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1. UvOD

1.1. KULTURA STANICA

Kultivacija stanica je proces kojim se stanice uzgajaju na hranidbenim podlogama u
kontroliranim uvjetima. Stani¢ne kulture vaZzan su i neprocjenjiv materijal za proucavanje i
temeljna istrazivanja te nezamjenjiv alat kojim se otkrivaju temeljni biofizicki i biomolekularni
mehanizami kojima se stanice okupljaju u tkiva i organe. Pomocu njih otkrivamo kako ta tkiva
funkcioniraju i kako se ta funkcija mijenja uslijed patoloskog procesa (Duval i sur., 2017).
Izvrstan su model za otkrivanje i ispitivanje utjecaja lijekova te proucavanje karcinogeneze i
mutageneze (Jensen i Teng, 2020).

In vitro testovi na stanicama ukljucuju ispitivanja na primarnim stani¢nim kulturama, stani¢nim
linijama, dijelovima tkiva, kulturama organa. Razvijeni su kao alternativa klasi¢nim in vivo
testovima na pokusnim zivotinjama S$to je bilo potaknuto znanstvenim, a narocito etickim
razlozima. U laboratorijima koji provode ispitivanja na pokusnim laboratorijskim zivotinjama
nastoji se primjenjivati ,,3R pristup* (engl. Reduce, Refine, Replace) kojim se, zbog patnje i
boli, Zeli smanjiti broj Zivotinja koje se koriste za ispitivanja te se sugerira da se testovi na
zivotinjama zamijene alternativnim in Vvitro testovima gdje god je moguce (Radojci¢
Redovnikoviéi i sur., 2016).

Kulture stanica zapocinju usitnjavanjem tkiva tako da se dobije suspenzija stanica koja se zatim
stavlja u posudicu za kulturu s hranjivim medijem (Cooper i Hausman, 2004). Stanice rastu u
inkubatoru u mediju koji sadrzi potrebne hranjive tvari, ¢imbenike rasta i hormone. Kulture se
cuvaju u posebnim posudama u strogo kontroliranim temperaturnim uvjetima, obi¢no na 37 °C,
uz 5% CO2 195 % vlaznosti zraka (Biatkowska i sur., 2020). Vecina tipova animalnih stanica,
kao sto su fibroblasti i epitelne stanice, prihvacaju se za dno povrsine posudice i na njoj rastu.
Inicijalno uspostavljene stani¢ne kulture zovu se primarne stani¢ne kulture. Stanice u primarnoj
kulturi rastu dok ne prekriju povrsinu dna posudice u kojoj se nalaze. Nakon toga, stanice se
mogu izvaditi iz posudice i u razrijedenoj koncentraciji ponovno nasaditi §to predstavlja
sekundarnu kulturu. Taj proces presadivanja moze se ponoviti mnogo puta, no ve¢ina normalnih
stanica u kulturi ne moze beskonac¢no rasti. Na primjer, normalni fibroblasti covjeka mogu se
podijeliti 50 do 100 puta nakon Cega prestaju rasti i ugibaju. Nasuprot tome, embrionalne
maticne stanice kao 1 stanice tumorskoga podrijetla u kulturi imaju sposobnost neogranicene

proliferacije pa takve kulture nazivamo permanentnima (Cooper i Hausman, 2004).



S obzirom na nacin rasta kulture stanica, dijelimo ih na adherentne i suspenzijske stani¢ne linije.
Adherentne stani¢ne linije rastu u jednom sloju na umjetnoj podlozi, dok one koje slobodno
plutaju u mediju nazivamo suspenzijskim (Bradari¢, 2020).

Stanice su pri¢vrS¢ene na ravnu podlogu od stakla ili plastike, uglavnom u dvije dimenzije kao
monoslojevi pa se vecina stanica uzgaja dvodimenzionalnim (2D) metodama (Jensen i Teng,
2020). Zbog ograni¢enja 2D modela, vazan napredak u tehnikama stani¢ne kulture bio je
uvodenje trodimenzionalnih (3D) modela kultura stanica koje su se pokazale blizima prirodnim

sustavima in vivo (Ravi i sur., 2015).

1.2. TRODIMENZIONALNA (3D) KULTURA STANICA

Sve stanice u tijelu zive u 3D okruzenju koje je kljuéno za njihov metabolizam i rast. Fenotip i
funkcije svake stanice ovise o interakcijama sa susjednim stanicama, izvanstaniénom matriksu
I proteinima (Biatkowska i sur., 2020).

Trodimenzionalna kultura stanica, skrac¢eno 3D kultura, je kultura kojom se poboljsavaju uvjeti
rasta stanica u stani¢noj kulturi na nacin da im Se omoguéuje interakcija s medustani¢nim
tvarima pa na taj nacin dolazi do poboljSavanja stani¢nih interakcija (engl. "cell - to cell”) i
unutarstani¢ne signalizacije (Bradari¢, 2020). Trodimenzionalna tehnologija kulture stanica je
nova tehnologija kulture stanica koja moze simulirati rast stanica in Vivo pomocéu
trodimenzionalnih matrica (engl. scaffold) ili posebnih uredaja, a stanice mogu formirati tkiva
ili organe in vitro. Godine 1952. Aron Moscona izveo je klasi¢an eksperiment §to je na kraju
dovelo do danasnjih 3D modela kultura. Moscona je koristio tripsin za odvajanje stanica iz
embrionalnih organa pili¢a, a zatim smjestio stanice u bliski kontakt. Disocirane stanice su se
reagregirale kako bi formirale strukture koje odraZavaju izvorno tkiva iz kojeg su odvojene.
Ova vrsta kulture, gdje se stanice iz vise loza spajaju kako bi rekapitulirale izvorno tkivo, naziva
se organotipska kultura (Capes-Davis i Freshney, 2021). Znacajan napredak modeliranja
stanica bila je studija koja je pokazala da se pojedinacne mati¢ne stanice izolirane iz kripti
tankog crijeva odraslih miSeva mogu uzgajati i odrzavati u 3D kulturama u kojima su
regenerirale crijevnu niSu koja se sastojala od struktura slicnih resicama i potpuno
diferenciranih epitelnih stanica. Od tada se upotreba tkivnih 3D organoida u istrazivanju
modeliranja bolesti brzo prosirila (Bosakova i sur, 2022).

Zbog svojih prednosti nasiroko se koristi u medicinskim istrazivanjima, ukljucujuci istraZivanje
ponasanja samih stanica, njihove diferencijacije, migracije, invazije i mikrookruzenja. Velik
utjecaj imaju u proucavanju patoloskih procesa koji se zbivaju u stanicama uslijed raznih bolesti
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kao i u ispitivanju lijekova i terapijskih moguénosti kod pacijenata (Chen i Wang, 2020). 3D
modeli su doista kulture tkiva u svim znacenjima tog pojma - organoidne kulture razvijaju
slozene strukture koje odraZavaju ponasanje tkiva unutar izvornog zivog organizma (Capes-

Davis i Freshney, 2021).

1.3. USPOREDBA 2D I 3D STANICNIH KULTURA

Prije pojave 3D metoda kulture tkiva, mnoge studije koristile su ljudske primarne stanice i
stani¢ne linije izvedene iz zdravih ili tumorskih tkiva, uzgojene u jednoslojnim kulturama u
dvije dimenzije (Bosakova i sur., 2022). Kultura stanica u dvije dimenzije rutinski se i marljivo
provodi u tisu¢ama laboratorija diljem svijeta u posljednja Cetiri desetljeca, ali kao takva je
primitivna i ne reproducira anatomiju i fiziologiju tkiva. Stvaranje stanica u tri dimenzije je
relevantnije, ali pak zahtijeva multidisciplinarni pristup i stru¢nost (Haycock, 2011). Razmotrit

¢emo razli¢ite aspekte 2D i 3D kultura, glavne prednosti i nedostatke obje metode.

2D kulture stanica

Oblik stanica 2D stani¢nih kultura je ravan i izduZen jer stanice mogu rasti i Siriti se samo
dvodimenzionalno u prostoru, a rastu u jednom sloju na podlozi. Sve stanice u kulturi dobivaju
jednaku koli¢inu hranjivih tvari i ¢imbenika rasta iz medija pa su sve stanice u istoj fazi
stani¢nog ciklusa. Prilikom proucavanja utjecaja lijekova na ovim kulturama, stanice cesto
imaju malu otpornost na lijekove te lijekovi mogu vrlo lako izazvati apoptozu u stanicama
(Jensen i Teng, 2020). 2D modeli idealni su za visokoucinkoviti probir lijekova, a njihovo
generiranje iz stanicnih linija s histoloSkim i genetskim promjenama omogucuje modeliranje
razlicitih klinickih stanja 1 odgovora na lijekove. Vazna otkri¢a napravljena koriStenjem 2D
modela su primjerice spektar mutacija gena TP53 (engl. tumor protein P53) kod raka pluca,
mehanizmi otpornosti u EGFR (engl. epidermal growth factor receptor) mutiranim stanicama,
opis BRAF (engl. B-Raf protooncogene) mutacija u razli¢itim tumorima, ukljucujuéi i tumore

pluca (Bosakova i sur., 2022).

Iako je njihovo koristenje ucestalo i puno jeftinije od koristenja 3D modela, prate ih mnogi
nedostaci. Diferencijacija stanica je slaba, razmnozavanje neprirodno brzo, ekspresije gena i

proteina ¢esto se znatno razlikuju u usporedbi s in vivo modelima pa daju neto¢an prikaz stanica


https://link.springer.com/article/10.1007/s10529-020-03003-y#auth-Qiao-Chen
https://link.springer.com/article/10.1007/s10529-020-03003-y#auth-Youbin-Wang

in vitro u odnosu na ponasanje stanica u organizmu (Jensen i Teng, 2020). 2D stani¢ne kulture
ograni¢ene SU koli¢inom izvanstani¢nog matriksa u kulturi i njihovom nesposobnos¢u da
repliciraju morfologiju i strukturne znacajke nekog organa, primjerice plu¢a (Bosakova i sur.,
2022).

3D kulture stanica

Prirodni oblik stanice je oCuvan, a stanice rastu u trodimenzionalne agregate/sferoide u vise
slojeva. Hranjive tvari ne moraju biti ravnomjerno raspodijeljene medu svim stanicama pa
jezgre Cesto ostaju neaktivne jer primaju manje kisika i ¢imbenika rasta iz medija. Ovaj proces
nalikuje jezgri stanica u tumorskim stanicama $to omogucuje oponasSanje strukture i ponasanja
tumorske stanice in vivo. Stanice medusobno mogu komunicirati putem izmjene iona i molekula
i dobro su diferencirane. Imaju vecéu otpornost na lijekove te daju tocan i realan prikaz u¢inaka
I metabolizma lijekova. Ekspresije gena i proteina slicne su kao u stanicama in vivo.
Koristenjem ovih modela, smanjuje se potreba za koriStenjem Zzivotinjskin modela jer su
smanjene razlike izmedu in vitro i in vivo sustava (Jensen i Teng, 2020). lako 3D modeli imaju
mnoge prednosti u usporedbi s konvencionalnim 2D modelima, mnogi jo$ uvijek ne uspijevaju
u potpunosti prikazati dio dinamickih znacajki ljudskih organa, kao §to su npr. procesi izmjene
hranjivih tvari i plinova u plu¢ima ili mehanicke sile koje stvaraju pokreti disanja (Bosakova i
sur., 2022). Obi¢no su skuplje od 2D kulture stanica i zahtijevaju vise vremena, a moze biti

tesko ponoviti eksperimente te protumaciti podatke i dobivene rezultate (Jensen i Teng, 2020).

| 2D i 3D stani¢ne kulture su potrebne za napredovanje istrazivanja. Pokazalo se da
tradicionalne metode rasta stanica u dvije dimenzije mogu biti nedostatne za nove izazove
stani¢ne biologije 1 biokemije, kao i u farmaceutskim ispitivanjima (Lee i sur., 2008).

3D stani¢na kultura je dokazala da ima potencijal potpuno promijeniti nacin na koji se testiraju
novi lijekovi, modeliraju bolesti, koriste mati¢ne stanice i transplantiraju organi. Prednosti
uzgoja 3D stanica su superiornije u odnosu na 2D uzgoj stanica pa i njihova primjena postaje
uobicajenija. Kako se tehnike tkivnog inzinjerstva budu poboljsavale, poboljsavat ¢e se i modeli

tumora, terapije i metodologije testiranja bolesti (Jensen i Teng, 2020).



1.4. PLUCNE BOLESTI

Plu¢ne bolesti su vrsta bolesti koje zahvacaju pluca i druge dijelove diSnog sustava. Mogu biti
uzrokovane infekcijom, pusenjem, udisanjem radona, azbesta ili drugih oblika onecis¢enja
zraka (www.cancer.gov).

Postoji veliki broj plu¢nih bolesti, a neke od naj¢es¢ih su: pneumonija koja je uzrokovana
infekcijom bakterijama, virusima ili gljivicama; kroni¢na opstrukcijska plu¢na bolest (KOPB)
koja uzrokuje suzenje di$nih puteva, a najces¢i uzrok je pusenje cigareta; astma koja ukljucuje
kroni¢nu upala disnih puteva pa dovodi do suZenja i oticanja diSnih puteva; tuberkuloza koju
uzrokuje Mycobacterium tuberculosis te zloc¢udni tumor pluéa koji se razvija u plu¢nom tkivu.
Ukljuéuju i intersticijske pluéne bolesti poput plu¢ne fibroze koja utjece na intersticijsko tkivo
§to dovodi do osteCenja pluénog tkiva, oteZavajuci razmjenu kisika i ugljikovog dioksida.
uzroka smrti u svijetu. Bolesti poput astme takoder pogadaju milijune ljudi diljem svijeta i
pokazuju sve vecu prevalenciju. lako se smrtnost od astme smanjila tijekom posljednjih
desetljeca, nije dostupna nikakva kurativna terapija, a osobna ogranicenja u svakodnevnim
zivotnim aktivnostima i dalje postoje (Zscheppang i sur., 2018). Epitelne stanice disnih puteva
sluze kao prva linija obrane protiv napada patogena ili upalnih podrazaja. U skladu s tim, 3D
modeli pluéa poput organoida i sferoida su iskoristeni za razumijevanje kako
funkcija/disfunkcija epitelnih stanica doprinosi patogenezi raznih upalnih pluénih bolesti i
infekcija (Bosadkova 1 sur, 2022).

Ovaj diplomski rad sadrzi pregled zahtjeva 1 postignuca u istraZivanju patogeneze 1 terapijskih

mogucnosti navedenih pluénih bolesti koristec¢i 3D kulture.


http://www.cancer.gov)/

2. OBRAZLOZENJE TEME

Razvoj kultivacije stanica omogucuje sve veéu upotrebu primarnog ljudskog tkiva i stanica za
modeliranje bolesti poti¢u¢i razumijevanje ljudskih pluénih bolesti uz smanjenje upotrebe
zivotinja u biomedicinskim istrazivanjima (Zscheppang i sur., 2018). U proslosti su
primjenjivani razli¢iti modeli, od in vitro modela pluénih stanica do in vivo pokusa na
zivotinjama. U ovom podrucju istrazivanja Cesto se koriste zivotinjski modeli buduci da svim
modelima stanica nedostaje aspekt anatomije ili fiziologije plu¢a (Baldassi i sur., 2021).
Nedavne studije pokazale su da se ljudska plu¢a znaajno razlikuju od misjih modela u
anatomiji, u nekoliko kljuénih metaboli¢kih procesa kao i molekularnim putevima Koji
reguliraju razvoj i funkciju izvanstani¢nog matriksa pluca (Bosakova i sur., 2022). Na primjer,
misevi imaju samo 6-8 razina grananja diSnih puteva dok ljudi imaju do 20 ili vise. Takoder
nemaju respiratorne bronhiole usporedive s ljudskim. Imaju samo kratke terminalne bronhiole
koje se otvaraju ravno u alveolarne duktule. Stoga se tumacenje podataka izvedenih iz modela
glodavaca ne moze lako prevesti u ljudski kontekst. Ove su klju¢ne ¢injenice potaknule razvoj
alternativnih in vitro metoda kulture stanica usmjerenih na oponasanje respiratornog trakta
(Baldassi i sur., 2021). Budu¢i da postoje velike fizioloske razlike izmedu vecine Zivotinjskih
pluéa i ljudskih pluca, a zivotinjski modeli ne mogu u potpunosti rekapitulirati ljudsku bolest,
trodimenzionalni (3D) modeli stanica potrebni su i korisni za razumijevanje temeljnih
molekularnih i stani¢énih mehanizama u pluénim bolestima (Zscheppang i sur., 2018).
Trodimenzionalne stani¢ne kulture nasiroko se koriste u istrazivanjima tumora, interakcije i
diferencijacije stanica, procjene toksic¢nosti tvari i u¢inkovitosti potencijalnih lijekova te stoga
obetavaju popunjavanje praznine izmedu 2D uzgoja i1 eksperimenata na zivotinjama
(Biatkowska i sur., 2020). Uzgoj stanica kao trodimenzionalnih modela analogniji je njihovom
postojanju in vivo, moguce ih je ko-kultivirati s drugim stanicama i stani¢nim komponentama
koje se prirodno pojavljuju u njihovom mikrookruZzenju $to je klinicki relevantno (Breslin i
O'Driscoll, 2013). Uzevsi sve zajedno, postoji veliki globalni teret plu¢nih bolesti u rasponu od
ekonomske do individualne razine, a preduvjet za razumijevanje ovih bolesti i prepoznavanje
novih opcija lijeCenja je stvaranje i validacija slozenijih modela poput 3D modela koji bolje

oponasaju fizioloska tkiva (Zscheppang i sur., 2018).



Stoga hipoteza ovog preglednog diplomskog rada jest da primjena 3D stani¢nih kultura u
istrazivanju pluénih bolesti otvara nove perspektive za razumijevanje, dijagnostiku i lije¢enje

ovih kompleksnih bolesti.

Specifiéni ciljevi bili su:

e istraziti metode uzgoja 3D kulture stanica;

e ukazati na vaznost i prednosti koriStenja 3D stani¢nih kultura u odnosu na 2D stani¢ne
kulture 1 zivotinjske modele;

e Objasniti primjenu 3D stani¢nih kultura za razumijevanje patologije, dijagnostiku i
istrazivanje terapijskih moguénosti u lijecenju pluénih bolesti;

e obuhvatiti aktualne rezultate istrazivanja tumora pluca, kroni¢ne opstrukcijske pluéne
bolesti, astme, cisti¢ne fibroze i bolesti COVID-19 dobivene primjenom 3D stani¢nih

kultura.



3. MATERIJALI | METODE

Prilikom izrade ovog preglednog diplomskog rada prou¢avani su i koristeni brojni znanstveni
radovi bibliografskih baza podataka kao §to su PubMed, ScienceDirect i Hréak. Baze su
pretrazivane prema klju¢nim rije¢ima na engleskom jeziku: 3D cell culture, 2D cell culture,
organoids, spheroids, 3D cell culture methods, air-liquid interface, lung on a chip, pulmonary
disease, lung cancer, chronic obstructive lung disease, asthma, cystic fibrosis, COVID-109.
KoriSteni su udZzbenici iz podrucja biologije, a posje¢ivane su i mrezne stranice, ukljucujuéi

stranice globalnih biotehnoloskih tvrtki poput STEMCELL.

U ovaj pregledni diplomski rad ukljuceno je 60 literaturnih navoda.



4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. METODE UZGOJA 3D KULTURA

U tijelu se gotovo sve stanice nalaze u izvanstani¢nom matriksu koji se sastoji od slozene 3D
vlaknaste mreze sa Sirokom raspodjelom vlakana i praznina koje pruzaju slozene biokemijske
i fizicke signale. Konacni cilj dizajna 3D stani¢ne kulture je oponasSanje prirodnih znacajki
izvanstani¢nog matriksa u dovoljnoj mjeri da stanice funkcioniraju u simuliranom okruzenju
kao $to bi funkcionirale in vivo (Lee i sur., 2008). Molekule koje ¢ine izvanstani¢ni matriks
ukljuéuju proteine, glikoproteine, glikozaminoglikane, proteoglikane te ¢imbenike rasta, kao
§to su vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF), trombocitni ¢imbenik rasta (PDGF),
¢imbenik rasta hepatocita (HGF) (Breslin i O'Driscoll, 2013). Ti ¢imbenici rasta i proteini igraju
kljuénu ulogu u regulaciji stanicne proliferacije, migracije, diferencijacije, adhezije i
prezivljavanja stanica (Jensen i Teng, 2020).

Pri ulasku u tre¢u dimenziju, istrazivaci trebaju razmotriti dizajn skela/matrica (engl. scaffold)
ili upotrebu bioreaktora za kontrolu izmjene hranjivih tvari i otpadnih proizvoda (Haycock,
2011). S obzirom na koristenu tehnologiju uzgoja kulture, odnosno primjenu trodimenzionalnih
matrica, kulture dijelimo na 3D kulture bez matrice (engl. scaffold-free) i 3D kulture s matricom
(engl. scaffold-based). U kulturama koje se temelje na matricama, stani¢ne suspenzije se
nasaduju na matrice koje sluze kao skele na koje stanice prijanjaju i odreduju trodimenzionalni
oblik dobivene stani¢ne kulture (Harb i sur., 2021). Najbitnija karakteristika matrice je njezina
porozna struktura. Porozna struktura olakSava infiltraciju stanica, stvaranje sferoida, transport
hranjivih tvari i metabolita, izmjenu plinova, dopremanje lijekova do stanica te otklanjanje
otpadnih molekula. Postoje dvije vrste matrica — prirodne i sinteticke. Prirodne matrice
ukljuCuju izvanstani¢ni matriks ili amnionsku tekuc¢inu dobivenu iz tkiva, a Sinteticke su
izgradene od biomaterijala, najées¢e polimera koji mogu biti prirodni (kolagen, fibrin) i
sintetski (polistiren, polikaprolakton) (Jani¢, 2019). Danas se koriste tehnike temeljene na
matrici kao $to je potpora na bazi hidrogela, potpora na bazi polimernih tvrdih materijala,
hidrofilna staklena vlakna i organoidi, a svaka od njih ima svoje prednosti i primjene. Isto tako
se koriste i tehnike bez matrice kao $to su metoda visece kapi i magnetska levitacija koje su
jedinstvene po svojoj sposobnosti slobodnog rasta i kao rezultat toga pruzaju posebne prednosti
(Jensen i Teng, 2020).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Haycock+JW&cauthor_id=21042962

Bitno je napomenuti da se ovo podrucje brzo razvija i da danas postoje mnoge metode i vrste
tehnologija uzgoja 3D stani¢nih modela od kojih su u ovom diplomskom radu spomenute samo

neke od njih.

4.2. METODE UZGOJA NA MATRICAMA

4.2.1. Hidrogelovi

Stanice se smjeStaju u matrice ili hidrogelove koji imaju sposobnost oponasanja prirodnog
izvanstani¢nog matriksa u tkivu. Ovi materijali pruzaju podrsku za rast stanica i omogucuju
njihovu interakciju s okolnim matriksom (Langhans, 2018). Hidrogelovi su vrsta materijala koji
se sastoje od mreze polimera koja je natopljena vodom. Ova mrezasta struktura polimera
omogucava hidrogelovima da zadrZe velike koli¢ine vode unutar svoje strukture. Sadrze krizno
povezane prirodne materijale kao $to su agaroza, fibrin, kolagen i laminin (Jani¢, 2019).
Dopustaju topljivim tvarima kao $to su citokini i ¢imbenici rasta da putuju kroz gel (Langhans,
2018). Hidrofilna priroda hidrogelova, kemijska stabilnost, bioloska kompatibilnost i potencijal
biorazgradljivosti u¢inili su ih prikladnim modelom za 3D studije stani¢nih kultura. Posebno su
koristeni za postizanje dubljeg uvida u proces virusne infekcije istrazuju¢i kako virioni
difundiraju u izvanstani¢ni matriks prije nego $to se pri¢vrste na stanice. Stovise, hidrogelovi
su bili idealni za pruzanje 3D okruZenja za proucavanje odgovora stanica na virusne infekcije,
kao i za proucavanje djelovanja antivirotika (Harb i sur., 2021). Upravo zbog vjernog
oponasanja izvanstani¢nog prostora ¢esto su primjenjivani i u tumorskim istrazivanjima (Janic,

2019).

4.2.2. Organoidi

Kako bi se prevladala ogranic¢enja klasi¢nih 2D kultura, koristenje organoida plu¢nog tkiva u
podrudju istrazivanja plucéa veliko je otkri¢e. Organoidi su slozeni viSestanicni trodimenzionalni
in vitro modeli koji su dizajnirani da omoguce proucavanje molekularnih patoloskih procesa
ljudskih organa (Bosakova i sur., 2022). Predstavljaju funkcionalnu jedinicu koja se sastoji od

hijerarhije mati¢nih stanica i diferenciranih stanica, a mogu se izvesti iz razlicitih tipova stanica
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kao Sto su ljudske pluripotentne matic¢ne stanice ili tumorske stanice koje se ugraduju u
izvanstani¢ni matriks (Kim i sur., 2019).

Koristenje 3D organoida kao alata za razumijevanje razvoja i funkcije plu¢a ima veliki
potencijal za istraZivanje genetskih poremecaja pluca kao §to je cisti¢na fibroza i u bolestima
kao $to su kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest (KOPB) i plu¢ne infekcije, a narocito tumori
(Bosakova i sur, 2022). Znanstvenici uzgajaju modele razli¢itih tumora koriste¢i organoide
uzgojene iz stanica tumora pacijenata. Stanice tumora izvedene su iz nekoliko uzoraka ljudskih
primarnih tumora, uklju¢ujuci rak debelog crijeva, gusterace, prostate, jetre, dojke i mokra¢nog
mjehura, a koristene Su za uspostavljanje organoida koji uspje$no rekapituliraju tumorska tkiva
in vivo. Stoga su organoidi tumora izvedeni iz tkiva pacijenta predlozeni kao alternativni in
vitro modeli koji odrzavaju karakteristike tumora (Kim i sur., 2019). Modeliranjem tumora
testira se terapija i lijeCenje od pacijenta do pacijenta. Takoder su pokazali kapacitet da bi
jednog dana mogli pomo¢i u alternativnoj metodi transplantacije organa (Jensen i Teng, 2020).
Sada je moguce razviti biobanku organoida pacijenata i koristiti te kulture za probir lijekova
(Freshnley, 2021).

Organoidi predstavljaju budu¢nost modeliranja plu¢nih bolesti budué¢i da omogucuju dugotrajni
uzgoj ljudskog pluénog tkiva zadrzavaju¢i mnoge od njegovih fenotipskih 1 funkcionalnih
karakteristika. IskoriStavanje potencijala koje organoidi mogu ponuditi poboljsat ¢e terapije i
dijagnostiku te time kona¢no poboljsati kvalitetu zivota ljudi pogodenih raznim pluénim

bolestima (Bosakova i sur., 2022).

Slika 1: Morfoloska i histoloska usporedba organoida tumora plu¢a uzgojenog 3D metodom

(lijevo) i nativnog tkiva in vivo (desno) (preuzeto iz www.sigmaaldrich.com).
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4.3. METODE UZGOJA BEZ MATRICA

3D kulture bez matrice oslanjaju se na stacionarne ili rotacijske sile koje agregiraju stanice u
sferoide. Prema tome se dijele na staticke 1 dinamicke sustave. Jedna znacajka koja razlikuje
kulture bez matrica je prevladavanje interakcija stanica-stanica umjesto stanica-izvanstani¢ni
matriks ¢ime je omogucéena prirodna agregacija i razvoj sferoida sli¢an razvoju videnom in vivo

tijekom formiranja organa (Harb i sur., 2021).

4.3.1. Metoda visece kapljice

Viseca kap (engl. hanging drop) jedna je od metoda dobivanja stani¢nih kultura bez matrica.
Ova metoda ne zahtijeva specijaliziranu opremu i uklju¢uje male koli¢ine stani¢ne suspenzije
(maksimalno 50 uL). Najjednostavniji nacin dobivanja stani¢ne kulture jest da se suspenzija
stanica ispipetira u posebne jazice bez dna koje se okre¢u naopako tako da stani¢na suspenzija
postane viseca kap koju drzi povrSinska napetost. Stanice ostaju u izravnom kontaktu jedne S
drugima i s izvanstani¢nim matriksom (Biatkowska i sur., 2020). Takoder se moze koristiti i
Petrijeva zdjelica na koju se ispeptira suspenzija ¢ijim zatvaranjem opet nastaju viseée kapi.
Petrijevu zdjelicu treba napuniti fosfatnim puferom kako ne bi doslo do dehidracije kapljica
(Jani¢, 2019). Stanice se akumuliraju i tako stvaraju sferoide samoagregacijom djelovanjem
gravitacije (Jensen i Teng, 2020). Prednosti ove metode su da je jednostavna, primjenjuje se u

dugotrajnim istrazivanjima i gotovo je 100 % reproducibilna (Jani¢, 2019).

4.3.2. Magnetska levitacija

Magnetska levitacija izvodi se ubrizgavanjem magnetskih nanocestica u stanice koje
omogucuju agregaciju stanica u sferoid kada su izloZzene vanjskom magnetu (Jensen i Teng,
2020). Stanice se udruzuju u 3D stani¢nu kulturu i proizvode izvanstani¢ni matriks. U ovoj
tehnici magnetska sila nadvladava gravitacijsku, a nakon djelovanja magnetskih sila sferoidi
nastaju u roku od nekoliko sati tako da uslijed izlaganja stanica magnetu, stanice po¢nu levitirati

i formirati sferoidnu strukturu (Biatkowska i sur., 2020).
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4.4. 3D BIOPRINTING

Tehnologija 3D Dbioprintinga Kkoristi racunalne metode i1 3D pisate za Stvaranje
trodimenzionalnih struktura stanica. Stanice se ispisuju sloj po sloj kako bi se formirala Zeljena
tkivna struktura sli¢na tkivu in vivo istovremenim i preciznim taloZenjem stanica, bioloskih
materijala i potpornog matriksa u slojevima (Harb i sur., 2021).

Nedavna studija istrazivackog tima iz Juzne Koreje provedena je za izradu 3D modela
alveolarne barijere tehnikom 3D bioprintinga koristeci Cetiri ljudske alveolarne stani¢ne linije
(Kang i sur., 2021). Model je uspjesno simulirao strukturu i funkciju ljudskih aleveola i koristen
je za ispitivanje antivirusnog odgovora. Kada je model alveolarne barijere zarazen
respiratornim patogenima kao $to je virus influence A, tijek infekcije i imunoloski odgovor bili
su sli¢ni stvarnom tkivu. Unato¢ prednostima ovih tehnika 3D bioprintinga, njihova je uporaba
ograniena zahtjevima sloZenih i skupih tehnologija. Moguénost bioprintinga potpuno
funkcionalnih organa jos§ uvijek nije u potpunosti dostupna, ali ova tehnologija neprestano

napreduje (Harb i sur., 2021).

4.5. ,PLUCA NA CIPU%

Tijekom proteklog desetljeca, razvoj 1 napredak u mikroproizvodnji i biomaterijalima potaknuo
je razvoj mikroinzenjerskih modela tkiva i organa (engl. organs-on-a-chip) kao alternativu
zivotinjskim 1 staniénim modelima. Ova najsuvremenija tehnologija koriStena je za oponaSanje
ljudske fiziologije za istrazivanje mnoStva stani¢nih 1 biomolekularnih procesa koji su ukljuceni
u patolosku osnovu bolest (Nguyen i Ahsan, 2023). Takoder reproducira slozene odgovore na
razini organa na bakterije i upalne citokine unesene u alveolarni prostor. Ovaj pristup omogucio
je mikroproizvodnju modela krvnih Zila, miSi¢a, kostiju, diSnih puteva, jetre, mozga, crijeva i
bubrega. Razvijen je visenamjenski mikrouredaj koji reproducira strukturna i funkcionalna
svojstva ljudskog alveolarno-kapilarnog sucelja, $to je temeljna funkcionalna jedinica Zivih
pluca. To je postignuto proizvodnjom mikrofluidnog sustava koji sadrzi dva blisko postavljena
mikrokanala odvojena tankom (10 pm) poroznom fleksibilnom membranom. Membrana je
oblozena izvanstani¢nim matriksom (fibronektin ili kolagen), a ljudske alveolarne epitelne
stanice i ljudske plué¢ne mikrovaskularne endotelne stanice su uzgajane na suprotnim stranama
membrane (Huh i sur., 2010). Tijekom normalnog udisaja, intrapleuralni tlak se smanjuje,
uzrokujuéi Sirenje alveola Sto rezultira rastezanjem alveolarnog epitela i1 blisko postavljenog
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endotela u susjednim kapilarama. Mikro¢ipom se oponasa ovo rastezanje pod atmosferskim
pritiskom, ugradnjom dviju ve¢ih bo¢nih mikrokomora. Kada vakuum djeluje na te komore,
dolazi do elasti¢ne deformacije tanke stijenke koja odvaja mikrokanale koji sadrze stanice od
bo¢nih komora; to uzrokuje rastezanje membrane i prianjajucih slojeva tkiva. Kada se vakuum
oslobodi, elasti¢ni trzaj membrane uzrokuje opustanje same membrane i prijanjajucih stanica u
njihovo prijasnje stanje. Ovaj dizajn replicira dinamicko mehanic¢ko izobli¢enje alveolarno-

kapilarnog sucelja uzrokovano pokretima disanja (Huh i sur., 2010).

,,Plu¢a na ¢ipu“ dobar su predklinicki model jer zadrzavaju heterogenost izvornog tumorskog
tkiva Sto omogucuje personalizirano modeliranje bolesti, otvaraju¢i novi smjer za
personalizirano i precizno lije¢enje raka pluc¢a. Pokazuju visok stupanj genotipske i fenotipske
konzistentnosti s izvornim klini¢kim uzorcima, koji uzimaju u obzir jedinstvene genetske i
molekularne karakteristike tumora svakog pacijenta. Testira se osjetljivost pojedina¢nih tumora
na razlidite tretmane i za razvoj personaliziranih strategija lijeCenja za pacijente na temelju
njihovih specifiénih karakteristika tumora (Zeng i sur., 2023). U kolovozu 2022. godine
Agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) je prvi put odobrila
novi lijek (NCT104658472) za klinicka ispitivanja $to se temeljilo isklju¢ivo na pretklinickim

podacima o ucinkovitosti dobivenima iz studija organoida na ¢ipu (Zeng i sur., 2023).

» Epitel Zrak

Vakum

Slika 2: Prikaz dizajna mikrouredaja "plu¢a na ¢ipu”. Uredaj za oponaSanje pluca koristi
mikrokanale za stvaranje alveolarno-kapilarne barijere na tankoj poroznoj fleksibilnoj
membrani obloZenoj izvanstani¢énim matriksom, a epitelne i ednotelne stanice se nalaze sa
suprotnih strana membrane. Uredaj rekreira fizioloske pokrete disanja primjenom vakuuma na

bo¢ne komore (preuzeto i prilagodeno prema Huh i sur., (2010) uz dopustenje izdavaca).
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Sindrom akutnog respiratornog distresa (ARDS) je teSko stanje pluca s visokom smrtnoscu i
razli¢itim uzrocima, ukljucujuéi infekciju pluéa. Trenutno nije dostupno specificno lijeCenje i
potrebno je vise istrazivanja s ciljem boljeg razumijevanja patofiziologije ARDS-a. Model
»plu¢a na Cipu“ je koriSten za istrazivanje migracije i ekstravazacije imunoloskih stanica
tijekom upale pluca. Trokanalni perfuzibilni sustav upale na ¢ipu oponasa plué¢nu endotelnu
barijeru, izvanstani¢ni matriks i upalnu epitelnu barijeru plu¢a. Uspostavljen je kemotakticki
gradijent preko hidrogela izvanstani¢nog matriksa $to dovodi do migracije imunoloskih stanica
kroz endotelnu barijeru. Istrazivanjem je oktriveno da ekstravazacija imunolo$kih stanica ovisi
o prisutnosti endotelne barijere, o gustoc¢i i krutosti izvanstani¢nog matriksa te o profilu protoka

(van Os i sur., 2023).

Oksidacijski stres i upala izazvana puSenjem cigareta povezani su s patoloskim procesom raznih
kroni¢nih respiratornih bolesti, uklju¢ujuéi astmu, emfizem, KOPB i rak. Za jedno istrazivanje
izradena su ,,plu¢a na ¢ipu* koja su izlozena dimu cigareta te je ispitana pojava oksidacijskog
stresa i upale. Rezultati su pokazali da stani¢no oStecenje, oksidacijksi stres i upalni odgovor
izazvan dimom cigarete u ¢ipu ovise o koncentraciji dima i vremenu nakon izlaganja dimu (Xue

i sur., 2023).

4.6. 3D MODELI U ISTRAZIVANJU PLUCNIH BOLESTI

Tijekom posljednjih desetljeca tkivno inZenjerstvo postiglo je ogroman napredak.
Uspostavljeno je nekoliko in vitro modela za proucavanje respiratornih bolesti ¢iji je cilj
poboljsati nase razumijevanje (pato)fizioloskih procesa. Trenutno su dostupni in vitro modeli
plu¢a svih vaznih segmenata diSnog sustava, pocevsi od nosne Supljine 1 dusSnika do

proksimalnih i distalnih di$nih puteva (Zscheppang i sur., 2018).

Za modeliranje ljudskog diSnog sustava mogu se koristiti razli¢ite vrste stanica, ukljucujuci
besmrtne respiratorne stanicne linije 1 primarne stanice zivotinjskih ili ljudskih donora. Iako je
koriStenje besmrtnih stani¢nih linija i primarnih stanica iz Zivotinja uobiCajeno, rezultati
dobiveni pomoc¢u ovih modela nisu izravno primjenjivi na ljude (www.stemcell.com). Modeli
stani¢ne kulture epitela ljudskih plu¢a temelje se na primarnim stanicama, ukljucuju¢i ljudske

bronhijalne epitelne stanice ili pluripotentne mati€ne stanice. Kako bi se potaknula
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diferencijacija stanica, stanice se obi¢no uzgajaju na biokompatibilnim skelama ili matricama
kako bi oponasale prirodni okolis. Najcesée koriStene stani¢ne linije epitela pluca su Calu-3,
H441, 16HBE140- i A549 (Zscheppang i sur., 2018). Komercijalno dostupni 3D modeli
dobiveni od zdravih i oboljelih od respiratornih bolesti imaju veéu fiziolosku relevantnost.
Prednosti ovih komercijalnih modela u odnosu na nekomercijalne primarne stanice ukljucuju
spremnu upotrebu odmah, manju varijabilnost od serije do serije i duze vrijeme skladiStenja.

To omogucuje njihovu upotrebu za dugotrajne studije (Silva i sur., 2023).
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Tablica 1: Prikaz 3D modela koriStenih u istrazivanju pluénih bolesti te njihove glavne

prednosti i nedostaci (prilagodeno iz Zscheppang i sur., 2018).

Granica medij-zrak

Dugotrajna kultivacija
(tjedni do mjeseci)

Moguca perfuzija

Veliki izbor funkcionalnih
studija

Simulacija disajnih pokreta
pluca

Visoka ponovljivost
podataka

Niske varijabilnosti od serije
do serije

Moze se oponasati nekoliko
bolesti

Nedostatak slozenosti
Nedostatak mogucnosti
izmjene

Sferoidi

Jednostavna metoda
Omogucuje ko-kulturu s
razli¢itim tipovima stanica

Kratkotrajna kultivacija (sati
do dani)

Eksplantanti plu¢nog tkiva

Model stani¢nog i
molekularnog
medudjelovanja
Moguce snimanje zivih
stanica

Genetske modifikacije
postaju moguce

Kratkotrajna kultivacija (do
96 h)

Nema sistemske perfuzije
Nema ventilacije

Genetske modifikacije i
dalje su teske

Izrezani reznjevi pluéa

Dugotrajna kultivacija (do 1
tjedna)

Zadrzava stanicnu i
strukturnu organizaciju
pluca

Potrebno je ispiranje
agarozom niske tocke
taljenja

Bronhijalni prstenovi

Izravno ispitivanje
bronhijalnih fizioloSkih
odgovora, npr. kontrakcija

Kratkotrajna kultivacija (sati
do dani)

Ex vivo perfuzirana i
ventilirana ljudska pluéa

Ispitivanje stvaranja edema
pluca, kapaciteta
oksigenacije, vaskularne
reaktivnosti, bakterijske
infekcije 1 terapije mati¢nim
stanicama

Ograni¢ena dostupnost
Do sada se uzgajalo samo na
nekoliko sati

Modeli temeljeni na
matricama

Odrzavaju karakteristike
odgovarajucih patologija
bolesti

Kultivacija do 1 mjeseca

Ogranicen pristup hranjivim
tvarima i kisiku u unutarnjim
dijelovima matrice
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4.6.1. Granica medij-zrak

Vazan korak za poboljsanje 3D modela je kultura pluénih epitelnih stanica uzgojenih na granici
medij-zrak (engl. air-liquid interface, ALI) zbog povecane izlozenost kisiku i zraku.
Bronhijalne epitelne stanice uzgojene u uvjetima ALI razvijaju trodimenzionalni, viSestani¢ni
epitel koji se sastoji od bazalnih stanica, stanica s trepetljikastom povrSinom i vréastih stanica

(Zscheppang i sur., 2018).

Definiraju¢a znacajka ALI kulture je da je bazalna povrSina stanica u kontaktu s tekué¢im
medijem kulture, dok je apikalna povrSina izloZena zraku ¢ime se oponaSaju uvjeti koji se
nalaze u ljudskim di$nim putevima (www.stemcell.com). Kulture se dobivaju nasadivanjem
stanica na polupropusnu podlogu i uklanjanjem medija s apikalne strane nakon adhezije stanica.
Ovo eksperimentalno stanje omogucava vise kisika i pomice stani¢no disanje u acrobnije stanje.
Posljedi¢no se ubrzava oksidacijski stani¢ni metabolizam $to poti¢e stani¢nu diferencijaciju
(Silva i sur. 2023). ALl modeli stoga omogucuju dobivanje relevantnih podataka o
respiratornom traktu buduci da se mogu konstruirati iz stanica koje potjecu od ljudi i stoga su
sposobni oponasati uvjete i stanja bliske onima in vivo (Baldassi i sur., 2021). Potice se
stvaranje gap-junctions i omogucuje bolje izlaganje stanica lijekovima pa su koristan model za
proucavanje propusnosti i transporta lijeka te istrazivanje molekularnih signalnih puteva (Silva
i sur., 2023). Nadalje, ALI kulture primarnih stanica donora s respiratornom boles¢u (npr. astma,
cistiCna fibroza, KOPB) rekapituliraju in vivo karakteristike bolesti, tvore¢i robusne in vitro

modele za proucavanje ovih bolesti (www.stemcell.com).

Nekoliko tvrtki se specijaliziralo za izradu ALI modela koji oponasaju morfologiju zdravog i
bolesnog ljudskog tkiva. Dva od ovih modela, dostupni pod markama MucilAir™ (Epithelix) i
EpiAirway™ (MatTek Corporation), napravljeni su od primarnih ljudskih epitelnih nazalnih i
bronhijalnih stanica. S dva druga modela koji izrazavaju drugaciji fenotip, EpiAlveolar™ i
SmallAir™, znanstvenici dodatno mogu analizirati utjecaj razli¢itih lijekova na donji
respiratorni trakt. Dvije vodece tvrtke u ovom podrucju, MatTek Corporation i Epithelix,
nedavno su razvile ko-kulture ALI epitelnih stanica i fibroblasta (EpiAirway™ FT, MucilAir™
HF) za napredniju analizu interakcije stanica i bolje oponasanje in vivo uvjeta. Ovi komercijalni
modeli otvaraju razli¢ite moguc¢nosti za daljnje modifikacije s drugim tipovima stanica,

bakterijama i virusima, ovisno o primjeni (Baldassi i sur., 2021).
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Slika 3: Primarne humane bronhijalne epitelne stanice uzgojene na granici medij-zrak (A)
reprezentativne su bronhijalnom epitelu in vivo (B) (preuzeto i prilagodeno prema

www.stemcell.com)

4.6.2. Stani¢ni sferoidi

Stani¢ni sferoidi jedni su od najéeSce koriStenih 3D modela u istrazivanju pluénih bolesti zato
Sto su jednostavni, a njihovo se stvaranje temelji na agregiranju stanica. Stanice se aglomeriraju
u 3D sferoidne strukture zbog membranskih proteina (integrina) i proteina izvanstani¢nog
matriksa koji simuliraju organizaciju stanica u tkivu. Stanice unutar sferoida u bliskom su
kontaktu ¢ime se omogucuje fizicki kontakt i stani¢na signalizacija kakva je prisutna u
stanicama i tumorima in vivo (Biatkowska i sur., 2020). Stanice su u razli¢itim fazama rasta
smjesStene u razlicitim slojevima. Vijabilne stanice koje su ve¢inom u S fazi stani¢nog ciklusa
smjeStene su u vanjskom sloju sferoida 1 izloZene lako dostupnom izvoru hranjivih komponenti
iz staniénog medija. SrZz sferoida je hipoksi¢na zona s nekroticnim srediStem, odnosno
stanicama koje se pretezito nalaze u nekrozi ili apoptozi (Jani¢, 2019). Postoji nekoliko metoda
za uzgoj stanica u sferoidima poput metode temeljene na matricama ili hidrogelovima ili
metode visece kapi koje ne koriste matrice. Sferoidni model sluzi kao most izmedu
konvencionalnih dvodimenzionalnih sustava kulture i tumora in vivo. Vjeruje se da sferoidi
oponas$aju ponasanje tumora ucinkovitije od obi¢nih dvodimenzionalnih (2D) stani¢nih kultura
jer, poput tumora, sadrze i povrSinski izloZene i duboko ukopane stanice, proliferirajuce 1
neproliferirajue stanice te hipoksi¢ni centar s dobro oksigeniranim vanjskim slojem stanica
(www.moleculardevices.com). Takoder imaju svoju primjenu i u ispitivanju lijekova I

nanocestica te u modeliranju bolesti (Biatkowska i sur., 2020).
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Slika 4: Konfiguracija sferoidne kulture tumora. Plavom bojom su prikazane zive stanice
tumora, ljubi¢astom bojom su prikazane stanice pod oksidacijskim stresom, a sivom bojom su
prikazane nekroti¢ne stanice (preuzeto i prilagodeno prema Kamatar i sur., (2020) uz

dopustenje izdavaca).

4.6.3. Ograni¢enja 3D modela u istraZivanjima

Glavni nedostaci 3D modela su njihova slaba standardizacija koja je zahtjevna i oteZava
medulaboratorijsku ponovljivost. Jos jedna velika prepreka je nedostatak sloZenosti modela jer
se zivo tkivo in Vvivo jo§ uvijek ne moze u potpunosti oponasati ex vivo — vaskularizacija,
imunoloski odgovori i regeneracija tkiva jo§ nisu mogué¢i na svim modelima. Osim
standardizacije, potrebno je osmisliti nacin kako produljiti vrijeme kultivacije modela poput
eksplantiranih kultura plué¢nog tkiva i reZnjeva plu¢nog tkiva kako bi se omogucilo istraZivanje
dugotrajnijih procesa u plu¢ima. U tu se svrhu radi na implementaciji kultura eksplantata pluca
u mikrofluidne modele ¢ime bi se mogla poboljsati prehrana tkiva i trajanje kulture
(Zscheppang i sur., 2018). Jedan od uzroka visoke cijene lijekova i glavnih prepreka brzom
prepoznavanju novih toksina iz okolisa nedostatak je sustava eksperimentalnih modela koji
mogu zamijeniti skupe i1 dugotrajne studije na Zivotinjama. lako je ucinjen znacajan napredak
u razvoju modela stani¢nih kultura kao surogata tkiva 1 organa za ove vrste istrazivanja,
kultivirane stanice obi¢no ne uspijevaju odrzati diferencijaciju i ekspresiju funkcija specifi¢nih
za tkivo. Poboljsana organizacija tkiva moze se pospjeSiti uzgojem stanica u gelovima
trodimenzionalnog izvanstanicnog matriksa; medutim, te metode jo§ uvijek ne uspijevaju
rekonstituirati strukturne i mehanic¢ke znacajke cijelih zivih organa koje su kljuéne za njihovu

funkciju (Huh D, 2010).
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4.7. PRIMJENA U ISTRAZIVANJU PLUCNIH BOLESTI

Kroni¢na respiratorna upalna stanja uocena u bolesnika s astmom, cisti¢nom fibrozom i KOPB-
om glavni su uzroci smrti i morbiditeta diljem svijeta. Osim toga, rak pluca i respiratorne
infekcije, ukljucujuéi globalnu pandemiju bolesti COVID-19 (engl. coronavirus disease 2019)
od 2020. godine, Cesti su uzroci smrtnosti, Stoga se hitno traze uéinkovitije strategije lijeCenja,
posebice za bolesti koje uzrokuju ireverzibilnu destrukciju tkiva i gubitak funkcije pluca
(Baldassi i sur., 2021). Velika drustvena i medicinska potreba za boljim razumijevanjem
ljudskih pluénih bolesti potkrepljuje nuznost razvoja modela za proucavanje akutnih i kroni¢nih
pluénih bolesti. U tu svrhu, nedavno razvijene tehnike sada omogucuju inovativnu i smislenu

primjenu 3D modela u istrazivanju pluénih bolesti (Zscheppang i sur., 2018).

4.7.1. Tumor pluéa

~~~~~

oblika raka u svijetu pa tako i u Hrvatskoj (www.onkologija.hr). Rak pluéa je jedan od
najagresivnijih malignih tumora i ukljucuje dvije glavne vrste: rak plu¢a nemalih stanica (engl.
non-small cell lung cancer, NSCLC) i rak plu¢a malih stanica (engl. small cell lung cancer,
SCLC). Rak plu¢a nemalih stanica NSCLC ¢ini 85 % slucajeva raka pluca, ukljucujucéi tri
glavna podtipa: adenokarcinom, karcinom skvamoznih stanica i karcinom velikih stanica (Lu i
sur., 2019). Gotovo 90 % svih bolesnika s karcinomom plu¢a su pusaci ili bivsi pusaci, ali i
nepusaci takoder mogu razviti tumor. Tumor pluca ¢es¢i je kod muskaraca nego kod Zena, a
najcesce se dijagnosticira u osoba u dobi od 65. do 74. godine (www.cancer.gov). Prema
(www.onkologija.hr). Godisnje se otkrije viSe od 3000 novih slucajeva raka pluca, velikom
ve¢inom u pusaca. Nazalost, gotovo isti broj bolesnika umire svake godine od ove smrtonosne

bolesti (https://zdravlje.gov.hr). Petogodi$nje prezivljenje od karcinoma plu¢a u Sjedinjenim

Americkim Drzavama je oko 16 %, dok su podaci za Hrvatsku znacajno 1osiji te je petogodiSnje

prezivljenje oko 10 % (https://zdravlje.gov.hr).
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Budu¢i da konvencionalne 2D stani¢ne kulture nisu sposobne oponasati slozenu strukturu i
mikrookruzenje tumora pluca in vivo, 3D stani¢ne kulture i ko-kulture uvelike doprinose
istrazivanju patofiziologije tumorskih stanica, a takoder i otkrivanju lijekova protiv tumora
(Baldassi sur., 2021). Tumorske stanice uzgojene pomocu metoda 3D stani¢ne kulture zauzele
su srediSte pozornosti u istrazivanju biologije tumorskih stanica (Jensen i Teng, 2020).
Istrazivaci su proucavali nekoliko modela ranog raka pluca: uzorke tumora pacijenata s ranim
rakom pluca, genetski modificirane modele miSeva 1 organoide pluca. Izveli su organoide ili iz
mati¢nih stanica misjih pluéa ili iz pluénih stanica stvorenih od ljudskih induciranih
pluripotentnih mati¢nih stanica (hsci.harvard.edu). 3D tumorski sferoidi i organoidi medu
najkoristenijim su metodama kulture stanica u ovom podruéju i imaju glavnu primjenu u
istrazivanju rasta, proliferacije i invazije tumora te probira lijekova (Movia i Prina-Mello,
2023). Organoidi mogu oponasati visoku stani¢nu organizaciju, tumorsko mikrookruzenje i
stani¢ne interakcije in vivo tumorskog tkiva. Kao takvi, organoidi se koriste u razli¢itim

kontekstima od karcinogeneze do personalizirane medicine i razvoja lijekova (Bosakova i sur.,

2022).

Medutim, 3D sferoidi ne oponaSaju izravan kontakt epitela pluéa s plinovitom fazom, $to je
klju¢na znacajka strukture 1 funkcije respiratornog trakta. Posljedi¢no, te kulture nisu prikladni
modeli za ispitivanje u€inkovitosti lijekova u obliku aerosola. Za ispitivanje ucinkovitosti
inhalacijskih lijekova protiv raka, vazno je oponaSati izravan kontakt plu¢nog epitela s
plinovitom fazom. ALI kulture su jedini dostupan in vitro model koji moze reproducirati ovu
znaCajku (Movia i Prina-Mello, 2023). ALl sustavi se koriste za proucavanje tocnih
mehanizama malignih transformacija razli¢itih tipova stanica zbog njihove sli¢nosti s
fiziologijom ljudskih pluca. Sluze ne samo za karakterizaciju rasta tumora i mikrookruzenja
razli¢itih tipova stanica, ve¢ i za stjecanje dubljeg znanja o mehanizmima otpornosti kod raka
pluc¢a. Takvi modeli snazno poboljSavaju u¢inkovitost probira kemoterapeutika i kombinacija
lijekova te sluze kao prvi korak prije provodenja skupih pretklini¢kih ili klinickih studija in vivo
(Baldassi i sur, 2021).

OncoCilAir™ (Epithelix Sarl, Svicarska) je komercijalni 3D model ljudskog raka pluéa koji
kombinira funkcionalno rekonstituirani ljudski epitel diSnih puteva, ljudske pluéne fibroblaste
I stanice adenokarcinoma pluca koji se moze Koristiti za testiranje u¢inkovitosti lijekova,
ucinaka toksic¢nosti i recidiva tumora. Glavna prednost ovih modela je njihova sposobnost
dugoro¢nog uzgoja. OncoCilAir™ i EpiAirway® imaju vijek trajanja do 3 mjeseca, dok se

MucilAir™ moze uzgajati do 12 mjeseci Sto omogucuje dugoroc¢ne i ponovljene studije. Glavni
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nedostaci komercijalnih modela su nedostatak sloZzenosti i moguénost prilagodbe za odredene
primjene (Zscheppang i sur., 2018). Uspostavljeni su sloZeniji modeli raka plu¢a i tumora koji
sluze kao alati za prepoznavanje novih meta lijekova. Trodimenzionalni decelularizirani tkivni
matriks izveden iz pluca glodavaca recelulariziran je stani¢cnom linijom ljudskog raka pluca
kako bi se dobio model tumora koji se moze perfuzirati. Alternativno, opisan je 3D model
temeljen na kolagenskom gelu koji sadrzi stanice adenokarcinom ljudskih pluca, stanice

fibroblasta ljudskih pluca i makrofage (Zscheppang i sur., 2018).

U nastojanju da se shvati kako primarni rak plu¢a napreduje do metastatskog raka pluca,
provedena je studija u kojoj je koristen 3D uzgoj stanica za promatranje migracije stanica raka
pomocu Matrigel testova invazije (Xiong i sur., 2019). 3D testovi invazije izvedeni su na HN12
(stanice razvijene su iz tumorskih stanica ¢ovjeka s metastatskim planocelularnim karcinomom
glave i vrata) stanicama koje su nasadene u SeedEZ 3D prsten. Stanice su obojene Texas-
crvenim faloidinom nakon 10 dana rasta i promatrane pod fluorescentnim mikroskopom. Ono
Sto je studija otkrila upotrebom ovih metoda je da je NCKAP1 (engl. Nck-associated protein 1)
Visoko povezan s primarnim rakom pluc¢a nemalih stanica i metastazama u odnosu na normalna
plu¢na tkiva. Prekomjerna ekspresija NCKAP1 uzrokuje aktivaciju MMP-9 (engl. matrix
metallopeptidase 9) ¢ime se izazivaju invazija i metastaze. Koristenje Matrigela i 3D testova
invazije bili su kljuéni za razumijevanje veze izmedu NCKAPL i MMP-9 u shvacanju kako

primarni rak pluéa napreduje do metastatskog raka pluca (Jensen i Teng, 2020).

Istrazivaci koriste KRAS (engl. Kirsten rat sarcoma virus) mutirane tumore; KRAS mutacija
izaziva rak u alveolarnim progenitornim stanicama plu¢nih organoida. Zatim je upotrebljeno
sekvenciranje ribonukleinske kiseline (RNA) kako bi se vidjelo koji su geni eksprimirani i kada.
S vremenom se oucila smanjena ekspresija gena koji obiljezavaju zrele pluéne alveolarne
stanice, a povecéana je ekspresija gena ukljucenih u rani razvoj pluéa - biljega progresije raka
(hsci.harvard.edu).

Mnoge studije tumora pluca koriste 3D modele za terapijski probir i ispitavanje uc¢inkovitosti i
isporuke lijeka. Hai i sur. (2020) razvili su genetski modificirane misje organoide pluca za
oponasanje karcinoma skvamoznih stanica ljudskih pluca i upotrijebili ovaj model da pokazu
da lijecenje inhibitorom WEEI kinaze i blokadom proteina PD-1(engl. programmed cell death
protein 1) pojacava antitumorsku aktivnost T-stanica. WEEL1 kinaza je serin-treonin kinaza koja
regulira prijelaz kontrolnih tocaka iz G2 faze u fazu mitoze. Sprecava ulazak stanice u mitozu
kako bi se omogucio popravak deoksiribonukleinske kiseline (DNA) tijekom oStecenja (Kong
I Mehanna, 2021). PD-1 je protein koji se nalazi u T-stanicama i pomaze u odrzavanju i kontroli
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imunoloskog odgovora tijela. Neki antitumorski lijekovi, koji se nazivaju inhibitori
imunoloskih kontrolnih toc¢aka koriste se za blokiranje PD-1. Kada se ovaj protein blokira,
otpustaju se "koc¢nice" imunoloskog sustava i povecava se sposobnost T stanica da ubiju stanice
tumora (www.cancer.gov). Koriste¢i ovaj misji model i trodimenzionalni tumoroidni sustav
kulture provjerila se u¢inkovitost ovih antitumorskih lijekova. Pokazano je da inhibicija WEE1
izaziva oSteCenje DNA koje pokreée endogeni interferon tipa I i sustav prezentacije I
prepoznavanja antigena u primarnim tumorskim stanicama. Ovi dogadaji poticu c¢is¢enje
tumorskih stanica citotoksicnim T stanicama i smanjuju nakupljanje neutrofila koji infiltriraju
tumor. Korisna imunoloska svojstva inhibicije WEE1 kinaze dodatno su poboljsana dodatkom

anti-PD-1 terapije (Hai i sur., 2020).

4.7.2. Kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest

Kroni¢na opstrukcijska plu¢na bolest (KOPB) je pluéna bolest koja zahvaca male di$ne puteve,
pluéni parenhim kao i vece diSne puteve, a karakterizirana je progresivnom opstrukcijom i
smanjenim protokom zraka kroz diSne puteve koja u konacnici dovodi do zatajenja pluca
(Baldassi i sur., 2021). KOPB se zajedno s astmom smatra jednom od kroni¢nih bolesti disnog
sustava. Na temelju izvjeséa Svjetske zdravstvene organizacije, pogada vise od 250 milijuna
ljudi diljem svijeta, s vise od 90 % smrtnosti u zemljama s niskim i srednjim dohotkom
(Baldassi i sur., 2021). Zbog ove bolesti svake godine umre vise od 3 milijuna ljudi diljem
svijeta (Rabe i Watz, 2017).

Akutne egzacerbacije KOPB-a su epizode pogorSanja simptoma poput dispneje, gnojnosti
sputuma, ali mogu ukljucivati i slabije simptome poput zacepljenja nosa, iscjetka, piskanja,
grlobolje, kaslja, vrucice, umora, poremecaja sna ili ograni¢enje tjelesne aktivnosti. Vazni
uzroci egzacerbacija ukljucuju bakterije, viruse i one¢is¢enja zraka (Ritchie i Wedzicha, 2020).
KOPB je izravno povezana s izlozenos$¢u pluca toksi¢nim zagadivac¢ima kao $to su duhanski
dim ili ispusni plinovi dizela (Baldassi i sur., 2021). Unato¢ napretku u lijeCenju simptoma i
prevenciji akutnih egzacerbacija, postignut je mali napredak u ublaZzavanju napredovanja
bolesti ili utjecaju na smrtnost (Rabe i Watz, 2017). Abnormalni upalni odgovor tipian za
KOPB povezan je s povecanom prisutno$¢u upalnih stanica u diSnim putevima, pri ¢emu
neutrofili, makrofazi i CD8+ T-stanice igraju najvecu ulogu. Ove stanice luce citokine i

kemokine, ukljucuju¢i ¢imbenik nekroze tumora alfa (TNF-a, engl. tumor necrosis factor
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alpha,), interleukin-18 (IL-1B) i interleukin-8 (IL-8) koji posreduju u upali. U ovom
neuravnotezenom Stanju, epitelne stanice nisu samo meta upalnih medijatora, ve¢ i same
izlucuju citokine i kemokine koji pogorsavaju upalno stanje (Baldassi i sur., 2021). Stoga je
potrebno bolje razumijevanje slozenih mehanizama bolesti koji rezultiraju KOPB-om, a
programi prestanka puSenja, povecanje tjelesne aktivnosti te rano otkrivanje i lijecenje daljnje

su klju¢ne komponente za smanjenje tereta bolesti (Rabe i Watz, 2017).

Nedostatak fizioloske vaznosti tradicionalnih 2D modela stani¢ne kulture, kao 1 ogranic¢ena
predvidljivost testova koji se izvode na zivotinjskim modelima, snazno ogranicavaju
razmijevanje patofiziologije i otkrivanje lijekova za ovu bolest. Uzimajuéi u obzir sredisnju
ulogu epitelnih stanica u KOPB-u, ALI modeli mogu pruziti dublje razumijevanje mehanizma
bolesti kao i oponasanje in vivo plu¢nog okruzenja (Baldassii sur., 2021). Ponavljajuce infekcije
smatraju se vaznim ¢imbenikom koji ubrzava bolest kod KOPB-a, pa istraziva¢i usporeduju
ucinak infekcija na 3D ALI kulturama dobivenih od zdravih ljudi i pacijenata s KOPB-om.
Promjena funkcije epitela pluéa na modelima reznja tkiva ili ALl modela toksi¢nim
zagadivacima kao §to su dim cigareta ili ispusni plinovi takoder su sve §ire podrucje istraZzivanja
u polju KOPB-a. Studije sezu od promatranja akutnih u¢inaka do istrazivanja dediferencijacije
epitela pacijenata (Zscheppang i sur., 2018). Nekoliko je studija pokazalo da se nakon uzgoja i
diferencijacije stanica ALI metodom, stanice mogu izloziti dimu cigareta kako bi se dobio in
vitro sustav koji oponasa veéinu u¢inaka cigareta opazenih i in vivo. Otkriveno je da izloZenost
zdravih ljudskih bronhijalnih epitelnih stanica cigaretnom dimu mijenja diferencijaciju i
funkcionalnost stanica. Osim $to je pokazano da dim narusava integritet epitelne barijere, utjece
i na stani¢nu diferencijaciju §to je rezultiralo pove¢anim brojem stanica koje izlucuju sluz. Ove
promjene uzrokovale su okruzenje pluc¢a bogato sa sluzi (Baldassi i sur., 2021). U¢inak dima
cigarete na cjelovitost barijere takoder se odrazava u povecanoj osjetljivosti na mikrobne
infekcije. Ko-kultura epitelnih stanica uzgojenih na ALI i bakterija razvijena je zajedno s
izlaganjem dimu cigareta. Prilikom uzgoja primarnih epitelnih stanica pacijenata oboljelih od
KOPB-a i onih zdravih, proucavale su se razlicite reakcije na Haemophilus influenzae nakon
izlaganja dimu cigareta. Primjeceno je da je antibakterijsko djelovanje smanjeno u stanicama
bolesnika s KOPB-om i potisnuto nakon izlaganja dimu cigareta u odnosu na zdrave stanice
(Amatngalim i sur., 2017).

U istrazivanju KOPB-a, nekoliko je studija koristilo modele za proucavanje stanicnih mreza
ukljucenih u bolest. Jedna od studija je koristila ko-kulture formirane od primarnih epitelnih
stanica bolesnika s KOPB-om i B-stanica za testiranje utjecaja bronhijalnog epitela na
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humoralni odgovor u plu¢ima. Unato¢ njihovoj vaznosti za obranu sluznice, proizvodnja
imunoglobulina A (IgA) i funkcija pluénih B-stanica su nepoznanica u patologiji KOPB-a.
Promatran je ucinak interleukina-6 (IL-6) kojeg izlucuju epitelne stanice na izlucivanje IgA iz
B-stanica koje je povecano u pacijenata s KOPB-om. U plu¢nom tkivu KOPB-a povecéana je
sinteza IgAl, §to je dovelo do njegovog nakupljanja u subepitelnim podrucjima. In vitro,
bronhijalni epitel KOPB-a utisnuo je normalne ljudske B-stanice za povec¢anu proizvodnju IgA
(uglavnom IgAl) i sazrijevanje u CD38+ plazma stanice (Ladjemi i sur., 2015).

Osim $to se 3D modeli koriste za istrazivanje pokretackih mehanizama bolesti, primjenjuju se
I za in vitro probir potencijalnih lijekova. Do sada je vecina studija povezanih s prou¢avanjem
lijekova provedena koristenjem ALI kultura koje su uklju¢ivale samo jednu stani¢nu liniju,
uglavnom epitelne stanice. Jedan od primjera jest koristenje Calu-3 stani¢ne linije (Stanice raka
pluca nemalih stanica) za ispitivanje uc¢inka simvastatina, lijeka koji posreduje u smanjenom
luéenju sluzi epitelnih stanica pacijenata s KOPB-om. Proucen je transport simvastatina kroz
epitelne stanice Calu-3 i njegovo farmakolosko djelovanje na smanjenje proizvodnje sluzi.
Simvastatin je uspjes$no transportiran i zadrzan unutar Calu-3 stanica. Dokazano je da je
primjena simvastatina tijekom 14 dana uzrokovala znacajnu inhibiciju proizvodnje sluzi ¢ime
je zaklju€eno da terapija Simvastatinom ima obecavajuéi pristup lijeenju KOPB-a (Marin i

sur., 2013).

4.7.3. Astma

Astma je kroni¢na pluéna bolest ¢ija je etiopatologija jo§ uvijek nejasna. I virusi i bakterije su
moguci ¢imbenici razvoja bolesti i odgovorni su za njezino pogorSanje (Bar i sur., 2023).
Karakterizirana je razli¢itim stupnjevima opstrukcije protoka zraka, rekurentnim zvizdanjem,
nedostatkom daha, stezanjem u prsima, kroniénim kasljem i stvaranjem sputuma (Yamasaki,
2023). Mehanizmi koji stoje iza upalnog statusa oslanjaju se na neodgovaraju¢e imunoloske
odgovore na uobicajene inhalacijske alergene koji pokrecu izlucivanje citokina. Osim Th2
stanica, ukljuéene su i druge imunoloske stanice kao $to su eozinofili, mastociti i dendriticne
stanice, $to definira astmu kao imunoloski poremecaj (Baldassi i sur., 2021). Imunologija astme
sastoji se od razli¢itih molekularnih puteva koji ukljucuju citokine, kemokine i transkripcijske
¢imbenike koji upravljaju signalizacijom izmedu urodene i adaptivne imunosti (Aydin i sur.,

2021).
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Epitelne stanice uzgojene na ALI kulturama mogu se koristiti kao mo¢no sredstvo za oponasanje
astmaticnog epitela in vitro uz veliku sli¢nost in vivo situaciji. Najjednostavniji nacin za
reprodukciju polariziranog epitela na ALI modelu za istrazivanje astme je koriStenje uobicajenih
linija epitelnih stanica respiratornog trakta kao $to su 16HBE140-, BEAS-2B i Calu-3. Primarne
stanice astmatiCara pokazuju znacajne razlike od onih dobivenih od zdravih osoba zbog

povecéanog lucenja upalnih citokina i proizvodnje sluzi (Baldassi i sur., 2021).

SMAD (engl. suppressor of Mothers against decapentaplegic) proteini su unutarstani¢ne
molekule koje posreduju u kanonskoj signalnoj kaskadi superobitelji transformirajuceg
¢imbenika rasta beta (engl. transforming growth factor beta, TGF-p) koja ukljucuje i TGF-B1.
TGF-B1 kao ligand veze se za receptore na povrsini stanice i aktivira SMAD proteine u
citoplazmi, tada se aktivirani SMAD proteini translociraju u jezgru kako bi aktivirali ili
potisnuli specifiénu transkripciju ciljnog gena (Song i sur., 2009). Utvrdeno je da je prijelaz
fibroblasta u miofibroblaste fenomen u fibrozi stijenke bronha kljucan za razvoj astme. Prijelaz
fibroblasta u miofibroblaste pojacan je kod asmatic¢ara u usporedbi s fibroblastima pacijenata
koji nemaju astmu $to je dokazano jednom studijom koriste¢i 3D in vitro kulture. Ve¢ nekoliko
godina koriste se in vitro modeli ljudskih bronhijalnih fibroblasta (HBF, engl. human bronchial
fibroblasts) dobivenih od pacijenata s astmom i zdravih pacijenata. Cilj ove studije bio je
procijeniti u¢inak stani¢énog mikrookruzenja na prijelaz stanica asmaticara i zdravih pacijenata
iz fibroblasta u miofiobroblaste izazvan TGF-B1 s posebnim naglaskom na TGF-f1
signalizaciju ovisnu 0 SMAD-u. Morfologija fibroblasta koji rastu u 3D uvjetima u 0Stroj je
suprotnosti s onom poznatom iz in vitro 2D kulture na krutim ravnim povr§inama i varira ovisno
o karakteristikama matrice, kao §to su njezina gustoca i krutost. 3D kulture HBF-a pripremljene
su na kolagenskim matricama uz optimalnu koncentraciju kolagena za rast HBF stanica.
Mikroskopskim promatranjem uoceno je da su HBF asmati¢ara zadebljali kolagena vlakna, $to
moze ukazivati na jak prijelaz fibroblasta u miofibroblaste nakon tretmana s TGF-B1. Kako bi
se potvrdio jaci prijelaz u miofibroblaste kod asmati¢ara, analizirani su kljucni geni povezani s
tom pojavom. Usporedba analize gena izmedu HBF asmatiCara i neasmaticara uzgojenih u 3D
kulturama nije pokazala razliku u sadrzaju klju¢nih gena povezanih s pojacnim prijelazom
fibroblasta u miofibroblaste. Medutim, stimulacijom HBF stanicas TGF-1, SMAD2/3 signalni
put bio je znac¢ajno istaknutiji u slu¢aju 3D uzgojenih HBF izvedenih iz astmati¢ara. TGF-B1
uzrokovao je jasne razlike izmedu ekspresije gena u ispitivanim skupinama. Ovi rezultati jasno
pokazuju da HBF asmaticara ugradeni u 3D kolagensku matricu prikazuju prijenos signala na

temelju fosforilacije SMAD2/3 nakon stimulacije s TGF-B1, $to se ne moze re¢i za HBF
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dobivene od zdravih pacijenata. Zaklju¢eno je da TGF-B1 pospjeSuje proces prijelaza
fibroblasta u miofibroblaste, a fibroblasti astmatic¢ara proizvode vise proteina izvanstani¢nog
matriksa u usporedbi s neastmati¢arima. Uzrok tome je upravo povecéana aktivacija puta TGF-
B/SMAD2/3, koji je kanonski put kroz koji dolazi do indukcije prijelaza fibroblasta u
miofibroblaste (Wnuk i sur., 2020).

HBF zdravih HBF zdravih pacijenata- HBF asmaticara- HBF asmati¢ara-
pacijenata-kontrola tretirane s TGF- p1 kontrola tretirane s TGF- 1

Slika 5: Prikaz mikroskopskih fotografija uzgojenih HBF stanica asmaticara i zdravih ljudi
dobivenih diferencijalnim interferencijskim kontrastom, jezgre stanica su obojene plavom
bojom. Donji niz fotografija pokazuje signal SMAD2/3; misje monoklonsko anti-SMAD?2/3
protutijelo konjugirano je s AlexaFluor-647 i koriSteno je za izravnu imunodetekciju antitijela
kako bi se potvrdila nuklearna translokacija SMAD2/3 proteina. Povecanje nuklearne razine p-
SMAD?2/3 nakon tretiranja stanica s TGF-B1 znacajno je izraZenije u slucaju HBF dobivenih
od pacijenata s dijagnosticiranom astmom (zadnje desno polje) (preuzeto i preoblikovano
prema Wnuk i sur., (2020) uz dopustenje izdavaca).

4.7.4. Cisti¢na fibroza

Cisti¢na fibroza je genetska autosomno-recesivna bolest uzrokovana mutacijama u CFTR genu
koji kodira za regulator transmembranske provodljivosti cisti¢ne fibroze (CFTR, engl. cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator) (Wong i sur., 2012). CFTR protein primarno

djeluje kao Kloridni kanal koji regulira prijenos klorida i vode preko apikalne membrane
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epitelnih stanica. Utjece na vise organa, ukljucujuci pluca, ali ima i druge funkcije, kao $to su
izluc¢ivanje bikarbonata i inhibicija transporta natrija (Ratjen i sur., 2015). Unato¢ tome §to je
to monogenetska bolest, uoceno je oko 2000 razli¢itih mutacija Sto dovodi do razli¢itih
fenotipova bolesti. Delecija fenilalanina na poziciji 508 (4F508) je mutacija koja se najcesce
susre¢e 1 uoCena je u oko 70 % oboljelih (Ratjen i sur., 2015). lako je cisti¢na fibroza
viSeorganski poremecaj, najvise su pogodena pluc¢a. Gubitak CFTR na apikalnoj strani plu¢nog
epitela uzrokuje neuravnotezen transport iona i tekucina kroz stanice §to dovodi do kroni¢ne
upale i ponavljajuc¢ih bakterijskih infekcija. Respiratorno zatajenje predstavlja primarni uzrok

smrti i morbiditeta (Baldassi i sur., 2021).

Genetski modificirani glodavci, koji nose jednu ili neke od 2000 moguc¢ih CFTR mutacija koje
mogu rezultirati cisti¢cnom fibrozom, koriSteni su za modeliranje ove bolesti kod ljudi. Razvoj
misjeg modela pomogao je identificirati mnoge karakteristike cisti¢ne fibroze. Iako ti modeli
nose mutacije za koje je poznato da su povezane s pojavom bolesti kod ljudi, fenotipovi bolesti
kod miSeva variraju u tezini i patologiji. Te se razlike pripisuju nedostatku specifi¢nih tipova
stanica, receptora i medijatora ukljucenih u cisti¢nu fibrozu kod glodavaca (Bosakova i sur.,
2022). Ex vivo uzorci dobiveni iz pojedinaca, poput ljudskog bronhijalnog epitela, ljudskog
nosnog epitela, intestinalnih organoida te nazalnih i plu¢nih sferoida nalikuju morfologiji i
funkcionalnosti epitela roditeljskih organa i odrazavaju kompletnu genetsku pozadinu. Cini se
da su stanice nosnog epitela dobar surogat, a prikupljaju se minimalno invazivnim postupcima
kao Sto je Cetkanje nosa. Trenuta¢ni zlatni standard za modeliranje plu¢nog epitela zahvacenog
citi¢cnom fibrizom jest ALI kultura ljudskih nazalnih epitelnih stanica (Conti i sur., 2022). ALI
sustavi idealni su za uzgoj epitelnih stanica in vitro, budu¢i da omogucuju proizvodnju
diferenciranog epitela di$nih puteva, uklju¢uju¢i glavne znacajke pronadene in vivo, osobito u
smislu stani¢ne diferencijacije, izlu¢ivanja sluzi i funkcije barijere (Baldassi i sur., 2021).
Posebno se Calu-3 stanice naSiroko koriste zbog svoje visoke transepitelne otpornosti,

izlu¢ivanja sluzi 1 visoke ekspresije CFTR proteina.

Jos jedno tkivo koje je reprezentativno za cisticnu fibrozu je gastrointestinalni trakt koji je in
utero ili rano nakon rodenja zahvacen bolestima kao $to su mekonijski ileus 1 insuficijencija
gusterace (Conti i sur., 2022). Za izradu crijevnih organoida potrebni su uzorci rektalnog tkiva
dobiveni postupkom biopsije. Uzgajaju se iz fragmenata crijevnih kripti izoliranih nakon
postupka rektalne biopsije koja uzrokuje samo ograni¢enu nelagodu pacijentima jer je bezbolna,
obi¢no je pacijenti dobro prihvacaju i izvediva je u ljudi svih dobnih skupina (ukljucujuéi

novorodencad) bez potrebe za anestezijom/sedacijom. Budu¢i da su organoidi napravljeni od
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mati¢nih stanica, sadrze iste mutacije kao i osoba od koje su dobivene biopsije. Orgaonidi se
koriste kako bi se otkrilo na koje mutacije lijekovi imaju pozitivan uéinak (Wwww.hitcf.org).
Intestinalni organoidi ostaju najnapredniji trodimenzionalni in vitro model za cisti¢nu fibrozu
do danas. Vazno je napomenuti da CFTR predstavlja dominantni kanal odgovoran za
izluéivanje iona i tekuéine u gastrointestinalnim stanicama, $to intestinalne organoide takoder

¢ini vrijednim modelima za istrazivanje funkcije i modulacije CFTR-a (Conti i sur., 2022).

Koriste se i ko-kulture kao modeli koji su pridonijeli razumijevanju jednog vaznog aspekta
cisticne fibroze - bakterijske infekcije disnih puteva. Staphylococcus aureus i Pseudomonas
aeruginosa su bakterijski sojevi koji uzrokuju pluéne infekcije kod pacijenata s cistiénom
fibriozom. Nekoliko je studija pokazalo da je moguce kultivirati ove sojeve na apikalnoj strani
polariziranih epitelnih stanica pacijenta uzgojenih na ALI modelu kako bi se promatrao upalni
odgovor, proces infekcije i stvaranje biofilma. ALl ko-kulture su usvojene za procjenu
sposobnosti antibiotika, kombiniranih terapija i antimikrobnih peptida da sprijece bakterijsku
infekciju (Baldassi i sur., 2021).

Organoidi pluéa su uspjesno koriSteni za istraZivanje patogeneze cisti¢ne fibroze i objavljeni su
protokoli za generiranje progenitorskih stanica pluca specificnih za bolest iz pluripotentnih
mati¢nih stanica pacijenata. Wong i sur. (2012) proveli su studiju u kojoj su epitelne stanice
pluéa izvedene iz pluripotentnih mati¢nih stanica KoriStene za testiranje spoja nazvanog
"korektor" koji moze obnoviti funkciju i promet mutiranog CFTR proteina na membrani.
Tretman “korektorom” stanica s AF508 mutacijom rezultirao je pojacanom lokalizacijom
proteina CFTR na membrani. Ovaj pristup pruza mogucnost testiranja lijekova za
personaliziranu medicinu i moguc¢i buduci razvoj regenerativne medicine za pluéne poremecaje.
Glavna prepreka lijecenju cisti¢ne fibroze je predvidanje odgovora pacijenata na lijekove zbog
genetske slozenosti i heterogenosti. Terapije CFTR modulatora pozitivno su promijenile
kvalitetu Zivota bolesnika, posebice onih koji su s njihovom primjenom poceli na pocetku
bolesti (Conti i sur., 2022). Djeluju ili kao pojacivaci CFTR-a otvaranjem kanala prisutnih na
povrsini stanice ili kao korektori CFTR-a poboljsavanjem transporta proteina do stani¢ne
membrane (Baldassi i sur., 2021). Visoko uc¢inkoviti lijekovi koji moduliraju defektni protein
kodiran CFTR genom revolucionarizirali su terapiju cisti¢ne fibroze. Pretklini¢ko testiranje
lijekova na kulturi stanica ljudskog nosnog epitela i trodimenzionalnih organoida ljudskog
crijeva koristi se za rjeSavanje varijacija u odgovoru na lijekove specifi¢nih za pacijenta i za
optimizaciju individualnog lije¢enja za osobe s cistiénom fibrozom. (Birimberg-Schwartz i sur.,

2023). Razvoj novih terapija donio je prednosti u sprjeCavanju komplikacija bolesti,

30


http://www.hitcf.org/

poboljsanju dobrobiti pojedinca i povecanju stope prezivljavanja. Pedijatrijska smrtnost je
smanjena, a prezivljavanje pacijenata se poboljsalo do razine da mnogi pojedinci danas Zive i

do 40-50 godina (Conti i sur., 2022).

4.7.5. COVID-19

Respiratorne virusne infekcije, ukljucujuéi infekciju virusom SARS-CoV-2 (engl. Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2), medu naj¢es$¢im su bolestima i uzrocima morbiditeta i
mortaliteta. Zbog teskih u¢inaka na zdravlje, nuzna je potreba za novim alatima za proucavanje
patogeneze respiratornih virusa kao i za testiranje novih antivirusnih lijekova i cjepiva (Harb i
sur., 2021). Tijekom pandemije bolesti COVID-19, svjedocili smo kako jedan virus moze
utjecati na svakodnevni zivot i osakatiti ekonomiju i zdravstvo cijeloga svijeta. Ozbiljan utjecaj
koji ima na zdravlje dodatno naglasava vaznost razvoja tehnologija za razmijevanja ucinaka i
infektivnosti ovog virusa i istrazivanje novih terapijskih meta (Harb i sur., 2021). Od pocetka
pandemije, mnogo je truda ulozeno u proucavanje virusa SARS-CoV-2, moguéih opcija
lijeCenja i razvoja cjepiva za borbu protiv njegovog ucinka. U tu svrhu, pluripotentne plu¢ne
stanice i organoidi debelog crijeva razvijeni su kako bi se bolje razumjelo napredovanje bolesti
te kako bi se istrazili moguci lijekovi u¢inkoviti u sprje¢avanju ulaska virusa u stanice domacina
jer je proucavanje na zivotinjama bilo ograni¢eno (Kriiger i sur., 2021). MiSevima nedostaje
ACE?2 (engl. angiotensin-converting enzyme 2) receptor na koje se ovaj virus veze i izaziva
infekciju domacina. To je u pocetku dramati€no ograni¢avalo njihovu primjenjivost u ovom
podrucju. Iako je nedavno objavljen razvoj mi§jeg modela koji eksprimira ljudski ACE2
receptor, joS uvijek nije jasno oponasa li odgovor miSeva na virus onaj kod ljudi (Bosdkova i
sur., 2022).

Uspostavljeno je nekoliko in vitro modela pluénih infekcija temeljenih na organoidima koji su
pruzili uvid u temeljne interakcije izmedu domacéina i patogena na stani¢noj i molekularnoj
razini. Pandemija bolesti COVID-19 povecala je potraznju i fokus na in vitro modele ljudskog
pluénog tkiva kako bi se olakSala istrazivanja patologije bolesti i testiranje lijekova
(www.stemcell.com). Napredak u 3D bioprintingu privukao je pozornost jer je omogucio

proizvodnju ovih modela tkiva in vitro (Harb i sur., 2021).

ALI kultura primarnih stanica ljudskih disnih puteva jedinstveno je prikladna kao model za in

vitro studije infekcije. To je zbog sposobnosti ALI kultura da vjerno rekapituliraju klju¢ne
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karakteristike in vivo disnog puta. ALI ljudske kulture dis$nih puteva omoguéuju ucinkovitu
infekciju uzgojenih stanica i koriStene su za modeliranje razli¢itih mehanizama virusne
patogeneze. To ukljucuje istrazivanje interakcija proteina tijekom unutarstani¢ne replikacije,
¢imbenika koji utjeCu na ulazak virusa u stanice i Kinetike infekcije. Korisnost ALI kultura za
proucavanje virusnih infekcija predstavlja vrijedan alat za razvoj antivirusnih terapijskih
pristupa - neutralizacija virusa monoklonskim antitijelima je testirana u ovom modelu
(www.stemcell.com). Znanstvenici su uspjeli brzo izolirati virus iz bronha pacijenata koji
boluju od bolesti COVID-19. Prouc¢avali su njegove bioloske karakteristike koriste¢i ALI
modele primarnih ljudskih bronhijalnih epitelnih stanica (Baldassi i sur., 2021). Kulture
ljudskih stanica velikih i malih disnih puteva uzgojene na ALI modelu pokazuju obilnu
ekspresiju ACE2 receptora na koje se veze sam virus i daju fizioloski relevantan model za
ispitivanje  ACE2 kao mete za antivirusnu terapiju protiv bolesti COVID-19
(www.stemcell.com). ALI kulture predstavljale su vrijedan i visokouc¢inkovit alat za brzo

dobivanje informacija o infekciji, replikaciji i patogenezi ovog virusa (Baldassi i sur., 2021).

Han i sur. (2022) razvili su organoide pluca i debelog crijeva izvedene iz ljudskih pluripotentnih
mati¢nih stanica koriste¢i 3D kulture kako bi bolje razumjeli mehanizam bolesti COVID-19 i
identificirali kandidate lijekova koji mogu blokirati ulaz SARS-CoV-2 u stanice domacina.
Pokazali su da su pluéni organoidi bili permisivni za SARS-CoV-2 kao $to se i o¢ekivalo buduéi
da virus primarno cilja na respiratorni trakt, a to je bilo popra¢eno snaznom proizvodnjom

kemokina, §to je vrlo sli¢éno onome $to se dogada in vivo u tijelu ( Han i sur., 2022).

Ljudski 3D modeli koristeni su za proucavane lijekova odobrenih od strane FDA. Za nekoliko
lijekova, ukljucujuci imatinib, mikofenolnu kiselinu 1 kinakrin dihidroklorid, pokazalo se da
inhibiraju ulazak SARS-CoV-2 u organoide pluca i debelog crijeva (Rijsbergen i sur., 2021).
Istrazivacki timovi u Njemackoj takoder su razvili ljudske crijevne organoide izvedene iz
pluripotentnih mati¢nih stanica za proucavanje patogeneze SARS-CoV-2 i njegove inhibicije
remdesivirom, prvim lijekom za lijecenje bolesti COVID-19 koji je odobrila FDA (Kriiger i
sur., 2021). Vecina tipova stanica crijevnih organoida zarazena je virusom SARS-CoV-2, s
iznimkom vr¢astih stanica jer im nedostaje ekspresija ACE2 receptora. Jo§ vaznije, remdesivir
je smanjio SARS-CoV-2 infekciju crijevnih organoida za 86 % pri koncentraciji od 0,5 uM i
gotovo inhibirao infekciju pri 5 uM, sto je ukazalo na remdesivir kao uspjesan lijek protiv
SARS-CoV-2 infekcije crijeva (Mulay i sur., 2021). U drugoj studiji, zarazeni organoidi su
lijeCeni fizioloski relevantnim koncentracijama lopinavira, nelfinavira i remdesivira. lako su

lopinavir i nelfinavir znacajno smanjili titar virusa, replikacija virusa SARS-CoV-2 nije
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zaustavljena. Zanimljivo je da je remdesivir potpuno inhibirao replikaciju virusa u zarazenim

organoidima (Ebisudani i sur., 2021).

Takoder je razvijen sustav za uzgoj organoida izvedenih iz jedne alveolarne epitelne stanice
tipa 1l (AT2) odrasle osobe. Stvoreni organoidi podrzali su diferencijaciju AT2 stanica u AT1
stanice koje zajedno tvore epitel ljudskih pluca u kojem AT2 stanice proizvode proteine
pluénog surfaktanta, a AT1 stanice pokrivaju ve¢inu povrsine alveole 1 obavljaju funkciju
izmjene plinova (Bosakova i sur., 2022). Ovi organoidi takoder su koristeni za modeliranje
ljudske infekcije virusom SARS-CoV-2. U studiji su stvoreni distalni plué¢ni organoidi s
apikalnim polaritetom kako bi se izlozili ACE2 receptori na vanjskoj povrsini, olakSavajuci
infekciju AT2 stanica i identificirajué¢i Clara stanice (necilijarne bronhijalne sekretorne stanice)
kao metu virusa. Oko 10 % organoida izvedenih iz AT2 i 10 % organoida izvedenih iz bazalnih
stanica zarazeno je virusom SARS-CoV-2. Ovi rezultati pokazuju da su AT2 stanice izravno

zarazene SARS-CoV-2 i da su Clara stanice ciljna meta virusa (Salahudeen i sur., 2020).

Organoidi su uspjesno koristeni kao modeli ljudskih bolesti uzrokovanih infekcijama virusa
kao $to je SARS-CoV-2. Ovi modeli predstavljaju u¢inkovite i relativno jeftine alate za
pretklini¢ka i klinicka ispitivanja potencijalnih strategija lije¢enja (Bosakova i sur., 2022).
Implementacijom takvih trodimenzionalnih in vitro modela, znanstvenici ¢e moc¢i dobiti
poboljsane uvide u interakcije izmedu virusa i domacina te dobiti pouzdanije i reproducibilnije
rezultate u vezi s antivirusnom terapijom ¢ime ¢e se pokusi na Zivotinjama svesti na minimum

(Baldassi i sur., 2021).
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5. ZAKLJUCCI

U posljednjim desetlje¢ima, napredak u podrucju medicine i biotehnologije omogucio je razvoj
inovativnih tehnika za istrazivanje i lijeCenje raznih bolesti. Jedno od podrucja koje je dozivjelo
znacajan napredak jest istrazivanje plu¢nih bolesti, a 3D stani¢ne kulture su postale klju¢ni alat
u istrazivanju ovih patoloskih stanja. Iz ovog preglednog diplomskog rada mozemo zakljuciti

sljedece:

e Primjena 3D stani¢nih kultura u istrazivanju pluénih bolesti otvara nove perspektive za
razumijevanje, dijagnostiku i lije¢enje ovih kompleksnih bolesti.

e KorisStenjem 3D stani¢nih kultura, znanstvenici su uspjeli rekonstruirati slozene
strukture plu¢a poput alveola i bronhijalnih cijevi ¢ime se promatraju interakcije izmedu
razliCitih tipova stanica u plu¢ima i otkrivaju kako poremecaji u tim interakcijama mogu
dovesti do bolesti.

e Stvaraju se uvjeti koji nalikuju pluénom okruZenju pa se izlaganjem stanica pluca
raznim Stetnim ¢imbenicima poput dima cigareta, toksina, virusa ili alergena proucavaju
reakcija stanica plu¢a na ove $tetne utjecaje i razumijevanje mehanizama bolesti kao $to
su astma ili KOPB.

e Jo$ jedna prednost 3D kultura u istrazivanju pluénih bolesti jest ispitivanje lijekova na
pluénim stanicama kako bi se utvrdila njihova sigurnost 1 u¢inkovitost §to je posebno
vazno za razvoj personalizirane medicine, gdje se terapije prilagodavaju individualnim
karakteristikama pacijenta.

e KoriStenje organoida pluca za testiranje sigurnosti i u¢inkovitosti potencijalnih lijekova
umjesto dugotrajnih i skupih klinickih ispitivanja moze uvelike doprinijeti brzem i
jeftinijem razvoju novih lijekova.

e 3D stani¢ne kulture takoder imaju potencijal za razvoj novih tehnika regenerativne
medicine. Kombiniraju¢i mati¢ne stanice i biomaterijale, znanstvenici mogu stvoriti
personalizirane 3D modele pluca koji se mogu koristiti za popravak oSte¢enih pluénih
tkiva. Ova inovativna podrucja istrazivanja obecavaju nove mogucénosti za lijeCenje
bolesti poput cisticne fibroze ili pluénih ozljeda.

e Tumorski modeli razvijeni su kako bi pruzili uvid u rast tumora, invaziju, remodeliranje
matriksa ili isporuku lijeka. Mnoge studije tumora pluca koriste sferoidne modele za
terapijski probir gdje se nakupine stanica podvrgavaju samosastavljanju kako bi

formirale odrzive, 3D strukture sli¢ne tumorima.
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e S povecanom pojavom novih virusnih respiratornih patogena i razornim uc¢incima koje
oni imaju, posebno s najnovijom pandemijom bolesti COVID-19, postoji hitna potreba

za proizvodnjom modela respiratornog tkiva koji rekapituliraju ljudska pluca.
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA

16HBE14o0- - linija epitelnih stanica ljudskog bronha
A549 - stani¢na linija raka plu¢a nemalih stanica

ACE?2 - angiotenzin konvertirajuéi enzim (engl. angiotensin-converting enzyme 2)
ALLI - granica medij-zrak (engl. air-liquid interface)
ARDS - sindrom akutnog respiratornog distresa (engl. acute respiratory distress syndrome)

BEAS-2B - humana netumorogena stani¢na linija pluénog epitela izvedena iz ljudskog plu¢nog
tkiva

BRAF - B-Raf protoonkogen (engl. B-Raf protooncogene)
Calu-3 - stanicna linija raka plu¢a nemalih stanica

CFTR - regulator transmembranske provodljivosti cisti¢ne fibroze (engl. cystic fibrosis

transmembrane conductance regulator)
DNA - deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

EGFR - receptor epidermalnog ¢imbenika rasta (engl. epidermal growth factor receptor)

FDA - Agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration)

H441 - stanice izolirane iz perikardijalne tekuéine pacijenta s papilarnim adenokarcinomom
pluca

HBF - ljudski bronhijalnih fibroblasti (engl. human bronchial fibroblasts)
HGF - ¢imbenik rasta hepatocita (engl. hepatocyte growth factor)

HN12 - stanice razvijene su iz tumorskih stanica Covjeka s metastatskim planocelularnim
karcinomom glave i vrata

IgA - imunoglobulin A

IL-1B - interleukin-1f

IL-6 - interleukin-6

IL-8 - interleukin-8

KOPB - kroni¢na opstrukcijska plué¢na bolest (engl. chronic obstructive lung disease)
KRAS - Kirstenov virus Stakorskog sarkoma (engl. Kirsten rat sarcoma virus)

MMP-9 - engl. matrix metallopeptidase 9

NSCLC - rak plu¢a nemalih stanica (engl. non-small cell lung cancer)
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PD-1 - engl. programmed cell death protein 1

PDGF - trombocitni ¢imbenik rasta (engl. platelet-derived growth factor)
RNA - ribonukleinska kiselina ( engl. ribonuckleid acid)

SCLC - rak plu¢a malih stanica (engl. small cell lung cancer)

SeedE - matrica optimizirana za dugotrajni rast stanica

SMAD - engl. Suppressor of Mothers against decapentaplegic
TGF-B - transformirajuci ¢imbenik rasta B (engl. transforming growth factor )

TNF-a - ¢imbenik nekroze tumora alfa (engl. tumor necrosis factor alpha)
TP53 - engl. tumor protein P53
VEGEF - vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (engl. vascular endothelial growth factor)

AF508 - delecija fenilalanina na poziciji 508
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8. SAZETAK / SUMMARY

U posljednjim desetlje¢ima, napredak u podrucju medicine i biotehnologije omogucio je razvoj
inovativnih tehnika za istrazivanje i lijeCenje raznih bolesti. Jedno od podrucja koje je dozivjelo
znacajan napredak jest istrazivanje plu¢nih bolesti, a trodimenzionalne (3D) stani¢ne kulture su
postale klju¢ni alat u istrazivanju ovih patoloskih stanja. Primjena 3D stani¢nih kultura u
istrazivanju pluénih bolesti otvara nove perspektive za razumijevanje, dijagnostiku i lije¢enje
ovih kompleksnih bolesti. Ovi napredni in vitro modeli omoguéuju znanstvenicima bolje
modeliranje plu¢a u laboratorijskim uvjetima, razumijevanje patogeneze 1 ispitivanje
potencijalnih terapijskih pristupa. 3D stani¢ne kulture uvelike su koristene u Sirokom rasponu,
ukljucujuéi istrazivanje napredovanje raka, razvoj tkiva i metabolizam lijekova. Tradicionalni
dvodimenzionalni (2D) sistemi stani¢ne kulture imaju ograni¢enja u oponasanju kompleksne
3D okoline pluénog tkiva. Nasuprot tome, 3D stani¢ne kulture pruzaju model koji je fizioloski
relevantniji za proucavanje pluénih bolesti, a buduénost istraZzivanja pluénih bolesti uvelike

ovisi o daljnjem razvoju 3D stani¢nih kultura.
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In recent decades, progress in the field of medicine and biotechnology has enabled the
development of innovative techniques for research and treatment of various diseases. One of
the areas that has progressed significantly is the research of lung diseases, and three-
dimensional (3D) cell cultures have become a key tool in the research of these pathological
conditions. The application of 3D cell cultures in the research of lung diseases opens new
perspectives for the understanding, diagnosis and treatment of these complex diseases. These
advanced in vitro models allow scientists to model the lung in laboratory conditions, understand
the pathogenesis and test potential therapeutic approaches. The 3D cell cultures have been used
extensively over a wide range of biological processes, including cancer progression, tissue
development, and drug metabolism. Traditional two-dimensional (2D) cell culture systems
have limitations in mimicking the complex 3D environment of lung tissue. In contrast, 3D cell
culture systems provide a more physiologically relevant model to study pulmonary diseases and
the future of lung disease research depends largely on the further development of 3D cell

cultures.
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