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POVZETEK

Napredek farmaceviske nanotehnologije spremlja
potreba po vrednotenju razvitih nanodostavnih si-
stemov in nanozdravil na modelih, ki posnemajo
pogoje in vivo. To omogocajo organi na Cipu, ki te-
meljijo na gojenju razli¢nih vrst celic v tridimenzio-
nalnem ogrodju v preto¢nem sistemu. Prednost te
tehnologije je moznost gojenja celic v bolj biorele-
vantnem okolju, kot so pogoji v klasi¢nih staticnih
dvodimenzionalnih celiénih kulturah, in sicer v pri-
sotnosti biomehanskih sil, ki delujejo na celice v &i-
pih, kar vodi v spremenjeno izrazanje genov in spre-
menjen fenotip celic. Organi na Cipu se v raziskavah
najve¢ uporabligjo z namenom postavljanja modelov
bolezni in za vrednotenje zdravilnih uginkovin in vitro.
Z razvojem tehnologije se njihova uporaba Siri tudi
na vrednotenje nanodostavnih sistemov in nano-
zdravil, predvsem za vrednotenije njihovega preha-
janja skozi bioloSke bariere ter proucevanje njiho-
vega protitumornega delovanja in vitro. Z nadaljnjim
razvojem lahko pri¢akujemo prenos tehnologije or-
ganov na Cipu iz raziskovalnih laboratorijev v SirSo
uporabo v farmacevtski industriji.

KLJUCNE BESEDE:
dostavni sistemi, nanodelci, organ na Cipu, tumor
na Cipu, vrednotenje in vitro

ABSTRACT

The advancement of pharmaceutical nanotechnol-
ogy is accompanied by the need to evaluate nan-
odelivery systems, especially nanoparticles, on
models that mimic in vivo conditions. This is enabled
by organs-on-a-chip, which represent cells cultured
in a three-dimensional extracellular matrix with rel-
evant fluidics. This setup offers a more biorelevant
environment than traditional two-dimensional static
cell cultures due to the biomechanical forces that
influence gene expression and cell phenotype. Most
research in the field is focused on establishing com-
plex disease models or in vitro drug evaluation.
Moreover, their use is expanding to include the eval-
uation of nanodelivery systems and nanomedicines.
These chips are primarily used to study nanoparticle
transport across biological barriers and the efficacy
of nanodelivery systems against tumors in vitro.
Continued development is expected to expand the
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use of organs-on-a-chip from primarily research
labs to broader applications within the pharmaceu-
tical industry.

KEY WORDS:
drug delivery systems, nanoparticles, organ-on-a-
chip, tumor-on-a-chip, in vitro characterisation

UvoD

Farmacevtska nanotehnologija je hitro razvijajoe po-
droCje, s pomocjo katerega lahko dosezemo taréno do-
stavo zdravilnih u¢inkovin, zmanjSamo pojavnost nezele-
nih uginkov ter izboljSamo topnost in hitrost raztapljanja
zdravilnih uc¢inkovin, njihovo permeabilnost skozi bioloSke
membrane in prilagajamo farmakokinetiko zdravilnih ucin-
kovin. Intenziven razvoj na podro&ju farmacevtske nano-
tehnologije kaze porast Stevila klinic¢nih Studij ter registri-
ranih (nano)formulacij, saj je bilo leta 2015 na amerisSkem
trgu registriranih le 13 nanozdravil, do leta 2021 pa je to
Stevilo naraslo na vec¢ kot 100, hkrati pa je potekalo tudi
veC kot 550 klini¢nih Studij za registracijo novih nano-
zdravil. Ve¢ kot polovica nanozdravil je namenjena zdra-
vljenju raka, preostanek pa predvsem zdravljenju infekcij-
skih bolezni ter endokrinih in presnovnih motenj. Vecina
registriranih nanozdravil temelji na nanodelcih, torej delcih
z velikostjo v nanometrskem obmocdju, ki po ozji definiciji
obsega obmocije velikosti 1-100 nm, v razsirjeni definiciji
pa vse do 1000 nm (1-3).

Nanodostavni sistemi imajo Stevilne prednosti pred apli-
kacijo klasi¢nih parenteralnih formulacij. Omogocajo (i) za-
Sc¢ito vgrajene zdravilne ucinkovine, (i) prirejanje sproscanja,
(i) podaljSanje zadrzevanja v organizmu in (iv) moznost
koncentriranja in nalaganja na tarénem mestu s pomocjo
pasivnega ali aktivnega ciljanja (4). Poznamo razli¢ne vrste
nanodostavnih sistemov, kot so npr. polimerni nanodelci,
trdni lipidni nanodelci, liposomi, anorganski nanodelci, mi-
celi, dendrimeri, konjugati protiteles s polimeri in konjugati
nizkomolekularnih zdravilnih u¢inkovin s polimeri (1, 3).
Zaradi razlik med vrstami nanodostavnih sistemov in kom-
pleksnosti njihovega obnaSanja v organizmu predstavijata
zagotavljanje njihove varnosti in ucinkovitosti velik izziv, saj
SO regulatorne smernice in zahteve za registracijo nano-
zdravil pomanikljive ali nejasne (5). Glavni izziv pri registraciji
nanozdravil predstavljajo razlike v farmakokinetiki zdraviine

ucinkovine, vgrajene v nanodostavni sistem, v primerjavi z
zdravilno ucinkovino v klasi¢ni formulaciji, Se posebej razlike
v porazdelievanju v organizmu in izlo€anju iz organizma.
Poleg tega so predklini¢ne Studije pogosto nezadostne za
zanesljivo napovedovanje obnaSanja in delovanja nano-
zdravil pri ljudeh (5). Na obnaSanje nanodostavnih sistemov
v organizmu vplivajo njihova velikost in z njo povezana
specificna povrSina, oblika, sestava in naboj na povrsini,
pomembna pa je tudi njihova topnost ter biorazgradljivost
(6). Za zagotavljanje varnosti nanozdravil, ki temeljijo na
nanodelcih, je zato treba ovrednatiti njihovo porazdeljevanje
vV organizmu, presnovo, imunogenost, toksi¢nost ter izlo-
Canje, kar se v zacCetnih fazah farmacevtskega razvoja na-
vadno izvaja na celi¢nih kulturah, nato pa nadaljuje v pred-
klinicnih Studijah na zivalskih modelih (5, 6). Velik izziv pri
uporabi celi¢nih kultur in zivalskih modelov za vrednotenje
nanodostavnih sistemov predstavljajo velike razlike v odzivih
na isto vrsto nanodostavnega sistema med razlicnimi celi-

SLOVAR:

Ucinek povecane prepustnosti in zadrzevanja
(EPR): ucinek, ki povzroci kopi¢enje nanodelcev v tu-
morskem tkivu zaradi poveCane prepustnosti tumor-
skega zilja in so¢asno zmanjSane limfne drenaze tu-
morskega tkiva

Mikrofluidika: veda, ki se ukvarja z manipulacijo zelo
majhnih volumnov (mikro-, nano-, pikolitri) tekocin

Inducirane pluripotentne maticne celice: maticne
celice, pripravijene iz telesnih celic s ponovno aktivacijo
utiSanih genov

Organi na cipu: Cipi velikosti, ki je primerljiva velikosti
mikroskopskega objektnega stekla, iz razlicnih mate-
rialov, v katerih gojimo celice v pretocnem sistemu

Telo na cipu: sistem skloplienih organov na Cipu z
ohranjenimi fizioloskimi razmerji med posameznimi or-
gani

Sferoid: skupek celic, ki se v tridimenzionalnem
ogrodju samodejno organizirajo v sferi€no strukturo

PEGilirani nanodelci: nanodelci z na povrsino veza-
nimi molekulami polietilenglikola, ki nanodelce prikrijejo
celicam imunskega sistema in tako omogocajo njihovo
podaljSano zadrzevanje v krvnem obtoku ter upocas-
njeno izloCanje iz organizma
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cami in organizmi, kar pogosto otezuje prenos rezultatov  na Cipu so tako nadgradnja klasi¢nih, dvodimenzionalnih
raziskav iz predklini¢nih modelov na ljudi (6). Majhna je tudi  (2D) celi¢nih kultur, saj omogocajo gojenje celic v pretocnih
napovedna vrednost rezultatov vrednotenja ucCinka pove-  pogojih in dolgotrajnejSe gojenje kot klasicni sistemi (slika
Cane prepustnosti in zadrzevanja (angl. enhanced permea-  1). Predstavljajo miniaturne modele tkiv, ki omogocajo ucin-
bility and retention effect, EPR) pri prenosu z Zivalskih mo-  kovito posnemanie fizioloSkih in patofizioloSkin pogojev in
delov na ljudi. U&inek EPR je osnovni mehanizem za  vivo, in navadno predstavijajo najmanjso funkcionalno enoto
pasivno ciljanje nanodostavnih sistemov v tumorje (5). Za  organa (7). Preboj tehnologije organov na &ipu predstavijajo
izboljanje napovedne modi predkliniénih modelov je zato  pljuca na Eipu, ki so jih razvili v raziskovalni skupini Ingberja
klju¢en razvoj novih, kompleksnejSih modelov na osnovi  in sodelavcev leta 2010 (8). Ta model je sestavljen iz epite-
Cloveskih celic. V to skupino sodijo tudi organi na ipu. Ti  lijske strani, na kateri so humane plju¢ne epitelijske celice.
predstavljajo mikrofizioloSke sisteme, ki omogocajo boliSe  Le-te do dosezene konfluence gojijo v mediju, nato pa
posnemanije fizioloSkih pogojev in boljSo napoved uCinko-  medij iz enega kanala odstranijo in apikalno stran kon-

vitosti in varnosti nanodostavnih sistemov pri ljudeh. fluentnega sloja epitelijskih celic izpostavijo zraku, kar spod-
budi njihovo diferenciacijo in izloCanje surfaktantov. Na ‘t?
drugi strani fenestrirane membrane gojijo endotelijske celice §
ORGANI NA élPU pliuénih kapilar, ki so izpostavljene pretoku mimetika krvi >

(slika 1b). Model je sposoben raztezanja in kréenja, kar
posnema biomehanske sile, ki so jim izpostavijene epitelij-
ske celice v alveolih med dihanjem. Celice v modelu so
ohranile viabilnost v obdobju ve¢ kot 14 dni po vzpostavitvi
Organi na Cipu temeljijo na mikrofluidnih sistemih, ki omo-  krvno-zracne bariere in so na epitelijski strani sproscale

Y . . ) 4
gocajo zelo majhne pretoke tekocin (od pikolitrov do milili-  ve¢ surfaktantov kot v staticnih pogojih. Na postavijenem zZ
trov na uro) skozi ¢ip, v katerem so pritrjene celice. Organi  modelu pliu¢ na Cipu so preskusili toksikoloski odziv na é
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Slika 1: Shematski prikaz (a) klasicne dvodimenzionalne celicne kulture epitelijskih celic in (b) pliu¢ na Cipu, s kokulturo epitelijskih celic ter
endotelijskih celic, ki omogocajo aplikacijo izmenicnega vakuuma v stranskih komorah in simulacijo raztezanja in kréenja epitelija med
dihanjem in vivo. Slika je narejena s pomocjo programa BioRender (https://BioRender.com/j78w714).

Figure 1: Schematic presentation of (a) a traditional two-dimensional epithelial cell culture and (b) lungs-on-a-chip with a co-culture of
epithelial and endothelial cells, capable of expansion and contraction by the application of alternating vacuum. Created in BioRender
(https.//BioRender.com/j78w714).
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12 nm nanodelce silicijevega dioksida, ki so jih aplicirali
na alveolarni (zracni) strani. To je sprozilo vnetni odziv v
endoteliju, ki ga v klasi¢nih statichnem modelu plju¢ in vitro
ni mogoCe posnemati (8). Modelu plju¢ na Cipu je sledil
razvoj modela Crevesa na Cipu ter razvoj drugih organov
na Cipu, in sicer jeter na Cipu, razli¢nih tumorjev na Cipu,
krvno mozganske bariere na Cipu in nenazadnje modela
celotnega telesa, kot sta Zival na &ipu in ¢lovek na &ipu (7,
9, 10).

Hiter razvoj organov na &ipu je posledica Stevilnih prednosti,
ki jih ta tehnologija ponuja. Celice so v organih na Cipu
podvrzene mehanskim vplivom (npr. pretoku medija), ki so
jim izpostavljene tudi v telesu, kar vodi do sprememb v iz-
razanju genov in spremenjenega fenotipa celic glede na
celice gojene v stati¢nih pogojih (11). Prav tako je v organih
na Cipu navadno prisotna tridimenzionalna (3D) razporedi-
tev celic glede na njihovo specificno funkcijo, kar omogoca
zdruzevanije razlicnih vrst celic v istem Cipu. Pretok medija
skozi organ na Cipu omogoca tudi vkljucevanje imunskih
celic v cirkulirajo¢ medij ter proucevanje njihove ekstrava-
zacije iz Zilnega kanala na Cipu. S sistemi organov na Cipu
lahko z ustrezno zasnovo samega Cipa dosezemo gra-
diente, npr. hranil, kisika ali zdravilnih u¢inkovin, ki omogo-
Cajo poustvarjanje kompleksnosti zgradbe tkiv, kot so tu-
morji ali jetrni lobuli. Kompleksne celi¢ne kokulture v organih
na Cipu omogocajo tudi posnemanje angiogeneze v tkivih
in neovaskularizacije tumorijev, saj sistemi tumorjev na Sipu
pogosto vkljuCujejo tudi endotelijske celice, ki se lahko ra-
zraS¢ajo v tumorsko tkivo na ¢ipu. Nadalje omogocajo or-
gani na Cipu vgrajevanje elektrod ali drugih senzorjev, s
katerimi lahko spremljiamo celi¢ne poskuse v realnem Casu;
vecina Cipov pa je tudi opti¢no transparentnih, kar omo-
goca spremljanje celic z razli¢nimi vrstami mikroskopije (7,
9).

Po drugi strani je delo z organi na Cipu veliko bolj zahtevno
od dela s celicami v staticnih 2D-kulturah, prav tako pa
potrebujemo specializirano opremo, ki s seboj prinasa visje
stroske. Klasi¢ne celi¢ne kulture omogocajo visoko zmo-
glivo reSetanje (angl. high throughput screening) in imajo
validirane protokole za proucevanje toksikoloskih in far-
makoloskih odzivov celic na potencialne nove ucinkovine
ali formulacije (12). Celice v 2D-kulturah rastejo v mono-
sloju, kar jim zagotavlja enakomeren dostop do hranil in
rastnih dejavnikov (13). Kljub Siroki uporabi imajo klasi¢ne
celi¢ne kulture precej pomanikljivosti, ki so povezane z od-
sotnostjo zunajceli¢nega ogrodija, odsotnostjo 3D-organi-
zacije celic v biorelevantne barierne sisteme ter odsotnostjo
biomehanskih dejavnikov. Po drugi strani lahko z organi
na Cipu dosezemo 3D-organizacijo celic, ki je podobna

zgradbi tkiv in vivo, omogocajo pa tudi gojenje primarnih
celic ter diferenciacijo induciranih pluripotentnih mati¢nih
celic (angl. induced pluripotent stem cell, iPSC), ki v 2D-
kulturah ostanejo v stadiju nepopolne diferenciacije zaradli
odsotnosti zunajceli¢nega ogrodja in pretoka medija (12).
Organi na Cipu omogocajo vkljucevanje razlicnih vrst celic.
Najpogosteje uporabliamo celice nesmrtnih celi¢nih linij,
saj so najbolj enostavne za rokovanje in gojenje. Zaradi
njihovih slabosti z vidika spremenjenega izrazanja genov
in posledi¢no fenotipa lahko celice nesmrtnih celi¢nih linij
zamenjamo s primarnimi celicami ali izoliranimi vzorci tkiv
(14). Primarne celice so izolirane iz tkiva odvzetega dolo-
¢enemu bolniku in ohranijo njegov genotip in fenotip, a so
drage, zahtevne za rokovanje ter sposobne manjSega Ste-
vila delitev in vitro pred izgubo funkcije in dediferenciacijo
(15). Zato Ze vse od njihovega odkritja leta 2006 narasca
uporaba iPSC, ki jih pripravimo z dediferenciacijo in pono-
vno diferenciacijo celic iz krvi doloCenega bolnika. Podobno
kot primarne celice tudi iPSC ohranijo bolnikov genotip in
fenotip, kar omogoca izvedbo personaliziranin poskusov
na bolnikovih celicah. Diferenciacija iPSC v 2D-kulturah je
zahtevna in pogosto nepopolna, zato se razvijajo alterna-
tivne metode za njihovo gojenje, med katere sodijo orga-
noidi in organi na Cipu (16).

Kompleksnost organov na Cipu je zelo razlicna, vse od
enostavnega sistema Zile na Cipu, ki jo predstavija kanal s
pretokom celicnega medija oziroma mimetika krvi, v kate-
rem rastejo endotelijske celice, do zelo kompleksnih mo-
delov, ki med seboj povezejo ve¢ organov na Cipu v tako
imenovano telo na Cipu (16). Prilagodljiiva kompleksnost
organov na ¢ipu ter celotnega sistema omogoc¢a uporabo
organov na Cipu v razli¢nih fazah farmacevtskega razvoja,
od odkrivanja novih zdravilnih ucinkovin do preskuSanja
kompleksnih odmernih intervalov ali polifarmakoterapije (9,
17). V vmesnih fazah razvoja omogoc¢ajo napovedovanje
farmakokinetike ter toksikoloSkih parametrov potencialnih
novih zdravilnih uc¢inkovin (17). Sklopitev organov na Cipu
s tehnologijo iIPSC omogoca uporabo organov na Cipu na
podrocju personalizirane medicine, saj lahko ucinkovitost
izbrane zdravilne ucinkovine pri posameznem bolniku pred
aplikacijo preskusimo na organu na Cipu, ki temelji na bol-
niku lastnim celicam. S takSnim pristopom lahko ugota-
vljamo npr. z uporabo tumorja na Cipu ucinkovitost proti-
tumorskih zdravil pri doloCenemu bolniku ali preverjamo
varnost apliciranega zdravila z vrednotenjem njegovega
toksi¢nega vpliva, npr. na kardiomiocite v modelu srca na
Cipu (18, 19). To je posebej pomembno pri protitumornih
zdravilih, katerih odmerek je pogosto omejen zaradi njiho-
vega toksiCnega delovanja na netar¢na (zdrava) tkiva (20).
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VREDNOTENJE
NANODOSTAVNIH SISTEMOV
S POMOCJO ORGANOV

NA CIPU

Tehnologija organov na Cipu omogoca poleg vzpostavljanja
kompleksnih modelov bolezni (21) tudi napovedovanie far-
makokineti¢nih lastnosti novih zdravilnih uc¢inkovin (22) ter
doloCanje njihovih toksikoloSkih profilov (17). Prav tako
lahko organe na Cipu uporabimo za testiranje nanodostav-
nih sistemov, zlasti za raziskave njihovega prodiranja in za-
drzevanja v tumorijih ter prehajanja bioloskih barier (23).

3.1 PREHAJANJE NANODELCEV SKO/ZI
BIOLOSKE BARIERE

Organi na Cipu omogocajo proucevanje obnasanja razlicnih
nanodostavnih sistemov v organizmu in vitro. Z njimi lahko
vrednotimo prodiranje nanodelcev skozi zilno steno v tu-
morije ali limfo (24), ali jih uporabimo za proucevanje spre-
memb prepustnosti tkiv zaradi vnetnih procesov (25). Poleg
proucevanja vpliva velikosti nanodostavnih sistemov lahko
Z uporabo organov na Cipu proucujemo tudi vpliv oblike
nanodostavnih sistemov na prehajanje barier. Primerjava
prehajanja sferi¢nih in pali¢astih polistirenskih nanodelcey,
oblozenih z albuminom ali vezanimi protitelesi, preko mo-
zganskega in pljucnega epitelija na Cipu je pokazala, da se
paliCasti nanodelci moc¢neje pritrjujejo na mozganski en-
dotelij kot na plju¢ni endotelij v primerjavi z okroglimi na-
nodelci z enako naravo povrSine. To potrjuje, da je prilaga-
janje oblike nanodelcev pomemben dejavnik za njihovo
obnaSanje v organizmu in omogod&a tudi doseganje sele-
ktivnosti mesta vezave in prehajanja skozi Zilno steno (26).
Z organi na Cipu lahko prou¢ujemo tudi viogo striznih sil, ki
jih simuliramo s pomocdjo pretokov medija in oblike Cipa,
na permeabilnost ziinega endotelija. Samuel in sodelavci
so na endoteliju na Cipu proucevali endotelijski privzem
kvantnih pik in nanodelceyv siliciievega dioksida pri razli¢nih
striznih silah. V stati¢nih pogojih niso zaznali prehajanja
nanodelcev, medtem ko je bil privzem v endotelijske celice
najvecji pri uporabi pretoka, ki je posnemal izpostavitev
strizni sili 0,05 Pa, kar ustreza razmeram fizioloSkega pre-
toka v venskem sistemu. S povecevanjem strizne sile se
je privzem nanodelcev v celice zmanjSeval do najvedje pre-
izkuSene strizne sile 0,5 Pa. To odpira moznosti za ciljano
dostavo nanodostavnih sistemov v Zzile, kot so venule in
vene, na katere delujejo manjSe strizne sile, medtem ko se
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izognemo ekstravazaciji nanodostavnih sistemov iz arterij
in arteriol (27). Poleg striznih sil lahko propustnost endotelija
moduliramo tudi biokemi¢no, npr. s pomodjo dejavnika tu-
morske nekroze a (TNF-a). Kim in sodelavci so z uporabo
razlicnih koncentracij TNF-a zasnovali model vnetja endo-
telija pri aterosklerozi, ki je imel pove€ano prepustnost za
nanodelce na osnovi kopolimera mle¢ne in glikolne kisline
z molekulami polietilenglikola vezanimi na povrSino (PEGi-
lirane nanodelce), kar bi bilo potencialno uporabno za ci-
lianje vnetega tkiva (25).

Podobne poskuse kot na endoteliju na Cipu lahko izvajamo
tudi na krvno-mozganski barieri na Cipu (slika 2). Prvi model
krvno-mozganske bariere na Cipu, ki je bil funkcionalen in
vitro ve¢ kot 14 dni, je vzpostavil Park s sodelavci. Za iz-
boljSanje diferenciacije celic krvno-mozganske bariere na
Cipu so uporabili hipoksijo. Model in vitro je bil primerljiv s
krvno-mozgansko bariero in vivo z vidika zelo nizke per-
meabilnosti, ki so jo ovrednotili z meritvami transepitelij-
skega potenciala in permeabilnosti za fluorescentne ozna-
Cevalce. Preskusili so tudi permeabilnost modela za
protitelesa ter kvantne pike, oblozene s proteinom Angio-
pep-2, ki sodeluje pri prenosu molekul preko krvno-
moZzganske bariere. Prepustnost modela za 20 nm kvantne
pike je bila vecja, ¢e so bile le-te oblozene s proteinom
Angiopep-2, v primerjavi s kontrolnimi kvantnimi pikami, ki
so bile oblozene z drugim proteinom enake molekulske
mase (28). Njihov model je nadgradila raziskovalna skupina
Ahna s sodelavci, ki je namesto primarnih astrocitov in pe-
ricitov za vzpostavitev modela krvno-mozganske bariere
na Cipu uporabila iPSC. Na modelu so preskusili permea-
bilnost za nanodelce, ki so oponasali lipoproteine visoke
gostote (angl. high density lipoprotein, HDL) in so vsebovali
apolipoprotein A1. Delez nanodelcev, ki so se nalozili v
mozganskem predelu organa na &ipu, je znasal 3 % apli-
cirane koli€ine. S temi poskusi so ugotovili tudi mehanizem
prehajanja nanodelcev skozi bariero in ga potrdili na zival-
skih modelih (29).

Organi na Cipu omogocajo tudi vzpostavitev Crevesa na
Cipu, ki izloa mukus in tako predstavija boljSi priblizek
Crevesne bariere in vivo v primerjavi s celicami v 2D-kultu-
rah, ki jih gojimo v pogojih brez pretoka. Dodatno lahko v
Crevesu na Cipu vzpostavimo cikli¢no raztezanje, ki opo-
nasa peristaltiko. Celice celi¢ne linije karcinoma debelega
Crevesa Caco-2 se zaradi pretoka medija in ciklicnega raz-
tezanja organizirajo v polariziran visokoprizmatski epitelj,
podoben &revesnemu epiteliju in vivo, medtem ko so v
stati¢nih pogojih te celice sploS¢ene in niso polarizirane.
Ciklicno raztezanje povecuje paracelularno permeabilnost
Crevesa na Cipu, kar izboljSa podobnost prepustnosti mo-
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Slika 2: Shematski prikaz krvno-moZganske bariere na Cipu z dvema preto¢nima kanaloma in staticnim srednjim kanalom, s celicami v
zunajcelicnem ogrodju. Slika je narejena s programom BioRender (https://BioRender.com/y30c483).
Figure 2: Schematic of a blood-brain barrier on a chip with two channels under flow and a static middle channel with cells in extracellular

matrix. Created in BioRender (https://BioRender.com/y30c483).

dela s prepustnostjo Crevesa in vivo (30). Lee in sodelavci
so vzpostavili sistem Crevesa na Cipu na osnovi celic Caco-
2, kot najpogosteje uporabliene celicne linije za vrednotenje
absorpcije zdravilnih u¢inkovin in vitro. Konfluenten mono-
sloj celic so pred poskusi permeabilnosti prekrili s plastjo
mucinov, ki je ostala pritriena na celice tudi v pretocnih
pogojin. Na modelu so proucevali adhezijo polimernih na-
nodelcev na osnovi metakrilne kisline in zelatine ter nano-
delcev na osnovi polietilenglikoldiakrilata. Nanodelci na os-
novi metakrilne kisline in Zelatine so izkazovali
mukoadhezijo, saj je ostalo vec kot 50 % apliciranih nano-
delcev pritrienin na mukus pri pretoku medija 64 pL/h,
medtem ko je vec€ino nanodelcev na osnovi polietilengli-
koldiakrilata pri enakem pretoku odplavilo (31).

Sistem Crevesa na Cipu lahko sklopimo tudi z jetri na Cipu,
kar omogoca vrednotenje toksikolokih lastnosti nanodo-
stavnih sistemov po peroralni aplikaciji. Tak sistem so upo-
rabili Esch in sodelavci, ki so za Crevesje na Cipu uporabili
model na osnovi kokulture celic Caco-2 in celic z meto-
treksatom modificirane humane celi¢ne linije karcinoma
debelega &revesa HT29-MTX, ki proizvajajo mukus. Crevo
na Cipu so sklopili z jetri na Cipu na osnovi celi¢ne linije he-
patocelicnega karcinoma HepG2/C3A ter celoten sistem
izpostavili 50 nm karboksiliranim polistirenskim nanodel-
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cem. Delez absorpcije teh nanodelcev skozi Crevesno ba-
riero po 24 h krozenja medija je znasal (9,5 + 2,9) %,
vecina apliciranin nanodelcev pa se je nalozila v mukusu
na apikalni strani Crevesa na Cipu. Absorbirani polistirenski
nanodelci so povzroCili dvig koncentracij aspartat amino-
transferaze (AST) v mediju, kar nakazuje na poskodbo je-
trnih celic, ki so jo povzrocili polistirenski nanodelci (32).

3.2 TUMORJI NA CIPU

Zaradi kompleksnega zunajcelicnega 3D-ogrodja, spre-
menjenega ozilja ter prisotnosti imunskih celic se obnaSanje
tumorjev in vivo razlikuje od obnasanja celic celi¢nih linij, ki
jih gojimo v polistirenskih gojitvenih posodah. Tumorska
rast in metastaziranje sta povezana z mehanskimi in bio-
kemijskimi dejavniki mikrookolja, zato je klju¢no, da te spe-
cificne dejavnike posnemamo tudi v raziskavah in vitro. Za
izboljSanje biorelevantnosti rezultatov je smiselna uporaba
kombinacije 3D-kultur in razlicnih zunajceli¢nih ogrodij ter
imunskih celic v preto¢nem sistemu oziroma tumorjev na
Cipu (33). Z mikrofizioloSkimi sistemi, ki bolje posnemajo
tumorsko mikrookolje in vivo, za katerega je znacilen povi-
San intersticijski tlak, visoka gostota celic ter spremenjena
funkcija limfnih Zil, se mo¢no poveca tudi potencial za
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razvoj nanodostavnih sistemov za ciljano zdravlienje. Taksni
modeli omogocajo proucevanije obnasanja nanodostavnih
sistemov in vitro in napovedovanije njihovega obnasanja in
vivo, kar lahko nadomesti draZje in zahtevnejSe raziskave
na zivalskih modelih. Dodatni razlogi, ki potrjujejo potrebo
po alternativi Zivalskim modelom rakavih bolezni, so tudi
zahtevne metode prenosa rezultatov meritev iz Zivalskih
modelov na ljudi, razlike med ¢Eloveskim in Zivalskim zunaj-
celi¢nim ogrodjem tumorijev ter slaba ponovljivost tumor-
skega mikrookolja v Zivalskih modelih. Za izboljSanje bio-
relevantnosti dobljenih rezultatov poteka razvoj razli¢nih
sistemov tumorjev na Cipu, med drugim tumorskih celic v
monosloju v pretoénem sistemu, pretocnih sistemov s tu-
morskimi celicami v 3D-ogrodju ter preto¢nih sistemov s
tumorskimi sferoidi, vkljucenimi v mikrokanale (24, 34).
Sistemi tumorjev na Cipu so najpogosteje sestavljeni iz
celic dolo¢ene celi¢ne linije, vgrajene v zunajcelicno ogro-
dje, ki ga obdajajo kanali z endotelijskimi celicami mikrozilja.
To omogocCa proucevanje tumorske angiogeneze, tran-
sporta zdravilnih ucinkovin in nanodostavnih sistemov skozi
zilni endotelij in vrednotenje njihovega prodiranja v globino
tumorja (19, 24, 35). Tak model so Kwak in sodelavci nad-
gradili z vklju€itvijo dodatnih limfnih Zil ter vzpostavitvijo tla-
¢nega gradienta od krvnega kanala, preko tumorja do limf-
nih zil za doseganje boljSe biorelevantnosti dobljenih
rezultatov in simulacije uc¢inka EPR (24). Uporaba tlacnega
gradienta in moznosti njegovega spreminjanja omogoca
posnemanije intersticijske hipertenzije, ki je zaradi spreme-
njenega mikrozilia prisotna tudi v tumorjih in vivo. Njihov
model tumorja na Cipu vkljuCuje celice celicne linije raka
dojke MCF-7 in mikrovaskularne endotelijske celice. V mo-
delu so s fluorescenéno mikroskopijo spremljali prehajanje
fluorescenéno oznac&enih nanodelcev premerov 100 nm,
200 nm in 500 nm iz endotelijskega (Zilnega) kanala v glo-
bino tumorja. Najvedji vpliv na ekstravazacijo in prodiranje
nanodelcev v tumor je imela velikost nanodelcey, saj so
100 nm nanodelci prodirali hitreje in globlie v primerjavi z
200 nm nanodelci, medtem ko je bil obseg ekstravazacije
500 nm nanodelcev minimalen. Koncentracija kolagen-
skega gela, ki je posnemal zunajcelicno ogrodje tumorija,
na ekstravazacijo nanodelcev ni imela znatnega vpliva,
medtem ko je prisotnost tumorskih celic v kolagenskem
gelu neodvisno od koncentracije gela zmanjSala ekstrava-
zacijo nanodelcev za ve€ kot 80 %. Razlike v obsegu ek-
stravazacije nanodelcev so opazili tudi ob spreminjanju tla-
¢nega gradienta med krvnim in limfnim kanalom, saj
nanodelci zilnega kanala niso zapuscali, Ce je bil tlak v tu-
morju visji kot v Zilnem kanalu, medtem ko je bila pri izena-
¢enem tlaku ekstravazacija nanodelcev Se prisotna (24).

Namesto posameznih tumorskih celic lahko v organe na
Cipu nasadimo tudi njihove skupke oziroma sferoide. Tako
so Wang in sodelavci ustvarili model tumorja na Cipu z zil-
nim kanalom z endotelijem, ki je s porozno membrano lo-
¢en od kanala s tumorskimi sferoidi (35). Vnetje v tumor-
skem mikrookolju in vivo so posnemali s povecanjem
prepustnosti Zilnega kanala z dodatkom TNF-a. Na modelu
so vrednotili prodiranje PEGiliranih liposomov in PEGiliranih
nanodelcev iz kopolimera mle¢ne in glikolne kisline. Pre-
hajanje obeh vrst nanodostavnih sistemov je bilo v primer-
javi s fluorescenc¢no oznacenim dekstranom velikosti
70 kDa veliko pocasnejse. Ekstravazacija nanodelcev in
njihovo prodiranje v tumor je bila minimalno zavrta v primeru
modela s prisotnim zunajceli¢nim ogrodjem in modela z
endotelijem, medtem ko je bila prepustnost modela, ki je
vseboval tako zunajcelicno ogrodje kot endotelij, zmanjSana
za ve€ kot 10-krat glede na staticne pogoje in primerljiva s
prepustnostjo v Zivalskem modelu (35). Poleg uporabe za
sploSno vrednotenje nanodostavnih sistemov tekom raz-
voja se pojavijajo platforme tumorjev na Cipu kot orodje za
uporabo v personalizirani medicini, saj omogocajo vred-
notenje nanodostavnih sistemov pred samo aplikacijo do-
lo€enemu bolniku. Pristop, ki temelji na odvzemu vzorca
tumorja z biopsijo in gojenju primarnih tumorskih celic na
Cipu, omogoca preskusanje razpolozljivin terapij in optimi-
zacijo terapije za posameznika. TakSen model so razvili
Carvalho in sodelavci (19), pri Eemer so za razvoj kolorek-
talnega tumorja na Cipu uporabili celice kolorektalnega
raka ter jih obdali s humanimi celicami mikrozilia debelega
Crevesa (slika 3). Vzpostavlien model je omogocal sprem-
lianje invazije endotelijskih celic mikrozilia v jedro tumorja
ter vrednotenje prodiranja fluorescentno oznacene ucin-
kovine (gemcitabina) ter nanodelcev iz poliamidinoamina
ter hitosana z gemcitabinom. Z vgrajevanjem zdravilne
ucinkovine v nanodelce so uspeli izboljSati prodiranje ucin-
kovine v globino tumorja ter dosegli znacilno vecje zmanj-
Sanje viabilnosti tumorskih celic v primerjavi z uporabo raz-
topine gemcitabina, ki je zelo slabo vodotopen (19).

IZZIVI PRI UPORABI
ORGANOV NA CIPU

Organi na Cipu izkazujejo velik potencial za vrednotenje
obnaSanja nanodostavnih sistemov v nadzorovanem oko-
lju, a ima njihova uporaba zaenkrat Se dolocene omejitve.
Prva izmed njih je odsotnost imunskega sistema, ki po-
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Slika 3: Model tumorja na Cipu, ki omogoca proucevanje invazije endotelijskih celic v tumor in ustvarjanje gradientov ucinkovin, prirejeno po

Carvalho in sodelavci (19). Slika je narejena s programom BioRender.

Figure 3: Tumor-on-a-chip model for the study of endothelial invasion into tumor tissue, which enables study of concentration gradients of
anti-tumor drugs and nanoparticles. Adapted from Carvalho et al (19). Created in BioRender.

membno vpliva na obnaSanje nanodostavnih sistemov v
organizmu in ga modeli in vitro Se ne vkljuCujejo. Zato se
razvijajo modeli bezgavk na Cipu, ki bodo omogocali vklju-
Citev imunskega sistema v model telesa na Cipu z izboljSano
napovedno vrednostjo za vrednotenje nanodostavnih si-
stemov (36, 37). Po drugi strani pa se z naraS¢ajo¢o kom-
pleksnostjo sistemov organov na Cipu pojavlja tudi potreba
po njihovi standardizaciji in validaciji. Za Sir§o uporabo or-
ganov na Cipu je pomembna ponovljivost dobljenih rezul-
tatov, ki izhaja iz uporabe standardiziranih in validiranih si-
stemov. Ponovljivost sistemov organov na Cipu je odvisna
predvsem od njihove kompleksnosti in se s povecevanjem
Stevila elementov v sistemu slabsa. Kljub temu je ponovlji-

vost organov na Cipu zaradi visoke organiziranosti in struk-
turiranosti okolja bolja od ponovljivosti organoidov in sfe-
roidov, ki se v 3D-strukture organizirajo samodejno in zato
bolj variabilno (7, 9).

Naslednji izziv je prenosljivost rezultatov iz raziskav z upo-
rabo organov na &ipu na ljudi. Stevilo raziskav, ki primerjajo
rezultate, pridobliene v raziskavah z organi na &ipu, z re-
zultati klinicnih Studij, je minimalno. Dobljene rezultate na-
vadno primerjajo z rezultati, pridoblienimi na Zivalskih mo-
delih, ki naj bi jin organi na Cipu dopolnjevali in nadomestili
(38). Za vedjo napovedno vrednost mikrofizioloskih siste-
mov bi bilo smiselno razviti modele 3D-zil na Cipu, ki bi
povezovali razline organe na Cipu in tako posnemali si-
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stemsko krozenje krvi. Nadaljnjo nadgradnjo organov na
Cipu bi predstavljala tudi vgradnja senzorjev neposredno v
same organe na Cipu, kar bi omogocilo spremljanje celi¢nih
in molekularnih procesov v realnem Casu. Z napredkom
tehnologije organov na Cipu lahko pri¢akujemo tudi zmanj-
Sanje uporabe zivalskih modelov v predklini¢nih Studijah,
kar je v skladu s pravilom 3R (zmanjSanje, izboljSanje in
nadomestitev), ki sta ga ze leta 1959 postavila Russel in
Burch ter spodbuja racionalno zmanjSanje uporabe labo-
ratorijskih Zivali v raziskavah in razvoju (39).

SKLEP

Organi na Cipu so obetavna tehnologija, ki predstavlja nad-
gradnjo klasi¢nih celi¢nih kultur. Njihov razvoj poteka pred-
vsem v smeri postavljanja kompleksnih modelov bolezni
za odkrivanje novih zdravilnih uginkovin, a se njihova upo-
raba Siri tudi na proucevanje vrednotenja nanodostavnih
sistemov, kjer so v ospredju modeli organov na Cipu za
proucevanije interakcij nanodelcev s tumorskim mikrooko-
liem in modeli za prou¢evanje permeabilnosti nanodelcev
skozi bioloske bariere. Z napredkom tehnologije organov
na &ipu lahko v bliznji prihodnosti pri¢akujemo tudi pospe-
Seno predklini¢no testiranje novih (nano)zdravil.

IZJAVA

Delo je nastalo v okviru raziskovalnih programov P1-0189,
P1-0420 in P3-0067, ki jih sofinancira Javna agencija za
znanstvenoraziskovalno in inovacijsko dejavnost Republike
Slovenije.
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