar i nt e grit y,   w h er e a s fr e e   V P  at t h e  s a m e  d o s e
c a u s e d  v a s c ul ar  d a m a g e  a n d  f ail e d  t o  s u p pr e s s   G B 3  i n v a si o n.
T h e s e  ü n di n g s  s u g g e st  a  p ot e nti al li mit ati o n  of  p a s si v e   V P f or-
m ul ati o n s,  a s it  f ail s  t o  a c hi e v e  s u þ ci e nt  a c c u m ul ati o n   wit hi n
t h e   P V N t o e û e cti v el y i n hi bit t u m or c ell  b e h a vi or at l o w  d o s e s.

T o e v al u at e   w h et h er o ur  T O C   m o d el c a n c a pt ur e t h e   m ol e c ul ar
e û e ct s  of   V P,   w e  p erf or m e d   R N A- s e q  a n al y si s  o n   G B 3 c ell s i s o-
l at e d fr o m t h e  d e vi c e s f oll o wi n g   M o N P- V P tr e at m e nt.   Y A P  o v er-
e x pr e s si o n  h a s  b e e n s h o w n t o  pr o m ot e   G B M  pr o gr e s si o n  b y  u p-
r e g ul ati n g  g e n e s i n v ol v e d i n c ell a d h e si o n,   mi gr ati o n, a n d  E C M
r e m o d eli n g. [2 7 b, 3 6 c, 4 0 ] C o n si st e nt   wit h t h e s e r e p ort s, o ur a n al y si s
s h o w t h at   M o N P- V P  d o w nr e g ul at e d  g e n e s a s s o ci at e d   wit h  E C M
or g a ni z ati o n, c oll a g e n bi o s y nt h e si s, a n d i nt e gri n- m e di at e d i nt er-
a cti o n s.   Alt h o u g h  Y A P p h o s p h or yl ati o n st at u s a n d s u b c ell ul ar l o-
c ali z ati o n ar e k e y i n di c at or s of   Hi p p o p at h w a y a cti vit y,   V P s p e cif-
i c all y f u n cti o n s t hr o u g h  di sr u pti n g   Y A P- T E A D ( Tr a n s cri pti o n al
E n h a n c e d   A s s o ci at e   D o m ai n) i nt er a cti o n s  a n d  r e d u ci n g  d o w n-
str e a m  tr a n s cri pti o n al  o ut p ut,  a s  r e ý e ct e d i n t h e  d e cr e a s e d  e x-
pr e s si o n  of   Y A P t ar g et  g e n e s  o b s er v e d i n  o ur r e s ult s. [4 1 ] B e y o n d
t h e  tr a n s cri pt o mi c  r e g ul ati o n,   Y A P  h a s  al s o  b e e n  r e p ort e d  t o
sti m ul at e t h e r el e a s e of pr oi n ý a m m at or y c yt o ki n e s s u c h a s   T N F-
� , I L- 6, I L- 8, a n d   M C P- 1, cr e ati n g a  pr o-t u m ori g e ni c   T M E.[4 2 ] I n
a gr e e m e nt   wit h t hi s,  o ur  c yt o ki n e  arr a y  d at a  d e m o n str at e d t h at
M o N P- V P  s u p pr e s s e d t h e  s e cr eti o n  of t h e s e  c yt o ki n e s i n v ol v e d
i n i n ý a m m ati o n,  c o ntri b uti n g  t o  t h e  o b s er v e d  r e d u cti o n i n i n-
v a si v e   G S C  b e h a vi or.   T o g et h er, t h e s e  ü n di n g s  d e m o n str at e t h at
o ur  T O C pl atf or m, c o u pl e d   wit h   M o N P- m e di at e d d eli v er y, c a n ef-
f e cti v el y c a pt ur e   G S C r e s p o n s e s t o   V P at b ot h t h e tr a n s cri pt o mi c
a n d s e cr et o mi c l e v el s.  T hi s pr o vi d e s c o m p elli n g e vi d e n c e t h at t h e
c o m bi n at or y  u s e  of t h e  3 D   T O C   m o d el  a n d   M o N P  pl atf or m  n ot

R e a ct o m e  p at h w a y s.  E)   G S E A  c o m p ari n g   M o N P- V P t o   M o N P-tr e at e d   G B 3  c ell s,  s h o wi n g   N E S  a n d  q- v al u e s.  F)  S e cr et o m e  pr o üli n g  of  1 1  c yt o ki n e s,
r e v e ali n g   M o N P- V P-i n d u c e d  alt er ati o n s i n t h e   G B M  T M E. ( n = 3) ( D at a i s  pr e s e nt e d  a s   m e a n ± S D,  * i n di c at e s p < 0. 0 5,  * * i n di c at e s p < 0. 0 1,  * * *
i n di c at e s p < 0. 0 0 1, * * * * i n di c at e s p < 0. 0 0 0 1 c al c ul at e d fr o m St u d e nt’ s t-t e st ( n = 3)).   G)  Pr o p o s e d   m e c h a ni s m of   M o N P- V P a cti o n o n   G B 3 c ell s b a s e d
o n tr a n s cri pt o mi c a n d s e cr et o mi c  pr o üli n g [ Cr e at e d   wit h   Bi o R e n d er. c o m].

A d v.   H e alt h c ar e   M at er. 2 0 2 5 , e 0 2 4 5 4 © 2 0 2 5   Wil e y- V C H   G m b He 0 2 4 5 4 ( 1 1  of 1 5)
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w w w. a d v a n c e d s ci e n c e n e w s. c o m w w w. a d v h e alt h m at. d e

o nl y e n a bl e s r o b u st e v al u ati o n  of t h er a p e uti c r e s p o n s e s  b ut al s o
f a cilit at e s   m e c h a ni sti c  di s s e cti o n  of  dr u g a cti o n   wit hi n a  p h y si o-
l o gi c all y r el e v a nt   G B M   T M E.

T h e   P D X   m o d el i s  a   w ell- e st a bli s h e d  a n d  e s s e nti al  pl atf or m
f or  v ali d ati n g  t h e  t h er a p e uti c  e þ c a c y  of  a nti c a n c er  a g e nt s  b y
i m pl a nti n g  h u m a n  t u m or s  i nt o  i m m u n o c o m pr o mi s e d   mi c e,
t h er e b y  pr e s er vi n g t u m or  h et er o g e n eit y a n d   mi mi c ki n g i nt er a c-
ti o n s   wit h t h e   T M E.[4 3 ] H o w e v er,  o ur   T O C   m o d el  o û er s  di sti n ct
a d v a nt a g e s  a n d  s h o ul d  b e  vi e w e d  a s  c o m pl e m e nt ar y  t o,  r at h er
t h a n  a  r e pl a c e m e nt  f or,  t h e   P D X   m o d el.   T h e   T O C  pl atf or m  i s
s p e ci ü c all y  d e si g n e d f or  r a pi d  dr u g  s cr e e ni n g  a n d   m e c h a ni sti c
st u di e s  i n  a  c o ntr oll e d   mi cr o e n vir o n m e nt.   C o m p ar e d  t o   P D X
m o d el s, t h e  T O C pl atf or m r e d u c e s s y st e mi c v ari a bilit y a s s o ci at e d
wit h  h o st f a ct or s  a n d  pr o vi d e s  a   m or e  d e ü n e d  a n d r e pr o d u ci bl e
s etti n g f or  st u d yi n g  p h ar m a c o d y n a mi c r e s p o n s e s. I n  o ur  st u d y,
M o N P- V P tr e at m e nt si g ni ü c a ntl y s u p pr e s s e d t u m or c ell  gr o wt h
a n d i n v a si o n i n t h e  T O C   m o d el.  T hi s e û e ct i s c o n si st e nt   wit h pr e-
vi o u s r e p ort s s h o wi n g t h at   V P r e d u c e s t u m or si z e i n  P D X   m o d el s
of   G B M. [2 7 b ] W hil e t h e   T O C a n d   P D X s y st e m s di û er i n c o m pl e x-
it y a n d  bi ol o gi c al c o nt e xt, t h e c o n si st e nt t h er a p e uti c e û e ct  of   V P
o b s er v e d  a cr o s s  b ot h  pl atf or m s  hi g hli g ht s it s  r o b u st  a ntit u m or
p ot e nti al  a n d s u p p ort s t h e s u c c e s sf ul  e st a bli s h m e nt  of t h e   T O C
m o d el a s a vi a bl e s cr e e ni n g  pl atf or m. I m p ort a ntl y, t h e e n h a n c e d
e þ c a c y  of   M o N P- V P i n  o ur   T O C   m o d el f urt h er  u n d er s c or e s t h e
tr a n sl ati o n al r el e v a n c e  of t hi s t ar g et e d  n a n ot h er a p e uti c  str at e g y
f or   G B M.

B uil di n g  o n  t hi s   w or k,  o ur  f ut ur e  st u di e s   will  i n c or p or at e
p ati e nt- d eri v e d   G S C s  h ar b ori n g  di v er s e  o n c o g e ni c  dri v er s ( e. g.,
E G F R  a m pli ü c ati o n,   T P 5 3   m ut ati o n)  t o  a d dr e s s   G B M  h et er o-
g e n eit y,  a s   w ell  a s  e v al u at e   w h et h er   M o N P  c a n  e n h a n c e  t h er a-
p e uti c  r e s p o n s e s  of   G S C s   wit hi n t h e   T O C   m o d el t o  b ot h  n o v el
a g e nt s a n d e xi sti n g c h e m ot h er a p e uti c s   wit h li mit e d   B B B p er m e-
a bilit y.   A d diti o n al  e n h a n c e m e nt s i n cl u d e t h e i nt e gr ati o n  of i m-
m u n e  c ell s,  s u c h  a s   m a cr o p h a g e s  a n d   T  c ell s,  al o n g   wit h  ot h er
str o m a  c o m p o n e nt s,  t o  cr e at e  a   m or e  p h y si ol o gi c all y  r el e v a nt
pl atf or m f or t h e  pr e ci s e e v al u ati o n  of t h er a p e uti c a g e nt s.   W e  b e-
li e v e t h at e m pl o yi n g t hi s   T O C- M o N P s y st e m   will a c c el er at e dr u g
s cr e e ni n g  a p pli c ati o n s  a n d  s u p p ort t h e  d e v el o p m e nt  of  a  hi g h-
t hr o u g h p ut pl atf or m t o e v al u at e t u m or r e s p o n s e s, p a vi n g t h e   w a y
f or t h e a d v a n c e m e nt of p er s o n ali z e d pr e ci si o n n a n o m e di ci n e f or
G B M.

4.   C o n cl u si o n

I n s u m m ar y,   w e  h a v e d e v el o p e d a  hi g hl y p h y si ol o gi c all y r el e v a nt
a n d  or g a n ot y pi c  3 D   G B M   T O C   m o d el, i nt e gr at e d   wit h  a n  e û e c-
ti v e v a s c ul ar-t ar g et e d  d eli v er y s y st e m   M o N P, t o a d dr e s s  k e y li m-
it ati o n s of c o n v e nti o n al  pr e cli ni c al   m o d el s a n d t ar g et e d dr u g d e-
li v er y  a p pr o a c h e s.   O ur  ü n di n g s  d e m o n str at e t h at t h e   T O C  pl at-
f or m  a c c ur at el y  r e c a pit ul at e s t h e  c o m pl e x f e at ur e s  of t h e   G B M
P V N.   N ot a bl y,   M o N P  e x hi bit e d  e n h a n c e d  a c c u m ul ati o n   wit hi n
t h e   P V N, a n d   w h e n l o a d e d   wit h   V P, e û e cti v el y t ar g et e d a cti v at e d
v a s c ul at ur e  a n d  a c hi e v e d  gr e at er i n hi biti o n  of   G S C  gr o wt h  a n d
i n v a si v e n e s s  a s  c o m p ar e d  t o  t h e  fr e e  dr u g.   T hi s i n n o v ati v e i n-
t e gr ati o n  e st a bli s h e s t h e   T O C- M o N P  s y st e m  a s  a  p o w erf ul  a n d
tr a n sl at a bl e  pl atf or m  f or  t ar g et e d  dr u g  s cr e e ni n g,   m e c h a ni sti c
e x pl or ati o n,  a n d  t h e  d e v el o p m e nt  of  p er s o n ali z e d  t h er a p e uti c
str at e gi e s f or   G B M.

5.  E x p eri m e nt al  S e cti o n

C ell   C ult ur e : h B M E C s  ( C ell  S y st e m s,   # A C B RI  3 7 6)   w er e   m ai nt ai n e d
at  p a s s a g e s  7 t o  1 1   w er e  u s e d f or t h e  st u d y.  T h e  c ell s   w er e  c ult ur e d  o n
t h e  ý a s k  c o at e d   wit h  att a c h m e nt f a ct or  ( # 4 Z 0- 2 0 1) i n  c o m pl et e  cl a s si c
m e di u m   wit h  s er u m  a n d  c ult ur e  b o o st  ( # 4 Z 0- 5 0 0)  a s  p er t h e   m a n uf a c-
t ur er’ s i n str u cti o n.  h B V P s  ( S ci e n C ell,   # 1 2 0 0)   w er e  c ult ur e d i n  p eri c yt e s
m e di u m ( # 1 2 0 1) o n a p ol y- L-l y si n e ( Si g m a) c o at e d ý a s k. T h e c ell s at p a s-
s a g e 3 – 9   w er e u s e d f or t h e e x p eri m e nt s.   H u m a n T H P- 1   m o n o c yt e s ( A T C C)
w er e c ult ur e d i n  R P MI 1 6 4 0   m e di u m s u p pl e m e nt e d   wit h 1 0 % f et al b o vi n e
s er u m a n d 1 %  P e n- Str e p ( Fi s h er  S ci e nti ü c).

A   G S C c ell li n e ( G B 3- R F P), r ef err e d a s   G B 3 i n t hi s st u d y,   w a s g e n er at e d
b y   Dr.   M e ht a’ s l a b or at or y a n d   w er e e st a bli s h e d fr o m r e s e ct e d   G B M t u m or
ti s s u e  o bt ai n e d  b y t h e   Bi o b a n k   C or e  F a cilit y  at  St. J o s e p h’ s   H o s pit al  a n d
M e di c al   C e nt er a n d t h e  B arr o w   N e ur ol o gi c al I n stit ut e i n P h o e ni x,   Ari z o n a.
T h e  s a m pl e s   w er e  a n o n y mi z e d  a n d  a d h er e d  t o  t h e  I n stit uti o n al  R e vi e w
B o ar d  pr ot o c ol  (I R B  tr a c ki n g  n u m b er  –  2 0 2 0 0 8 5 0).   G B 3  c ell s   w er e  c ul-
t ur e d a n d pr o p a g at e d f oll o wi n g pr e vi o u sl y p u bli s h e d pr ot o c ol s. [1 9 ] Bri e ý y,
t h e  c ell s   w er e  c ult ur e d  a s  s p h er oi d s i n  a   N S C   m e di u m.  T hi s   m e di u m i n-
cl u d e d   D ul b e c c o’ s   M o di ü e d  E a gl e   M e di u m  a n d  F 1 2- Gl ut a m a x,   wit h s u p-
pl e m e nt s  of   N 2 ( Gi b c o,   # 1 7 5 0 2 0 4 8),   B 2 7 ( Gi b c o,   # 1 7 5 0 4 0 4 4),  a n d  P e n-
Str e p ( Fi s h er S ci e nti ü c). T h e c ell s   w er e tr e at e d   wit h 2 0 n g   m L − 1 of e pi d er-
m al gr o wt h f a ct or ( E G F, Si g m a,   # P H G 0 3 1 1 L) a n d 2 0 n g   m L − 1 of ü br o bl a st
gr o wt h f a ct or ( F G F, E M D   Milli p or e   # 0 1- 1 0 6) e v er y ot h er d a y u ntil t h e y b e-
c a m e c o n ý u e nt.   C ell s   wit h p a s s a g e n u m b er l e s s t h a n 3 0   w er e u s e d f or t h e
e x p eri m e nt s.   All c ell s  u s e d i n t hi s st u d y   w er e k e pt i n a  h u mi di ü e d i n c u b a-
t or  at  3 7 ° C wit h 5 % C O 2 ,  a n d t h e c ult ur e   m e di u m   w a s r efr e s h e d  e v er y  2
d a y s.

D e vi c e  F a bri c ati o n  a n d  S urf a c e  Tr e at m e nt : T h e f a bri c ati o n  of  t h e   mi-
cr o ý ui di c  T O C   w a s  si mil ar t o  o ur  pr e vi o u s  st u di e s. [1 9, 2 0, 2 2 ] I niti all y, t h e
d e vi c e   w a s d e si g n e d u si n g   C A D s oft w ar e a n d tr a n sf err e d o nt o a tr a n s p ar-
e nt   m a s k.   N e xt,  a l a y er  of  n e g ati v e  p h ot or e si st  S U 8- 2 0 7 5  ( Mi cr o C h e m)
w a s a p pli e d t o a sili c o n   w af er, a c hi e vi n g a t hi c k n e s s of 2 0 0 μ m.  T h e tr a n s-
p ar e nt   m a s k   w a s  pr e ci s el y ali g n e d a n d e x p o s e d t o   U V li g ht t o cr e at e   m a s-
t er   m ol d   wit h  t h e  d e sir e d  f e at ur e s.  F or  t h e  s oft-lit h o gr a p h y  pr o c e d ur e,
t o  e n s ur e  t h e  sili c o n   w af er’ s  i nt e grit y  d uri n g  d e vi c e  r e m o v al,  t h e   m a s-
t er sili c o n   m ol d  u n d er w e nt tr e at m e nt   wit h   m et h yl tri c hl or o sil a n e ( M T C S-
Si g m a- Al dri c h).   N e xt,  p ol y di m et h yl sil o x a n e  ( P D M S)   mi x e d   wit h t h e  c ur-
i n g a g e nt ( S yl g ar d 1 8 4  Sili c o n  El a st o m er  Kit,   D o w   C or ni n g) i n a 1 0: 1 r ati o
w a s  p o ur e d  o nt o t h e   w af er.  T h e  p o ur e d   mi xt ur e   w a s  d e g a s s e d i n  a  v a c-
u u m d e si c c at or t o r e m o v e t h e tr a p p e d air b u b bl e s. T h e   mi xt ur e   w a s b a k e d
at  8 0 ° C f or  1. 5  h  a n d  s u b s e q u e ntl y, t h e  P D M S l a y er   w a s  c ar ef ull y  p e el e d
o û fr o m t h e  sili c o n   w af er  a n d   w a s  c ut i nt o i n di vi d u al  d e vi c e s. I nl et s  a n d
o utl et s   w er e  cr e at e d  u si n g  1-  a n d  1. 5- m m  bi o p s y  p u n c h e s,  e n s uri n g  pr e-
ci s e  a c c e s s  p oi nt s f or  ý ui d  h a n dli n g   wit hi n t h e  d e vi c e s.  T h e  b o n di n g  of
e a c h   mi cr o ý ui di c  d e vi c e t o  gl a s s sli d e e n s ur e d t h e cr e ati o n  of c o m pl et el y
s e al e d  e n vir o n m e nt s.  F or   w hi c h,  gl a s s  sli d e s   w er e  pr e p ar e d  b y  cl e a ni n g
wit h et h a n ol.  T h e  d e vi c e al o n g   wit h t h e  gl a s s sli d e,   w er e tr e at e d   wit h  o x y-
g e n  pl a s m a ( P D C- 3 2 G,   H arri c k  Pl a s m a)  pri or t o  b o n di n g.   B y  h y dr o p hili z-
i n g t h e s urf a c e, it e n a bl e d e û e cti v e b o n di n g of t h e gl a s s sli d e   wit h d e vi c e s
p o siti o n e d c h a n n el- si d e  d o w n, e n s uri n g t h e c o m pl et e f or m ati o n  of c h a n-
n el s.  F oll o wi n g t hi s, t h e  d e vi c e s   w er e i n c u b at e d  at  8 0 ° C  o v er ni g ht t o  e n-
h a n c e b o n di n g a s   w ell a s t o r e st or e t h e h y dr o p h o bi cit y of t h e d e vi c e. L a stl y,
f or st erili z ati o n, t h e d e vi c e s u n d er w e nt a li q ui d a ut o cl a v e c y cl e f oll o w e d b y
a dr y c y cl e, aft er   w hi c h t h e y   w er e l eft at 8 0 ° C o v er ni g ht t o e n s ur e c o m pl et e
dr yi n g.

T o  o pti mi z e  c o n diti o n s f or  c ell  c ult ur e  a n d  e n s ur e  pr o p er  h y dr o g el  at-
t a c h m e nt, t h e  d e vi c e s  u n d er w e nt  s urf a c e tr e at m e nt. I niti all y, t h e  c ell  c ul-
t ur e  z o n e s   w er e  c o at e d   wit h  1   m g   m L− 1 of  p ol y- D-l y si n e ( Si g m a- Al dri c h)
a n d i n c u b at e d  at  3 7 ° C f or  1. 5  h.  S u b s e q u e ntl y, t h e  d e vi c e s   w er e ri n s e d
o n c e   wit h  d ei o ni z e d  ( DI)   w at er.  F oll o wi n g t hi s  st e p,  gl ut ar al d e h y d e  ( 1 %
v / v) ( Si g m a- Al dri c h)   w a s  a d d e d  a n d  all o w e d t o i n c u b at e f or  2  h  at r o o m
t e m p er at ur e  ( R T),  f oll o w e d  b y  t h or o u g h   w a s hi n g   wit h   DI   w at er  ( 3 – 5
ti m e s).  T h e  s urf a c e-tr e at e d  d e vi c e s   w er e  t h e n l eft  at  8 0 ° C  o v er ni g ht  t o
r e st or e t h eir  h y dr o p h o bi c  pr o p erti e s.

Est a blis h m e nt  of µ V N  i n   Mi cr o ý ui di c  T O C   D e vi c e : T o  e st a bli s h  v a s-
c ul at ur e  i n  t h e  t hir d  l a y er  of  t h e   mi cr o ý ui di c  d e vi c e,  h B M E C s  a n d  h B-
V P s   w er e  di s s o ci at e d  u si n g  Tr y p si n- E D T A.   N e xt,  6   m g   m L − 1 b o vi n e  ü b-
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ri n o g e n ( Si g m a,   # F 8 6 3 0- 1 G)   w a s  pr e p ar e d  b y  di s s ol vi n g it i n   D ul b e c c o’ s
p h o s p h at e- b u û er e d s ali n e ( P B S,   Gi b c o). Si m ult a n e o u sl y, b o vi n e t hr o m bi n
( Si g m a,   # T 4 6 4 8- 1 K U)   w a s  pr e p ar e d i n  E G M- 2- M V   m e di a  at  a c o n c e ntr a-
ti o n  of  4 I U   m L− 1 .   B ot h t h e  ü bri n o g e n  a n d t hr o m bi n  pr e p ar ati o n s   w er e
ült er- st erili z e d  u si n g 0. 2 μ m ült er a n d   w a s k e pt  o n i c e.

Pri or  t o  a d di n g  t h e  c ell s,  e q u al  v ol u m e s  of  ü bri n o g e n  a n d  t hr o m bi n
w er e   mi x e d  a n d  k e pt  at  R T f or  1 0   mi n  t o  e n s ur e  h y dr o g el  cr o s sli n ki n g.
O n c e t h e h y dr o g el cr o s sli n ki n g e þ ci e n c y h a s b e e n c h e c k e d, c ell  p ell et s of
h B M E C s a n d h B V P s   w er e r e s u s p e n d e d i n t h e t hr o m bi n   mi xt ur e at c o n c e n-
tr ati o n s of 6 4. 8   milli o n ( M) c ell s   m L− 1 a n d 7. 2   M c ell s   m L − 1 , r e s p e cti v el y.
Fi n all y,  a   mi xt ur e  of  1: 1: 2 r ati o  of  h B M E C s i n t hr o m bi n,  h B V P s i n t hr o m-
bi n,  a n d  ü bri n o g e n   w a s  pr e p ar e d t o  a c hi e v e  a  ü n al  c ell  c o n c e ntr ati o n  of
1 6. 2   M c ell s   m L − 1 f or  h B M E C s a n d 1. 8   M c ell s   m L− 1 f or  h B V P s, r e s ulti n g
i n  a t ot al  c ell  c o n c e ntr ati o n  of  1 8   M  c ell s   m L− 1 .  T h e  pr e p ar e d  c ell   mi x-
t ur e   w a s i nj e ct e d i nt o t h e t hir d l a y er  of t h e   mi cr o ý ui di c  T O C  d e vi c e.  T h e
d e vi c e s   w er e  cr o s sli n k e d f or  1 0   mi n  at  R T.   O n c e  cr o s sli n k e d,  E G M- 2- M V
m e di a s u p pl e m e nt e d   wit h 5 0  n g   m L − 1 of v a s c ul ar e n d ot h eli al gr o wt h f a c-
t or ( V E G F, Si g m a,   # V 7 2 5 9)   w a s a d d e d t o t h e t w o ý a n ki n g   m e di a c h a n n el s.
T h e  d e vi c e s   w er e   m ai nt ai n e d i n a  h u mi di ü e d c h a m b er  u n d er  o pti m al c ell
c ult ur e c o n diti o n s ( 5 %   C O 2 , 3 7 ° C).  T h e   m e di a   w a s e x c h a n g e d e v er y 2 4  h
f or  u p t o 7  d a y s.

Est a blis hi n g I n v asi o n   Ass a y   Usi n g   Mi cr o ý ui di c  Pl atf or m : T o  a s s e s s t h e
G S C i n v a si o n a n d  p h e n ot y p e   wit hi n t h e   mi cr o ý ui di c  pl atf or m,  p ati e nt  d e-
ri v e d   G B 3- R F P c ell s r ef err e d t o a s   G B 3 h er e aft er,   w er e i nj e ct e d i nt o t h e t u-
m or r e gi o n  of t h e  d e vi c e  u p o n e st a bli s hi n g v a s c ul at ur e f or 7  d a y s.   Bri e ý y,
G B 3  s p h er oi d s   w er e  c oll e ct e d,  c e ntrif u g e d  at  8 0 0  r ot ati o n s  p er   mi n ut e
( R P M) f or 5   mi n, a n d di s s o ci at e d i nt o si n gl e c ell s u si n g  A c c ut a s e ( Gi b c o,  #
A 1 1 1 0 5 0 1).  T h e  di s s o ci at e d  c ell s   w er e  e n c a p s ul at e d i n   M atri g el ® ( C or n-
i n g,   # 4 7 7 4 3- 7 0 6)  at  a  ü n al  c o n c e ntr ati o n  of  1 5   M  c ell s   m L− 1 . T hi s mi x-
t ur e   w a s i nj e ct e d i nt o  t h e  t u m or  r e gi o n  of  t h e  d e vi c e  a n d   w a s  all o w e d
t o  cr o s sli n k f or  6 3 7   mi n  at  3 7 ° C.  T h e  d e vi c e s   w er e  ýi p p e d  e v er y  2   mi n
o n c e t o  e n s ur e t h e y   w er e  h o m o g e n o u sl y  s pr e a d  a cr o s s t h e  3 D  pl atf or m.
O n c e  cr o s sli n k e d,   M atri g el ® w a s  a d d e d  t o  t h e  str o m a  r e gi o n  a n d   w a s
cr o s sli n k e d f or  8   mi n.   Aft er   w hi c h t h e   m e di a   w a s s wit c h e d t o t h e c o c kt ail
m e di u m ( 5 0 %  E G M 2- M V + 5 0 %   N S C   m e di u m).

N a n o p arti cl e S y nt h esis a n d   C h ar a ct eri z ati o n : Te n   milli gr a m s of p ol y( D,
L-l a cti d e- c o- gl y c oli d e) ( P L G A;  R e s o m er  R G  5 0 3 H,  Si g m a   Al dri c h),  al o n g-
si d e 4 0 0 μ g  of   Di D ( Bi oti u m)  or 2   m g  of  V P ( T o cri s   Bi o s ci e n c e),   w er e  di s-
s ol v e d i n  1   m L  of  di c hl or o m et h a n e ( D C M,  Si g m a   Al dri c h) a n d  pr o c e s s e d
f oll o wi n g a si n gl e e m ul si o n   m et h o d t o f or m ul at e t h e   N P c or e s.[1 6 ] M o n o-
c yt e   m e m br a n e s, i s ol at e d fr o m T H P 1 c ell s u si n g a   Mi n ut e   M e m br a n e Pr o-
t ei n I s ol ati o n  kit  (I n v e nt   Bi ot e c h n ol o gi e s),   w er e  a d d e d t o   N P  c or e s  at  a
m e m br a n e pr ot ei n s-t o- c or e s   w ei g ht r ati o of 1: 1 0 a n d di s p er s e d i n a n ultr a-
s o ni c b at h t o f or m   M o N P.  T h e  p h y si c o c h e mi c al  pr o p erti e s of   M o N P   w er e
c h ar a ct eri z e d  u si n g   D L S  a n d  T E M.  V P-l o a d e d   N P  c or e s   w er e l y o p hili z e d
a n d t h e n  di s s ol v e d i n  di m et h yl s ulf o xi d e.  T h e  ý u or e s c e n c e i nt e n sit y   w a s
m e a s ur e d  at  6 9 0  n m  u si n g  a  pl at e  r e a d er  ( Bi o Te k)  t o  c al c ul at e  t h e  e n-
c a p s ul ati o n  e þ ci e n c y  ( E E %)  a n d l o a di n g  e þ ci e n c y  ( L E %),  a s  d e s cri b e d
pr e vi o u sl y. [1 6 ]

N a n o p arti cl e   U pt a k e  St u di es i n   Mi cr o ý ui di c  Pl atf or m : A s a n i niti al st e p
t o i n v e sti g at e   M o N P  u pt a k e   wit hi n t h e   mi cr o ý ui di c  pl atf or m,   G B 3  c ell s
w er e i nj e ct e d i nt o t h e t u m or r e gi o n  aft er μ V N f or m ati o n a n d c ult ur e d f or
2 4 h. S u b s e q u e ntl y,   M o N P a n d u n c o at e d   N P l o a d e d  wit h   Di D  w er e i nj e ct e d
i nt o   m e di a  c h a n n el s  d e vi c e s   w er e tr e at e d   wit h t h e  p arti cl e s f or  2  h,  aft er
w hi c h u n att a c h e d p arti cl e s   w er e r e m o v e d b y   w a s hi n g   wit h t h e   m e di a f or at
l e a st 4 ti m e s. F or t h e  V C A M 1 bl o c ki n g e x p eri m e nt s, t h e T O C d e vi c e s   w er e
pr e-i n c u b at e d   wit h a   m e di a c o c kt ail c o nt ai ni n g a nti- V C A M 1 a nti b o d y ( 1: 2 0
dil uti o n) f or 3  h  pri or t o  n a n o p arti cl e a d diti o n.  T h e a nti b o d y s ol uti o n   w a s
i ntr o d u c e d t hr o u g h t h e   m e di a  c h a n n el t o  e n a bl e  e û e cti v e  V C A M 1  bl o c k-
a d e.  F oll o wi n g  n a n o p arti cl e tr e at m e nt,  d e vi c e s   w er e  eit h er  ü x e d  at  2 4  h
u si n g 4 % p ar af or m al d e h y d e ( P F A) f or a n al y si s or, i n s o m e i n st a n c e s, ü x e d
at  4 8  h t o  a s s e s s  e xt e n d e d  p arti cl e r et e nti o n  a n d  di stri b uti o n.  V P-l o a d e d
M o N P   w er e a d mi ni st er e d a n d a n al y z e d i n t h e s a m e   m a n n er t o a s s e s s t h eir
f u n cti o n al  o ut c o m e s.

I m m u n o ý u or es c e n c e  St ai ni n g: T h e  d e vi c e s   w er e i niti all y   w a s h e d   wit h
P B S.  F oll o wi n g t hi s, t h e c ell s   w er e  ü x e d   wit h  4 %  P F A f or  3 0   mi n at  3 7 ° C.
S u b s e q u e ntl y, t h e d e vi c e s u n d er w e nt 2   w a s h e s   wit h P B S- gl y ci n e ( 1 0 0   m M
gl y ci n e i n  P B S) f or 5   mi n at  R T.   A ü n al   w a s h   w a s  d o n e   wit h  P B S- T w e e n- 2 0

( P B S T) ( 0. 0 5 % v / v T w e e n- 2 0 i n  P B S) f or 1 0   mi n.   C ell s   w er e p er m e a bili z e d
wit h  0. 1 %  Trit o n  X- 1 0 0 i n  P B S T f or  3 0   mi n at  R T.  F oll o wi n g  p er m e a bili z a-
ti o n, a bl o c ki n g b u û er ( 1 0 % g o at s er u m i n P B S T)   w a s a d d e d a n d i n c u b at e d
f or 1 h t o pr e v e nt n o n- s p e ci ü c a nti b o d y bi n di n g. T h e d e vi c e s   w er e t h e n i n-
c u b at e d   wit h  pri m ar y  a nti b o di e s  at  4 ° C  o v er ni g ht,  dil ut e d i n  1: 1 r ati o  of
1 0 % g o at s er u m a n d 0. 1 % Trit o n- X- 1 0 0. T h e a nti b o di e s u s e d i n t hi s st u d y
a n d t h eir  dil uti o n f a ct or s  ar e li st e d i n  Ta bl e S 1 ( S u p p orti n g I nf or m ati o n).
Aft er  i n c u b ati o n   wit h  pri m ar y  a nti b o di e s  a n d   w a s h e s   wit h  P B S T,  c orr e-
s p o n di n g s e c o n d ar y a nti b o di e s ( Al e x a  Fl u or  4 8 8 / 5 5 5 / 6 4 7)   w er e  a d d e d  at
a  1: 5 0 0  dil uti o n,  al o n g   wit h  4 ′, 6- di a mi di n o- 2- p h e n yli n d ol e ( D A PI,  1: 1 0 0 0
dil uti o n,  I n vitr o g e n)  s ol uti o n.  I n  t h e  c a s e  of  u si n g  ý u or e s c e ntl y l a b el e d
pri m ar y  a nti b o di e s, t h e  d e vi c e s   w er e   w a s h e d  2 3 3 ti m e s   wit h  P B S T f or  1 0
mi n at  R T, f oll o w e d  b y c o u nt er st ai ni n g   wit h   D A PI.

D at a   A c q uisiti o n  a n d   A n al ysis : A   Z ei s s   A xi o   O b s er v er   Z 1   mi cr o s c o p e,
e q ui p p e d   wit h  a n   A p ot o m e 2  s y st e m  ( Z ei s s)  a n d   Z e n  Pr o  s oft w ar e,
w a s  u s e d  t o  c a pt ur e  p h a s e- c o ntr a st  a n d  ý u or e s c e n c e i m a g e s.  I n  s o m e
c a s e s,  Bi o Te k Li o n h e art L X a ut o m at e d   mi cr o s c o p e a s   w ell a s t h e L ei c a S P 8
C o nf o c al   Mi cr o s c o p e at  2 0 X  o bj e cti v e ( A S U  R e g e n M e d   C or e  F a cilit y)   w a s
utili z e d.   D uri n g t h e c o ur s e of e x p eri m e nt, p h a s e- c o ntr a st i m a g e s   w er e a c-
q uir e d b ef or e a n d aft er dr u g tr e at m e nt u si n g a 1 0 X o bj e cti v e   wit h a 4 × 4 til e
c o n ü g ur ati o n. I F i m a g e s   w er e o bt ai n e d at 1 0 X a n d 2 0 X   m a g ni ü c ati o n s. F or
3 D r e c o n str u cti o n,  z- st a c k i m a gi n g   w a s  p erf or m e d  a cr o s s   m ulti pl e f o c al
pl a n e s.

T h e  V C A M 1 i n d e x  a n d  Ki 6 7 i n d e x   w a s  d et er mi n e d  u si n g t h e f or m ul a
b el o w,   wit h   m a n u al c o u nti n g c o n d u ct e d f or a c c ur a c y.  F or e a c h c o n diti o n,
t hr e e i m a g e s   w er e a n al y z e d, a n d   wit h t hr e e bi ol o gi c al r e pli c at e s, a t ot al of
9 i m a g e s   w er e  u s e d f or t h e  V C A M 1 a n d  Ki 6 7 i n d e x a s s e s s m e nt.

V C A M 1 i n d e x =
N u m b er  of  V C A M 1  p o siti v e c ell s

T ot al   N u m b er  of   N u cl ei i n t h e  Fi el d  of  vi e w
( 1)

Ki 6 7 i n d e x =
N u m b er  of  Ki 6 7  p o siti v e c ell s

T ot al   N u m b er  of   N u cl ei i n t h e  Fi el d  of  vi e w
( 2)

Si mil arl y, t h e c ell j u n cti o n s  w er e a n al y z e d u si n g i nt e n sit y- b a s e d li n e pl ot
pr o ül e fr o m I m a g eJ.  F or t h e tr a n s v er s e a n d l at er al  di a m et er, f or e a c h c o n-
diti o n  n a m el y (i)   M o n o μ V N  a n d (ii)   C o- G B 3 + μ V N 4 t hr e e  R OI s  p er  bi-
ol o gi c al  r e pli c at e   w er e i m a g e d.  Fr o m  e a c h   Z- st a c k  a c q uir e d  R OI i m a g e
t w o   m e a s ur e m e nt s   w er e  e xtr a ct e d f or  b ot h tr a n s v er s e  a n d l at er al  v e s s el
di a m et er s.  T h e tr a n s v er s e  di a m et er ( wi dt h  of t h e l u m e n), l at er al  di a m e-
t er ( h ei g ht of t h e l u m e n) a n d t h e   mi gr ati o n a n al y si s   w er e   m e a s ur e d u si n g
li n e  s e g m e nt t o ol.  F- A cti n- st ai n e d  ý u or e s c e nt i m a g e s  a c q uir e d   w a s  u s e d
t o  q u a ntif y t h e  c h ai n   mi gr ati o n.  T h e  n u m b er  of  c h ai n s  p er  ü el d  of  vi e w
( F O V) a n d  n u cl ei  p er  F O V   w a s c o u nt e d   m a n u all y.

R N A  Extr a cti o n f or  R T- P C R a n d  R N A -s e q 3  Pr o c ess a n d   A n al ysis : F ort y-
ei g ht  h o ur s  p o st   M o N P  tr e at m e nt,  t h e  d e vi c e s   w er e   w a s h e d   wit h  P B S,
a n d  n att o ki n a s e ( 7 0  ü bri n ol yti c  u nit s i n  1   m M  E D T A i n  P B S)   w a s  a d d e d
t o t h e   m e di a  c h a n n el t o  di s s o ci at e  v a s c ul ar  c ell s fr o m t h e μ V N r e gi o n s.
Aft er c o n ür mi n g t h e c o m pl et e r e m o v al of c ell s fr o m t h e μ V N, c oll a g e n a s e
t y p e II ( 2   m g   m L− 1 i n  1   m M  E D T A i n  P B S)   w a s a d d e d t o t h e   m e di a c h a n-
n el.  T h e  d e vi c e s   w er e t h e n i n c u b at e d  at  3 7 ° C f or  2 0   mi n t o  c oll e ct   G B 3
c ell s fr o m t h e t u m or  a n d  str o m a  r e gi o n.  S wiftl y  aft er   G B 3 i s ol ati o n, t o-
t al  R N A   w a s  e xtr a ct e d  u si n g  a  R N e a s y   U C P   Mi cr o  Kit  ( Qi a g e n) f or  s u b-
s e q u e nt  R T- P C R  a n al y si s  a n d tr a n s cri pt o mi c  pr o üli n g.  F or  R T- P C R  a n al y-
si s,  R N A   w a s r e v er s e-tr a n s cri b e d   wit h  oli g o- d T  pri m er ( Pr o m e g a) a n d   M-
M L V r e v er s e tr a n s cri pt a s e ( Pr o m e g a).  R T- P C R   w a s t h e n  p erf or m e d  o n  a
C F X   D u et  R e al- Ti m e  P C R  S y st e m ( Bi o- R a d).  R el ati v e  g e n e e x pr e s si o n l e v-
el s   w er e c al c ul at e d  u si n g t h e  2 − ∆ ∆ C T m et h o d.  Pri m er s e q u e n c e s  ar e  pr o-
vi d e d i n  Ta bl e S 2 ( S u p p orti n g I nf or m ati o n).  F or tr a n s cri pt o m e  pr o üli n g,
t h e  pr e p ar ati o n  of c D N A li br ar y a n d tr a n s cri pt o m e s e q u e n ci n g   w er e c o n-
d u ct e d  b y   N o v o g e n e.  T h e  s e q u e n c e r e a d s   w er e  ali g n e d t o t h e r ef er e n c e
h u m a n  g e n o m e ( h g 3 8)  u si n g  S T A R, [4 4 ] a n d  g e n e-l e v el r e a d  c o u nt s   w er e
q u a nti ü e d   wit h Stri n g Ti e. [4 5 ] Di û er e nti al g e n e e x pr e s si o n   w a s d et er mi n e d
u si n g   D E S e q 2, [4 6 ] wit h g e n e s  h a vi n g a t ot al c o u nt  of f e w er t h a n 1 0 a cr o s s
all s a m pl e s r e m o v e d pri or t o t h e a n al y si s.  A h e at m a p   w a s g e n er at e d u si n g
p h e at m a p ( v er si o n  1. 0. 1 2)  b a s e d  o n r o w z- s c or e v al u e.   D E G s   wit h a   m ul-
ti pl e  h y p ot h e s e s- c orr e ct e d  P v al u e  of < 0. 0 5 a n d |l o g 2 (f ol d c h a n g e)| ≥ 0. 5
w er e  c o n si d er e d  u p-r e g ul at e d  or  d o w n-r e g ul at e d.  F u n cti o n al  e nri c h m e nt
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a n al y si s, i n cl u di n g K E G G, R e a ct o m e,   G O, a n d   G S E A,   w a s p erf or m e d u si n g
Cl u st er Pr o ül er. [4 7 ] R N A- s e q  d at a ar e a v ail a bl e i n t h e   G E O  d at a b a s e  u n d er
t h e a c c e s si o n  n u m b er   G S E 2 9 4 7 2 0.

Cyt o ki n e   Arr a y : F ort y- ei g ht  h o ur s aft er   M o N P tr e at m e nt, t h e e ffl u e nt s
c oll e ct e d  fr o m  t h e  d e vi c e s   w er e  p o ol e d  b y  c o n diti o n  a n d  s u bj e ct e d  t o
c yt o ki n e  s e cr eti o n  a n al y si s.  R a y bi ot e c h’ s  h u m a n  c yt o ki n e  a nti b o d y  arr a y
( C at #   A A H- C Y T- G 3)   w a s  utili z e d.   All t h e  st e p s   w er e f oll o w e d  a s  p er t h e
m a n uf a ct ur er’ s i nt er a cti o n.  Si g n al i nt e n siti e s   w er e  b a c k gr o u n d- c orr e ct e d
a n d  n or m ali z e d  u si n g t h e  p o siti v e  a n d  n e g ati v e c o ntr ol s i n cl u d e d  o n t h e
arr a y.   U ntr e at e d   m e di a  s er v e d  a s  t h e  c o ntr ol,  a n d  all  d at a   w er e i niti all y
n or m ali z e d t o t hi s c o n diti o n.  T o s p e ci ü c all y a s s e s s t h e e û e ct  of  V P, a s e c-
o n d ar y  n or m ali z ati o n   w a s  p erf or m e d  u si n g t h e   M o N P  gr o u p  a s t h e r ef-
er e n c e.  Ta bl e S 3 ( S u p p orti n g I nf or m ati o n) i n cl u d e s t h e  d at a fr o m t hr e e
i n d e p e n d e nt  bi ol o gi c al r e pli c at e s.

St atisti c al   A n al ysis : All t h e d at a v al u e s   w er e d eri v e d fr o m at l e a st t hr e e
i n d e p e n d e nt  e x p eri m e nt s f or c o m pr e h e n si v e  a n al y si s.   All t h e r e s ult s  a n d
d at a   w er e  pr e s e nt e d  a s   m e a n ± st a n d ar d  d e vi ati o n ( m e a n ± S D).  St ati s-
ti c al si g ni ü c a n c e   w a s e v al u at e d  u si n g  St u d e nt’ s t-t e st  a n d  o n e- w a y  a n al y-
si s of v ari a n c e ( A N O V A)   wit h T u k e y’ s   m ulti pl e c o m p ari s o n.   A n al y s e s   w er e
p erf or m e d  u si n g   Gr a p h P a d  Pri s m s oft w ar e ( Gr a p h P a d  Pri s m 1 0), a n d a  p
v al u e < 0. 0 5   w a s c o n si d er e d st ati sti c all y si g ni ü c a nt.

S u p p orti n g I nf or m ati o n

S u p p orti n g I nf or m ati o n i s a v ail a bl e fr o m t h e   Wil e y   O nli n e Li br ar y or fr o m
t h e a ut h or.

A c k n o wl e d g e m e nt s

T. M  a n d  T.- Y. W.  c o ntri b ut e d  e q u all y  t o  t hi s   w or k.  S. M.  a n d   H. A.  c o n-
tri b ut e d   wit h t h e  2 D  o pti mi z ati o n  st u di e s.  S o m e  p art  of  Fi g ur e s 1 a n d 6
w er e  p artl y  cr e at e d  u si n g  ü g ur e s  pr o vi d e d  b y  S er vi er   M e di c al   Art ( htt p s:
/ / s m art. s er vi er. c o m / ), li c e n s e d u n d er a  Cr e ati v e  C o m m o n s  Attri b uti o n 4. 0
U n p ort e d Li c e n s e. S M pr o vi d e d   G B 3 c ell s a n d g ui d a n c e   wit h   G S C st u di e s.
All a ut h or s r e vi e w e d a n d  pr o ofr e a d t h e   m a n u s cri pt.  K. W.   w o ul d li k e t o a c-
k n o wl e d g e s u p p ort fr o m   NI H a w ar d  R 0 0 H L 1 3 5 4 1 6,   w hi c h c o ntri b ut e d t o
t h e  e arl y  d e v el o p m e nt  of t h e  n a n o p arti cl e s.   M. N.   w o ul d li k e t o  a c k n o wl-
e d g e   NI H  a w ar d  R 0 1 N S 1 2 3 0 3 8  a n d   N S F   C B E T   # 2 3 0 9 8 5 9 f or  s u p p orti n g
t hi s   w or k, s p e ci ü c all y o n t h e d e v el o p m e nt a n d bi ol o gi c al c h ar a ct eri z ati o n s
of G B M T O C m o d el s y st e m. K. W. a n d M. N. w o ul d li k e t o a c k n o wl e d g e
t h e   Ari z o n a   Bi o m e di c al  R e s e ar c h   C e ntr e f or s u p p orti n g t hi s   w or k t hr o u g h
a w ar d   # R F G A 2 0 2 4- 0 2 2- 0 2 7 –   M P O 2 0 2 5 0 0 1 6.

C o n ýi ct  of I nt er e st

T h e a ut h or s  d e cl ar e  n o c o n ýi ct  of i nt er e st.

D at a   A v ail a bilit y  St at e m e nt

T h e d at a t h at s u p p ort t h e ü n di n g s of t hi s st u d y ar e a v ail a bl e fr o m t h e c or-
r e s p o n di n g a ut h or  u p o n r e a s o n a bl e r e q u e st.

K e y w or d s

gli o bl a st o m a   m ultif or m e  ( G B M),   mi cr o ý ui di c s,  n a n o m e di ci n e,  t ar g et e d
d eli v er y, t u m or- o n- a- c hi p

R e c ei v e d: J ul y 1 4, 2 0 2 5
R e vi s e d:   A u g u st 2 2, 2 0 2 5

P u bli s h e d  o nli n e:

[ 1]  a)  F.   H a nif,  K.   M u z a û ar,  K.  P er v e e n,  S.   M.   M al hi,   U.  S.  S h, Asi a n  P a c.
J.   C a n c er  Pr e v. 2 0 1 7 , 1 8 , 3; b) D. Si p o s, B. L. R a p o s a, O. Fr ei h at, M.
Si m o n,   N.   M e ki s,  P.   C or n a c c hi o n e,   Á.  K o v á c s, C a n c ers 2 0 2 5 , 1 7 , 1 4 6.

[ 2]  a)   A.  P.   G hi a s e d di n,   D.  S hi n,  K.   M el ni c k,   D.   D.  Tr a n, C urr.  Tr e at.   O p-
ti o ns   O n c ol. 2 0 2 0 , 2 1 ,  7 6;  b)   B.   Or o n s k y,  T.  R.  R ei d,   A.   Or o n s k y,   N.
S a n d h u, S. J.  K n o x, Fr o nt.   O n c ol. 2 0 2 0 , 1 0 , 5 7 4 0 1 2; c)   A. S h er g ali s,   A.
B a n k h e a dIII,   U. L u e s a k ul,   N.   M u a n g si n,   N.   N e a m ati, P h ar m a c ol. R e v.
2 0 1 8 , 7 0 , 4 1 2;  d)   O.   G.  Ta yl or, J.  S.   Br z o z o w s ki,  K.   A.  S k el di n g, Fr o nt.
O n c ol. 2 0 1 9 , 9 , 9 6 3.

[ 3]   a) B. C. Pr a g er, S. B h ar g a v a, V. M a h a d e v, C. G. H u b ert, J. N. Ri c h,
Tr e n ds   C a n c er 2 0 2 0 , 6 ,  2 2 3;  b)  R.   C.   Gi m pl e,  S.   B h ar g a v a,   D.   Di xit, J.
N.  Ri c h, G e n es   D e v. 2 0 1 9 , 3 3 , 5 9 1.

[ 4]  a) J.   M.   H e d dl e st o n,   M.   Hit o mi,   M. V e n er e,   W.  A. Fl a v a h a n, K. Ya n g, Y.
Ki m, S.   Mi n h a s, J.   N.  Ri c h,   A.   B.   Hj el m el a n d, C urr.  P h ar m.   D es. 2 0 1 1 ,
1 7 ,  2 3 8 6;  b)   A.   M o st eir o,  L.  P e dr o s a,   A.  F err é s,   D.   Di a o,   À.  Si err a,
J.  J.   G o n z ál e z, Bi o m e di ci n es 2 0 2 2 , 1 0 ,  1 2 8 5;  c)   N.   A.   C h arl e s,  E.   C.
H oll a n d, C ell  Cy cl e 2 0 1 0 , 9 , 3 0 8 4.

[ 5]   a) D. A. A d er etti, V. V. V. Hir a, R. J. M ol e n a ar, C. J. F. v a n N o or d e n,
Bi o c hi m   Bi o p h ys   A ct a  R e v   C a n c er 2 0 1 8 , 1 8 6 9 ,  3 4 6;  b)   D.  S c hi û er,  L.
A n n o v a z zi,   C.   C a s al o n e,   C.   C or o n a,   M.   M ell ai, C a n c ers ( B as el) 2 0 1 8 ,
1 1 , 5.

[ 6]  a) J.   W a n g,  Y.   M a,   M.  K.   C o o p er, Tr a nsl   C a n c er  R es 2 0 1 3 , 2 , 4 2 9; b) T.
G.   A g ni h otri,  S.  S al a v e,  T.  S hi n d e, I.  Sri k a nt h,  V.   Gy a n a ni, J.   C.   H al e y,
A. J ai n, J o ur n al of t h e   N ati o n al   C a n c er   C e nt er 2 0 2 3 , 3 , 2 2 2.

[ 7]  a)   N.   C h arl e s,  E.   C.   H oll a n d, C ell  Cy cl e 2 0 1 0 , 9 , 3 0 8 4;  b)  V.  V.  V.   Hir a,
D.   A.   A d er etti,   C. J.  F.  v a n   N o or d e n, J.   Hist o c h e m.   Cyt o c h e m. 2 0 1 8 ,
6 6 , 3 4 9; c)   M.   D.   Br o o k s,  R.  S e n g u pt a, S.   C.  S n y d er, J.   B.  R u bi n, C urr.
P at h o bi ol.  R e p. 2 0 1 3 , 1 ,  1 0 1;  d)   G.  S e a n o, C urr   O pi n   O n c ol 2 0 1 8 , 3 0 ,
5 4.

[ 8]  a)  E. t er  Li n d e n,  E.  R.   A b el s,  T.  S.  v a n  S oli n g e, J.   N e efj e s,   M.  L.   D.
Br o e k m a n, C ells 2 0 2 4 , 1 3 , 9 9 8; b) I.   N o or a ni, J. d e l a  R o s a, N at.   C o m-
m u n. 2 0 2 3 , 1 4 , 5 9 0 9.

[ 9]   a) S. S. Ki m, J. B. H arf or d, K. F. Pir oll o, E. H. C h a n g, Bi o c h e m.  Bi o p h ys.
R es.   C o m m u n. 2 0 1 5 , 4 6 8 ,  4 8 5;  b)  S.   Z h a,   H.  Li u,   H.  Li,   H.  Li,  K.- L.
W o n g,   A.   H.   All, A C S   N a n o 2 0 2 4 , 1 8 , 1 8 2 0.

[ 1 0]  a) S. Tri v e di,  V.   B h o y ar,   N.   A k oj w ar,  V.   B el g a m w ar, N a n o Tr e n ds 2 0 2 3 ,
1 , 1 0 0 0 0 5;  b)  E.   N.   M at h e w,   B.   C.   B err y,   H.   W.  Ya n g,  R.  S.   C arr oll,   M.
D. J o h n s o n, I nt. J.   M ol.  S ci. 2 0 2 2 , 2 3 , 1 7 1 1.

[ 1 1]   A.   B ur g e s s,  K.  S h a h,   O.   H o u g h,  K.   H y n y n e n, Ex p ert  R e v.   N e ur ot h er.
2 0 1 5 , 1 5 , 4 7 7.

[ 1 2]   D.   Ni kit o vi c,  E.  K u k o v y a ki n a,   A.   B er di a ki,   A.  Tz a n a k a ki s,   A.  L u s s,  E.
Vl a s ki n a,   A.  Ya g ol o vi c h,   A.  Ts at s a ki s,   A.  K u s k o v, C a n c ers 2 0 2 4 , 1 6 ,
3 7 6 8.

[ 1 3]  a) E.   N.   M at h e w,   B.   C.   B err y,   H.   W. Ya n g, R. S.   C arr oll,   M.   D. J o h n s o n,
I nt. J.   M ol.  S ci. 2 0 2 2 , 2 3 ,  1 7 1 1;  b)   W.   H.   B a e,  S.   M ar a k a,   A.   D a h er,
Fr o nt.   O n c ol. 2 0 2 4 , 1 4 , 2 0 2 4.

[ 1 4]  a)   D.   H a m b ar d z u m y a n,   G.   B er g er s, Tr e n ds   C a n c er 2 0 1 5 , 1 ,  2 5 2;  b)
D.  F.   Q u ail, J.   A. J o y c e, C a n c er  C ell 2 0 1 7 , 3 1 ,  3 2 6;  c)   D.  Fri e d m a n n-
M or vi n s ki,   D.   H a m b ar d z u m y a n, J.   Cli n. I n v est. 2 0 2 3 , 1 3 3 , e 1 6 3 4 5 1.

[ 1 5]  a)  R.   H.  F a n g,   A.  V.  Kr oll,   W.   G a o,  L.   Z h a n g, A d v.   M at er. 2 0 1 8 ,

3 0 ,  1 7 0 6 7 5 9;  b)  S.   Z o u,   B.   W a n g,   C.   W a n g,   Q.   W a n g,  L.   Z h a n g,
N a n o m e di ci n e ( L o n d) 2 0 2 0 , 1 5 ,  6 2 5; c)   N.   D e s ai,  V.  Ta m b e,  P.  P of ali,
L. K. V or a, A d v a n c e d   N a n o Bi o m e d R es e ar c h 2 0 2 4 , 4 , 2 4 0 0 0 1 2; d) Y.   H e,
S.   Z h a n g,  Y.  S h e,   Z.  Li u,  Y.   Z h u,   Q.   C h e n g,  X. Ji, Ex pl or ati o n 2 0 2 4 , 4 ,
2 0 2 3 0 1 6 4; e)  V.   C h u g h,  K.  Vij a y a  Kri s h n a,   A.  P a n dit, A C S   N a n o 2 0 2 1 ,
1 5 , 1 7 0 8 0.

[ 1 6]   H.   C.   H u a n g,  T.  Y.   W a n g, J.   R o u s s e a u,   M.   Orl a n d o,   M.   M u n g ar a y,   C.
Mi c h a u d,   C.  Pl ai si er,   Z.   B.   C h e n,  K.   C.   W a n g, Bi o m at eri als 2 0 2 4 , 3 0 6 ,
1 2 2 5 0 5.

[ 1 7]   N.  Ya d a v,   B.   W.  P ur o w, J   N e ur o o n c ol 2 0 2 4 , 1 6 6 , 2 1 3.
[ 1 8]  S.   A b d ol a hi,   Z.   G h a z vi ni a n,  S.   M u h a m m a d n ej a d,   M.  S al e h,   H.

A s a d z a d e h   A g h d a ei,  K.   B a g h a ei, J o ur n al  of  Tr a nsl ati o n al   M e di ci n e
2 0 2 2 , 2 0 , 2 0 6.
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[ 1 9]  E.   A.   A dj ei- S o w a h,  S.   A.   O’ C o n n or,  J.  V el d h ui z e n,   C.  L o   C a s ci o,
C.  Pl ai si er,  S.   M e ht a,   M.   Ni k k h a h, A d v.  S ci.  ( Wei n h) 2 0 2 2 , 9 ,
2 2 0 1 4 3 6.

[ 2 0]   D.  Tr u o n g,  R.  Fi or elli,  E.  S.   B arri e nt o s,  E.  L.   M el e n d e z,   N.  S a n ai,  S.
M e ht a,   M.   Ni k k h a h, Bi o m at eri als 2 0 1 9 , 1 9 8 , 6 3.

[ 2 1]   C.  Pi c h ol- T hi e v e n d,   O.   A n e z o,   A.   M.  P etti w al a,   G.   B o ur m e a u,  R.
M o nt a g n e,   A.- M.  Ly n e,  P.- O.   G ui c h et,  P.   D e s h or s,   A.   B all e stí n,   B.
Bl a n c h ar d, J.  R e v eill e s,  V.   M.  R a vi, K. J o s e p h,   D.   H.   H eil a n d,   B. J uli e n,
S. L e b o u c h er, L.   B e s s e,  P. L e g oi x, F.   Di n gli, S. Li v a,   D. L o e w, E.   Gi a ni,
V.  Ri b e c c o,   C.  F ur u m a y a,  L.   M ar c o s- K o v a n d zi c,  K.   M a sli a nt s e v,  T.
D a u b o n, L.   W a n g,   A.   A.   Di a z,   O.  S c h n ell, et al., N at.   C o m m u n. 2 0 2 4 ,
1 5 , 3 6 0 2.

[ 2 2]  a)  T.  J.   M.   M a n o h ar a n,  K.  R a vi,   A.  P.  S ur e s h,   A.  P.   A c h ar y a,   M.
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