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BIOMIMIČNI 3D SISTEM ZA GAJENJE MALIGNIH ĆELIJA I POUZDANO 

ISPITIVANJE ANTITUMORSKIH LEKOVA 

 

SAŽETAK 

 

Cilj ove doktorske disertacije bio je razvoj i validacija jednostavnog biomimičnog 3D modela za 

gajenje malignih ćelija zasnovanog na alginatnim mikrovlaknima sa imobilisanim ćelijama, za 

primenu u istraživanju malignih tumora i pretkliničkom ispitivanju antitumorskih lekova. Određeni 

su optimalni uslovi za dobijanje Ca-alginatnih mikrovlakana sa i bez dodatka čestica hidroksiapatita, 

kao i Ba-alginatnih mikrovlakana, sa imobilisanim ćelijama različitih ćelijskih linija glioma, 

osteosarkoma i karcinoma pluća. Pokazano je da umerena brzina istiskivanja od ~2,5 m s-1 i smicajni 

naponi ~10 kPa ne smanjuju vijabilnost ćelija. Analizom prenosa mase pokazano je da protočni uslovi 

postaju značajni tek za transport molekula sa veoma malim koeficijentom difuzije (~10⁻19 m2 s⁻1), 

tako da statični uslovi omogućavaju uspešno gajenje ispitivanih malignih ćelija. 

Model je omogućio gajenje različitih malignih ćelija do 21 dana uz očuvanje vijabilnosti, proliferacije 

i morfoloških karakteristika, kao i formiranje višećelijskih agregata. U produženim kulturama uočeni 

su sinteza retikulinskih vlakana i razvoj nekrotičnih regiona u velikim agregatima. 

U poređenju sa 2D kulturama, ćelije u 3D modelu pokazale su veću rezistenciju na standardne 

antitumorske lekove i promene u ekspresiji gena povezanih sa multirezistencijom. Matematičko 

modelovanje potvrdilo je da brzina difuzije lekova kroz alginatna mikrovlakna ne ograničava efikasan 

prenos do svih ćelija, tako da razlike u odgovoru na lekove proizlaze iz bioloških karakteristika 3D 

kultura. 

Razvijeni 3D model predstavlja jednostavan, reproduktivan i isplativ sistem koji oponaša ključne 

karakteristike tumorskog mikrookruženja i omogućava relevantnije ispitivanje biologije malignih 

tumora i odgovora ćelija na lekove u odnosu na 2D kulture. 
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A BIOMIMETIC 3D SYSTEM FOR CANCER CELL CULTURES AND RELIABLE 

ANTICANCER DRUG TESTING 

 

ABSTRACT 

 

The aim of this doctoral dissertation was the development and validation of a simple biomimetic 3D 

model for culturing cancer cells based on alginate microfibers with immobilized cells, for application 

in cancer research and preclinical anticancer drug testing. Optimal conditions were established for 

the fabrication of Ca-alginate microfibers with and without hydroxyapatite particles, as well as 

Ba‑alginate microfibers, containing immobilized glioma, osteosarcoma, and lung cancer cell lines. 

Moderate extrusion velocity (~2.5 m s-1), corresponding to shear stresses of ~10 kPa, was shown not 

to compromise cell viability. Mass transport analysis demonstrated that flow conditions become 

relevant only for the transport of molecules with very low diffusion coefficients (~10-19 m2 s-1), 

whereas static conditions were sufficient to support successful culture of the investigated cancer cells. 

The model supported culture of different cancer cell types for up to 21 days while preserving cell 

viability, proliferation, and morphological characteristics, as well as the formation of multicellular 

aggregates. Extended cultures exhibited reticulin fiber formation and the development of necrotic 

regions within large aggregates. 

Compared with 2D cultures, cells grown in the 3D model exhibited increased resistance to standard 

anticancer drugs and altered expression of genes associated with multidrug resistance. Mathematical 

modeling confirmed that drug diffusion through alginate microfibers does not limit efficient drug 

transport to all cells, indicating that differences in drug response arise from the biological properties 

of the 3D cultures. 

The developed 3D model represents a simple, reproducible, and cost-effective system that mimics 

key features of the tumor microenvironment and enables more relevant investigation of cancer 

biology and cellular responses to drugs compared with conventional 2D cultures. 

 

Key words: 3D in vitro model, alginate microfibers, cancer, immobilized cells, tumor 

microenvironment, drug resistance, preclinical studies, biomaterials, mathematical modeling 
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UVOD 

Maligni tumori predstavljaju drugi vodeći uzrok smrtnosti u svetu, zbog čega razvoj efikasnih 

antitumorskih lekova spada među najveće izazove savremene medicine. Iako su brojna istraživanja 

fokusirana na pronalaženje novih terapija, njihov uspeh u kliničkim ispitivanjima ostaje veoma mali. 

Jedan od glavnih razloga za to je biološka raznolikost malignih tumora, koja dovodi do izrazito 

varijabilnog odgovora na terapiju i otežava razvoj univerzalnog leka koji bi bio efikasan protiv svih 

tipova ovih tumora (Dagogo-Jack i Shaw, 2017). Pored toga, u pretkliničkim ispitivanjima se 

efikasnost lekova najčešće procenjuje pomoću tradicionalnih, dvodimenzionalnih (2D) ćelijskih 

kultura, praćenih testiranjima na životinjama. Ove metode, uprkos značajnim ograničenjima, i dalje 

čine osnovu testiranja pre nego što lekovi pređu u kliničku fazu ispitivanja. S jedne strane, 2D ćelijske 

kulture omogućavaju jednostavnu upotrebu i velike kapacitete analiza i produktivnosti, ali ne mogu 

verno da reprodukuju kompleksno mikrookruženje tumora koje utiče na proliferaciju, migraciju i 

metabolizam ćelija, a time i na njihov odgovor na terapiju (Pampaloni i sar., 2007; Trédan i sar., 

2007). S druge strane, životinjski modeli obezbeđuju realističnije okruženje tumora, međućelijske 

interakcije i interakcije ćelija sa vanćelijskim maktriksom, ali su ovi eksperimenti skupi, 

komplikovani i povlače etička pitanja (Day i sar., 2015; Cekanova i Rathore, 2014). Dodatno, zbog 

fizioloških i genetskih razlika između životinja i ljudi, ovi modeli često ne uspevaju da u potpunosti 

reprodukuju biologiju humanih malignih tumora, što dovodi do značajnih razlika u efikasnosti lekova 

između pretkliničkih i kliničkih faza ispitivanja (Mak i sar., 2014). Naime, čak 90 % 

eksperimentalnih lekova koji stignu do prve faze kliničkih ispitivanja ne pokaže zadovoljavajuću 

efikasnost i bezbednost (Sun i sar., 2022), što jasno ukazuje na potrebu za razvojem pouzdanijih 

pretkliničkih modela.  

Inženjerstvo tumora se upravo fokusira na ovaj problem bazirajući se na razvoju biomimičnih 

trodimenzionalnih (3D) in vitro modela čiji je cilj preciznije oponašanje tumora in vivo. Ovi modeli 

obezbeđuju trodimenzionalno okruženje koje omogućava međućelijske interakcije, kao i interakcije 

između ćelija i vanćelijskog matriksa, karakteristične za tumorsko tkivo. Na taj način omogućava se 

izučavanje ponašanja i razvoja tumora, kao i odgovora na terapije u relevantnim uslovima, čime se 

povećava prediktivna moć in vitro testiranja i smanjuje jaz u odnosu na klinička ispitivanja. 

Cilj ove doktorske disertacije bio je razvoj i validacija jednostavnog, relevantnog i pouzdanog 

biomimičnog 3D modela zasnovanog na alginatnim mikrovlaknima sa imobilisanim ćelijama, 

pogodnog za gajenje različitih tipova malignih ćelija i pretkliničku evaluaciju antitumorskih lekova. 

Teorijski deo ove disertacije obuhvata biološke karakteristike malignih tumora i njihovo 

mikrookruženje, sa posebnim osvrtom na osteosarkom, gliom i karcinom pluća. Takođe, prikazane 

su osnove razvoja antitumorskih lekova, kao i koncept i značaj inženjerstva tumora u razvoju 

savremenih 3D in vitro modela. Posebna pažnja posvećena je klasifikaciji i karakteristikama 3D in 

vitro modela zasnovanih na ćelijama, biomaterijalima i uređajima, uključujući alginat kao odabrani 

biomaterijal za dobijanje mikrovlakana sa imobilisanim ćelijama. Na kraju, dat je pregled savremenih 

3D in vitro modela osteosarkoma, glioma i karcinoma pluća i njihove primene u pretkliničkom 

ispitivanju antitumorskih lekova.  
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1. TEORIJSKE OSNOVE 

1.1. Maligni tumori 

Maligni tumori predstavljaju heterogenu grupu bolesti koje nastaju kao rezultat nekontrolisane 

proliferacije izmenjenih ćelija. Njihov razvoj zavisi od složenih interakcija između tumorskih ćelija 

i mikrookruženja u kojem se nalaze. Razumevanje osnovnih bioloških karakteristika malignih tumora 

predstavlja osnovu za proučavanje mehanizama njihove progresije i razvoj savremenih in vitro 

modela. 

1.1.1. Biološke karakteristike malignih tumora 

Maligni tumori se odlikuju skupom stečenih sposobnosti koje ih jasno razlikuju od normalnog tkiva. 

Ove karakteristike obuhvataju: 1) održavanje proliferativne signalizacije, 2) neosetljivost na 

inhibitore rasta, 3) izbegavanje ćelijske smrti, 4) sticanje neograničenog proliferativnog potencijala, 

5) sposobnost indukcije angiogeneze, 6) sposobnost invazije i metastaziranja, 7) metaboličko 

reprogramiranje i 8) izbegavanje eliminacije od strane imunskog sistema (Hanahan, 2022). 

Nekontrolisana proliferacija ćelija predstavlja jednu od osnovnih odlika malignih tumora i rezultat je 

kombinovanog dejstva više navedenih karakteristika, pre svega održavanja proliferativne 

signalizacije, neosetljivosti na inhibitore rasta, izbegavanja ćelijske smrti i sticanja neograničenog 

proliferativnog potencijala. U normalnim uslovima, ćelijama je potrebno prisustvo spoljašnjih 

mitogenih signala kako bi započele proliferaciju, dok tumorske ćelije stiču sposobnost održavanja 

proliferativne signalizacije nezavisno od ovih stimulusa, često sopstvenom sintezom faktora rasta ili 

njihovom stalnom aktivacijom. Istovremeno, tumorske ćelije su sposobne da naruše regulaciju 

signalnih puteva koji kontorlišu ćelijski ciklus i na taj način postanu neosetljive na antiproliferativne 

signale koji u normalnim tkivima održavaju ćelije u stanju mirovanja, što dovodi do njihovog 

nekontrolisanog prelaska u proliferativno stanje. Pored toga, rast ovih ćelija je dodatno omogućen 

sposobnošću izbegavanja programirane ćelijske smrti (apoptoze). Naime, uprkos tome što 

narušavanje ćelijske kontrole i signali iz okruženja primarno indukuju apoptozu, maligne ćelije 

uspešno zaobilaze ove regulatorne pritiske, čime obezbeđuju svoj opstanak. Za razliku od normalnih 

ćelija koje imaju ograničen broj deoba i nakon toga ulaze u stanje senesencije (trajnog prestanka 

rasta), tumorske ćelije mogu da prevaziđu ovo ograničenje i steknu neograničen proliferativni 

potencijal, što predstavlja ključni korak u razvoju malignih tumora i omogućava formiranje velikih 

tumorskih masa (Hanahan i Weinberg, 2000). 

Indukcija angiogeneze predstavlja jednu od ključnih stečenih sposobnosti tumora, neophodnu za 

njihov dalji rast i progresiju. Kako tumori rastu, naglo povećanje broja metabolički aktivnih malignih 

ćelija stvara ogromnu potrebu za kiseonikom i hranljivim materijama. Ćelije koje ostaju udaljene 

udaljene od postojećih kapilara izložene su nedostatku kiseonika i nutrijenata, što predstavlja ključni 

stimulus za indukciju angiogeneze i omogućava formiranje nove vaskularne mreže neophodne za 

opstanak i dalji rast tumorske mase (Hanahan i Weinberg, 2011). 

Tokom razvoja tumora dolazi i do značajnih metaboličkih i imunoloških promena koje dodatno 

doprinose njegovoj progresiji. Tumorske ćelije menjaju način energetskog metabolizma kako bi 

mogle da podrže kontinuirani rast i proliferaciju, prilagođavajući se potrebama ubrzanog ćelijskog 

deljenja. Dodatno, stiču sposobnost da izbegnu prepoznavanje i eliminaciju od strane imunskog 

sistema, čime omogućavaju sopstveni opstanak i progresiju (Hanahan i Weinberg, 2011). 

1.1.2. Tumorsko mikrookruženje 

Tumorsko mikrookruženje predstavlja složen i dinamičan sistem koji obuhvata tumorske ćelije, ali i 

različite tipove nemalignih ćelija, zatim vanćelijski matriks i signalne molekule koji zajedno utiču na 

razvoj i progresiju tumora (Arneth, 2020). Nemaligne ćelije u tumorskom mikrookruženju obuhvataju 

stromalne ćelije (poput fibroblasta, adipocita i drugih potpornih ćelija), imune ćelije (uključujući 
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granulocite, limfocite i makrofage), kao i endotelne ćelije koje učestvuju u formiranju krvnih sudova 

(Anderson i Simon, 2020; Arneth, 2020). Pored ovih tipova ćelija, značajnu ulogu imaju i specifične 

populacije ćelija kao što su fibroblasti povezani sa karcinomom (engl. cancer-associated fibroblasts) 

i tumorske matične ćelije, koje imaju važnu ulogu u razvoju tumora, invazivnosti i rezistenciji na 

terapiju (Anderson i Simon, 2020; Arneth, 2020). Komunikacija između tumorskih i okolnih ćelija 

odvija se putem različitih signalnih molekula, ali i putem ekstracelularnih vezikula koje prenose 

proteine, nukleinske kiseline i druge bioaktivne komponente (Broekman i sar., 2018). Interakcije 

između tumorskih i nemalignih ćelija, kao i njihova međusobna komunikacija, dovode do formiranja 

mikrookruženja koje aktivno podržava proliferaciju, angiogenezu, invaziju i metastaziranje 

(Anderson i Simon, 2020; Arandhara i sar., 2025). 

Vanćelijski matriks predstavlja ključnu strukturnu i funkcionalnu komponentu tumorskog 

mikrookruženja, a sastavljen je od kolagena, fibronektina, laminina i drugih makromolekula 

(Anderson i Simon, 2020; Arneth, 2020). Pored mehaničke potpore, vanćelijski matriks aktivno 

učestvuje i u regulaciji adhezije, migracije i komunikacije ćelija (Arneth, 2020). Ćelije se za 

vanćelijski matriks vezuju putem transmembranskih proteina, među kojima su najvažniji integrini, 

koji omogućavaju prenos signala između ćelija i njihovog okruženja. U čvrstim tumorima vanćelijski 

matriks često čini značajan deo tumorske mase (do 60 %) i karakteriše se povećanim taloženjem 

kolagena i infiltracijom fibroblasta (Anderson i Simon, 2020). Tokom progresije tumora dolazi do 

njegovog intenzivnog remodelovanja, pri čemu značajnu ulogu imaju fibroblasti povezani sa 

karcinomom kao primarni izvor komponenti matriksa, kao i enzimi poput matriksnih 

metaloproteinaza (engl. matrix metalloproteinase, MMP) koje omogućavaju njegovu razgradnju i 

olakšavaju migraciju tumorskih ćelija (Anderson i Simon, 2020). Promene u sastavu i organizaciji 

matriksa dovode i do promena njegovih mehaničkih svojstava, uključujući povećanu krutost, što utiče 

na ponašanje ćelija i može doprineti smanjenoj efikasnosti terapija (Arneth, 2020). 

Gradijent kiseonika predstavlja važan aspekt tumorskog mikrookruženja. Usled brzog i 

nekontrolisanog rasta, tumori često prerastu svoju vaskularnu mrežu i rastu brže nego što novi krvni 

sudovi mogu da se formiraju, što dovodi do pojave hipoksičnih zona unutar tumorskog tkiva 

(Bregenzer i sar., 2019). Kao posledica, razvija se heterogena prostorna organizacija tumora koju 

karakterišu proliferativni spoljašnji sloj, mirujuća, hipoksična srednja zona i nekrotično jezgro (Wu i 

sar., 2021) (slika 1.1). 

 

Slika 1.1. Šematski prikaz prostorne organizacije tumorskog tkiva i ključnih komponenti tumorskog 

mikrookruženja (prilagođeno iz Wu i sar., 2021) 

S obzirom na to da je prenos kiseonika difuzijom ograničen na približno 100–200 µm, ćelije u 

unutrašnjim delovima tumora često su izložene izrazito niskim koncentracijama kiseonika, koje u 

mnogim čvrstim tumorima mogu biti manje od 2 % (Ziółkowska-Suchanek, 2021). Ovakvi uslovi 

dovode do formiranja nekrotičnih zona, ali i podstiču adaptivne mehanizme koji omogućavaju 
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opstanak tumorskih ćelija, uključujući povećanu agresivnost i razvoj rezistencije na terapiju (Balkwill 

i sar., 2012; Ziółkowska-Suchanek, 2021). 

Kao odgovor na hipoksične uslove, tumorske ćelije indukuju angiogenezu, što dovodi do formiranja 

nove vaskularne mreže. Međutim, novonastala vaskularna mreža se strukturno i funkcionalno 

značajno razlikuje od normalne. Krvni sudovi u tumoru su nepravilno organizovani, sa 

neujednačenim prečnikom, abnormalnim grananjem i povećanom permeabilnošću. Kao posledica, 

dolazi do curenja plazme i proteina u okolno tkivo, povećanja intersticijalnog pritiska i poremećaja 

protoka krvi, što otežava distribuciju imunih ćelija i doprinosi širenju tumorskih ćelija. Istovremeno, 

nepravilan protok krvi dovodi do regiona sa smanjenim dotokom kiseonika i nutrijenata, što rezultira 

ishemijom i nekrotičnim zonama unutar tumora. Ovakvi uslovi dodatno podstiču razvoj hipoksičnog 

mikrookruženja i aktivaciju angiogeneze, čime se uspostavlja začarani krug. Ovakva vaskulatura 

značajno utiče na progresiju tumora, njegovu invazivnost i smanjenu efikasnost terapije usled 

otežanog dopremanja lekova (Ahir i sar., 2020). 

U sledećem poglavlju dat je kratak pregled tri tipa malignih tumora: osteosarkoma, glioma i 

karcinoma pluća, uključujući njihove opšte i biološke karakteristike, sastav i strukturu tkiva u kome 

nastaju, tumorsko mikrookruženje, kao i pravce u lečenju. 

1.1.3. Osteosarkom 

1.1.3.1. Epidemiologija i opšte karakteristike osteosarkoma 

Osteosarkom je najčešći primarni maligni tumor kostiju koji pretežno pogađa decu i adolescente, ali 

se u značajnoj meri javlja i kod starije populacije (Mirabello i sar., 2009; Ottaviani i sar., 2009). 

Godišnje od osteosarkoma oboli 3−4 pacijenta na milion stanovnika, zbog čega se smatra retkom 

bolešću (Smeland i sar., 2019). Ukupna petogodišnja stopa preživljavanja kod pacijenata sa 

osteosarkomom iznosi 68% (Hegyi i sar., 2011). Međutim, usled odsustva specifičnih simptoma u 

ranim fazama bolesti, kod čak četvrtine obolelih u trenutku postavljanja dijagnoze već su prisutne 

metastaze, najčešće na plućima. U ovoj grupi pacijenata petogodišnja stopa preživljavanja iznosi 

svega 17% (Hegyi i sar., 2011; Eaton i sar., 2020). 

Osteosarkom se najčešće javlja u metafizama dugih kostiju ekstremiteta (distalni femur, proksimalna 

tibija i humerus), gde je prisutna intenzivna proliferacija tokom rasta (De Luca i sar., 2018). S 

obzirom na to, neophodno je razmotriti osnovne karakteristike koštanog tkiva, uključujući njegovu 

strukturu i organizaciju, kako bi se bolje razumeli uslovi koji doprinose razvoju osteosarkoma. 

1.1.3.2. Sastav i struktura koštanog tkiva 

Koštano tkivo se sastoji od vanćelijskog matriksa i ćelija. Vanćelijski matriks predstavlja visoko 

organizovanu strukturu koju čine organska komponenta (30−40 %), pretežno kolagen tipa I koji 

obezbeđuje elastičnost i otpornost na savijanje, i neorganska komponenta (50−60 %), uglavnom 

nanokristali hidroksiapatita koji daju pritisnu čvrstoću, dok ostatak čini voda (10−20 %) (Buckwalter 

i Cooper, 1987; Mirzaali i sar., 2016). Koštane ćelije, uključujući osteoblaste odgovorne za sintezu i 

mineralizaciju koštanog matriksa, osteocite koji održavaju koštano tkivo i učestvuju u 

mehanotransdukciji, kao i osteoklaste odgovorne za resorpciju kosti, koordinisano učestvuju u 

stvaranju, održavanju i remodelovanju koštanog matriksa. 

Prema strukturi, u skeletu odraslog čoveka razlikuju se kortikalna i trabekularna kost, koje imaju 

različitu strukturu i raspodelu matriksa, ali gotovo identičan hemijski sastav (Hadjidakis i 

Androulakis, 2006). Kortikalna kost je kompaktna i organizovana u lamelarnu strukturu, u čijem se 

središtu nalaze krvni sudovi i nervi, dok je trabekularna kost izgrađena od mreže trabekula (čvrstih 

koštanih struktura) koje se međusobno prepliću i povezuju, formirajući poroznu, sunđerastu strukturu 

(Lopes i sar., 2018) (slika 1.2a).  
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Na nivou nanometarskih dimenzija, kolagen tipa I organizovan je u trostruki heliks i predstavlja 

matricu za taloženje i rast nanokristala hidroksiapatita, koji su orijentisani duž kolagenskih vlakana 

(Ressler i sar., 2021) (slika 1.2b). 

 

Slika 1.2. Šematski prikaz strukture i organizacije kosti na a) makro- i b) nanonivou (prilagođeno iz 

Lopes i sar., 2018 i Ressler i sar., 2021) 

S obzirom na dinamičnu prirodu koštanog tkiva, koju karakterišu intenzivni procesi rasta i 

remodelovanja, ćelije koje se brzo dele podložne su malignoj transformaciji i razvoju osteosarkoma 

(Beird i sar., 2022). 

1.1.3.3. Biološke karakteristike i mikrookruženje osteosarkoma 

Smatra se da osteosarkom nastaje malignom transformacijom ćelija mezenhimske linije, 

najverovatnije u populaciji proliferišućih, delimično diferenciranih prekursora osteoblastne linije. 

Njegov razvoj je rezultat složenog delovanja više faktora i započinje u kontekstu ubrzane ćelijske 

proliferacije tokom rasta kosti, gde intenzivna deljenja ćelija povećavaju rizik od progresivnog 

nagomilavanja genetskih mutacija. Ove promene mogu da dovodu do aktivacije onkogena i 

inaktivacije tumor-supresorskih gena, što pokreće malignu transformaciju. Dalji rast i napredovanje 

tumora omogućeni su pogodnim tumorskim mikrookruženjem (Beird i sar., 2022).  

Histološki, osteosarkom se karakteriše prisustvom malignog osteoida koji stvaraju maligne ćelije 

(slika 1.3). Osteoid predstavlja nezreli, slabo mineralizovani matriks mrežaste strukture, koji se nalazi 

u blizini malignih ćelija. Maligne ćelije su tipično pleomorfne, sa hiperkromatičnim jedrima i 

izraženom mitotičkom aktivnošću (Motassime i sar., 2025).  
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Slika 1.3. Histološki prikaz zdravog koštanog tkiva (levo) koje je infiltrirano ćelijama osteosarkoma 

(desno). Na uvećanom prikazu mogu se uočiti osteoid i maligne ćelije (prilagođeno iz Kim i 

Khanna, 2014) 

Količina osteoida i koštanog matriksa može značajno varirati kako između različitih tumora, tako i 

unutar pojedinačnog tumora. U zavisnosti od dominantnog tipa matriksa, razlikuju se osteoblastni, 

hondroblastni i fibroblastni podtipovi osteosarkoma, pri čemu se u većini tumora istovremeno mogu 

uočiti elementi svih podtipova (Ritter i Bielack., 2010). 

Na nivou ćelijske regulacije, neki od transkripcionih faktora koji imaju važnu ulogu u usmeravanju 

ćelija ka osteoblastnoj liniji, kao što su SOX9, RUNX2 i Osterix, kod osteosarkoma pokazuju 

povećanu ekspresiju (Beird i sar., 2022). 

Tumorsko mikrookruženje ima ključnu ulogu u razvoju i progresiji osteosarkoma, pri čemu 

interakcija između tumorskih ćelija i njihovog okruženja predstavlja osnovu za rast tumora u 

koštanom tkivu. U zdravom koštanom tkivu postoji dinamička ravnoteža između ćelijskih i 

vanćelijskih komponenti, koja obezbeđuje održavanje homeostaze kosti. Međutim, u prisustvu 

osteosarkoma dolazi do narušavanja ove ravnoteže. U početnim fazama bolesti, proliferacija ćelija 

osteosarkoma dovodi do poremećaja u odnosu između osteoblasta i osteoklasta, pojačane aktivnosti 

osteoklasta i povećane resorpcije kosti, čime se oslobađaju različiti faktori rasta iz koštanog matriksa 

koji dodatno stimulišu proliferaciju malignih ćelija (Beird i sar., 2022). Na taj način se uspostavlja 

začarani krug između tumora i njegovog mikrookruženja, koji omogućava dalji rast i progresiju 

osteosarkoma. 

1.1.3.4. Terapija osteosarkoma 

Trenutno, lečenje osteosarkoma uključuje hemioterapiju standardnim antitumorskim lekovima kao 

što su doksorubicin, metotreksat i cisplatin pre i nakon hirurške resekcije tumora (Meyers i sar., 2005; 

Harrison i sar., 2017; Eaton i sar., 2020). Iako je konvencionalna hemioterapija značajno doprinela 

poboljšanju dugoročnog preživljavanja pacijenata sa osteosarkomom, u poslednjih četrdeset godina 

nije došlo do značajnog unapređenja terapijskih opcija za ovo oboljenje (Mohseny i sar., 2012; Luetke 

i sar., 2014, Munoz-Garcia i sar., 2021). 

1.1.4. Gliom 

1.1.4.1. Epidemiologija i opšte karakteristike glioma 

Gliomi predstavljaju najčešće primarne maligne tumore mozga, sa incidencijom od 4−6 slučajeva na 

100 000 stanovnika (Ostrom i sar., 2014). Mogu se javiti u svim uzrastima, ali su češći kod odraslih, 
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naročito između 40 i 65 godina starosti (Schneider i sar., 2010). Najzastupljeniji i najinvazivniji tip 

ovog tumora je glioblastom, koji se povezuje sa izuzetno agresivnim tokom bolesti i ukupnim 

preživljavanjem kraćim od 3 meseca ukoliko se ne leči (Lin i sar., 2013). Glioblastom je izrazito 

rekurentan tumor sa gotovo 100 % stopom povratka, što je posledica njegove infiltrativne prirode 

koja omogućava širenje kroz zdravo moždano tkivo, kao i njegove izražene rezistencije na radio- i 

hemioterapiju (Sminia i Mayer, 2012). 

1.1.4.2. Sastav i struktura nervnog tkiva 

Nervno tkivo predstavlja morfološku osnovu nervnog sistema i izgrađeno je od neurona i glijalnih 

ćelija (astrocita, oligodendrocita i mikroglijskih ćelija). Neuroni prenose informacije putem 

električnih impulsa i sastoje se od tela ćelije i nastavaka (dendrita i aksona), dok glijalne ćelije 

obezbeđuju strukturnu i metaboličku podršku neuronima, učestvuju u zaštiti nervnog tkiva i 

formiranju mijelinske ovojnice. U mozgu se nervno tkivo organizuje u sivu i belu masu, koje se 

razlikuju po strukturi i funkciji. Siva masa pretežno sadrži tela neurona, dendrite, nemijelizovane 

aksone i nervne sinapse, dok je bela masa izgrađena uglavnom od mijelizovanih aksona koji formiraju 

nervne puteve i omogućavaju povezivanje različitih delova mozga (Wen i Chklovskii, 2005). U obe 

komponente prisutne su i glijalne ćelije, kao i bogata mreža krvnih sudova. 

Vanćelijski matriks čini oko 20 % ukupne zapremine mozga odraslog čoveka (Soles i sar., 2023). 

Sintetišu ga neuroni i glijalne ćelije, a sastoji se od tri glavne komponente: bazalne membrane koja 

okružuje krvne sudove i učestvuje u održavanju krvno-moždane barijere, perineuronalne mreže koja 

obavija neurone i omogućava formiranje bliskih sinaptičkih veza, i intersticijskog matriksa koji 

ispunjava prostor između ćelija i omogućava njihovu međusobnu komunikaciju (slika 1.4a) (Kim i 

sar., 2018). 
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Slika 1.4. Šematski prikaz moždanog tkiva: a) organizacija ćelija i vanćelijskog matriksa; b) sastav 

vanćelijskog matriksa (prilagođeno iz Kim i sar., 2018 i Soles i sar., 2023) 

Na molekularnom nivou, vanćelijski matriks mozga sastoji se od proteina i ugljenih hidrata. 

Strukturni proteini, kao što su kolagen, laminin i elastin, formiraju organizovanu mrežu koja 

obezbeđuje mehaničku potporu, dok amorfnu fazu čine hijaluron, proteoglikani, glikoproteini, 

tenascini i vezujući proteini (slika 1.4b). Pored toga, matriks sadrži i rastvorljive komponente, 

uključujući faktore rasta, neurotransmitere, jone i druge signalne molekule, koji učestvuju u regulaciji 

ćelijskog ponašanja (Soles i sar., 2023). 

1.1.4.3. Biološke karakteristike i mikrookruženje glioma 

Smatra se da gliomi potiču od glijalnih ćelija, pri čemu se kao moguće ćelije porekla navode astrociti, 

nervne matične ćelije i prekusori oligodendrocita (Jiang i Uhrbom, 2012). Gliome karakteriše 

izražena heterogenost između različitih tumora iste dijagnoze, ali i unutar samog tumora, što je 

posledica različitih kombinacija genetskih i epigenetskih promena koje nastaju tokom razvoja tumora, 

kao i potencijalnog porekla iz različitih ćelijskih tipova (Jiang i Uhrbom, 2012). Prema SZO 

klasifikaciji iz 2021. godine, tumori centralnog nervnog sistema se kategorišu integrisanim pristupom 

koji kombinuje histologiju i molekularnu dijagnostiku. Gliomi se klasifikuju u pet osnovnih grupa: 

difuzne gliome kod odraslih, pedijatrijske difuzne gliome niskog stepena, pedijatrijske difuzne 

gliome visokog stepena, cirkumskriptne astrocitne gliome i ependimalne tumore. Unutar grupe 

difuznih glioma kod odraslih, klasifikacija se primarno oslanja na status mutacija unutar gena za 
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izocitrat dehidrogenazu (IDH), čime se definišu tri grupe: IDH-mutirani astrocitom, IDH-mutirani i 

1p/19q-kodeletirani (ko-delecija 1p i 19q hromozomskih regiona) oligodendrogliom i glioblastom 

IDH-wt (Louis i sar., 2021).Osnovne histološke karakteristike glioma su: nuklearna atipija (varijacije 

u obliku, veličini i boji jedra), mitotska aktivnost, endotelna hiperplazija (zadebljanje sloja endotelnih 

ćelija) i nekroza. Glioblastom pokazuje tri do četiri navedene morfološke promene (slika 1.5) i 

odlikuje se izraženim infiltrativnim rastom u moždanom tkivu, pri čemu retko metastazira van 

centralnog nervnog sistema (Nakada i sar., 2007). 

 

Slika 1.5. Histološki prikaz centralnog dela glioblastoma: a) uočavaju se nekrotične zone (N) 

okružene tumorskim ćelijama (originalno uvećanje ×100); b) prisutne su pleomorfne ćelije sa 

nuklearnom atipijom, uz uočenu mitotsku aktivnost (strelica) (originalno uvećanje ×400) 

(prilagođeno iz Nakada i sar., 2007) 

Migracija ćelija glioma ne odvija se na nasumičan način, već duž specifičnih puteva u mozgu, kao 

što su nervni putevi u beloj masi, mijelinizovani aksoni, aksonski i glijalni nastavci u sivoj masi, kao 

i duž krvnih sudova (Dundar i sar., 2020). Ovi tipični putevi invazije ukazuju na značaj interakcija 

između migrirajućih ćelija i njihovog mikrookruženja (Nakada i sar., 2007). 

Tumorska masa se karakteriše izmenjenim sastavom vanćelijskog matriksa, sa povećanim 

koncentracijama fibroznih i adhezivnih proteina, kao što su kolagen, fibronektin i laminin. Kako bi 

olakšale invaziju, ćelije glioma aktivno remodeluju lokalni matriks sintezom određenih komponenti, 

uključujući fibronektin, vitronektin, kolagen, tenaskin i laminin, kao i lučenjem enzima, naročito 

matriksnih metaloproteinaza, posebno u regionima aktivne invazije (Pedron i sar., 2013). Ove 

promene stvaraju fizičke uslove pogodne za migraciju i širenje tumorskih ćelija, dok istovremeno 

mogu otežati transport lekova kroz tkivo (Dundar i sar., 2020). 

1.1.4.4. Terapija glioma 

Standardna klinička terapija glioma podrazumeva maksimalno bezbednu hiruršku resekciju tumora, 

praćenu radioterapijom i hemioterapijom temozolomidom (Di Nunno i sar., 2022). Ovaj terapijski 

pristup, uveden 2005. godine, ostao je do danas praktično nepromenjen, iako je od tada sprovedeno 

više hiljada kliničkih studija (Soubéran i Tchoghandjian, 2020). Kod glioblastoma, izražena 

infiltracija tumora u okolno moždano tkivo najčešće onemogućava njegovo potpuno uklanjanje 

hirurškim putem (Grobben i sar., 2002).  

U slučaju rekurentnog glioma, terapijske opcije su ograničene i obuhvataju ponovnu hiruršku 

resekciju, dodatne cikluse hemioterapije i ponovljenu radioterapiju. Međutim, uprkos ovako 

agresivnom pristupu, prosečno ukupno preživljavanje iznosi samo 14,6 meseci (Lin i sar., 2013), što 

ukazuje na potrebu za razvojem efikasnijih terapija. 
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1.1.5. Karcinom pluća 

1.1.5.1. Epidemiologija i opšte karakteristike karcinoma pluća 

Karcinom pluća predstavlja vodeći uzrok smrti od malignih bolesti u svetu. Prema podacima Svetske 

zdravstvene organizacije (World Health Organization, 2024), tokom 2022. godine procenjeni broj 

novih slučajeva iznosio je 2,5 miliona, što je činilo 12,4% ukupno dijagnostikovanih karcinoma. 

Karcinom pluća se retko javlja pre 40. godine života, nakon čega njegova učestalost postepeno raste 

do oko 80. godine, a zatim opada (Pîslaru i sar., 2024). Glavni uzrok karcinoma pluća je pušenje, 

koje je odgovorno za približno 85 % svih slučajeva. Prema histologiji malignih ćelija, karcinom pluća 

se može podeliti u dve grupe: nesitnoćelijski i sitnoćelijski (Li i sar., 2023). Nesitnoćelijski karcinom 

pluća je češći i čini oko 85 % slučajeva karcinoma pluća, sa petogodišnjom stopom preživljavanja od 

svega 15 %. Sitnoćelijski karcinom pluća karakterišu brz rast i rano metastaziranje, pri čemu 

procenjena stopa petogodišnjeg preživljavanja iznosi svega 6,2 % (Vella i sar., 2024). 

1.1.5.2. Sastav i struktura pluća 

Pluća čine intrapulmonalni provodni disajni putevi i parenhim. Intrapulmonalni disajni putevi 

(bronhije i bronhiole) čine približno 6–10 % zapremine pluća, dok parenhim, koji predstavlja deo 

pluća zadužen za razmenu gasova i obuhvata alveolarne kesice i alveole, čini oko 85 % zapremine 

(slika 1.6a). Između ova dva dela nalazi se prelazna zona koja ih funkcionalno povezuje. Pluća su 

obavijena slojem vezivnog tkiva i mezotelnih ćelija koji čini visceralnu pleuru. Preostali deo (oko 

9‑10 %) čine intrapulmonalno nervno i vaskularno tkivo, uključujući plućne arterije, vene i 

bronhijalne krvne sudove (Plopper, 1996). 

 

Slika 1.6. Šematski prikaz plućnog tkiva na a) makro- i b) mikronivou (prilagođeno iz Al-Husinat i 

sar., 2024 i https://www.careerpower.in/school/biology/lungs) 

Vanćelijski matriks pluća učestvuje u formiranju i održavanju tkivne arhitekture, pri čemu obezbeđuje 

mehaničku stabilnost i elastičnu retrakciju, koji su neophodni za fiziološku funkciju pluća. 

Organizovan je u dva glavna strukturna tipa: bazalnu membranu i intersticijalni matriks (slika 1.6b). 

Bazalna membrana predstavlja tanak sloj vanćelijskog matriksa koji oblaže bazalnu stranu epitela i 

endotela, kao i pojedine tipove ćelija (mišićne, masne i periferne nervne ćelije), dok intersticijalni 

matriks formira rastresitu fibrilarnu mrežu koja povezuje ćelije i održava trodimenzionalnu strukturu 

tkiva. Kolagen je najzastupljeniji protein u plućnom tkivu. Fibrilarni tipovi kolagena (I, II, III, V i 

XI), koji poseduju veliku zateznu čvrstoću i malu elastičnost, doprinose osnovnoj arhitekturi pluća, 

dok elastična vlakna, građena pretežno od elastina, omogućavaju potrebnu elastičnu retrakciju pluća. 

Pored toga, proteoglikani čine važnu komponentu vanćelijskog matriksa (Burgstaller i sar., 2017). 

1.1.5.3. Biološke karakteristike i mikrookruženje plućnog karcinoma 

Nesitnoćelijski karcinom pluća obuhvata tri histološka podtipa: adenokarcinom, planocelularni 

(skvamozni) i krupnoćelijski karcinom pluća. Adenokarcinom pluća nastaje iz epitelnih ćelija malih 

bronhija, bronhiola i alveola i najčešće je periferno lokalizovan, dok planocelularni i krupnoćelijski 

karcinomi pluća uglavnom nastaju iz velikih bronhija i centralno su lokalizovani (Altorki i sar., 2019). 

https://www.careerpower.in/school/biology/lungs
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Karcinom pluća se razvija postepeno kroz niz molekularnih i morfoloških promena koje započinju u 

histološki normalnom epitelu. U respiratornom epitelu, posebno kod pušača, mogu se naći brojne 

genetske abnormalnosti čak i pre pojave vidljivih histoloških promena (Minna i sar., 2002). U 

zavisnosti od tipa tumora, u literaturi su opisani različiti histološki putevi razvoja nesitnoćelijskog 

karcinoma pluća. Kod planocelularnog karcinoma, početne promene uključuju hiperplaziju 

(povećanje broja ćelija uz očuvanu osnovnu strukturu epitela) i skvamoznu metaplaziju (zamenu 

normalnog respiratornog epitela pločastim epitelom), nakon čega sledi displazija (poremećaj u 

sazrevanju i organizaciji ćelija praćen povećanom atipijom i gubitkom normalne arhitekture), dok je 

najteži preinvazivni stadijum “carcinoma in situ“, u kojem su prisutne izražene citološke 

abnormalnosti, ali bez invazije kroz bazalnu membranu (slika 1.7).  

 

Slika 1.7. Histološki prikaz progresivnih morfoloških promena tokom razvoja planocelularnog 

karcinoma pluća (prilagođeno iz Minna i sar., 2002) 

Sa druge strane, kod adenokarcinoma dolazi do promena koje uključuju proliferaciju blago atipičnih 

epitelnih ćelija u očuvanim alveolarnim strukturama bez invazije, nakon čega dolazi do razvoja 

invazivnog tumora usled prodora malignih ćelija u okolno tkivo (Wistuba i Gazdar, 2006). 

Međutim, razvoj karcinoma pluća ne zavisi isključivo od promena u tumorskim ćelijama, već i od 

njihove interakcije sa okolnim mikrookruženjem. 

U nesitnoćelijskom karcinomu pluća često su prisutni fibroblasti povezani sa karcinomom, koji 

učestvuju u regulaciji proliferacije tumorskih ćelija, angiogeneze, invazije, metastaziranja i 

rezistencije na terapiju (Altorki i sar., 2019). Tokom progresije bolesti dolazi do značajnih promena 

u sastavu i mehaničkim karakteristikama vanćelijskog matriksa, uključujući povećano taloženje i 

umrežavanje kolagena, kao i povećane proizvodnje proteina poput fibronektina, tenascina C i 

hijaluronana, što dovodi do povećanja čvrstoće tkiva i formiranja mehaničkih gradijenata između 

obolelog i zdravog tkiva, koji utiču na migraciju ćelija (Burgstaller i sar., 2017). 

Hipoksija predstavlja značajnu karakteristiku mikrookruženja karcinoma pluća. Kod nesitnoćelijskog 

karcinoma pluća, koncentracija kiseonika unutar tumora iznosi oko 2 %, u poređenju sa 5,6 % u 

zdravom plućnom tkivu (Vella i sar., 2024). Ovakvi uslovi utiču na progresiju, metastaziranje i 

metabolizam tumora izazivajući proteomske i genomske promene unutar ćelija, koje mogu pokrenuti 

zaustavljanje ćelijskog ciklusa, diferencijaciju, nekrozu i apoptozu, ali i podstaći rast tumora, 

invaziju, metastaziranje, angiogenezu, anaerobni metabolizam i druge procese koji pomažu malignim 

ćelijama da prežive u okruženju sa malim sadržajem kiseonika (Ziółkowska-Suchanek, 2021). 

Sposobnost tumorskih ćelija da se prilagode hipoksičnim uslovima povezana je sa povećanom 

agresivnošću i razvojem rezistencije na hemioterapiju i ciljanu terapiju (terapija koja selektivno 

deluje na specifične molekule u tumorskim ćelijama) (Vella i sar., 2024). 

1.1.5.4. Terapija karcinoma pluća 

Terapijske opcije za lečenje karcinoma pluća obuhvataju hirurško lečenje, radioterapiju, 

hemioterapiju, ciljanu terapiju i imunoterapiju (Vella i sar., 2024). Lečenje nesitnoćelijskog 

karcinoma pluća u ranim stadijumima podrazumeva hiruršku resekciju tumora, često uz dopunsku 

terapiju. Međutim, u naprednijim stadijumima bolesti, terapijski pristup se preusmerava ka 

hemioterapiji ili radioterapiji, dok se kod neoperabilnih pacijenata najčešće primenjuje kombinacija 
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hemioterapije sa ciljanim ili imunoterapijskim lekovima (Wieleba i sar., 2022; Li i sar., 2023). Ipak, 

dalji napredak u primeni hemioterapije i radioterapije ograničen je njihovim izraženim neželjenim 

efektima (Vella i sar., 2024). Pored toga, gotovo svi tradicionalni hemioterapijski lekovi imaju slična 

ograničenja, poput male specifičnosti, loše bioraspoloživosti i razvoja rezistencije, što značajno 

smanjuje njihovu efikasnost (Li i sar., 2023). Uprkos napretku u terapijskim pristupima, stopa 

preživljavanja pacijenata sa karcinomom pluća i dalje je veoma mala, a dodatna teškoća je visoki 

procenat neuspeha novih lekova u kliničkim fazama ispitivanja, što naglašava hitnu potrebu za 

bezbednijim i efikasnijim terapijama. 

1.2. Antitumorski lekovi 

Razvoj novih antitumorskih lekova predstavlja spor i skup proces. Procene troškova celokupnog 

razvoja jednog leka, od sinteze u laboratoriji do izlaska na tržište, kreću se u opsegu od 1 do 

2,7 milijardi dolara, dok prosečno trajanje ovog procesa iznosi 11−16 godina (Brancato i sar., 2020). 

Ovi troškovi obuhvataju različite faze, uključujući pretklinička istraživanja, više faza kliničkih 

ispitivanja i usklađivanje sa regulatornim standardima (slika 1.8). Tako veliki izdaci su rezultat 

složenosti istraživanja tumora, koja zahtevaju značajna ulaganja i vremena i resursa. Pored toga, 

farmaceutske kompanije često ne uspevaju da dobiju odobrenje za lekove u fazi ispitivanja, pa oni ni 

ne dospevaju na tržište ili se povlače zbog toksikoloških i bezbednosnih razloga, ili usled 

nepredviđenih okolnosti tokom pretkliničkih i kliničkih ispitivanja. 

 

Slika 1.8. Put razvoja novog leka od sinteze u laboratoriji do izlaska na tržište (prilagođeno iz 

Brancato i sar., 2020) 

U okviru pretkliničkog razvoja antitumorskih lekova, efikasnost se dominantno procenjuje 

korišćenjem 2D ćelijskih kultura i životinjskih modela, koji ne reprodukuju u potpunosti 

kompleksnost tumorskog mikrookruženja u organizmu čoveka. Ovo ograničenje doprinosi razlici u 

odgovoru na terapiju između pretkliničkih i kliničkih ispitivanja. 

1.2.1. Multirezistencija na antitumorske lekove 

Pored ograničenja pretkliničkih modela u predikciji terapijskog odgovora, klinička efikasnost 

antitumorskih lekova dodatno je ograničena pojavom različitih mehanizama rezistencije u malignim 

ćelijama. Jedan od najznačajnijih oblika rezistencije je multirezistencija na lekove (engl. multidrug 

resistance, MDR), koja predstavlja pojavu pri kojoj maligne ćelije postaju neosetljive na više 

različitih lekova koji se razlikuju po strukturi i mehanizmu delovanja, tokom ili ubrzo nakon početka 

terapije. Poznato je više mehanizama koji mogu doprineti razvoju multirezistencije, a jedan od njih 

je prekomerna ekspresija membranskih proteina ABC transportera (ATP-vezujući kasetni 

transporteri, engl. ATP binding cassette transporters), koji posreduju u izbacivanju lekova iz ćelija 

(Fan i sar., 2022).  

ABC transporeteri koriste hidrolizu adenozin-trifosfata (ATP) kako bi transportovali lekove kroz 

ćelijsku membranu u spoljašnju sredinu. Važno je napomenuti da je prekomerna ekspresija ovih 

transportera najčešći mehanizam koji dovodi do hemorezistencije, povećavajući izbacivanje različitih 
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citostatika iz ćelija. Među svim ABC transporterima, ABCB1 (poznat i kao MDR1), ABCC1 i 

ABCG2 su najviše proučavani i povezani su sa multirezistencijom u ćelijama malignih tumora (Liu, 

2009). Ćelijske linije humanog karcinoma jajnika u kojima je izazvana multirezistencija na lekove 

imale su povećanu ekspresiju MDR1 gena (Fojo i sar., 1987). U zavisnosti od uslova gajenja, može 

se očekivati različit profil genske ekspresije s obzirom na to da ćelijsko okruženje utiče na regulaciju 

gena (Han i sar., 2008). 

Kao mera efikasnosti antitumorskih lekova koristi se polovina maksimalne inhibitorne koncentracije 

(IC50), odnosno koncentracija leka potrebna da se vijabilnost ćelija smanji za 50 %. Što je IC50 

vrednost manja, to je veća osetljivost ćelija na dati lek, odnosno potrebna je manja koncentracija leka 

kako bi se postigao isti inhibitorni efekat.  

1.2.2. Mehanizmi delovanja odabranih antitumorskih lekova 

U ovom poglavlju dat je kratak pregled mehanizama delovanja odabranih standardnih 

hemioterapeutika (cisplatin, etopozid, vinorelbin i doksorubicin) korišćenih u ovom radu. 

Cisplatin je hemioterapijski lek na bazi platine koji izaziva oštećenja DNK formiranjem ukrštenih 

veza između purinskih baza preko atoma platine, čime ometa replikaciju i transkripciju u malignim 

ćelijama, što dovodi do apoptoze. Lekovi na bazi platine spadaju među najčešće korišćene 

hemioterapeutike za lečenje različitih karcinoma i sarkoma, bilo kao prva linija terapije ili kao 

alternativni tretman nakon razvoja rezistencije na inicijalni hemioterapijski koktel. Njihova primena 

je značajno ograničena zbog velike toksičnosti za različite organe, uključujući bubrege i 

gastrointestinalni trakt. Osim toga, maligne ćelije često tokom terapije razviju rezistenciju na 

platinske lekove, što značajno otežava efikasnost lečenja (Romani, 2022). Ipak, sinergistička primena 

cisplatina sa drugim antitumorskim lekovima, kao i njegova sposobnost imunomodulatornog 

delovanja, opravdava nastavak kliničke primene ovog leka i njegovih derivata. 

Etopozid je antitumorski lek snažnog dejstva koji spada u klasu inhibitora DNK topoizomeraza, 

enzima koji su zaduženi za topologiju DNK. Njegova citotoksičnost proističe iz sposobnosti da 

stabilizuje kovalentni kompleks između enzima topoizomeraze II i DNK, što izaziva dvolančane 

prekide u DNK i podstiče apoptozu kod malignih ćelija koje se brzo dele (Montecucco i Biamonti, 

2007). Zahvaljujući svojoj sposobnosti da selektivno deluje na tumorske ćelije sa velikim indeksom 

proliferacije, etopozid je postao osnovni lek za lečenje karcinoma pluća, posebno u kombinovanim 

terapijama (Jang i sar., 2025). Ipak, i ovaj lek je povezan sa različitim neželjenim efektima, kao i sa 

razvojem rezistencije. Zbog njegove toksičnosti, etopozid se često primenjuje u kombinovanim 

terapijama, koje imaju cilj da povećaju efikasnost lečenja uz istovremeno smanjenje neželjenih 

efekata povezanih sa velikim dozama leka (Jang i sar., 2025). 

Vinorelbin je antimitotski antitumorski lek čiji je glavni mehanizam delovanja povezan sa 

inhibiranjem polimerizacije tubulina i formiranja mikrotubula, što sprečava stvaranje deobnog 

vretena i dovodi do zaustavljanja mitoze i smrti ćelija (Capasso, 2012). Pretklinička istraživanja su 

pokazala da vinorelbin ima snažno dejstvo protiv širokog spektra malignih ćelijskih linija i da, u 

poređenju sa drugim alkaloidima iz iste porodice, pokazuje veću aktivnost kod nesitnoćelijskog 

karcinoma pluća u in vitro i in vivo uslovima (Piccirillo i sar., 2010). Posebno se koristi u lečenju 

pacijenata sa naprednim stadijumom nesitnoćelijskog karcinoma pluća i često se kombinuje sa 

platinskim lekovima (Piccirillo i sar., 2010). Iako postoji više molekularnih faktora koji određuju 

rezistenciju na vinorelbin, jedan od najznačajnijih je povećana ekspresija i aktivacija membranskih 

ABC transportera (razvoj multirezistencije na lekove) (Stuckler i sar., 2005). 

Doksorubicin spada među najsnažnije hemioterapijske lekove i koristi se za lečenje različitih tipova 

malignih tumora, posebno čvrstih (Taymaz-Nikerel i sar., 2018), i veoma je efikasan protiv 

osteosarkoma (Gonçalves i sar., 2015). Doksorubicin izaziva citotoksične efekte putem različitih 

mehanizama, uključujući direktno umetanje u DNK i inhibiciju topoizomeraze II, kao i stvaranje 

reaktivnih vrsta kiseonika (engl. reactive oxygen species) i slobodnih radikala (Niu i sar., 2021). 
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Međutim, kontinuirani tretman doksorubicinom može dovesti do razvoja rezistencije na lek i 

povećane citotoksičnosti, posebno kardiotoksičnosti, što su dva najčešća neželjena efekta ovog leka 

(Niu i sar., 2021). 

Uprkos poznavanju mehanizama delovanja antitumorskih lekova, njihova efikasnost u složenim 

biološkim uslovima i dalje nije u potpunosti predvidiva. Ograničenja tradicionalnih pretkliničkih 

modela u oponašanju in vivo tumora ukazala su na potrebu za razvojem relevantnijih in vitro sistema, 

što predstavlja osnovu inženjerstva tumora. 

1.3. Inženjerstvo tumora 

1.3.1. Koncept inženjerstva tumora 

Inženjerstvo tumora je relativno nova oblast koja se razvila na principima inženjerstva tkiva i 

usmerena je na razvoj 3D modela tumora in vitro. Ovi modeli imaju za cilj da oponašaju složeno 

mikrookruženje tumora, uključujući tumorske ćelije i ćelije strome, vanćelijski matriks i interakcije 

sa okolnim tkivima, kao i biofizičke i biohemijske signale, kako bi se proučavao razvoj tumora, 

njegova progresija i odgovor na terapije. Obezbeđivanjem relevantnijih in vitro modela, inženjerstvo 

tumora može doprineti smanjenju potrebe za testiranjem na životinjama, u skladu sa 3R principima 

(engl. Replacement, Reduction, and Refinement – zamena, smanjenje i unapređenje testiranja na 

životinjama) (Russell i Burch, 1959; Hartung, 2009). 

Savremeni pristupi u inženjerstvu tumora uključuju kombinovanje malignih ćelija sa stromalnim 

ćelijama, uključujući fibroblaste, imune i endotelne ćelije, kako bi se imitirao složen sastav 

mikrookruženja tumora (Fong i sar., 2016). Dodatno, simulacija prirodno prisutnih gradijenata 

kiseonika, nutrijenata i lekova unutar modela omogućava oponašanje heterogenosti tumora. Za 

rekonstrukciju strukturnih i funkcionalnih karakteristika mikrookruženja tumora koriste se različiti 

biomaterijali, poput polimera, keramičkih i kompozitnih biomaterijala i decelularizovanog matriksa, 

koji služe kao 3D nosači za ćelije i omogućavaju njihovu organizaciju u prostoru. U cilju 

obezbeđivanja kontrolisanih uslova kulture, ovi sistemi se često gaje u biomimičnim bioreaktorima 

koji omogućavaju efikasan prenos hranljivih materija i kiseonika, kao i relevantne fizičke signale (Liu 

i Vunjak-Novaković, 2016). 

Međutim, obuhvatanje svih aspekata mikrookruženja tumora u jednom modelu još uvek je 

prekomplikovano uspostaviti, održati i analizirati. Zbog toga se najčešće razvijaju pojednostavljeni 

modeli koji se fokusiraju na odabrane ključne karakteristike tumora. 

1.3.2. Značaj 3D modela u ispitivanju antitumorskih lekova 

Primena relevantnih in vitro modela tumora omogućava unapređenje prediktivne moći pretkliničkih 

ispitivanja i može doprineti smanjenju troškova razvoja lekova na više načina. Sa jedne strane, može 

smanjiti broj potrebnih životinja tokom faza pretkliničkih ispitivanja, što doprinosi smanjenju 

ukupnih troškova testiranja lekova. Takođe, biomimični modeli tumora mogu pouzdanije predvideti 

efikasnost i toksičnost lekova na humane maligne ćelije, čime se smanjuje rizik od neuspešnih 

kliničkih ispitivanja. 

Brojna istraživanja ukazuju da se osetljivost na lekove značajno razlikuje u 3D modelima tumora u 

poređenju sa 2D kulturama. Ove razlike rezultat su kombinacije tri ključna faktora: prostorne 

organizacije ćelija, procenta proliferativno aktivnih ćelija i dostupnosti leka svim ćelijama u kulturi 

(Doctor i sar., 2020) (slika 1.9). Za razliku od ćelija u monosloju, ćelije u 3D modelima su prostorno 

organizovane u 3D strukture, što omogućava intenzivnije međućelijske interakcije, kao i interakcije 

ćelija sa vanćelijskim matriksom u modelima koji uključuju ovu komponentu. Drugo, procenat ćelija 

koje prolaze kroz ćelijski ciklus je u 3D kulturama znatno manji. Na primer, u modelima zasnovanim 

na sferoidima procenat proliferativno aktivnih ćelija iznosi 40−70 % u poređenju sa preko 90 % u 
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monosloju (Doctor i sar., 2020), a upravo su ove ćelije česta meta antitumorskih lekova. Pored toga, 

dostupnost lekova u 3D modelima je ograničena postojanjem gradijenta koncentracije, što više 

odgovara in vivo uslovima, dok su ćelije u monosloju jednako izložene lekovima, što često dovodi do 

pogrešne procene efikasnosti leka. 

 

Slika 1.9. Ključni faktori koji utiču na različitu osetljivost 2D i 3D kultura malignih ćelija na lekove 

(na primeru sferoida): prostorna organizacija ćelija, procenat proliferativno aktivnih ćelija i 

dostupnost leka svim ćelijama u kulturi (prilagođeno iz Doctor i sar., 2020) 

Imajući u vidu njihov značaj, razvijen je veliki broj različitih 3D in vitro modela tumora, koji se 

razlikuju po stepenu složenosti, načinu formiranja i sposobnosti da imitiraju mikrookruženje tumora. 

Njihov pregled dat je u narednom poglavlju. 
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1.4. 3D in vitro modeli malignih tumora 

3D in vitro modeli malignih tumora obično se sastoje od tri osnovne komponente: ćelija, nosača i 

uređaja. Na osnovu primene ovih komponenti, ovi modeli se mogu podeliti na: 

1) modele bez nosača, kao što su sferoidi i organoidi, koji nastaju samoorganizacijom ćelija,  

2) modele zasnovane na nosačima, u kojima različiti biomaterijali u formi nosača podržavaju 

rast ćelija, i  

3) modele zasnovane na uređajima, koji uključuju mikrofluidne i bioreaktorske sisteme za 

preciznu kontrolu uslova kulture. 

1.4.1. Modeli bez nosača 

Sferoidi i organoidi predstavljaju 3D modele koji su sastavljeni isključivo od ćelija i najčešće ne 

zahtevaju upotrebu nosača. Sferoidi su jednostavni i široko korišćeni modeli, posebno u testiranju 

lekova, dok organoidi predstavljaju naprednije modele, sa većim stepenom samoorganizacije i 

funkcionalnosti. 

1.4.1.1. Sferoidi 

Višećelijski sferoidi nastaju iz suspenzije pojedinačnih ćelija koje se gaje u medijumu sa dodatkom 

seruma, bez faktora rasta, u neadherentnim uslovima, kako bi se sprečilo vezivanje ćelija za podlogu 

i podstaklo međusobno vezivanje ćelija. Neke od metoda za dobijanje sferoida uključuju metodu 

viseće kapljice (eng. hanging drop method), sejanje u mikrotitar pločama sa ultramalim vezivanjem 

(engl. ultra-low attachment plates), tehniku tečnog sloja (engl. liquid overlay technique), gde se 

posuda za ćelijsku kulturu prekriva tankim slojem inertnog supstrata poput agaroze, i gajenje ćelija u 

rotirajućim sistemima (Weiswald i sar., 2015). U zavisnosti od ćelijske linije i metode, za formiranje 

kompaktnog sferoida potrebno je 1-7 dana (Weiswald i sar., 2015). Važno je napomenuti da ćelije 

koje nisu čvrsto povezane i ne formiraju kompaktne strukture, a koje se u literaturi često pogrešno 

nazivaju sferoidima, zapravo to nisu (Doctor i sar., 2020). Sferoide odlikuje pravilan, sferičan oblik, 

prisustvo malignih ćelija i sposobnost da se održe kao kulture u suspenziji (Weiswald i sar., 2015). U 

početku su sferoidi formirani isključivo od malignih ćelija, ali se danas često gaje u kokulturama sa 

imunim ćelijama, fibroblastima i endotelnim ćelijama kako bi se vernije oponašale heterogene 

interakcije u tumorskom tkivu (Bregenzer i sar., 2019). Dimenzije sferoida mogu varirati od nekoliko 

stotina mikrometara do 3 mm, pri čemu stepen kompaktnosti zavisi od ćelijske linije i metode gajenja. 

Kod sferoida čiji je prečnik veći od 400 µm, u njihovoj unutrašnjosti se može formirati jezgro 

sastavljeno od hipoksičnih, mirujućih ćelija, dok se u spoljašnjem sloju nalaze ćelije koje proliferišu, 

što oponaša formiranje hipoksičnih regija prisutnih u tumorima in vivo (Bregenzer i sar., 2019) 

(slika 1.10). 
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Slika 1.10. Karakteristike višećelijskih sferoida: a) pravilan, sferični oblik sferoida prikazan 

svetlosnom mikroskopijom; b) heterogeni sastav sferoida prikazan hematoksilin-eozin (H&E) 

bojenjem histološkog preseka; c) distribucija živih ćelija prikazana fluorescentnim bojenjem bojama 

DAPI (plavo–boji jedra živih ćelija) i kalcein-AM (CAM, zeleno–boji citoplazmu živih ćelija); 

d) prikaz formiranja gradijenta koncentracije usled pasivnog transporta fluorescentnog markera 

CAM (prilagođeno iz Doctor i sar., 2020) 

Modeli na bazi sferoida imaju jasno definisanu geometriju i ponovljiv raspored različitih ćelijskih 

subpopulacija, što odražava in vivo uslove u pogledu oblika ćelija i njihovog okruženja (Fitzgerald i 

sar., 2015). Istraživanja su pokazala da višećelijski sferoidi imaju veću sličnost sa primarnim 

tumorima u pogledu morfologije ćelija, međućelijskih veza, proliferativnog indeksa i aktivacije 

signalnih puteva koji regulišu proliferaciju i preživljavanje ćelija u odnosu na ćelije gajene u 

monosloju (Lawlor i sar., 2002). Višećelijski sferoidi se prvenstveno primenjuju u testiranju lekova 

jer reprodukuju metaboličke i proliferativne gradijente karakteristične za tumore in vivo (Gong i sar., 

2015; Lee i Kim, 2021). Nedostaci ovih modela uključuju odsustvo vanćelijskog matriksa, koji je 

jedna od glavnih strukturnih komponenti mikrookruženja tumora (Monteiro i sar., 2021), kao i 

ograničenu primenu na određene tipove ćelija, budući da ne mogu sve ćelijske linije da formiraju 

sferoide (Carlsson i sar., 1983). 

1.4.1.2. Organoidi 

Organoidi predstavljaju minijaturne, pojednostavljene verzije organa koje nastaju 

samoorganizacijom matičnih ćelija u trodimenzionalnom okruženju. Za njihovo formiranje mogu se 

koristiti embrionalne matične ćelije, indukovane pluripotentne matične ćelije i somatske matične 

ćelije, koje se uzgajaju u ili na 3D matriksu, kao što su kolagen i Matrigel (biološki hidrogel bogat 

proteinima vanćelijskog matriksa). U takvim uslovima matične ćelije prolaze kroz procese 

proliferacije, diferencijacije i samoorganizacije, pri čemu formiraju „mini-organe” koji strukturno i 

funkcionalno podsećaju na tkivo porekla (Nagle i sar., 2018; Xu i sar., 2018). Zbog toga organoidi 

zadržavaju određene karakteristike originalnog tkiva (Doctor i sar., 2020). Organoidi se mogu dobiti 

iz zdravih tkiva, uključujući bubrege, pluća, jetru, mozak i debelo crevo, kao i iz tumorskih tkiva, 

poput malignih tumora dojke, prostate, pankreasa, jetre, debelog creva i glioblastoma (Bregenzer i 

sar., 2019). Relativno su jednostavni za održavanje i umnožavanje (Nagle i sar., 2018). Iako se za 

dobijanje organoida mogu koristiti komercijalne ćelijske linije, najčešće se koriste ćelije dobijene iz 

tkiva pacijenata, čime se omogućava razvoj modela koji verno odražavaju specifične genetske i 

fenotipske karakteristike konkretnih bolesti. Na taj način, ova tehnologija nalazi primenu u 

personalizovanoj medicini, jer se pomoću organoida dobijenih od pacijenata može predvideti odgovor 

na terapiju i prilagoditi lečenje svakom pojedinačnom pacijentu, što je ispitivano kod pacijenata sa 
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karcinomom jajnika (Nero i sar., 2021). Organoidi tumora su korišćeni i u ispitivanju glioblastoma, 

kako bi se analizirala invazivnost u zdravo nervno tkivo (da Silva i sar., 2018), kao i za ispitivanje 

biologije humanog digestivnog trakta u zdravim i patološkim uslovima (Taelman i sar., 2022). 

Ipak, modeli zasnovani na organoidima tumora imaju određena ograničenja. Iako se mogu dobiti iz 

različitih tipova malignih tumora i imaju dobru ponovljivost, ovi modeli ne predstavljaju u potpunosti 

in vivo uslove, jer im najčešće nedostaju vaskularna mreža i funkcionalne imunološke komponente. 

Takođe, nije moguće precizno kontrolisati vanćelijski matriks, s obzirom na to da su uglavnom 

zasnovani na neadherentnim kulturama, dok su modeli koji koriste Matrigel podložni varijacijama od 

serije do serije (Bregenzer i sar., 2019). Iako organoidi imaju veliki potencijal za proučavanje 

biologije malignih tumora i primenu u personalizovanoj medicini, potrebna su dodatna istraživanja 

kako bi ovaj model sistem dostigao svoj puni potencijal. 

1.4.2. Modeli zasnovani na nosačima 

1.4.2.1. Biomaterijali 

U cilju imitacije vanćelijskog matriksa u in vitro uslovima, razvijeni su modeli zasnovani na 

nosačima, koji koriste biomaterijale kao veštački vanćelijski matriks u 3D kulturama ćelija. Ovaj 

veštački matriks ćelijama pruža strukturnu i adhezivnu podršku, omogućavajući njihov rast, 

međusobne interakcije i interakcije sa mikrookruženjem (Abuwatfa i sar., 2024). Pored toga, njegova 

uloga uključuje i obezbeđivanje odgovarajućih biofizičkih signala, čime se dodatno utiče na ćelije 

(Bregenzer i sar., 2019). 

Biomaterijali koji se koriste u 3D in vitro modelima se prema hemijskom sastavu mogu podeliti na 

organske (pretežno polimerne), neorganske (najčešće keramičke) i kompozitne, koji predstavljaju 

kombinaciju dva ili više biomaterijala. Posebnu grupu biomaterijala čini decelularizovani vanćelijski 

matriks, koji se dobija uklanjanjem ćelijskih komponenti iz tkiva, pri čemu se zadžava kompleksna 

struktura i sastav vanćelijskog matriksa tkiva. 

1.4.2.1.1. Polimerni biomaterijali 

Polimeri se široko koriste u izradi 3D nosača ćelija zbog svoje biokompatibilnosti, raznovrsnosti i 

mogućnosti modifikacije. Mogu se podeliti na prirodne i sintetičke polimere. Prirodni polimeri 

uključuju polimere na bazi proteina i polimere na bazi polisaharida. Polimeri na bazi proteina 

predstavljaju makromolekule sastavljene od aminokiselina, a neki od najčešće koršćenih su kolagen, 

želatin, protein svile (fibroin) i fibronektin. Zahvaljujući svojim bioaktivnim karakteristikama, ovi 

polimeri omogućavaju adheziju ćelija i mogu regulisati njihovo ponašanje i razvoj tkiva (Abuwatfa i 

sar., 2024). Sa druge strane, polimeri na bazi polisaharida sastoje se od dugačkih lanaca molekula 

šećera, a neki od najčešće korišćenih su hijaluronska kiselina, hitozan, alginat i agaroza. Prirodni 

polimeri su biokompatibilni, biodegradabilni i često se mogu modifikovati kako bi se postigle željene 

fizičke i biološke osobine (Asghar i sar., 2015; Abuwatfa i sar., 2024). Ipak, primena prirodnih 

polimera je ograničena zbog potencijalne imunogenosti, kao i varijabilnosti između serija, što 

smanjuje eksperimentalnu ponovljivost (Braccini i sar., 2022). 

U okviru prirodnih biomaterijala, poseban tip koji se veoma često koristi zahvaljujući svojoj sličnosti 

sa prirodnim vanćelijskim matriksom je komercijalno dostupan Matrigel. Ovaj materijal predstavlja 

kompleksnu mešavinu proteina i faktora rasta vanćelijskog matriksa, izolovanih iz tumorskog tkiva 

mišjeg sarkoma, i još uvek se smatra industrijskim standardom za zamenu vanćelijskog matriksa u 

brojnim 3D in vitro modelima (Leung i sar., 2010). Matrigel omogućava ispoljavanje biološki 

relevantnih ćelijskih odgovora, uključujući reorganizaciju citoskeleta i promene u morfologiji ćelija 

koje su povezane sa malignim fenotipom, kao što je izdužen oblik ćelija karakterističan za invazivno 

ponašanje. Ipak, slabe mehaničke karakteristike Matrigela ograničavaju njegovo korišćenje na kulture 

ćelija u monosloju ili  u tankom sloju gela, kao i na kratkotrajne analize u trajanju od nekoliko sati 

do najviše 4 dana (Cavo i sar., 2018). Takođe, zbog svog biološkog porekla i složenog sastava, 
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Matrigel nije precizno definisan matriks, što može dovesti do varijabilnosti eksperimentalnih 

rezultata (Hughes i sar., 2010). Dodatno, materijali izolovani iz sisara mogu biti izvor patogena i 

često su skupi za dobijanje (Leung i sar., 2010). 

Sintetički polimeri koji se koriste za izradu 3D nosača obuhvataju širok spektar materijala, 

uključujući poli(hidroksietil metakrilat), poli(vinil alkohol), poli(etilen glikol), poli(akrilnu kiselinu), 

poli(metakrilnu kiselinu) i poli(akrilamid), zatim biorazgradive poliestre poput poli(mlečne kiseline), 

poli(glikolne kiseline) i poli(mlečno-ko-glikolne kiseline), kao i polistiren (Asghar i sar., 2015). Ovi 

materijali omogućavaju preciznu kontrolu svojstava nosača, uključujući mehaničku čvrstoću, brzinu 

degradacije i poroznost strukture. Međutim, za razliku od prirodnih polimera, sintetički materijali 

najčešće nisu biološki aktivni, zbog čega ćelije prema njima pokazuju manji afinitet (Braccini i sar., 

2022). Pored toga, razgradnja mnogih sintetičkih polimera može dovesti do stvaranja kiselih 

proizvoda, pri čemu dolazi do snižavanja lokalne pH vrednosti, što može imati citotoksičan efekat 

(Sung i sar., 2004). 

Kako bi se poboljšale karakteristike polimernih nosača, kao i njihov uticaj na ćelije, često se 

kombinuju sa drugim polimerima ili keramičkim biomaterijalima. Kombinovanjem različitih 

polimera omogućava se podešavanje mehaničkih, hemijskih i bioloških svojstava materijala, čime se 

postiže kompleksnije mikrookruženje koje bolje imitira in vivo uslove (Ulrich i sar., 2010; Cavo i 

sar., 2018). Ovakvi sistemi doprinose formiranju heterogenog mikrookruženja koje podržava 

morfološku heterogenost, zonalnu organizaciju i migratorni potencijal tumorskih ćelija, kao i 

fenotipske promene povezane sa tumorskom progresijom (Moscato i sar., 2015; Pradhan i sar., 

2017). 

1.4.2.1.2. Keramički biomaterijali 

Keramički biomaterijali predstavljaju grupu neorganskih materijala koji se odlikuju velikom 

mehaničkom čvrstoćom, hemijskom stabilnošću i bioaktivnošću. U 3D nosačima ćelija najčešće se 

koriste kalcijum-fosfatni materijali, uključujući hidroksiapatit, trikalcijum-fosfat, amorfne i dvofazne 

kalcijum-fosfate, kao i bioaktivna stakla (Gerhardt i Boccaccini, 2010; Samavedi i sar., 2013). 

Kalcijum-fosfatni materijali, posebno hidroksiapatit, po hemijskom sastavu i strukturi su slični 

mineralnoj komponenti kosti, pa se često koriste u nosačima za oponašanje mikrookruženja kosti i 

osteosarkoma (LeGeros, 2002; Monteiro i sar., 2019). Pored toga, njihova primena je zabeležena i u 

modelima karcinoma dojke, gde može doći do formiranja mikrokalcifikacija, odnosno lokalnog 

deponovanja hidroksiapatita (Svanström i sar., 2021). 

Iako se odlikuju značajnom krutošću i stabilnošću, kalcijum-fosfatni materijali su u poroznom obliku 

krti, što može ograničiti njihovu primenu kao samostalnih nosača (Baino i sar., 2015). Zbog toga se 

najčešće kombinuju sa polimernim materijalima dajući kompozitne nosače ćelija. 

1.4.2.1.3. Kompozitni biomaterijali 

Kompozitni biomaterijali nastaju kombinovanjem dve ili više komponenti, najčešće polimera i 

keramičkih biomaterijala, sa ciljem prevazilaženja ograničenja pojedinačnih materijala i poboljšanja 

svojstava finalnog sistema. Keramički biomaterijali, zbog krtosti i male otpornosti na lom, imaju 

ograničenu primenu, dok polimerni materijali najčešće poseduju elastičnost i biokompatibilnost, ali 

nedovoljnu mehaničku čvrstoću i bioaktivnost. Kombinacija ove dve vrste biomaterijala u okviru 

kompozitnih nosača omogućava balans između mehaničke stabilnosti i biološke funkcionalnosti 

(Ikada, 2006). 

U 3D modelima tumora, kombinovanje polimernih i keramičkih materijala omogućava kontrolu 

određenih karakteristika ćelijskog mikrookruženja koje mogu uticati na ponašanje ćelija. Podešavanje 

mehaničkih i bioaktivnih svojstava nosača dovodi do promena u proliferaciji, infiltrativnom 

ponašanju i genskoj ekspresiji tumorskih ćelija (Bassi i sar., 2020; Tornín i sar., 2021).  
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1.4.2.1.4. Decelularizovani vanćelijski matriks 

Za oponašanje vanćelijskog matriksa u 3D kulturama često se koristi i decelularizovani vanćelijski 

matriks, koji ćelijama pruža prirodnu sredinu za adheziju, rast i interakcije sa drugim ćelijama i 

vanćelijskim matriksom (Zhang i sar., 2022). Dobijaju se od tkiva iz kojih su uklonjene sve ćelijske 

komponente, pri čemu ostaje samo vanćelijski matriks. Može poticati iz različitih izvora, uključujući 

zdrava i maligna tkiva, kao i iz specifičnih delova tkiva bogatih vanćelijskim matriksom, poput 

decelularizovane bazalne membrane (Hoshiba, 2019; Abuwatfa i sar., 2024). Upotreba 

decelularizovang vanćelijskog matriksa kao 3D nosača za ćelijsku kulturu ima brojne prednosti. Pre 

svega, on zadržava kompleksan sastav i arhitekturu vanćelijskog matriksa, omogućavajući malignim 

ćelijama da ostvaruju interakcije slične onima u nativnom tkivu. Pored strukturnih proteina i signalnih 

molekula koji utiču na adheziju, migraciju i diferencijaciju, očuvana topografija, poput vaskularne 

mreže, omogućava proučavanje angiogeneze i procesa vaskularizacije tokom progresije malignih 

tumora, dok istovremeno obezbeđuje mehaničke signale koji utiču na oblik, proliferaciju i gensku 

ekspresiju ćelija (Abuwatfa i sar., 2024). Poreklo decelularizovanog vanćelijskog matriksa značajno 

utiče na ponašanje ćelija. Matriks dobijen iz malignog tkiva može da podstakne proliferaciju i 

epitelno-mezenhimalnu tranziciju, proces tokom kojeg dolazi do smanjene ekspresije gena 

odgovornih za epitelne karakteristike i povećane ekspresije gena povezanih sa mezenhimskim 

fenotipom, što je povezano sa povećanom invazivnošću ćelija, dok matriks poreklom iz zdravog tkiva 

može da inhibira ove procese i indukuje apoptozu (Jin i sar., 2018). 

Glavna ograničenja korišćenja decelularizovanog vanćelijskog matriksa uključuju mogućnost 

oštećenja njegove strukture tokom procesa decelularizacije, što dovodi do gubitka važnih signalnih 

molekula, kao i ograničenu dostupnost uzoraka iz pacijenata usled etičkih i regulatornih zahteva 

(Brancato i sar., 2020). Dodatno, heterogenost tumora otežava interpretaciju rezultata, jer se sastav 

vanćelijskog matriksa razlikuje u zavisnosti od stadijuma bolesti, invazivnosti i drugih karakteristika 

(Hoshiba, 2019).  

1.4.2.2. Metode imobilizacije ćelija 

Ćelije se u 3D modelima zasnovanim na nosačima mogu imobilisati na više načina, pri čemu najčešće 

korišćene metode uključuju adsorpciju na površini nosača i imobilizaciju ili zadržavanje unutar 

matriksa. 

1.4.2.2.1. Adsorpcija na površini nosača 

Adsorpcija predstavlja način imobilizacije ćelija pri kojem se one zasejavaju na već formirane nosače 

i vezuju za njihovu površinu (slika 1.11). Ovaj proces je zasnovan na interakcijama između ćelija i 

površine materijala, koje su određene njegovim karakteristikama (Braccini i sar., 2022). Kao 

posledica toga, ćelije se inicijalno raspoređuju na površini i u dostupnim porama nosača, dok njihova 

dalja penetracija u unutrašnjost zavisi od njegove strukture i poroznosti. 

 

Slika 1.11. Pogled odozgo (a) i poprečni presek (b) nosača na bazi alginata i čestica hidroksiapatita 

i β-trikalcijum fosfata sa zasejanim ćelijama osteosarkoma obojenim MTT reagensom (crno) 

(razmernik = 1 mm; prilagođeno iz Banicevic i sar., 2025) 
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Ovaj pristup omogućava primenu širokog spektra biomaterijala i preciznu kontrolu strukture i fizičko-

hemijskih svojstava nosača, čime se olakšava oponašanje karakteristika prirodnog vanćelijskog 

matriksa. Međutim, s obzirom na to da se ćelije seju na već formirane nosače, njihova penetracija u 

unutrašnjost može biti ograničena, što često dovodi do nehomogene raspodele i zadržavanja ćelija u 

površinskim slojevima. Kako bi se poboljšala efikasnost sejanja, mogu se primeniti različiti pristupi 

koji unapređuju kontakt ćelija i nosača, kao što je dinamičko sejanje u sudovima sa mešanjem ili u 

protočnim uslovima (Chan i Leong, 2008). Važan faktor predstavljaju i dimenzije nosača. Tanji nosači 

(debljine < 2 mm) mogu se sejati statički, dok je za uniformnu raspodelu ćelija u debljim nosačima 

(≥ 2 mm) neophodno primeniti mešanje (Vunjak-Novakovic i Radisic, 2004). Iako ovakvi pristupi 

povećavaju efikasnost sejanja, mogu imati negativan uticaj na vijabilnost ćelija usled izlaganja ćelija 

smicajnim silama tokom mešanja (Chan i Leong, 2008). 

S obzirom na to da karakteristike materijala utiču na interakcije ćelija sa nosačem, površina nosača 

može se dodatno funkcionalizovati (mehanički, fizički, hemijski ili biološki) kako bi se poboljšala 

adhezija ćelija (Tallawi i sar., 2015). 

1.4.2.2.2. Zadržavanje unutar matriksa 

Zadržavanje ćelija unutar matriksa predstavlja način imobilizacije ćelija pri kojem se one ugrađuju 

unutar trodimenzionalnog matriksa, najčešće hidrogela. Hidrogelovi koji se koriste za imobilizaciju 

formiraju se umrežavanjem rastvorljivih polimera, pri čemu uslovi formiranja hidrogela moraju biti 

kompatibilni sa živim ćelijama. Jedna od prednosti ovog pristupa je mogućnost mešanja ćelija sa 

polimernom suspenzijom pre samog umrežavanja, čime se istovremeno ostvaruju formiranje nosača 

i imobilizacija ćelija. Ovakav pristup omogućava homogenu raspodelu ćelija unutar matriksa i 

očuvanje njihove vijabilnosti (Chan i Leong, 2008). 

Hidrogelovi se mogu formirati fizičkim i hemijskim umrežavanjem polimernih lanaca. Fizičko 

umrežavanje se zasniva na nekovalentnim interakcijama, uključujući vodonične veze, elektrostatičke 

interakcije i jonsko umrežavanje, dok hemijsko podrazumeva formiranje kovalentnih veza između 

polimernih lanaca. Formiranje hidrogelova može se postići i promenama spoljašnjih uslova, kao što 

su temperatura i pH vrednost. Od navedenih metoda, jonsko umrežavanje se često koristi zbog blagih 

uslova geliranja pogodnih za imobilizaciju ćelija (Maji i Lee, 2022). 

U zavisnosti od umreživača i mehanizma umrežavanja, hidrogel može biti dugotrajno stabilan ili 

degradabilan. Stabilni hidrogelovi često ograničavaju kretanje ćelija i formiranje vanćelijskog 

matriksa, dok degradabilni hidrogelovi omogućavaju rast i migraciju ćelija i stimulišu vanćelijskog 

matriksa (Maji i Lee, 2022). 

Ekstruzija predstavlja jednu od najčešće korišćenih tehnika za imobilizaciju ćelija u polimerne 

matrice. U preradi polimera, ekstruzija predstavlja postupak pri kome se rastopljeni polimer pod 

pritiskom potiskuje kroz matricu (diznu), čime se dobija proizvod konstantnog poprečnog preseka 

(Francis, 2016). U inženjerstvu tkiva, termin ekstruzija se najčešće odnosi na istiskivanje polimerne 

suspenzije sa ćelijama kroz iglu ili kanilu u rastvor za geliranje, gde dolazi do formiranja hidrogela 

sa imobilisanim ćelijama. Ekstruzione tehnike se najčešće koriste za dobijanje nosača u obliku 

čestica, jer sferični oblik povećava otpornost gela i kontaktnu površinu, što povoljno utiče na 

preživljavanje ćelija (Sánchez i sar., 2013). Za dobijanje veoma malih čestica (prečnika nekoliko 

stotina mikrometara) ima više tehnika, a jedna od njih je elektrostatička ekstruzija (slika 1.12a). 

Procesni parametri, kao što su viskoznost rastvora, protok, prečnik igle i uslovi geliranja, utiču na 

veličinu i morfologiju dobijenih čestica (Sánchez i sar., 2013). 

Pored formiranja čestica, ekstruzija se koristi i za dobijanje mikrovlakana. Ovakav oblik se odlikuje 

velikom specifičnom površinom i pogodnim uslovima za rast ćelija (Xie i sar., 2022). Mikrovlakna 

se mogu formirati kontinualnim istiskivanjem polimerne suspenzije sa ćelijama u rastvor za geliranje, 

pri čemu se istiskivanje može ostvariti pomoću pumpe ili ručno (Stojkovska, 2015; Stojkovska i sar., 

2020; Dragoj i sar., 2021). Prednost upotrebe pumpe u odnosu na ručno istiskivanje je u održavanju 
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konstantne brzine potiskivanja, čime se postiže ujednačen prečnik mikrovlakna, dok je ručno 

istiskivanje pogodno za rad sa malim zapreminama. Za dobijanje strukturno složenijih mikrovlakana 

koristi se koaksijalna ekstruzija, pri kojoj se dva različita materijala istovremeno potiskuju kroz 

koaksijalnu iglu, formirajući jezgro i omotač (Wang i sar., 2018a) (slika 1.12b). 

 

Slika 1.12. Primeri hidrogelova sa imobilisanim ćelijama dobijenih ekstruzijom. a) Dvofazne 

mikročestice na bazi alginata i poli-L-lizina sa pojedinačnim ćelijama hepatokarcinoma dobijene 

elektrostatičkom ekstruzijom (razmernik = 100 µm, prilagođeno iz Wang i sar., 2006); b) Dvofazna 

mikrovlakna na bazi alginata i hijaluronske kiseline sa pojedinačnim ćelijama glioma dobijene 

koaksijalnom ekstruzijom (razmernik = 200 µm; prilagođeno iz Li i sar., 2018) 

Ekstruzija je jedna od najčešće primenjivanih metoda u bioštampanju, jer omogućava korišćenje 

širokog spektra materijala i jednostavnu kontrolu procesa (Gao i sar., 2019). 3D bioštampanje 

predstavlja tehnologiju u kojoj se biomaterijali sa ćelijama prostorno nanose sloj po sloj, na osnovu 

unapred definisanog kompjuterskog dizajna, čime se omogućava dobijanje složenih in vitro modela 

sa jasno definisanom i precizno kontrolisanom 3D strukturom, uz očuvanje vijabilnosti ćelija (Zhao 

i sar., 2014; Guan i Huang, 2022) (slika 1.13). Dodatno, savremene metode 3D bioštampanja 

omogućavaju kontrolisanu prostornu raspodelu različitih tipova ćelija (npr. malignih i stromalnih), 

što može poboljšati kompleksnost in vitro modela, kao i standardizaciju i ponovljivost rezultata (Xu 

i sar., 2011). Ipak, bioštampanje zahteva optimizaciju velikog broja parametara koji mogu uticati na 

vijabilnost ćelija, a složenost sistema i potreba za specijalizovanom opremom čine ovu tehnologiju 

vremenski zahtevnom i skupom (Mota i sar., 2020; Gebeyehu i sar., 2021). 

 

Slika 1.13. Primer modela dobijenog 3D bioštampanjem: a) fotografija poroznog 3D bioštampanog 

nosača i b) mikrofotografija živih ćelija unutar nosača (fluorescentno obojenih sa CAM; 

razmernik = 200 µm) (prilagođeno iz Gebeyehu i sar., 2021) 
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1.4.2.3. Karakteristike nosača 

1.4.2.3.1. Struktura 

Struktura nosača predstavlja ključni faktor koji utiče na transport nutrijenata, kiseonika i metabolita, 

kao i na organizaciju ćelija u 3D sistemu.  U skladu sa navedenim metodama imobilizacije koriste se 

mikro- i makroporozni nosači ili polimerni nosači koji imaju pore nano veličina. 

Mikro- i makroporozna struktura nosača obezbeđuje prostor za adheziju, rast i migraciju ćelija, 

njihove međusobne interakcije, kao i transport nutrijenata i metabolita (Carletti i sar., 2010; 

Bregenzer i sar., 2019). Pore povećavaju specifičnu površinu, čime se povećava dostupna površina 

za adheziju ćelija, dok veći udeo pora omogućava njihov rast i efikasnu razmenu materija. Pri tome, 

veličina pora i hemijski sastav materijala imaju značajnu ulogu u regulaciji proliferacije, organizacije 

citoskeleta, interakcija sa nosačem i formiranja ćelijskih agregata (Harley i sar., 2008; Veleirinho i 

sar., 2013; Li i sar., 2015). Mikroporoznost je značajna za interakcije ćelija sa matriksom, dok 

makroporoznost ima važnu ulogu u difuziji nutrijenata i uklanjanju metaboličkih produkata (Carletti 

i sar., 2010). Pored veličine pora, i njihova morfologija i međusobna povezanost utiču na ponašanje 

ćelija i formiranje vanćelijskog matriksa. Optimalna poroznost zavisi od tipa tkiva. Na primer, u 

modelima koštanog tkiva, minimalna veličina pora od oko 100 μm je neophodna zbog veličine ćelija, 

migracije i transporta nutrijenata, dok se veličine pora veće od 300 μm povezuju sa efikasnijim 

formiranjem tkiva (Karageorgiou i Kaplan, 2005). Ipak, povećanje poroznosti često dovodi do 

smanjenja mehaničke stabilnosti, zbog čega je neophodno uspostaviti balans između strukturne 

stabilnosti i biološke funkcionalnosti nosača. Na slici 1.14 prikazane su mikrofotografije strukture 

tipičnog mikroporoznog nosača. 

 

Slika 1.14. Prikaz strukture poroznog nosača na bazi kolagena i nanočestica HAP: a) poprečni 

presek koji prikazuje homogenu distribuciju pora po celom preseku nosača (razmernik = 2 mm); 

b) mikrofotografija dobijena skenirajućom elektronskom mikroskopijom koja detaljnije prikazuje 

poroznu strukturu nosača (razmernik = 200 µm) (prilagođeno iz Tornín i sar., 2021) 

Hidrogelovi predstavljaju trodimenzionalne mreže hidrofilnih polimera koje mogu da apsorbuju 

velike količine vode ili bioloških tečnosti i istovremeno očuvaju svoju strukturu (Abuwatfa i sar., 

2024). Čvrsta faza hidrogelova sastoji se od umreženih polimernih lanaca, pri čemu veličina pora 

(engl. mesh size), koja opisuje poroznost na molekulskom nivou i koja se tipično nalazi u opsegu 

nanometarskih dimenzija, predstavlja važan parametar koji utiče na transport molekula kroz matriks 

(Caliari i Burdick, 2016; Ho i sar., 2022). Ova mreža omogućava zadržavanje vode i održavanje 

strukturne stabilnosti hidrogela, uz istovremenu propustljivost za rastvorene supstance (Ho i sar., 

2022). Sadržaj vode u hidrogelu može dostići i do 99 %, što dodatno doprinosi efikasnoj difuziji 

nutrijenata i metabolita kroz materijal (Asghar i sar., 2015; Brancato i sar., 2020). Gustina i 

organizacija mreže mogu uticati na ponašanje ćelija, pri čemu veća gustina može ograničiti njihovo 

kretanje kroz matriks (Ulrich i sar., 2010). 
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1.4.2.3.2. Topografija 

Topografija biomaterijala odnosi se na mikro- i nanoskopske strukturne karakteristike površine, 

uključujući reljef, geometriju i organizaciju površinskih elemenata, koje mogu značajno uticati na 

interakcije između ćelija i nosača. Iako ćelije u in vitro uslovima ne dolaze u direktan kontakt sa 

površinom nosača, već sa slojem vode, jona i biomolekula adsorbovanih iz medijuma, informacije o 

fizičko-hemijskim i topografskim karakteristikama materijala prenose se na ćelije posredstvom ovog 

sloja (Anselme i Bigerelle, 2011). 

Ćelijski odgovor na topografiju obuhvata niz mehanosenzitivnih procesa, pri čemu se ćelije mogu 

orijentisati i menjati oblik u zavisnosti od anizotropije površine, što je poznato kao kontaktno vođenje 

(engl. contact guidance) (slika 1.15). Ovaj proces je povezan sa reorganizacijom citoskeleta i 

mehanotransdukcijom, pri čemu topografski signali utiču na morfologiju ćelija i jedra, što može dalje 

uticati na gensku ekspresiju i proliferaciju (Anselme i Bigerelle, 2011).  

 

Slika 1.15. Prikaz ćelijskog odgovora na žlebastu topografiju: a) inicijalna adhezija ćelija; b) širenje 

i usmeravanje ćelija u pravcu žlebova; c) proliferacija i orijentacija ćelija usled efekta kontaktnog 

vođenja (prilagođeno iz Anselme i Bigerelle, 2011) 

Kod tumorskih ćelija pokazano je da topografski signali mogu različito uticati na proliferaciju u 

poređenju sa normalnim ćelijama. Anizotropne mikrotopografske strukture, poput mikrožlebova, 

mogu smanjiti proliferaciju normalnih epitelnih ćelija dojke, dok isti efekat nije uočen kod malignih 

ćelija, koje zadržavaju sposobnost nekontrolisane proliferacije, što ukazuje na njihovu smanjenu 

osetljivost na fizičke inhibicione signale mikrookruženja (Chaudhuri i sar., 2016). Pored 

proliferacije, topografija može uticati i na migratorno ponašanje tumorskih ćelija. Pokazano je da 

topografija može regulisati efikasnost i pravac širenja ćelija iz tumorskih sferoida, što ukazuje da 

karakteristike površine mogu doprineti regulaciji migracije u 3D modelima (Lam i sar., 2020). U tom 

kontekstu, modeli na bazi hidrogelova sa sličnom topografijom i mehaničkim karakteristikama kao 

tumorsko mikrookruženje podržavaju proliferaciju ćelija i formiranje ćelijskih agregata, a u 

poređenju sa standardnim 2D kulturama dovode do povećane migracije, invazivnosti i tumorogenog 

potencijala (Suo i sar., 2019). 

1.4.2.3.3. Mehaničke karakteristike 

Mehaničke karakteristike nosača zavise od više faktora, uključujući sam sastav biomaterijala, kao i 

njegovu strukturu. Kod hidrogelova, mehaničke karakteristike zavise od makromolekulske strukture 

polimera, stepena i načina umrežavanja, brzine razgradnje i stepena apsorpcije vode. Ovi parametri 

direktno određuju čvrstoću i elastičnost hidrogelova, kao i njihovo ponašanje u biološkim uslovima 
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(Braccini i sar., 2022). Hidrogelovi na bazi prirodnih polimera generalno pokazuju slabija mehanička 

svojstva u odnosu na sintetičke polimere, koja se mogu unaprediti kombinovanjem različitih polimera 

ili uvođenjem dodatnih komponenti. Na primer, dodatak sekundarne polimerne faze, kao što je 

agaroza u kolagenskim sistemima, dovodi do povećanja stabilnosti i formiranja gušće mrežaste 

strukture (Ulrich i sar., 2010). Slično tome, kombinacija materijala sa komplementarnim svojstvima, 

kao što su alginat i Matrigel, omogućava postizanje odgovarajuće mehaničke stabilnosti, pri čemu 

svojstva sistema, poput čvrstoće, zavise od sastava i odnosa komponenti (Cavo i sar., 2018). Kod 

keramičkih materijala, mehanička svojstva nosača u velikoj meri zavise od strukture i poroznosti, pri 

čemu povećanje poroznosti najčešće dovodi do smanjenja čvrstoće i modula elastičnosti (Baino i sar., 

2015). 

Mehanička svojstva nosača imaju značajan uticaj na ponašanje ćelija. Nakon imobilizacije, ćelije 

ostvaruju kontakt sa nosačem preko integrina, koji omogućavaju vezivanje za matriks i prenos 

mehaničkih signala u ćeliju. Na čvršćim nosačima dolazi do formiranja stabilnijih ćelijskih kontakata 

i izraženije organizacije citoskeleta, jer materijal pruža veći otpor silama koje ćelije generišu, dok je 

na mekšim nosačima taj efekat slabije izražen. Promene u organizaciji citoskeleta utiču na signalne 

puteve uključene u mehanotransdukciju, čime se mehanički signali iz mikrookruženja prevode u 

biohemijske odgovore (Braccini i sar., 2022). U kontekstu modela tumora, pokazano je da krutost 

mikrookruženja utiče na fenotip tumorskih ćelija, pri čemu povećana krutost može doprineti 

ispoljavanju malignih karakteristika i progresiji tumora (Bassi i sar., 2020). Takođe, u modelima 

zasnovanim na hidrogelovima, ćelije gajene na čvršćim nosačima mogu ispoljiti smanjenu 

senzitivnost na pojedine hemoterapeutike, što ukazuje na ulogu mehaničkih svojstava u regulaciji 

odgovora na terapiju (Nguyen i sar., 2014).  

Dodatno, svojstva hidrogelova kao što su bubrenje i degradacija mogu uticati na mehaničko 

ponašanje sistema tokom vremena. Veći stepen bubrenja obično je povezan sa manjom gustinom 

umrežavanja i manjom krutošću, dok razgradnja dovodi do promena u strukturi i slabljenja 

mehaničkih svojstava matriksa, što dalje utiče na ćelijski odgovor (Caliari i Burdick, 2016). 

1.4.2.4. Alginat 

Alginat je prirodni nerazgranati polisaharid koji se nalazi u ćelijskom zidu i unutarćelijskom matriksu 

smeđih algi (Phaeophyceae), gde je prisutan u formi gela koji sadrži jone natrijuma, kalcijuma, 

magnezijuma, stroncijuma i barijuma čija je koncentracija određena ravnotežnom jonskom izmenom 

sa morskom vodom (Pawar i Edgar, 2012). Kao strukturni element, gel alginata daje tkivu algi 

mehaničku čvrstoću i fleksibilnost (Draget, 2009). Pored smeđih algi, alginat proizvode i bakterije iz 

familija Pseudomonas i Azotobacter (Hay i sar., 2013). Komercijalni alginat se pretežno dobija 

ekstrakcijom iz smeđih algi u formi rastvorljivog Na-alginata (Bojorges i sar., 2023). Alginati 

poreklom iz bakterija imaju velike molekulske mase i visok stepen polimerizacije, dok kod onih 

poreklom iz algi vrednost molekulske mase može da varira u širokom opsegu (50–100 000 kDa), 

zahvaljujući čemu alginat može da odgovori na zahteve različitih primena (Augst i sar., 2006; Sahoo 

i Biswal, 2021). 

1.4.2.4.1. Hemijska struktura alginata 

Alginat je linearni kopolimer kiselinskih ostataka β-D-manuronske kiseline (M) i α-L-guluronske 

kiseline (G) međusobno povezanih 1→4 glikozidnom vezom. M i G jedinice u alginatu izolovanom 

iz smeđih algi formiraju blokove duž lanca polimera, gde su duže homopolimerne M sekvence (MM 

blokovi) i G sekvence (GG blokovi) ispresecane znatno kraćim heteropolimernim sekvencama (MG 

blokovi) (slika 1.16) (Aarstad i sar., 2012). Ova nenasumična blok-struktura je posledica 

jedinstvenog procesa biosinteze alginata, gde prvo dolazi do polimerizacije manuronskih ostataka u 

polimanuronsku kiselinu, a zatim se epimerazama neacetilovani manuronski ostaci prevode u 

guluronske ostatke (Aarstad i sar., 2012; Pawar i Edgar, 2012). 
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− G(1C4)
   𝛼(1−4)   
→       G(1C4)

   𝛼(1−4)   
→       M(4C1)

   𝛽(1−4)   
→       M(4C1) − 

Slika 1.16. Molekulska struktura fragmenta alginata sastavljenog od GG-, GM- i MM- blokova 

(prilagođeno iz Iwaki i sar., 2012) i tipovi glikozidne veze koji se ostvaruju između različitih 

monomernih jedinica. 

Sadržaj i redosled monomernih jedinica, dužina blokova i molekulska masa variraju u zavisnosti od 

izvora alginata i tkiva iz kojeg je izolovan, što dovodi do različitih fizičkih karakteristika dobijenih 

alginata (Gombotz i Wee, 2012; Pawar i Edgar, 2012; Liu i sar., 2016). 

Vodeni rastvori alginata se ponašaju kao pseudoplastični nenjutnovski fluidi, odnosno viskoznost 

ovih rastvora opada sa porastom brzine smicanja (Becker i Kipke, 2002). Viskoznost rastvora alginata 

zavisi od koncentracije polimera i njegove molekulske mase (Augst i sar., 2006), ali i od temperature. 

Naime, viskoznost alginata se smanjuje sa porastom temperature, brzinom od oko 2,5 % po stepenu 

Celzijusa. Ako se alginatni rastvor drži na temperaturi iznad 50°C nekoliko sati, može doći do 

depolimerizacije, što dovodi do trajnog gubitka viskoznosti i molekulske mase. Viskoznost rastvora 

alginata je stabilna u opsegu pH 5–11, a dostiže maksimum na pH oko 3–3,5, jer se tada karboksilne 

grupe alginata protonizuju i formiraju vodonične veze (LeRoux i sar., 1999; Qin, 2008). 

1.4.2.4.2. Mehanizam formiranja hidrogela 

U prisustvu dvovalentnih ili viševalentnih katjona dolazi do interakcija između karboksilnih grupa 

alginata, što dovodi do formiranja gela. Smatra se da pretežno GG blokovi učestvuju u 

međumolekulskom umrežavanju jer njihova struktura omogućava visok stepen koordinacije 

dvovalentnih katjona. Naime, GG blokovi jednog polimernog lanca se preko dvovalentnih katjona 

vezuju za GG blokove susednog polimernog lanca, što dovodi do formiranja trodimenzionalne mreže 

(Liu i sar., 2016). Prilikom geliranja dvovalentnim katjonima, povezivanje sa alginatom se odvija 

planarno (dvodimenzionalno) (Al-Musa i sar., 1999). Ovakav mehanizam formiranja gela označava 

se kao model „kutije za jaja“ (engl. „egg-box model“, slika 1.17). 
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Slika 1.17. Formiranje alginatnog hidrogela po modelu „kutije za jaja“: jonske interakcije 

polianjonskih blokova alginata i dvovalentnih katjona (npr. Ca2+) dovode do privlačenja susednih 

polimernih lanaca koji obrazuju međumolekulske veze i dolazi do formiranja hidrogela 

(prilagođeno iz Martău i sar., 2019). 

Na slici 1.18 prikazana je struktura 3D modela Ca-poli-α-guluronata. 

   

 

Slika 1.18. 3D model Ca-poli-α-guluronata: prikaz niz osu (levo) i prikaz duž ose (desno) 

(prilagođeno sa https://water.lsbu.ac.uk/water/alginate.html, pristupljeno 14.1.2025.) 

U literaturi je predložen model po kome duži MG blokovi posredstvom Ca2+ jona takođe formiraju 

međumolekulske veze sa susednim GG i MG blokovima (Donati i sar., 2005). Kada dođe do 

zasićenja G ostataka jonima Ca2+ počinje njihovo vezivanje za COO− grupe na M ostacima, pri čemu 

se formiraju slabe jonske veze (Mitrović i sar., 2010). 

Alginatni hidrogelovi omogućavaju vezivanje i zadržavanje velike količine vode u svojoj 

trodimenzionalnoj strukturi zahvaljujući hidrofilnosti polimernih lanaca. Prilikom formiranja 

hidrogela dolazi do istiskivanja određene količine vode usled približavanja polimernih lanaca, pojave 

poznate pod nazivom sinerezis, što dovodi do povećanja koncentracije alginata u hidrogelu u odnosu 

na koncentraciju alginata u rastvoru pre geliranja (Martinsen i sar., 1989). 

 

https://water.lsbu.ac.uk/water/alginate.html
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Fizičko-hemijske karakteristike alginatnog hidrogela zavise od molekulske težine i hemijskog sastava 

alginata, ali i od načina i gustine umrežavanja. Za jonsko umrežavanje alginata najčešće se koriste 

joni kalcijuma i ono može biti izvedeno kao unutrašnje i spoljašnje. Unutrašnje geliranje 

podrazumeva unošenje Ca2+ jona u neaktivnom obliku u rastvor alginata i naknadno kontrolisano 

oslobađanje ovih jona, što dovodi do formiranja hidrogela. Spoljašnje geliranje se zasniva na difuziji 

umrežavajućeg jona, Ca2+, iz rastvora supstance koja sadrži Ca2+ jone u rastvor alginata. Spoljašnjim 

umrežavanjem dobijaju se hidrogelovi sa gradijentom koncentracije Ca2+ jona unutar hidrogela, dok 

unutrašnjim geliranjem nastaju hidrogelovi sa uniformnom koncentracijom jona po celoj zapremini 

(Draget i sar., 1997). Spoljašnje geliranje se najčešće izvodi istiskivanjem rastvora natrijum-alginata 

u rastvor kalcijum-hlorida (Pawar i Edgar, 2012) i ova metoda se može koristiti za dobijanje 

hidrogelova alginata u obliku čestica, vlakana i filmova. Ovaj način geliranja se koristi kada alginat 

služi kao matrica za imobilizaciju ćelija i biološki aktivnih agenasa zbog brzog i blagog geliranja 

kada kapi ili mlaz rastvora alginata sa agensom koji se imobiliše dodirne rastvor za geliranje što vodi 

do obuhvatanja datog agensa alginatom (Draget i sar., 1997).  

Kovalentno umrežavanje se intenzivno istraživalo sa ciljem da se poboljšaju fizičke karakteristike 

alginatnih hidrogelova u skladu sa različitim primenama, međutim, zbog moguće toksičnosti 

reaktanata za kovalentno umrežavanje, u biomedicinskoj primeni osnovni pristup za geliranje alginata 

je jonsko umrežavanje. 

1.4.2.4.3. Stabilnost jonsko umreženih alginatnih hidrogelova 

Osnovni nedostatak jonsko umreženih alginatnih hidrogelova je ograničena dugoročna stabilnost u 

fiziološkim uslovima. Ca‑alginatni hidrogelovi su osetljivi na prisustvo helatnih jedinjenja poput 

fosfata, citrata i laktata, kao i antigelirajućih katjona kao što je Na+. U fiziološkom rastvoru dolazi do 

slabljenja Ca‑alginatnog hidrogela usled izlaganja velikim koncentracijama jona Na+. Usled 

kompeticije između relativno male količine Ca2+ jona u hidrogelu i velike količine Na+ jona u rastvoru 

dolazi do jonske izmene unutar alginatnog hidrogela, što rezultuje značajnim smanjenjem pritisne i 

smicajne čvrstoće (LeRoux i sar., 1999). Ispitivanje degradacije alginatnih mikročestica pokazalo je 

da se razgradnja hidrogelova Ca‑alginata odvija prema sledećem mehanizmu: prvo dolazi do zamene 

jona kalcijuma vezanih za manuronske ostatke jonima natrijuma, što dovodi do slabljenja strukture 

hidrogela i bubrenja. U sledećoj, znatno sporijoj fazi, zamenjuju se i joni kalcijuma jače vezani za 

guluronske ostatke. U toj fazi dolazi do pucanja hidrogela i razgradnje na delove koji zaostaju u 

rastvoru (Mitrović i sar., 2010). 

Stabilnost alginatnih hidrogelova može se postići zamenom Ca2+ jona drugim dvovalentnim ili 

trovalentnim katjonima koji imaju veći afinitet prema alginatu. Afinitet alginata prema dvovalentnim 

katjonima opada sledećim redosledom (Smidsrød i Skja, 1990):  

Pb2+ > Cu2+ > Cd2+ > Ba2+ > Sr2+ > Ca2+ > Co2+ = Ni2+ = Zn2+ > Mn2+ 

Međutim, sa porastom afiniteta prema alginatu raste i krutost dobijenih hidrogelova. Takođe, neki od 

ovih jona su toksični (posebno Pb2+, Cu2+ i Cd2+) pa je njihova primena u biomedicinskom 

inženjerstvu strogo ograničena, a za istraživanja koja uključuju imobilizaciju živih ćelija isključivo 

se mogu koristiti Sr2+ i Ba2+ za stabilizaciju hidrogela (Smidsrød i Skja, 1990). Pokazano je da Ba2+ 

formira mehanički stabilnije i čvršće alginatne hidrogelove u poređenju sa Ca2+, uz očuvanje 

biokompatibilnosti (Li i sar., 2006; Mørch i sar., 2006).  

Dodatno, alginat formira jake komplekse sa polikatjonima kao što su hitozan i polipeptidi, kao i sa 

sintetičkim polimerima poput polietilamina. Ovi kompleksi se ne rastvaraju u prisustvu helirajućih 

agenasa ili antigelirajućih katjona, pa se mogu koristiti i za stabilizaciju hidrogela i za smanjenje 

poroznosti (Smidsrød i Skja, 1990). 
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1.4.2.4.4. Alginat kao nosač ćelija u 3D kulturama 

Alginat se veoma često koristi za oponašanje vanćelijskog matriksa (Lee i Mooney, 2012) zahvaljujući 

velikoj biokompatibilnosti, netoksičnosti i odobrenoj medicinskoj upotrebi od strane Američke 

uprave za hranu i lekove (engl. U.S. Food and Drug Administration, FDA). Dodatno, alginat gelira 

pri blagim uslovima u prisustvu dvovalentnih katjona poput Ca2+, a alginatni hidrogelovi pružaju 

inertnu sredinu, pri čemu velika poroznost gela omogućava brzu difuziju makromolekula (Gombotz 

i Wee, 2012), čineći alginat pogodnim materijalom za 3D in vitro kulture ćelija (Andersen i sar., 2015). 

Još neke karakteristike koje čine alginat jednim od najčešće korišćenih polimera kako u inženjerstvu 

tkiva, tako i u inženjerstvu tumora, uključuju dostupnost i malu cenu, mogućnost brzog dobijanja 

hidrogela u velikim količinama, jednostavan proces rastvaranja kako bi se oslobodile ćelije, 

mehaničku i hemijsku stabilnost za ćelijsku kulturu, kao i transparentnost hidrogela, koja omogućava 

optičke analize (Li i sar., 2018). 

Zahvaljujući navedenim svojstvima, alginat se široko primenjuje za dobijanje hidrogelova sa 

zadržanim ćelijama, uključujući različite vrste ćelija u inženjerstvu tkiva, kao što su matične ćelije 

(Khosravizadeh i sar., 2014; Olderøy i sar., 2014), hondrociti (Bittencourt i sar., 2009) i fibroblasti 

(Hunt i sar., 2010), ali i različite vrste malignih ćelija u inženjerstvu tumora, kao što su ćelije 

osteosarkoma (Grigore i sar., 2014), glioblastoma (Dragoj i sar., 2021) i karcinoma grlića materice 

(Stojkovska i sar., 2020). Dodatno, alginat je i jedan od najčešće korišćenih polimera u 3D 

bioštampanju, gde se primenjuje kao komponenta biomastila za bioštampanje različitih tipova ćelija. 

Na primer, biomastilo na bazi alginata i kolagena korišćeno je za bioštampanje matičnih ćelija (Yang 

i sar., 2018), dok je biomastilo na bazi alginata i želatina primenjeno za bioštampanje ćelija plućnog 

karcinoma (Wang i sar., 2018b). 

1.4.3. Modeli zasnovani na uređajima 

Modeli zasnovani na uređajima omogućavaju kontrolu uslova ćelijske kulture kroz uvođenje protoka 

i spoljašnjih fizičkih stimulusa. Za razliku od statičnih sistema, ovi pristupi omogućavaju oponašanje 

patofizioloških uslova, kao što su protok bioloških fluida i izlaganje ćelija relevantnim fizičkim 

signalima. U fiziološkim uslovima, krvni sudovi obezbeđuju dopremanje kiseonika, hranljivih 

materija i bioaktivnih molekula, kao i uklanjanje metaboličkih produkata, što je od suštinskog značaja 

za održavanje funkcionalnosti tkiva (Mei i sar., 2023). U statičnim 3D modelima, zbog difuzionih 

ograničenja, transport ovih komponenti je ograničen, što može dovesti do formiranja gradijenata i 

pojave hipoksičnih ili nekrotičnih zona (Mei i sar., 2023; Vella i sar., 2024). Uvođenjem protoka 

omogućava se efikasniji transport supstanci konvekcijom i bolja kontrola mikrookruženja. U 

zavisnosti od načina rada i kontrole uslova kulture, razvijeni su različiti tipovi uređaja, uključujući 

mikrofluidne sisteme i bioreaktore. 

1.4.3.1. Mikrofluidni sistemi 

Mikrofluidni uređaji predstavljaju sisteme koji se sastoje od komora u kojima se gaje ćelije i koje su 

međusobno povezane mikrokanalima. U ovim sistemima, tumorske ćelije mogu biti organizovane u 

3D strukture na različite načine, uključujući sferoide i organoide (Dadgar i sar., 2020; Ao i sar., 

2021), kao i zadržavanje u hidrogelovima (Sung i Shuler, 2009; Skardal i sar., 2016; Haque i sar., 

2022), čime se obezbeđuje odgovarajuće trodimenzionalno mikrookruženje. Ovi uređaji 

omogućavaju preciznu kontrolu protoka malih zapremina fluida kroz mikrokanale, čime se 

obezbeđuje konstantno snabdevanje ćelija nutrijentima i kiseonikom. Precizna kontrola uslova 

kulture, uključujući brzinu proticanja medijuma i smicajni napon, omogućava ispitivanje ponašanja 

malignih ćelija u patofiziološki relevantnom mikrookruženju (Asghar i sar., 2015). U okviru ovih 

sistema razvijeni su modeli „organ-na-čipu“, koji imaju za cilj da oponašaju strukturu i funkciju 

specifičnih tkiva kroz kontrolisanu organizaciju ćelija i uslova okruženja. Na osnovu ovog pristupa 

dalje su razvijeni modeli „tumor-na-čipu“ i „metastaze-na-čipu“, namenjeni za proučavanje 

tumorskog mikrookruženja i progresije bolesti. Jedan od načina oponašanja mikrovaskulature u ovim 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Khosravizadeh+Z&cauthor_id=24142904
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modelima je formiranje kanalića unutar hidrogelova sa inkapsuliranim ćelijama, kroz koje se 

omogućava kontrolisan protok medijuma. Dodatno, u model se mogu inkorporirati i endotelne ćelije, 

koje se zatim samoorganizuju u vaskularne mreže (Tsai i sar., 2017). 

Za razliku od statičnih 3D modela, mikrofluidni sistemi omogućavaju veću kontrolu prostorne 

organizacije ćelija i povezivanje modela više različitih tkiva u jedinstven sistem putem mikrokanala. 

U jednoj studiji razvijen je model „tumor-na-čipu“ koji simulira međusobne interakcije više organa, 

kako bi se ispitao efekat antitumorskog leka na ćelije karcinoma debelog creva (Sung i Shuler, 2009). 

Model se sastojao iz tri zasebne komore u kojima su se, unutar hidrogelova (Matrigela ili alginata), 

odvojeno nalazile ćelije karcinoma debelog creva, ćelije hepatocelularnog karcinoma i mijeloblasti 

(nezrele ćelije u koštanoj srži iz kojih nastaju bela krvna zrnca), imitirajući maligni tumor debelog 

creva, jetru i koštanu srž, redom, a komore su bile povezane mikrofluidnim kanalima (slika 1.19). 

Ovakvi modeli omogućavaju proučavanje međusobnih interakcija različitih tkiva, kao i procese poput 

metabolizma i distribucije lekova i njihovog sistemskog dejstva. Pored toga, mikrofluidni sistemi 

omogućavaju uključivanje ćelija poreklom iz pacijenata, čime se formiraju personalizovani modeli 

tumora koji bolje imitiraju složenost mikrookruženja tumora i omogućavaju ispitivanje odgovora na 

terapiju u kontrolisanim uslovima (Haque i sar., 2022; Yi i sar., 2019). Posebnu primenu imaju 

modeli „metastaze-na-čipu“, u kojima su modeli različitih tkiva (malignog i zdravog) povezani 

protočnim sistemom, što omogućava praćenje migracije tumorskih ćelija između njih i proučavanje 

procesa metastaziranja u kontrolisanim uslovima (Skardal i sar., 2016). 

 

Slika 1.19. Šematski prikaz modela „tumor-na-čipu“ korišćenog za proučavanje međusobnih 

interakcija ćelija karcinoma debelog creva, ćelija hepatocelularnog karcinoma i mijeloblasta 

(prilagođeno iz Sung i Shuler, 2009) 

Ipak, uprkos brojnim prednostima, mikrofluidni sistemi imaju i određena ograničenja. I pored svoje 

složenosti, ovi modeli ne mogu u potpunosti da reprodukuju sve aspekte tumora in vivo (Ngo i sar., 

2023). Naime, zbog ograničenih dimenzija mikrofluidnih uređaja, sferoidi, organoidi i imobilisane 

ćelije u ovim sistemima često obuhvataju relativno mali broj ćelija u poređenju sa tumorima in vivo. 

Dodatno, upravo njihova složenost, kao i potreba za specijalizovanom opremom i tehničkom 

ekspertizom, mogu otežati širu primenu (Johnson i sar., 2022). 

1.4.3.2. Biomimični bioreaktorski sistemi 

Biomimični bioreaktori predstavljaju sisteme za gajenje ćelija i tkiva koji omogućavaju dugotrajno 

održavanje 3D kultura uz kontrolisane uslove mikrookruženja, uključujući temperaturu, pH, 

osmolalitet, adekvatne koncentracije kiseonika, nutrijenata i bioaktivnih molekula, kao i efikasan 

prenos mase između medijuma i gajenih ćelija ili tkiva. Pored toga, ovi sistemi omogućavaju 
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izlaganje ćelija relevantnim fizičkim signalima, kao što su hidrodinamički naponi i mehanička 

stimulacija (Freshney i sar., 2007; Avena i sar., 2025). 

1.4.3.2.1. Protočni bioreaktori 

Protočni bioreaktori su najčešći tip bioreaktora korišćen za 3D in vitro kulture ćelija i tkiva. U njima 

se kontinuiranim protokom medijuma obezbeđuje dopremanje kiseonika, nutrijenata i drugih 

molekula do ćelija u 3D kulturi. U zavisnosti od dizajna sistema, medijum može direktno prolaziti 

kroz gajeni uzorak, strujati oko njega ili biti odvojen od uzorka membranom preko koje se odvija 

razmena supstanci (Cavo i sar., 2018; Avena i sar., 2025). Tipičan protočni sistem obuhvata pumpu, 

komoru sa uzorkom, rezervoar za medijum i povezani sistem creva (Gaspar i sar., 2012). 

Protočni uslovi omogućavaju efikasniji prenos mase u odnosu na statične sisteme i na taj način 

smanjuju ograničenja difuzije i formiranje koncentracionih gradijenata unutar 3D modela, što je 

naročito važno kod većih ćelijskih agregata ili nosača ćelija gde transport difuzijom nije dovoljan za 

održavanje vijabilnosti ćelija u unutrašnjosti uzorka. Uvođenjem protočnih uslova obezbeđuje se 

konvektivni transport, čime se značajno unapređuje distribucija supstanci kroz čitavu zapreminu 

uzorka (Freshney i sar., 2007). U poređenju sa statičnim kulturama, protočni uslovi omogućavaju 

dugotrajnije održavanje 3D ćelijskih kultura i kultura eksplantata tumora, doprinoseći očuvanju 

vijabilnosti tumorskih ćelija (Muraro i sar., 2017; Mei i sar., 2023). U kontekstu ispitivanja 

antitumorskih lekova, protočni sistemi omogućavaju efikasniji transport lekova kroz 3D modele, 

čime se smanjuje uticaj difuzionih ograničenja na procenu njihovog efekta (Mei i sar., 2023). 

Pored prenosa mase, protočni bioreaktori omogućavaju i kontrolu hidrodinamičkih uslova kojima su 

ćelije izložene. Hidrodinamičke karakteristike ovih sistema uključuju pre svega način proticanja 

medijuma kroz sistem i smicajni napon kome su izloženi zidovi nosača i ćelije. U većini sistema 

uspostavlja se laminaran tok, što omogućava stabilne i predvidljive uslove strujanja (Grayson i sar., 

2010; Guller i sar., 2016). Brzina medijuma kroz komoru sa uzorkom može se podešavati u širokom 

opsegu, od manjih vrednosti (15−40 µm s⁻¹) (Banicevic i sar., 2025) do većih brzina (80−1800 µm 

s⁻¹) (Grayson i sar., 2010), što je posebno važno u modelima tumora, s obzirom na to da je brzina 

krvi u tumorskim krvnim sudovima veoma heterogena i može varirati u opsegu od približno 1 µm s⁻1 

do 10 mm s⁻1 (Jain i sar., 2014). Dodatno, smicajni napon predstavlja važan mehanički faktor koji 

utiče na ponašanje ćelija, uključujući njihovu morfologiju, međućelijske interakcije, organizaciju i 

sastav vanćelijskog matriksa, kao i gensku ekspresiju (Grayson i sar., 2010). Pored toga, tok fluida 

može podstaći invazivnost tumorskih ćelija (Munson i sar., 2013). 

Ipak, primena bioreaktora ima i određena ograničenja, uključujući probleme sa reproduktivnošću 

rezultata, dugotrajne procese validacije i ograničenu kompatibilnost sa pojedinim metodama 

snimanja (Avena i sar., 2025). Uprkos tome, ovi sistemi predstavljaju važnu komponentu u razvoju 

naprednih 3D modela tumora. 

1.4.4. Pristupi razvoju 3D in vitro modela osteosarkoma, glioma i karcinoma pluća 

U ovom poglavlju prikazani su različiti pristupi razvoju 3D in vitro modela osteosarkoma, glioma i 

karcinoma pluća, uključujući modele zasnovane na ćelijama, biomaterijalima i uređajima. 

1.4.4.1. Osteosarkom 

Jedan od osnovnih ciljeva modela osteosarkoma jeste reprodukcija trodimenzionalne organizacije 

tumorskog tkiva i povećane rezistencije na lekove. U tom kontekstu, višećelijski sferoidi predstavljaju 

jedan od najčešće korišćenih modela, jer omogućavaju direktne međućelijske interakcije i formiranje 

gradijenata kiseonika i nutrijenata, što doprinosi većoj rezistenciji na hemioterapiju u poređenju sa 

ćelijama gajenim u monosloju (Arai i sar., 2013; Rimann i sar., 2014; Gebhard i sar., 2016). 

Hipoksični uslovi imaju važnu ulogu u modelima osteosarkoma jer mogu doprineti održavanju 

fenotipa matičnih ćelija osteosarkoma i očuvanju njihove pluripotentnosti i sposobnosti 
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samoobnavljanja (Gorgun i sar., 2016). Dodatno, uključivanje stromalnih ćelija, poput 

mezenhimalnih matičnih ćelija, u modele zasnovane na sferoidima omogućava imitaciju interakcija 

između tumora i mikrookruženja i oponašanje različitih faza progresije bolesti, uključujući razvoj 

stečene rezistencije na hemioterapiju (Freeman i sar., 2022). 

Uključivanje nosača, pored trodimenzionalne organizacije ćelija, može doprineti relevantnijem 

odgovoru ćelija na lekove od onih gajenih u 2D kulturama (Monteiro i sar., 2021; Tornín i sar., 2021; 

Lin i sar., 2022).  Zbog toga se u razvoju ovih modela često koriste nosači koji imitiraju organsku i 

neorgansku komponentu vanćelijskog matriksa kosti kako bi se što vernije oponašalo mikrookruženje 

koštanog tkiva. Za imitaciju organske faze primenjuju se različiti prirodni i sintetički polimeri, dok 

se za imitaciju mineralizovane komponente najčešće koriste hidroksiapatit, trikalcijum-fosfat i 

bioaktivno staklo (Gerhardt i Boccaccini, 2010; Samavedi i sar., 2013). Prisustvo mineralne faze, 

poput hidroksiapatita, ima ključnu ulogu u održavanju signalnih puteva karakterističnih za 

osteosarkom, kao i u reprodukciji rezistencije na lekove slične onoj uočenoj in vivo (González Díaz i 

sar., 2022). Pored sastava, nosač bi trebalo da verno oponaša i anatomsku strukturu kako bi se što 

uspešnije imitirala prirodna kost. S obzirom da je vanćelijski matriks kosti porozna, trodimenzionalna 

struktura, često se koriste porozni nosači koji omogućavaju rast i organizaciju ćelija u 

trodimenzionalnom okruženju (Contessi Negrini i sar., 2022, Wang i sar., 2022). Pokazano je da 

porozni nosači na bazi kolagena i hidroksiapatita podstiču proliferaciju i migraciju ćelija 

osteosarkoma, očuvanje fenotipa tumorskih matičnih ćelija i aktivaciju signalnih puteva povezanih 

sa progresijom tumora (Bassi i sar., 2020; Tornín i sar., 2021). Bioštampanjem ćelija osteosarkoma 

u biomaterijalima na bazi želatina, hijaluronske kiseline ili kolagena moguće je formirati 3D sisteme 

definisane arhitekture koji podržavaju proliferaciju, migraciju i održavanje agresivnijeg fenotipa 

tumorskih ćelija (Lin i sar., 2022; Pellegrini i sar., 2022). 

Uključivanje protočnih uslova u 3D modelima osteosarkoma omogućava oponašanje mikrookruženja 

tumora, uključujući transport kiseonika, nutrijenata i lekova kontinuiranim protokom medijuma. 

Ovakvi uslovi mogu doprineti povećanoj metaboličkoj aktivnosti ćelija u odnosu na statične kulture, 

dok izlaganje ćelija smicajnim naponima može podstaći rast i agresivnost osteosarkoma (Jaiswal i 

sar., 2025; Menshikh i sar., 2025). Dodatno, efikasniji transport lekova u protočnim uslovima može 

pokazati povećanu osetljivost ćelija u odnosu na statične kulture (Jaiswal i sar., 2025), što ukazuje 

na ulogu difuzionih ograničenja u testiranju lekova u 3D modelima određenih dimenzija i sastava. 

1.4.4.2. Gliom 

Karakteristika 3D in vitro modela glioma je to što često uključuju hijaluronsku kiselinu, jer ona 

predstavlja jednu od ključnih komponenti vanćelijskog matriksa mozga, a lokalne promene 

koncentracije često su povezane sa napredovanjem glioma. Pri tome, maligni tumori sadrže više 

hijaluronske kiseline u poređenju sa normalnim moždanim tkivom. U 3D modelima glioma, prisustvo 

hijaluronske kiseline može dovesti do značajnih promena u ekspresiji gena koji kodiraju markere za 

gliom i podstaći formiranje ćelijskih agregata (Pedron i sar., 2013). Takođe, pokazano je da gajenje 

ćelija glioma na nosaču na bazi hijaluronske kiseline i hitozana može doprineti povećanju 

invazivnosti i rezistencije na hemioterapiju u odnosu na 2D kulture (Florczyk i sar., 2013). 

Komercijalno dostupni Alvetex™ porozni nosač na bazi polistirena (slika 1.20) omogućava ćelijama 

glioblastoma da oponašaju ključne histološke karakteristike tumora. Model glioblastoma zasnovan 

na ovom nosaču omogućio je predviđanje kliničke efikasnosti tri ispitivana antitumorska leka, što je 

ukazalo na njegovu kliničku relevantnost i potencijal za pretkliničku evaluaciju lekova (Gomez-

Roman i sar., 2017). 
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Slika 1.20. Komercijalno dostupni Alvetex™ 3D nosač (izvor: Reprocell, 2025, 

https://www.reprocell.com/product-catalog/alvetex-3d-cell-culture-systems) 

Gliom, pored tumorskih ćelija, sadrži i populaciju samoobnavljajućih matičnih ćelija, koje imaju 

važnu ulogu u progresiji bolesti, terapijskoj rezistenciji i rekurenciji tumora, zbog čega modeli koji 

omogućavaju očuvanje fenotipa ovih ćelija imaju poseban značaj. Pokazano je da nosači na bazi 

hidrogela alginata, želatina i fibrinogena mogu doprineti očuvanju karakteristika matičnih ćelija 

glioma, povećanoj ekspresiji gena povezanih sa angiogenezom i progresijom tumora, kao i većoj 

otpornosti na hemioterapiju u poređenju sa 2D kulturama (Dai i sar., 2016; Wang i sar., 2018a). 

Takođe, sferoidi matičnih ćelija glioma, tzv. gliomasfere, predstavljaju značajne modele za brzo 

testiranje velikog broja lekova (Li i sar., 2017). 

Za progresiju glioma značajne su i interakcije tumorskih ćelija sa drugim ćelijama nervnog tkiva. 

Pokazano je da u kokulturama neurona i ćelija glioma u 3D modelima neuroni mogu uticati na 

proliferaciju, morfologiju i signalizaciju tumorskih ćelija, dok istovremeno ćelije glioma mogu uticati 

na vijabilnost i morfološke karakteristike neurona (Bai i sar., 2023). 

Za imitiranje hipoksičnih zona karakterističnih za glioblastom mogu se koristiti 3D modeli zasnovani 

na sferoidima i hidrogelovima, u kojima je ograničen transport kiseonika kroz trodimenzionalnu 

strukturu. Pokazano je da hidrogelovi na bazi alginata i želatina mogu podržati formiranje heterogene 

organizacije ćelija u prethodno formiranim sferoidima imobilisanim u hidrogelu, sa proliferativnim, 

hipoksičnim i nekrotičnim zonama, uz povećanu ekspresiju markera povezanih sa hipoksijom (del 

Rocío Aguilera-Marquez i sar., 2025). Dodatno, 3D i hipoksični uslovi mogu doprineti povećanoj 

rezistenciji ćelija glioma na terapiju i očuvanju agresivnijeg fenotipa ćelija (Kim i sar., 2011). 

Hidrodinamički uslovi takođe imaju važnu ulogu u modelovanju glioma. Intersticijalni protok može 

uticati na migraciju i invazivnost ćelija glioma, pri čemu je pokazano da ćelije migriraju u smeru 

protoka fluida kroz hidrogel u kojem su imobilisane (Munson i sar., 2013). Takođe, mikrofluidni 

modeli „glioblastom-na-čipu“, koji obezbeđuju kontrolisan protok medijuma, mogu značajno 

produžiti trajanje 3D kulture (do 70 dana), omogućavajući ispitivanje dugoročnih efekata 

hemioterapije na ćelije glioma. U ovim modelima pokazano je da deo ćelija može preživeti tretman i 

razviti invazivniji fenotip, što odgovara terapijskoj rezistenciji uočenoj kod pacijenata (Ozturk i sar., 

2020). 

1.4.4.3. Karcinom pluća 

U modelima karcinoma pluća se za reprodukciju heterogene organizacije tumora i hipoksičnih zona, 

slično kao i kod osteosarkoma i glioma, često koriste sferoidi (Modi i sar., 2022). Kombinovanje 

sferoida sa hidrogelovima ili drugim nosačima dodatno povećava patofiziološku relevantnost modela, 

jer omogućava istovremeno oponašanje prostorne organizacije tumora i interakcija ćelija sa 

https://www.reprocell.com/product-catalog/alvetex-3d-cell-culture-systems
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vanćelijskim matriksom. Pokazano je da hidrogelovi na bazi dekstrana, hitozana ili decelularizovanog 

vanćelijskog matriksa mogu podržati formiranje sferoida sa izraženim invazivnim potencijalom, 

aktivacijom signalnih puteva povezanih sa hipoksijom i relevantnijim odgovorom na terapiju u 

poređenju sa 2D kulturama (Modi i sar., 2022; Shie i sar., 2023). U pojedinim modelima dodatno je 

oponašana angiogeneza kokulturom sa endotelnim ćelijama, pri čemu je formirana vaskularna mreža 

usmerena ka tumorskim sferoidima (Shie i sar., 2023). 

Za reprodukciju interakcija ćelija sa vanćelijskim matriksom i mehaničkih karakteristika pluća koriste 

se modeli zasnovani na hidrogelovima i poroznim nosačima. Najčešće korišćeni materijali uključuju 

alginat, želatin, fibrinogen, poliuretan i decelularizovani vanćelijski matriks. Pokazano je da ovakvi 

modeli mogu reprodukovati mehanička svojstva i strukturu pluća, podržati formiranje sferoida i 

podstaći ekspresiju gena povezanih sa invazivnošću (Wang i sar., 2018b; Sun i sar., 2023). U 

poređenju sa 2D kulturama, ćelije gajene u ovim modelima često pokazuju veću otpornost na terapiju 

i proteinske profile sličnije tumorima in vivo. U ovu grupu spadaju i komercijalno dostupni sistemi, 

kao što su AlgiMatrix™, porozni alginatni sunđer sa definisanom veličinom pora, i VitroGel, 

polisaharidni hidrogel, koji omogućavaju standardizovano formiranje sferoida i reprodukovanje 

povećane rezistencije ćelija plućnog karcinoma na antitumorske lekove u 3D uslovima (Godugu i 

sar., 2013; Gebeyehu i sar., 2021). 

Modeli „pluća-na-čipu“, omogućavaju simulaciju veoma malih smicajnih napona prisutnih u plućnoj 

mikrovaskulaturi, kao i proučavanje transporta i difuzije lekova kroz biološke barijere (Li i sar., 

2020). Pokazano je da ovakvi sistemi mogu reprodukovati promene osetljivosti ćelija na terapiju u 

zavisnosti od uslova mikrookruženja, uključujući razvoj rezistencije na lekove indukovane 

hipoksijom (Li i sar., 2020). Zbog mogućnosti integracije više biohemijskih i biofizičkih faktora, 

modeli „pluća-na-čipu“ imaju značajan potencijal za proučavanje biologije karcinoma pluća i razvoj 

relevantnijih platformi za pretkliničko ispitivanje terapija (Francis i sar., 2022; Zhu i sar., 2023). 

1.4.4.4. Potencijal i ograničenja 3D in vitro modela malignih tumora 

Uprkos značajnom napretku u razvoju 3D in vitro modela malignih tumora, potpuna reprodukcija 

složenosti in vivo tumorskog mikrookruženja i dalje predstavlja veliki izazov. Savremeni modeli 

omogućavaju uspešno oponašanje pojedinih karakteristika tumora, uključujući hipoksiju, interakcije 

ćelija sa vanćelijskim matriksom i netumorskim ćelijama, heterogenost ćelijskih populacija i protočne 

uslove transporta. Međutim, i dalje postoje ograničenja povezana sa reprodukcijom vaskularizacije, 

imunskog mikrookruženja, dugoročnim održavanjem kompleksnih kokultura, kao i standardizacijom 

i ponovljivošću biomimetičnih sistema. Dodatni izazov predstavlja balans između kompleksnosti 

modela i njihove praktične primene u ispitivanju lekova. Uprkos tome, savremeni 3D modeli 

predstavljaju značajan alat za proučavanje biologije tumora, mehanizama rezistencije na terapiju, 

testiranja antitumorskih lekova i razvoj personalizovanih terapijskih pristupa. 
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2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

Cilj istraživanja u ovoj doktorskoj disertaciji je bio razvoj i validacija jednostavnog i relevantnog 

biomimičnog 3D modela za gajenje malignih ćelija, zasnovanog na alginatnim mikrovlaknima sa 

imobilisanim ćelijama i protočnom bioreaktoru, za potencijalnu primenu u istraživanju malignih 

tumora i pretkliničkom testiranju antitumorskih lekova. 

Istraživanja su uključivala nekoliko celina: 

1. određivanje optimalnih parametara za dobijanje alginatnih mikrovlakana sa imobilisanim 

različitim tipovima malignih ćelija metodom ručnog istiskivanja; 

2. ispitivanje mogućnosti gajenja imobilisanih malignih ćelija u alginatnim mikrovlaknima u 

protočnom bioreaktoru; 

3. validaciju razvijenog 3D modela kroz kratkotrajno i dugotrajno gajenje malignih ćelija 

imobilisanih u alginatnim mikrovlaknima na osnovu ispitivanja ponašanja ćelija tokom 

gajenja; 

4. ispitivanje mogućnosti primene razvijenog 3D modela za pretkliničko testiranje antitumorskih 

lekova. 
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3. MATERIJALI I METODE 

3.1. Materijali 

Materijali korišćeni tokom eksperimenata u ovom radu su: Na-alginat male viskoznosti (A3249, 

Applichem, Nemačka), dve šarže bagremovog meda od različitih proizvođača (Aza d.o.o., Srbija i 

Venenum Apis, Srbija), hidroksiapatit (čestice 2,5 µm, specifična površina ≥ 80 g m⁻2, Sigma-Aldrich, 

Nemačka), kalcijum hlorid dihidrat (CaCl2∙2H2O, NRK Inzenjering, Srbija i Acros Organics, SAD), 

kalcijum nitrat tetrahidrat (Ca(NO3)2∙4H2O, Sigma-Aldrich, Austrija), barijum hlorid dihidrat 

(BaCl2∙2H2O, Alkaloid, Severna Makedonija), natrijum citrat dihidrat (Na3C6H5O7∙2H2O, Sigma-

Aldrich, Austrija), srebro nitrat (AgNO3, Pliva, Hrvatska), natrijum hidroksid (NaOH, Sigma-Aldrich, 

SAD), dinatrijum so etilendiamin tetrasirćetne kiseline dihidrat (Na2-EDTA∙2H2O, HiMedia, Indija), 

ćelijski medijum Dublecco᾿s Modified Eagle Medium (DMEM) sa velikom koncentracijom glukoze 

(4,5 g dm⁻3 glukoza, Biological Industries, Izrael i EuroClone, Italija), Roswell Park Memorial 

Institute (RPMI)1640 ćelijski medijum (Capricorn Scientific, Nemačka), goveđi fetalni serum (Fetal 

Bovine Serum – FBS, Biological Industries, Izrael, Sigma-Aldrich, Nemačka i EuroClone, Italija), 

penicilin-streptomicin-amfotericin B rastvor (pen-strep-amfo. B, Biological Industries, Izrael), 

penicilin-streptomicin rastvor (GibcoTM, Thermo Fisher Scientific, SAD i Merck, Nemačka), 

amfotericin B rastvor (GibcoTM, Thermo Fisher Scientific, SAD), L-glutamin (GibcoTM, Thermo 

Fisher Scientific, SAD, Sigma-Aldrich, Austrija, Sigma-Aldrich, Nemačka i Merck, Nemačka), 

rastvor 0,25 % tripsin/etilendiamin tetrasirćetne kiseline (tripsin/EDTA, Sigma-Aldrich, Nemačka),  

10× tripsin/EDTA (Sigma-Aldrich, SAD), fosfatni puferisani rastvor (engl. phosphate-buffered saline 

– PBS, Sigma-Aldrich, SAD), boja tripan plavo (Sigma-Aldrich, SAD), 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-

difenil-2H-tetrazolijum bromid (MTT, Merck & Co., Inc., SAD i Sigma-Aldrich, Nemačka), 4′,6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma-Aldrich, SAD), kalcein AM (CAM, Tocris Bioscience, UK i 

Dojindo, Nemačka), propidijum jodid (PI, Sigma-Aldrich, Nemačka i Thermo Fisher Scientific, 

SAD), hematoksilin-eozin boja (H&E, BioGnost, Hrvatska), komplet za kontrasno bojenje 

retikulinskih vlakana (BioGnost, Hrvatska), formaldehid (Centrohem, Srbija), neutralno-puferisan 

rastvor formaldehida (BioGnost, Hrvatska), dimetil sulfoksid (DMSO, Fisher Scientific, UK), TRIzol 

reagens (Invitrogen, SAD), mišja antitubulinska antitela (ab56676, Abcam, SAD), rastvarač za 

antitela OP Quanto (TA-125-ADQ, Thermo Scientific, SAD), Power SYBR Green PCR Master Mix 

reagens (Applied Biosystems, SAD), Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix reagens (Thermo 

Fisher Scientific, SAD), sekundarna antitela Alexa Fluor 594 kozja anti-mišja IgG (H+L, A-11032, 

Invitrogen, SAD), doksorubicin (Ebewe, Austrija), cisplatin (Sigma-Aldrich, Nemačka), etopozid 

(Sigma-Aldrich, Nemačka) i vinorelbin (Selleckchem, SAD).  

3.2. Ćelijske linije i ćelijska kultura 

U ovom radu korišćene su sledeće ćelijske linije: ćelijska linija glioma pacova C6 

(ATCC® CCL‑107™), ćelijska linija humanog nesitnoćelijskog karcinoma pluća NCI‑H460 (ATCC® 

HTB-177™), i ćelijska linija mišjeg osteosarkoma K7M2‑wt (ATCC® CRL-2836™), nabavljene od 

American Type Culture Collection (ATCC, SAD), kao i dve ćelijske linije humanog osteosarkoma, 

HOS (HTL04003) i U2OS (HTL11001), nabavljene od Biological Resource Center CLC Cell bank 

(Italija). Ćelijske linije C6, K7M2‑wt, HOS i U2OS gajene su u Petrijevim šoljama za ćelijsku kulturu 

površine 58 cm2 ili u flaskovima za ćelijsku kulturu površine 75 cm2 i 175 cm2, u kompletnom 

DMEM medijumu (cDMEM – DMEM sa 10 % FBS, 2 mM L-glutamina i 1% pen-strep-amfo. B 

rastvora), dok je ćelijska linija NCI‑H460 gajena u flaskovima za ćelijsku kulturu površine 75 cm2, u 

kompletnom RPMI 1640 medijumu (RPMI medijum sa 10 % FBS, 2 mM L-glutamina, 4,5 g dm⁻3 

glukoze, 10000 U cm⁻3 penicilina, 10 mg cm⁻3 streptomicina i 25 μg cm⁻3  amfotericin B rastvora). 

Ćelije su presejavane korišćenjem 0,25 % Tripsin/EDTA rastvora ili 1× Tripsin/EDTA rastvora na 

sledeći način. Kada su ćelije postale 80-90 % konfluentne, medijum je odstranjen i posude su isprane 

2 puta sa PBS, a zatim je dodat Tripsin/EDTA rastvor tako da prekrije dno posude. nakon inkubacije 
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ćelija sa Tripsin/EDTA rastvorom 5-10 min na 37 °C kako bi se ćelije odlepile, dodata je najmanje 2 

puta veća zapremina medijuma kako bi se zaustavilo delovanje tripsina. Ćelije su zatim prebačene u 

odgovarajuće posude za gajenje ćelija u gustini od 5×103 ćelija cm⁻2. 

3.3. Dobijanje alginatnih mikrovlakana 

3.3.1. Dobijanje alginatnih mikrovlakana sa imobilisanim ćelijama 

Imobilizacija ćelija u alginatna mikrovlakna vršena je ručnim istiskivanjem suspenzije ćelija u Na-

alginatu u rastvor za geliranje. Ukratko, prah Na-alginata rastvoren je u destilovanoj vodi kako bi se 

dobio rastvor alginata željene koncentracije (2−3,5 mas. %). Rastvor je zatim sterilisan ključanjem 

uz mešanje na magnetnoj mešalici 30 min. Ohlađeni, sterilni rastvor se stavi u špric i doda se ćelijska 

suspenzija tako da finalna koncentracija ćelija bude 2−8×106 ćel cm⁻3, a Na-alginata 1,6−2,8 mas. %. 

Zatim se suspenzija ćelija u rastvoru Na-alginata ručno istiskuje u rastvor za geliranje kroz iglu (22-

26 G), pri čemu je vrh igle uronjen u rastvor za geliranje tokom celokupnog vremena istiskivanja. Za 

svaki skup eksperimentalnih uslova održavana je približno ista srednja brzina istiskivanja kako bi se 

dobila vlakana uniformnog prečnika (slika 3.1). 

 

Slika 3.1. Šema dobijanja mikrovlakana sa imoblilsanim ćelijama pomoću šprica i igle, ručnim 

istiskivanjem suspenzije ćelija u Na-alginatu u rastvor za geliranje 

3.3.1.1. Imobilizacija C6 ćelijske linije u Ca‑alginatna mikrovlakna 

Suspenzija C6 ćelijske linije u alginatnom rastvoru (2−8×106 ćel cm⁻3, 2,8 mas. % Na-alginat) 

istiskivana je kroz čeličnu iglu sa ravnim vrhom veličine 25 G (unutrašnji prečnik 0,26 mm; Small 

Parts Inc., SAD) u rastvor za geliranje koji je sadržao 180 mM Ca2+ (4,32 mas. % Ca(NO3)2∙4H2O). 

Nakon 15 minuta u rastvoru za geliranje mikrovlakna su isprana u medijumu DMEM, prebačena u 

kompletan medijum cDMEM i gajena u statičnim ili protočnim uslovima. 

3.3.1.2. Imobilizacija HOS i U2OS ćelijskih linija u Ca‑alginatna mikrovlakna 

Suspenzije HOS i U2OS ćelijskih linija u alginatnom rastvoru (4×106 ćel cm⁻3, 2−2,8 mas. % Na-

alginat) istiskivane su kroz čeličnu iglu sa ravnim vrhom veličine 25 G u rastvor za geliranje koji je 

sadržao 180 mM Ca2+ (2,65 mas. % CaCl2∙2H2O). Nakon 15 minuta u rastvoru za geliranje 

mikrovlakna su isprana u medijumu DMEM, prebačena u kompletan medijum cDMEM i gajena u 

statičnim uslovima. 

3.3.1.2.1. Imobilizacija HOS sferoida u Ca‑alginatna mikrovlakna 

Sferoidi HOS ćelijske linije dobijeni su zasejavanjem 5×103 ćelija po bunariću posude sa 96 bunarića 

sa ultra-malim vezivanjem (PrimeSurface®96U ultra-low attachment plate S-BIO, SAD), u 100 mm3 
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medijuma cDMEM po bunariću. Nakon 4 dana, formirani sferoidi imobilisani su u Ca‑alginatna 

mikrovlakna na sledeći način. Suspenzija 90 sferoida u 0,5 cm3 Na-alginata (2,8 mas. %) istiskivana 

je kroz čeličnu iglu sa ravnim vrhom veličine 25 G u rastvor za geliranje koji je sadržao 180 mM Ca2+ 

(2,65 mas. % CaCl2∙2H2O). Nakon 15 minuta u rastvoru za geliranje mikrovlakna su isprana u 

medijumu DMEM, prebačena u kompletan medijum cDMEM i gajena u statičnim uslovima. 

3.3.1.3. Imobilizacija K7M2‑wt ćelijske linije u Ca‑alginatna i HAP/Ca‑alginatna mikrovlakna 

Napravljena su 2 rastvora: Na-alginatni i HAP/Na-alginatni. Kako bi se napravio HAP/Na-alginatni 

rastvor, prah HAP je sterilisan na 180ºC tokom 1 h, nakon čega je rastvoren u sterilnoj destilovanoj 

vodi, a zatim dodat u rastvor Na-alginata, tako da u finalnoj suspenziji sa ćelijama i koncentracija 

Na‑alginata i koncentracija HAP budu 2 mas. %. Zatim su suspenzije K7M2‑wt ćelijske linije u oba 

dobijena rastvora (Na-alginatnom: 4×106 ćel cm⁻3, 2 mas. % Na-alginat, i HAP/Na-alginatnom: 

4×106 ćel cm⁻3, 2 mas. % Na-alginat, 2 mas. % HAP) istiskivane kroz iglu sa kosim vrhom za 

jednokratnu upotrebu veličine 26 G (unutrašnji prečnik 0,24 mm, Nipro Medical, Srbija) u rastvor za 

geliranje koji je sadržao 180 mM Ca2+ (2,65 mas. % CaCl2∙2H2O). Nakon 15 minuta u rastvoru za 

geliranje mikrovlakna su isprana u medijumu DMEM, prebačena u kompletan medijum cDMEM i 

gajena u statičnim uslovima. 

3.3.1.4. Imobilizacija NCI‑H460 ćelijske linije u Ca‑alginatna i Ba‑alginatna mikrovlakna 

Napravljena su 2 tipa mikrovlakana sa imobilisanim NCI‑H460 ćelijama: Ca‑alginatna i Ba‑alginatna, 

pri čemu je korišćena ista metoda, a razlikovao se rastvor za geliranje. U prvom slučaju, suspenzija 

NCI‑H460 ćelijske linije u alginatnom rastvoru (4×106 ćel cm⁻3, 2,8 mas. % Na-alginat) istiskivana 

je kroz čeličnu iglu sa ravnim vrhom veličine 25 G u rastvor za geliranje koji je sadržao 180 mM Ca2+ 

(4,32 mas. % Ca(NO3)2∙4H2O). Nakon 15 minuta u rastvoru za geliranje mikrovlakna su isprana u 

medijumu RPMI, prebačena u kompletan medijum RPMI i gajena u statičnim uslovima. U drugom 

slučaju, suspenzija NCI‑H460 ćelijske linije u alginatnom rastvoru (4×106 ćel cm⁻3, 1,6−2,8 mas. % 

Na-alginat) istiskivana je na isti način u rastvor za geliranje koji je sadržao 45−180 mM Ba2+ 

(0,94−3,75 mas. % BaCl2∙2H2O), pri čemu su primenjene 2 brzine istiskivanja: umereno i brzo, a 

varirano je i vreme geliranja: 1 i 15 min. Mikrovlakna su zatim na isti način isprana i gajena u 

statičnim ili protočnim uslovima. 

3.3.2. Dobijanje kontrolnih Ca‑alginatnih mikrovlakana bez ćelija 

Kontrolna Ca‑alginatna mikrovlakna dobijena su ručnim istiskivanjem 2,8 mas. % Na-alginata koji 

je sadržao 20 % medijuma DMEM ili medijuma RPMI (kao zamena za ćelijsku suspenziju) kroz 

čeličnu iglu sa ravnim vrhom veličine 25 G u rastvor za geliranje koji je sadržao 180 mM Ca2+ (4,32 

mas. % Ca(NO3)2∙4H2O). Geliranje je trajalo 15 min, nakon čega su dobijena mikrovlakna isprana, a 

zatim gajena 7 dana u inkubatoru na 37 °C i 5 % CO2 u odgovarajućem medijumu (1−1,5 g u 15 cm3). 

Za ispitivanje brzine istiskivanja, eksperimentalno su mereni protoci rastvora 2 mas. % Na-alginata 

istiskivanog kroz igle sa ravnim vrhom 2 veličine: 25 G (unutrašnji prečnik 0,26 mm) i 22 G 

(unutrašnji prečnik 0,41 mm) i pri 2 brzine istiskivanja: umereno i brzo. 

3.4. Gajenje imobilisanih ćelija u statičnim uslovima 

Nakon imobilizacije, mikrovlakna sa imobilisanim ćelijama gajena su u Petrijevim šoljama površine 

58 cm2 (ćelijska linija C6) ili u T-25 flaskovima površine 25 cm2 (ćelijske linije HOS, U2OS, 

K7M2‑wt i NCI‑H460) (0,5 g mikrovlakana u 15 cm3 medijuma) u statičnim uslovima, u inkubatoru 

sa zasićenim vlažnim vazduhom i 5 % CO2 na temperaturi od 37 °C. Imobilisane NCI‑H460 ćelije 

gajene su do 7 dana, imobilisane U2OS ćelije do 11 dana, imobilisani HOS sferoidi do 12 dana, a 

imobilisane HOS i K7M2‑wt ćelije do 21 dana. Dva puta nedeljno je 40 % medijuma menjano svežim 

medijumom. 
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Za histopatološku analizu, 0,2-0,3 g (u triplikatu) Ca‑alginatnih i HAP/Ca‑alginatnih mikrovlakana 

sa imobilisanim K7M2‑wt ćelijama uzorkovano je 1., 7., 14. i 21. dana gajenja. Za određivanje 

veličine ćelijskih agregata K7M2‑wt ćelija u Ca‑alginatnim i HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima 

korišćeno je po najmanje 6 histoloških preseka oba tipa mikrovlakana 7. i 21. dana, pri čemu je svaki 

histološki presek sadržao najmanje 20 različitih delova mikrovlakana. Za imunofluorescentnu 

citohemijsku analizu Ca‑alginatnih i HAP/Ca‑alginatnih mikrovlakana sa imobilisanim K7M2‑wt 

ćelijama korišćena su po 2 histološka preseka oba tipa mikrovlakana 1., 7., 14. i 21. dana. Za MTT 

test uzorkovano je po 3 uzorka dužine 3 cm Ca‑alginatnih i HAP/Ca‑alginatnih mikrovlakana sa 

imobilisanim K7M2‑wt ćelijama 1., 7., 14. i 21. dana. Eksperiment je izveden u 4 replikata. Za 

Live/Dead esej ćelija imobilisanih u Ca‑alginatnim mikrovlaknima korišćen je po 1 cm mikrovlakana 

u sledećim vremenskim tačkama. Mikrovlakna sa imobilisanim HOS ćelijama uzorkovana su nakon 

1., 4., 11. i 21. dana gajenja, mikrovlakna sa imobilisanim U2OS ćelijama nakon 1., 5. i 11. dana 

gajenja, dok su mikrovlakna sa imobilisanim HOS sferoidima uzorkovana nakon 2. i 12. dana gajenja. 

Eksperimenti su ponovljeni najmanje 3 puta. Za Live/Dead esej NCI‑H460 ćelija imobilisanih u 

Ba‑alginatnim mikrovlaknnima korišćeno je po 1-2 cm mikrovlakana uzorkovanih nakon 1., 4. i 7. 

dana gajenja (u duplikatu). Eksperiment je ponovljen 4 puta. 

3.5. Gajenje imobilisanih ćelija u protočnom bioreaktoru 

Za gajenje C6 ćelija imobilisanih u Ca‑alginatnim mikrovlaknima dobijenim ručnim istiskivanjem 

ćelijske suspenzije sa 2,8 mas. % Na-alginata i 4×106 ćel cm⁻3, kao i NCI‑H460 ćelija imobilisanih u 

Ba‑alginatnim mikrovlaknima dobijenim ručnim istiskivanjem ćelijske suspenzije sa 1,6−2 mas. % 

Na-alginata i 4×106 ćel cm⁻3) u uslovima kontinualnog protoka korišćen je protočni bioreaktor za 

jednokratnu upotrebu (3D Perfuse, Inovacioni centar Tehnološko-metalurškog fakulteta u Beogradu, 

Srbija). Bioreaktorski sistem sastoji se od komore, rezervoara za medijum i sistema creva za 

recirkulaciju medijuma (slika 3.2). Komora bioreaktora sastoji se iz dva dela izrađena od poliamida 

sa perforiranim površinama kako bi se omogućio ravnomeran protok medijuma kroz uzorak. Ova dva 

dela komore predstavljaju ulaz i izlaz i spajaju se silikonskim crevom (95802-15, Cole-Parmer, SAD) 

tako da obrazuju komoru u koju se smeštaju mikrovlakna. Unutrašnji prečnik komore bioreaktora 

iznosio je 0,8 cm, a visina komore u svim eksperimentima je iznosila 4 cm. Na ulazu i izlazu iz 

komore nalaze se trokraki ventili, odnosno slavine, na koje se postavlja po jedan špric, kako bi se 

omogućilo dodavanje medijuma u sistem, zamena medijuma i izbacivanje neželjenih mehurova gasa 

iz komore. Sistem creva za recirkulaciju medijuma (silikonska creva očvrsnuta platinskim 

katalizatorom – „platinum-cured“) sadrži i crevo za razmenu gasova. Kontinualni protok medijuma 

ostvaruje se pomoću višekanalne peristaltičke pumpe (Masterflex, SAD), pri čemu medijum protiče 

direktno kroz pakovani sloj mikrovlakana. 
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Slika 3.2. Šematski prikaz protočnog bioreaktorskog sistema sa fotografijama komore bioreaktora, 

rezervoara za medijum i višekanalne peristaltičke pumpe  

Ispitana su 2 režima gajenja imobilisanih C6 ćelija u mikrovlaknima u protočnom bioreaktorskom 

sistemu: 1) nakon imobilizacije u Ca‑alginatna mikrovlakna, ćelije su gajene u statičkim uslovima 

24 h, a zatim još 5 dana u uslovima kontinualnog protoka (prva eksperimentalna serija), i 2) nakon 

imobilizacije u Ca‑alginatna mikrovlakna, ćelije su gajene 8 dana u statičkim uslovima, a zatim još 5 

dana u uslovima kontinualnog protoka (druga eksperimentalna serija). Imobilisane NCI‑H460 ćelije 

u mikrovlaknima gajene su 24 h u statičnim uslovima, a zatim još 3 dana u uslovima kontinualnog 

protoka. Eksperimenti u bioreaktorskom sistemu izvedeni su na sledeći način: u komoru bioreaktora 

smeštano je po 0,5 g mikrovlakana sa imobilisanim ćelijama, a zatim je svaki sistem napunjen sa po 

15 cm3 odgovarajućeg medijuma (cDMEM ili RPMI). Sistem je zatim smeštan u inkubator sa 

zasićenim vlažnim vazduhom i 5 % CO2, na 37 °C, dok je peristaltička pumpa držana van inkubatora. 

Za gajenje imobilisanih C6 ćelija primenjene su 2 različite vrednosti protoka medijuma kroz sistem: 

0,12 i 0,30 cm3 min⁻1, kojima odgovaraju površinske brzine od 40 i 100 µm s⁻1, redom, dok je za 

gajenje imobilisanih NCI‑H460 ćelija primenjen protok od 0,30 cm3 min⁻1 (površinska brzina 100 µm 

s⁻1). Uklanjanje mehurova iz komore bioreaktora vršeno je svakih 24 h.  

Paralelno sa eksperimentima u bioreaktoru, kao kontrola izvedeni su eksperimenti u statičnim 

uslovima: po 0,5 g mikrovlakana sa imobilisanim ćelijama gajeno je u Petrijevim šoljama ili T-25 

flaskovima sa po 15 cm3 odgovarajućeg medijuma, u inkubatoru sa zasićenim vlažnim vazduhom i 

5 % CO2, na 37 °C. Eksperimenti u statičnim uslovima sa imobilisanim C6 ćelijama trajali su 6 i 13 

dana za prvu i drugu eksperimentalnu seriju, redom, a sa imobilisanim NCI‑H460 ćelijama 4 dana. 
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Svi eksperimenti rađeni su u triplikatu. Tokom gajenja, svakog 4. dana je 40 % medijuma zamenjeno 

svežim medijumom. 

U eksperimentima sa C6 ćelijskom linijom, za određivanje koncentracije i vijabilnosti ćelija 

uzorkovano je po 0,15−0,30 g mikrovlakana sa imobilisanim ćelijama 24 h nakon imobilizaije, kao i 

na kraju eksperimenta (6., odnosno 13. dana). Za kvalitativni MTT test uzorkovano je po 0,1 g 

Ca‑alginatnih mikrovlakana sa imobilisanim ćelijama 24 h nakon imobilizaije, kao i na kraju 

eksperimenta (6., odnosno 13. dana). 

U eksperimentima sa NCI‑H460 ćelijskom linijom, za Live/dead esej uzorkovano je po 1−2 cm 

mikrovlakana sa imobilisanim ćelijama 24 h nakon imobilizacije, kao i na kraju eksperimenta 

(4. dan). Za kvantitativni MTT test uzorkovano je po 0,07 g Ba‑alginatnih mikrovlakana sa 

imobilisanim ćelijama na kraju eksperimenta (4. dan). 

3.6. Tretman 2D i 3D ćelijskih kultura antitumorskim lekovima 

Efikasnost antitumorskih lekova doksorubicina, cisplatina, etopozida i vinorelbina, kao i njihov uticaj 

na gensku ekspresiju, ispitivani su u 2D i 3D kulturama ćelijskih linija K7M2‑wt i NCI‑H460. 

NCI‑H460 ćelije imobilisane u Ba‑alginatnim mikrovlaknima, kao i NCI‑H460 ćelije gajene u 2D 

kulturi, tretirane cisplatinom, etopozidom i vinorelbinom, dok su K7M2‑wt ćelije imobilisane u 

Ca‑alginatnim i HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima, kao i K7M2‑wt ćelije gajene u 2D kulturi, 

tretirane su doksorubicnom. 

3.6.1. Tretman 2D i 3D NCI‑H460 ćelijskih kultura cisplatinom, etopozidom i 

vinorelbinom 

Za određivanje efikasnosti cisplatina, etopozida i vinorelbina, 2D i 3D kulture NCI‑H460 ćelija 

održavane su u mikrotitar pločama sa 96 bunarića. Za 2D kulture, u svaki bunarić je zasejano po 104 

ćelija u 0,1 cm3 medijuma RPMI. Nakon 24 h od sejanja ćelije su, u zasebnim eksperimentima, 

tretirane sa različitim koncentracijama cisplatina (0,5, 1, 5, 10 i 25 µM), etopozida (0,5, 1, 5, 10, 25, 

50, 100 i 500 µM) i vinorelbina (1, 5, 10, 25, 50, 100, 250 i 1000 nM) i inkubirane 72 h na 37 °C i 

5 % CO2. Za 3D kulture, u svaki bunarić je stavljeno po 3 cm Ba‑alginatnih mikrovlakana sa 

imobilisanim ćelijama u 0,1 cm3 medijuma RPMI 24 h nakon imobilizacije ćelija. Za određivanje 

efikasnosti cisplatina, ćelije su tretirane sa različitim koncentracijama cisplatina (0,5, 1, 5, 10, 25 i 

50 µM) u 2 eksperimentalne serije: 24 h nakon imobilizacije (prva eksperimentalna serija) i 96 h 

nakon imobilizacije (druga eksperimentalna serija). Za određivanje efikasnosti etopozida i 

vinorelbina, ćelije su 24 h nakon imobilizacije, u zasebnim eksperimentima, tretirane sa različitim 

koncentracijama etopozida (0,5, 1, 5, 10, 25, 50, 100 i 500 µM) i vinorelbina (1, 5, 10, 25, 50, 100, 

250 i 1000 nM) i inkubirane 72 h na 37 °C i 5 % CO2. Eksperimenti su izvedeni u 4 replikata i 

ponovljeni su najmanje 2 puta. Netretirane ćelije služile su kao kontrola. 

Za analizu genske ekspresije, 2D i 3D kulture NCI‑H460 ćelija održavane su u su adherentnim T-25 

flaskovima. Za 2D kulture, ćelije su zasejane u gustini 1×106 ćelija po flasku, sa po 5 cm3 medijuma 

RPMI. Nakon 24 h od sejanja, u zasebnim eksperimentima, ćelije su tretirane sa odgovarajućim 

koncentracijama cisplatina (0,5 µM), etopozida (0,4 µM) ili vinorelbina (17 nM) i inkubirane 24 h na 

37 °C i 5 % CO2. Za 3D kulture, Ba‑alginatna mikrovlakana sa imobilisanim ćelijama su nakon 

imobilizacije raspoređena u T-25 flaskove (0,5 g mikrovlakana u 15 cm3 medijuma RPMI po flasku) 

i gajena 96 h u inkubatoru na 37 °C i 5 % CO2. Zatim su imobilisane ćelije tretirane sa odgovarajućim 

koncentracijama cisplatina (5 µM), etopozida (1 µM) ili vinorelbina (40 nM) i inkubirane još 24 h na 

37 °C i 5 % CO2. Eksperimenti su izvedeni u triplikatu i ponovljeni su najmanje 2 puta. Netretirane 

ćelije služile su kao kontrola. 
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3.6.2. Tretman 2D i 3D K7M2‑wt ćelijskih kultura doksorubicinom 

Za određivanje efikasnosti doksorubicina, 2D i 3D kulture K7M2‑wt ćelija održavane su u mikrotitar 

pločama sa 96 bunarića. Za 2D kulture, u svaki bunarić je zasejano po 104 ćelija u 0,1 cm3 medijuma 

cDMEM. Nakon 24 h od sejanja, ćelije su tretirane sa različitim koncentracijama doksorubicina (0,5, 

1, 2, 5 i 10 µg cm⁻3) i inkubirane 24 h na 37 °C i 5 % CO2. Za 3D kulture, u svaki bunarić je stavljeno 

po 3 cm mikrovlakana (Ca‑alginatnih ili HAP/Ca‑alginatnih) sa imobilisanim ćelijama u 0,1 cm3 

medijuma cDMEM 24 h nakon imobilizacije ćelija. Zatim su ćelije tretirane sa različitim 

koncentracijama doksorubicina (0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 10 i 20 µg cm⁻3) i inkubirane 24 h na 37 °C i 

5 % CO2. Eksperimenti su izvedeni u 6 replikata, a oni u 2D kulturama i alginatnim mikrovlaknima 

su ponovljeni najmanje 3 puta. Netretirane ćelije služile su kao kontrola. 

Za analizu genske ekspresije, 2D i 3D kulture K7M2‑wt ćelija održavane su u adherentnim T-25 

flaskovima. Za 3D kulture, Ca‑alginatna i HAP/Ca‑alginatna mikrovlakana sa imobilisanim ćelijama 

su nakon imobilizacije raspoređena u T-25 flaskove (2,7 g mikrovlakana u 40 cm3 medijuma cDMEM 

po flasku) i gajena 24 h u inkubatoru na 37 °C i 5 % CO2. Zatim su imobilisane ćelije tretirane sa 

odgovarajućom koncentracijom doksorubicina (1 µg cm⁻3). Nakon inkubacije sa lekom 24 h, tretman 

je odstranjen, a mikrovlakna su prebačena u svež medijum cDMEM i gajena još 5 dana (ukupno 7 

dana od imobilizacije). Netretirane ćelije imobilisane u mikrovlaknima gajene 1 dan i 7 dana služile 

su kao 3D kontrola. Na kraju gajenja, ćelije iz mikrovlakana su oslobođene rastvaranjem 

mikrovlakana u rastvoru 2 mas. % Na-citrata (2,28 mas. % Na3C6H5O7∙2H2O) prema odnosu: 0,1 g 

vlažnih mikrovlakana u 1 cm3 rastvora. Nakon 10 min na 37 °C, ćelijska suspenzija je centrifugirana 

na 1300 obrtaja min⁻1, 5 min, nakon čega je supernatant odstranjen, a talog ćelija je 2 puta ispran u 

1× PBS.  Kao 2D kontrola, ćelije su zasejane u gustini 1×106 ćelija po flasku, sa po 5 cm3 medijuma 

cDMEM i gajene 24 h na 37 °C i 5 % CO2. Eksperimenti su izvedeni u triplikatu i ponovljeni su 3 

puta. 

3.7. Eksperiment za određivanje intersticijalne brzine medijuma kroz 

mikrovlakna u protočnim uslovima 

Radi ispitivanja prenosa mase iz alginatnih mikrovalakana u statičnim uslovima, kao i u pakovanom 

sloju u protočnom bioreaktoru, izvedena je posebna eksperimentalna serija sa Ca‑alginatnim 

mikrovlaknima sa nanočesticama srebra i medom. 

3.7.1. Dobijanje kompozitnih Ca‑alginatnih mikrovlakana sa nanočesticama srebra i 

medom 

Nanočestice srebra dobijene su hemijskom redukcijom jona srebra u vodenom rastvoru meda (dve 

šarže), prema proceduri opisanoj u literaturi (Stojkovska i sar., 2019). Ukratko, med je rastvoren u 

destilovanoj vodi tako da se dobije finalna koncentracija od 50 mas. %. Zatim je u rastvor dodat 

AgNO3 u finalnoj koncentraciji od 3,9 mM. Nakon toga, rastvor NaOH (1 M) je ukapavan kako bi se 

povećala vrednost pH na 9 i pokrenula redukcija jona Ag+. Nakon dostizanja željene vrednosti pH, 

rastvor je ostavljen 4 dana u mraku na sobnoj temperaturi, a potom pomešan sa vodenim rastvorom 

Na-alginata tako da finalne koncentracije komponenti u rastvoru budu: 2,8 mas. % Na-alginata, 

30 mas. %  meda i 2,34 mM srebra. Kompozitna mikrovlakna dobijena su ručnim istiskivanjem 

dobijenog rastvora kroz čeličnu iglu sa ravnim vrhom veličine 22 G (unutrašnji prečnik 0,41 mm, 

Small Parts Inc., SAD) u rastvor za geliranje koji je sadržao 0,73 M Ca2+ (17,24 mas. % 

Ca(NO3)2∙4H2O). Nakon 30 min u rastvoru za geliranje, dobijena kompozitna Ca‑alginatna 

mikrovlakna sa nanočesticama srebra i medom prebačena su u destilovanu vodu i držana u mraku na 

4°C do daljih ispitivanja. 



43 

 

3.7.2. Ispitivanje otpuštanja srebra iz kompozitnih Ca‑alginatnih mikrovlakana sa 

nanočesticama srebra i medom 

Kinetika otpuštanja srebra iz kompozitnih Ca‑alginatnih mikrovlakana sa nanočesticama srebra i 

medom ispitivana je u uslovima kontinualnog protoka, u protočnom bioreaktoru 3D Perfuse. U 

komoru bioreaktora smeštano je po 0,5 g vlažnih mikrovlakana i sistem je napunjen sa 15 cm3 

kompletnog medijuma cDMEM. Po 3 bioreaktorska sistema za svaku vremensku tačku držana su u 

inkubatoru sa 5  % CO2, na 37°C, pri protoku medijuma od 0,25 cm3 min⁻1, koji odgovara površinskoj 

brzini od 80 µm s⁻1. Kao kontrola, izvedeni su eksperimenti u statičnim uslovima, u duplikatu, u 

kojima je po 0,5 g vlažnih mikrovlakana stavljeno u plastične Petri šolje površine 58 cm2 sa 15 cm3 

kompletnog medijuma cDMEM i držano u inkubatoru sa 5  % CO2, na 37°C. Eksperimenti u 

protočnim i statičnim uslovima trajali su 1, 2, 5 i 7 dana, a na kraju svakog eksperimenta je analizirana 

koncentracija srebra u medijumu. 

3.7.3. Određivanje koncentracije srebra 

Kako bi se pokazalo prisustvo nanočestica srebra u kompozitnim Ca‑alginatnim mikrovlaknima sa 

nanočesticama srebra i medom nakon rastvaranja, korišćena je UV-vidljiva spektroskopija. Za 

snimanje apsorpcionog spektra koloida pomoću UV-vidljivog spektrofotometara (UV-3100, Mapada, 

Kina) uzorkovano je 0,1 cm3 koloidnog rastvora i razblaženo sa 2,9 cm3 destilovane vode. Sa druge 

strane, za utvrđivanje prisustva nanočestica srebra u mikrovlaknima, rastvarano je 0,1 g vlažnih 

vlakana u 2,9 cm3 rastvora 2 mas. % Na-citrata i određivan je spektar. Sva merenja vršena su u 

triplikatu. 

Početna koncentracija srebra u kompozitnim Ca‑alginatnim mikrovlaknima sa nanočesticama srebra 

i medom određena je rastvaranjem mikrovlakana u rastvoru 2 mas. % Na-citrata (0,1 g u 3 cm3), 

nakon čega je dodato 10 cm3 rastvora NH4OH (25 %). Sa druge strane, u uzorke medijuma na kraju 

eksperimenata dodavan je rastvor 25 % NH4OH u odnosu 2:1 kako bi se oksidovale otpuštene 

nanočestice srebra i rastvorio talog AgCl. U eksperimentima u protočnom bioreaktoru Istovremeno 

su i sistem creva za recirkulaciju medijuma, kao i rezervoar bioreaktorskog sistema, isprani istim 

rastvorom. Na kraju je koncentracija srebra u svim dobijenim rastvorima određena pomoću atomske 

apsorpcione spektroskopije (AAS), korišćenjem Agilent Technologies 240FS AA spektrofotometra 

(Agilent Technologies, SAD). 

3.8. Analitičke metode 

3.8.1. Određivanje koncentracije i vijabilnosti imobilisanih ćelija 

Ca-algintana mikrovlakna sa imobilisanim C6 ćelijama su rastvarana kako bi se ćelije oslobodile i 

brojale pomoću hemocitometra. Ukratko, po 0,15−0,30 g mikrovlakana je rastvarano u 4 puta većoj 

zapremini rastvora 2 mas. % Na-citarata (2,28 mas. % Na3C6H5O7∙2H2O) ili 10 mas. % Na2-EDTA 

(11,07 mas. % Na2-EDTA·2H2O) 5 min u inkubatoru i zatim još 5 min na sobnoj temperaturi uz 

mešanje. Zatim je 0,1 cm3 ćelijske suspenzije mešano sa 0,1 cm3 boje tripan plavo, odakle je 0,01 cm3 

uzorka naneto na hemocitometar i ćelije su brojane pod optičkim mikroskopom (Olympus Vanox, 

Olympus, Japan). Žive i mrtve ćelije moguće je razlikovati na osnovu obojenja. Naime, boja tripan 

plavo prodire kroz oštećenu ćelijsku membranu mrtvih ćelija i na taj način ih boji, dok kroz 

neoštećenu ćelijsku membranu živih ćelija boja ne prolazi, pa one ostaju neobojene. Vijabilnost ćelija 

je određena na osnovu odnosa broja živih i mrtvih ćelija, odnosno neobojenih i obojenih. Za svaku 

eksperimentalnu tačku mikrovlakna su rastvarana najmanje 2 puta, od čega je korišćeno najmanje 3 

različita uzorka za brojanje ćelija. 
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3.8.2. Histopatološka analiza 

Uzorci Ca‑alginatnih i HAP/Ca‑alginatnih mikrovlakana sa imobilisanim K7M2‑wt ćelijama fiksirani 

su potapanjem u 4 %  neutralno-puferisan formaldehid. Nakon fiksacije, uzorci su rutinski histološki 

obrađeni, dehidrirani u rastućim koncentracijama etanola, tretirani ksilolom i ukalupljeni u parafinske 

blokove. Parafinski blokovi su sečeni na preseke debljine 5 µm pomoću rotacionog mikrotoma (Leica 

Reinhart, Austrija i Leica SM, 2000 R, Nemačka). Dobijeni preseci bojeni su hematoksilin-eozin (HE) 

metodom (Gamble, 2007) i  metodom za dokazivanje retikulinskih vlakana (Bancroft i Layton, 2018). 

Preparati su analizirani pomoću svetlosnog mikroskopa (Olympus BX51, Japan), a mikrofotografije 

su slikane sa Olympus DP70 kamerom. 

3.8.3. Određivanje prečnika mikrovlakana i veličine agregata 

Ca‑alginatna mikrovlakna sa imobilisanim C6 ćelijama slikana su optičkim mikroskopom Motic 

BA210 (Motic, Kina) povezanim sa programom za analizu slike Motic Image Plus 2.0, koji je korišćen 

za merenje prečnika mikrovlakana. Srednji prečnik određen je merenjem najmanje 10 prečnika 

mikrovlakana. 

Ca‑alginatna mikrovlakna sa imobilisanim HOS i U2OS ćelijama, kao i HOS sferoidima, slikana su 

invertnim mikroskopom Dmi1 (Leica Microsystems, Nemačka). Prečnici mikrovlakana mereni su u 

programu ImageJ (National Institutes of Health, SAD), a srednji prečnik je određen merenjem 

najmanje 10 prečnika iz svake grupe. 

Ca‑alginatna i HAP/Ca‑alginatna mikrovlakna sa imobilisanim K7M2‑wt ćelijama, kao i kontrolna 

Ca‑alginatna mikrovlakna, slikana su invertnim mikroskopom (Olympus CKX53, Japan) povezanim 

sa programom za analizu slike cellSens Entry (Olympus, Nemačka). Srednji prečnik mikrovlakana 

određen je merenjem najmanje 20 prečnika oba tipa mikrovlakana. 

Ba‑alginatna mikrovlakna sa imobilisanim NCI‑H460 ćelijama slikana su invertnim mikroskopom 

(Olympus, Nemačka). Prečnici mikrovlakana mereni su u programu ImageJ, a srednji prečnik je 

određen merenjem najmanje 20 prečnika. 

Za određivanje veličine ćelijskih agregata K7M2‑wt ćelija u Ca‑alginatnim i HAP/Ca- alginatnim 

mikrovlaknima izmereno je po najmanje 190 agregata u svakoj grupi. Za svaki agregat je pomoću 

programa cellSens Entry izmeren najveći (dmax) i najmanji (dmin) prečnik, na osnovu kojih je izračunat 

ekvivalentni prečnik prema jednačini (Tudor i sar., 2004): 

𝑑𝑒 = √𝑑𝑚𝑎𝑥 ∙ 𝑑𝑚𝑖𝑛                                                                                                                                        (3.1) 

3.8.4. Imunofluorescentna citohemijska analiza 

U cilju dobijanja antigena, iz histoloških preparata Ca‑alginatnih i HAP/Ca‑alginatnih mikrovlakana 

sa imobilisanim K7M2‑wt ćelijama uklonjen je parafin, a zatim su preparati rehidratisani i tretirani 

citratnim puferom (pH=6), nakon čega su isprani u 0,1 M PBS i inkubirani 1 h na sobnoj temperaturi 

u Ultra V Block rastvoru kako bi se smanjilo nespecifično bojenje pozadine. Zatim su preko noći 

preparati inkubirani sa mišjim anti-tubulin antitelom u rastvaraču OP Quanto (razblaženje 1:5000). 

Narednog dana, preseci su isprani 3 puta u 1× PBS, a zatim inkubirani 1 h na sobnoj temperaturi sa 

kozjim anti-mišjim IgG (H+L) sekundarnim antitelima obeleženim odgovarajućom fluorescentnom 

bojom Alexa Fluor 594, razblaženim 1:500 u rastvaraču OP Quanto. Jedra su obojena sa 0,1 mg cm⁻3 

DAPI. Uzorci su analizirani korišćenjem fluorescentnog mikroskopa ZEISS Axiovert 5 i softvera 

ZEISS Microscopy Software ZEN8 (Carl ZEISS, Nemačka). 

3.8.5.  Live/Dead esej 

Live/Dead esej za vizuelizaciju živih i mrtvih ćelija korišćen je za određivanje vijabilnosti ćelija HOS, 

U2OS i NCI‑H460, kao i HOS sferoida, nakon imobilizije, kao i u odgovarajućim vremenskim 

tačkama tokom gajenja ćelija u mikrovlaknima. Ovaj esej se zasniva na korišćenju fluorescentnih 
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boja koje različito boje žive i mrtve ćelije na osnovu stanja njihove membrane: kalcein-AM (CAM) 

fluorescira zelenom bojom u živim ćelijama, dok propidijum-jodid (PI) emituje crvenu fluorescenciju 

u mrtvim ćelijama. Esej je izveden na sledeći način: 

1) Ca‑alginatna mikrovlakna sa imobilisanim HOS i U2OS ćelijama i HOS sferoidima 

inkubirana su 30 min na 37°C sa 0,1 µM CAM i 50 ng cm⁻3 PI u mikroploči sa 8 bunarića 

(Ibidi, Nemačka) (1 cm mikrovlakana u 0,1 cm3 rastvora boja u medijumu cDMEM po 

bunariću), nakon čega su isprana 3 puta u 1× PBS, u svaki bunarić je dodato po 0,1 cm3 

medijuma cDMEM i mikrovlakna su slikana pod konfokalnim mikroskopom Leica TCS SP8 

(Leica Microsystems, Nemačka). 

2) Ba‑alginatna mikrovlakna sa imobilisanim NCI‑H460 ćelijama inkubirana su 30 min na 37°C 

sa 4 µM CAM i 5 µM PI u mikrotitar pločama sa 96 bunarića (1−2 cm mikrovlakana u 0,1 cm3 

rastvora boja u medijumu RPMI po bunariću), nakon čega su isprana 3 puta u 1× PBS, 

ostavljena u po 0,05 cm3 PBS i slikana pomoću ImageXpress® Pico Automated Cell Imaging 

System (Molecular Devices, SAD).  

3.8.6.  MTT test 

Metabolička aktivnost ćelija imobilisanih u alginatnim mikrovlaknima analizirana je pomoću 

kolorimetrijskog MTT testa. Ovim testom se određuje vijabilnost ćelija na osnovu njihove 

sposobnosti da metabolišu MTT. U živim, metabolički aktivnim ćelijama, MTT se redukuje u kristale 

formazana tamno ljubičaste boje, što se vizualno može potvrditi optičkom mikroskopijom 

(kvalitativni MTT test), dok se koncentracija formazana može izmeriti spektrofotometrijski, nakon 

rastvaranja u DMSO (kvantitativni MTT test) (Mosmann, 1983). 

1) Kvalitativni MTT test korišćen je u eksperimentima u bioreaktorskom sistemu sa C6 

ćelijskom linijom. Uzorci Ca‑alginatnih mikrovlakana sa imobilisanim ćelijama od 0,1 g 

smeštani su u bunariće mikrotitar ploča sa 24 bunarića, u po 1 cm3 rastvora MTT 

(koncentracije 0,5 mg cm⁻3 u medijumu cDMEM) i inkubirani 2 h na 37 °C i 5 % CO2. Nakon 

inkubacije, mikrovlakna su slikana pod optičkim mikroskopom Motic BA210 u cilju 

vizualizacije metabolički aktivnih ćelija. 

2) Kvantitativni MTT test korišćen je u eksperimentima u bioreaktorskom sistemu sa NCI‑H460 

ćelijskom linijom. Uzorci Ba‑alginatnih mikrovlakana sa imobilisanim ćelijama od 0,07 g 

smeštani su u bunariće mikrotitar ploča sa 12 bunarića, u po 1,5 cm3 rastvora MTT 

(koncentracije 0,5 mg cm⁻3 u medijumu RPMI) i inkubirani 3 h na 37 °C i 5 % CO2. Nakon 

inkubacije, medijum sa MTT reagensom je uklonjen, a u svaki bunarić je dodato po 0,75 cm3 

DMSO kako bi se rasvorili formirani kristali formazana, nakon čega je merena apsorbanca 

dobijenih rastvora na talasnoj dužini od 570 i 690 nm pomoću automatskog mikrotitarskog 

čitača Multiskan Sky (Thermo Scientific, SAD). Krajnja vrednost apsorbance izračunata je kao 

razlika između apsorbanci na 570 i 690 nm (A570 – A690). 

3) Kvantitativni MTT test korišćen je i u eksperimentima u statičkim uslovima sa K7M2‑wt 

ćelijskom linijom. Uzorci Ca‑alginatnih i HAP/Ca‑alginatnih mikrovlakana sa imobilisanim 

ćelijama (3 uzorka dužine 3 cm) smeštani su u bunariće mikrotitar ploča sa 24 bunarića, u po 

0,1 cm3 rastvora MTT (koncentracije 0,5 mg cm⁻3 u medijumu cDMEM) i inkubirani 4 h na 

37°C i 5 % CO2. Nakon inkubacije, medijum sa MTT reagensom je uklonjen, a u svaki bunarić 

je dodato po 0,5 cm3 DMSO kako bi se rasvorili formirani kristali formazana, nakon čega je 

merena apsorbanca dobijenih rastvora na talasnoj dužini od 570 nm pomoću UV-vidljivog 

spektrofotometra (UV-3100, Mapada, Kina). 

4) Kvantitativni MTT test korišćen je i za analizu efikasnosti antitumorskih lekova, koja je 

određena preko koncentracije leka koja dovodi do inhibicije ćelijskog rasta za 50 % (IC50). U 

eksperimentima sa tretmanom 2D i 3D K7M2‑wt ćelijskih kultura doksorubicinom, u svaki 

bunarić je dodato po 0,1 cm3 rastvora MTT (koncentracije 1 mg cm⁻3 medijuma cDMEM). 

Nakon 4 h, medijum sa MTT reagensom je uklonjen, a formirani kristali formazana su 

rastvoreni u po 0,05 cm3 DMSO. Vrednosti apsorbance dobijenih rastvora su merene na 
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talasnoj dužini od 570 nm pomoću mikrotitarskog čitača Tecan Infinite 200 PRO (Tecan 

Group Ltd., Švajcarska). U eksperimentima sa tretmanom 2D i 3D NCI‑H460 ćelijskih kultura 

cisplatinom, etopozidom i vinorelbinom, u svaki bunarić je dodato po 0,2 cm3 rastvora MTT 

(koncentracije 0,5 mg cm⁻3 medijuma RPMI). Nakon 3 h, medijum sa MTT reagensom je 

uklonjen, a formirani kristali formazana su rastvoreni u po 0,05 cm3 DMSO. Apsorbanca 

dobijenih rastvora merena je na način opisan u stavci 2).  

3.8.7. Analiza genske ekspresije 

Analiza genske ekspresije sprovedena je u 3 koraka. Prvo je izvršena izolacija RNK iz NCI‑H460 

ćelija gajenih u 2D kulturama i Ba‑alginatnim mikrovlaknima, kao i iz K7M2‑wt ćelija gajenih u 2D 

kulturama i Ca‑alginatnim i HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima. Zatim su sprovedeni tretman 

deoksiribonukleazom (DNK-aza) i reakcija reverzne transkripcije, dok je u trećem koraku izvedena 

kvantitativna lančana reakcija polimeraze u realnom vremenu (qRT-PCR). 

3.8.7.1.  Izolacija RNK 

Izolacija ukupne RNK sprovedena je na 2 različita načina, u zavisnosti od tipa uzorka. Iz K7M2‑wt i 

NCI-H460 ćelija gajenih u 2D kulturi, kao i iz K7M2‑wt ćelija gajenih u Ca‑alginatnim i 

HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima, RNK je izolovna na sledeći način. Ćelije su lizirane dodavanjem 

1 cm3 Trizol reagensa i homogenizovane provlačenjem kroz pipetu nekoliko puta. Uzorci su zatim 

inkubirani 5 min na sobnoj temperaturi kako bi se obezbedila potpuna disocijacija nukleoproteinskih 

kompleksa. U svaki uzorak je potom dodato po 0,2 cm3 hloroforma i nakon 2-3 min inkubacije na 

sobnoj temperaturi, uzorci cu centrifugirani 15 min na 12000 × g i 4 °C, u centrifugi sa hlađenjem 

(Centrifuge 5427R Eppendorf, Nemačka), kako bi se smeša razdvojila na 3 faze: donju fenol-

hloroformsku (crvene boje), međufazu i gornju vodenu fazu (bezbojna), u kojoj je RNK. Vodena faza 

je zatim odvojena i u nju je dodato 0,5 cm3 izopropanola. Nakon inkubacije 10 min na sobnoj 

temperaturi, uzorci su centrifugirani 10 min na 12000 × g i 4 °C kako bi se RNK istaložila i formirala 

beli talog. Supernatant je potom uklonjen, a talog ispran sa 1 cm3 etanola (75 %). Nakon 

centrifugiranja 5 min na 7500 × g i 4 °C, etanol je odstranjen, a talog ostavljen na sobnoj temperaturi 

kako bi se osušio. Na kraju, RNK je rastvorena u 1 % DEPC vodi (voda tretirana dietilpirokarbonatom 

kako bi se deaktivirale ribonukleaze (RNK-aze) u vodi), a koncentracija RNK određivana je 

spektrofotometrijski (Biophotometer, Eppendorf, Nemačka). 

Sa druge strane, ekstrakcija ukupne RNK iz NCI‑H460 ćelija gajenih u Ba‑alginatnim mikrovlaknima 

rađena je prema modifikovanom protokolu (Gasic i sar., 2004). Procedura je podrazumevala 

homogenizaciju približno 150−200 mg mikrovlakana u avanu u tečnom azotu. U uzorke je zatim 

dodato po 0,65 cm3 ekstrakcionog pufera (2 % CTAB; 2 % PVP; 0,1 % DEPC; 25 mM EDTA; 100 

mM TRIS-HCl pH 8; 2 M NaCl; 0,5 g dm⁻1 spermidina) i 0,015 cm3 β-merkaptoetanola. Nakon 

inkubacije 15 min u vodenom kupatilu na 60 °C, u svaki uzorak je dodato 0,65 cm3 smeše hloroform 

: izoamilalkohol (u zapreminskom odnosu 24:1). Zatim su uzorci centrifugirani 10 min na 10000 × g 

i na 4 °C, čime se RNK izdvojila u gornjoj, bezbojnoj fazi. Postupak ekstrakcije hloroformom i 

izoamilalkoholom ponovljen je još jednom. U supernatant je dodato 0,166 cm3 7,5 M LiCl, a nakon 

toga su uzorci inkubirani na 4 °C preko noći. Nakon precipitacije, uzorci su centrifugirani 45 min na 

12000 × g na 4 °C. Supernatant je odbačen, nakon čega je talog ispran dodatkom 1 cm3 70 % etanola. 

Uzorci su zatim centrifugirani 10 min na 12000 × g na 4 °C, a supernatant ponovo odstranjen. Talog 

RNK je sušen na vazduhu u laminarnoj komori tokom 5 min, potom rastvoren u 0,1 cm3 vode tretirane 

DEPC nakon čega je dodato 0,01 cm3 3 M Na-acetata (pH 5,5)  i 0,275 cm3 70 % etanola. Uzorci su 

inkubirani 1,5 h na -70°C i zatim centrifugirani 45 min na 12000 × g na 4 °C uz odlivanje 

supernatanta. Ponovljeno je ispiranje etanolom i centrifugiranje uzoraka, kao u prethodno opisanom 

postupku. Uzorci su ponovo sušeni u laminarnoj komori tokom 10 min, nakon čega je talog RNK 

resuspendovan u 0,05 cm3 DEPC vode i čuvan na -70 °C do upotrebe. 
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3.8.7.2. Tretman DNK-azom i reakcija reverzne transkripcije 

Kako bi se uklonila eventualna zaostala genomska DNK, uzorci RNK su pre reakcije reverzne 

transkripcije tretirani DNK-azom (DNase I, Thermo Scientific, SAD). Tretman je vršen u reakcionoj 

smeši zapremine 0,01 cm3, sastava 0,001 cm3 10× DNase I pufer, 0,001 cm3 DNase I (1 U mm⁻3), 

0,00025 cm3 inhibitora RNK-aze (40 U mm⁻3), 0,001-0,00675 cm3 RNK (u zavisnosti od 

koncentracije RNK) i DEPC voda do krajnje zapremine. Smeša je inkubirana 30 min na 37 ºC, nakon 

čega je reakcija zaustavljena dodavanjem 0,001 cm3 EDTA i inkubiranjem smeše 10 min na 65 ºC, a 

zatim hlađenjem na ledu. Za reakciju reverzne transkripcije (RT) korišćen je kit za reverznu 

transkripciju velikog kapaciteta (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Life Technologies, 

SAD) prema uputstvu proizvođača. Sastav reakcione smeše, zapremine 0,02 cm3 bio je sledeći: 

0,002 cm3 10 × RT pufer, 0,0008 cm3 25 × dNTP miks (100 mM), 0,002 cm3 10 × RT Random 

prajmeri, 0,001 cm3 MultiScribe™ reverzna transkriptaza (50 U mm⁻3), 0,0042 cm3 DEPC voda i 

1 µg ukupne RNK dobijene nakon tretmana DNK-azom. Reakcija reverzne transkripcije se odvijala 

u mašini Mastercycler® nexus Gradient (Eppendorf, Nemačka) u tri temperaturna koraka, 10 min na 

25 ºC, 120 min na 37 ºC i 5 min na 85 ºC. Dobijena cDNK (100 ng mm⁻3) čuvana je na -20 ºC do 

korišćenja u kvantitativnoj lančanoj reakciji polimeraze u realnom vremenu (qRT-PCR). 

3.8.7.3.  Kvantitativna lančana reakcija polimeraze u realnom vremenu (qRT-PCR) 

Dobijena cDNK je amplifikovana u reakciji qRT-PCR pomoću Maxima SYBR Green/ROX qPCR 

Master Mix reagensa u aparatu QuantStudio 3 Real-Time PCR system (Thermo Fisher Scientific, 

SAD) (NCI‑H460 ćelije) ili Power SYBR Green PCR Master Mix reagensa u aparatu CFX Opus 96 

(BIO-RAD, Kalifornija, SAD) (K7M2‑wt ćelije), prema uputstvu proizvođača. Za amplifikaciju su 

korišćeni sledeći prajmeri: 

MDR1 

5′-CCC ATC ATT GCA ATA GCA GG-3′ (napredni) 

5′-GTT CAA ACT TCT GCT CCT GA-3′ (povratni) 

ABCC1 

5′-CGG AAA CCA TCC ACG ACC CTA ATC C-3′ (napredni) 

5′-ACC TCC TCA TTC GCA TCC ACC TTG G-3′ (povratni) 

ABCG2 

5′-TCT CTT CTT CCT GAC CTG CTG-3′ (napredni) 

5′-AAA CCA CAC TCT GAC CTG CTG-3′ (povratni) 

ACTB 

5′-TGG ACA TCC GCAAAG ACC TGT AC-3′ (napredni) 

5′-TCA GGA GGA GCA ATG ATC TTG A-3′ (povratni) 

SOX9 

5’-CTTCTGAACGAGAGCGAGA-3’(napredni) 

5’-CTGCCCGTTCTTCACCGACTTC-3’(povratni) 

GAPDH 

5’-GTTGTCTCCTGCGACTTCA-3’ (napredni) 

5’-TGGTCCAGGGTTTCTTACTC-3’ (povratni) 

 

Svaka reakcija rađena je u triplikatu. Relativni nivoi ekspresije analiziranih gena određeni su pomoću 

2−ΔΔCt metode (Livak i Schmittgen, 2001). Relativna ekspresija MDR1, ABCC1 i ABCG2 gena 

prikazana je kao promena u ekspresiji gena normalozovana na ACTB (endogena kontrola), i izražena 

u odnosu na vrednosti u netretiranim ćelijama u 2D i 3D kulturi, kojima je dodeljena vrednost 1. 

Relativna ekspresija SOX9 gena prikazana je kao promena u ekspresiji gena normalozovana na 

GAPDH (endogena kontrola), i izražena u odnosu na vrednost u netretiranim ćelijama u 2D kulturi, 

kojoj je dodeljena vrednost 1. 
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3.8.8. Statistička analiza rezultata 

Statistička analiza izvršena je pomoću programa R (verzija 4.4.2; R Core Team, Austrija) i GraphPad 

Prism (GraphPad Software, SAD). Za poređenje između tri ili više grupa podataka korišćena je 

jednofaktorska ANOVA sa post-hoc testovima za višestruka poređenja. Za poređenje dve grupe 

podataka korišćen je t-test, pri čemu je za grupe sa normalnom raspodelom korišćen parametarski 

t‑test (Welch’s test), dok je za grupe u kojima bar jedna grupa nije imala normalnu raspodelu korišćen 

neparametarski test (Mann-Whitney test). Za analizu normalnosti raspodele korišćen je Shapiro-Wilk 

test. Razlike su smatrane statistički značajnim pri p ≤ 0,05 (*). Svi rezulati prikazani su kao srednja 

vrednost ± standardna devijacija. 
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4. REZULTATI 

U ovom radu razvijen je 3D in vitro model za gajenje malignih ćelija baziran na alginatnim 

mikrovlaknima u kojima su ćelije imobilisane. Razvoj modela obuhvatao je nekoliko ključnih koraka. 

U prvom koraku optimizovani su parametri za dobijanje mikrovlakana sa imobilisanim malignim 

ćelijama, a zatim i uslovi gajenja imobilisanih ćelija. U drugom koraku, model je validiran kroz 

kratkotrajne i dugotrajne kulture malignih ćelija imobilisanih u alginatnim mikrovlaknima. U trećem 

koraku, ispitana je mogućnost primene modela za testiranje antitumorskih lekova. 

4.1. Dobijanje mikrovlakana sa imobilisanim ćelijama 

Prethodno razvijena procedura dobijanja mikrovlakana sa imobilisanim ćelijama je optimizovana u 

pogledu nekoliko ključnih parametara: 1) koncentracija ćelija u ćelijskoj suspenziji u rastvoru Na-

alginata, 2) koncentracija rastvora Na-alginata i sastav rastvora za geliranje i 3) uslovi istiskivanja i 

dužina geliranja. Pri tome, u okviru optimizacije koncentracije rastvora Na-alginata i sastava rastvora 

za geliranje ispitivana je optimalna koncentracija rastvora Na-alginata za dobijanje Ca‑alginatnih 

mikrovlakana, kao i odgovarajuća kombinacija koncentracije rastvora Na-alginata i sastava rastvora 

za geliranje za dobijanje Ba‑alginatnih mikrovlakana. Optimizacija je rađena primenom 

eksperimentalnog pristupa zasnovanog na variranju pojedinačnih parametara, pri čemu su efekti 

uticaja različitih vrednosti parametara na ćelije analizirani pomoću svetlosne mikroskopije, 

fluorescentne mikroskopije i MTT testa. 

4.1.1. Optimizacija koncentracije ćelija u ćelijskoj suspenziji u Na-alginatnom rastvoru 

Uticaj koncentracije ćelija u početnoj suspenziji ćelija u rastvoru Na-alginata, koja diretno utiče na 

koncentraciju ćelija u dobijenim mikrovlaknima, ispitivana je na C6 ćelijskoj liniji. Ca‑alginatna 

mikrovlakna sa imobilisanim C6 ćelijama dobijena su ručnim istiskivanjem suspenzija ćelija u 

2,8 mas. % rastvoru Na-alginata sa različitim koncentracijama ćelija: 1) 2,5×106 ćel cm⁻3, 2) 4×106 

ćel cm⁻3 i 3) 8×106 ćel cm⁻3. Korišćena je igla od 25 G i rastvor za geliranje koji sadrži 180 mM Ca2+, 

a vreme geliranja je iznosilo 15 min. Prisustvo, raspoređenost i metabolička aktivnost ćelija potvrđena 

je optičkom mikroskopijom (slika 4.1a, b, c)  i MTT testom (slika 4.1d, e, f) 24 h nakon imobilizacije 

ćelija i njihovog gajenja u medijumu. 
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Slika 4.1. Mikrofotografije Ca‑alginatnih mikrovlakana sa imobilisanim C6 ćelijama dobijenih 

ručnim istiskivanjem suspenzije 2,8 mas. % rastvora Na-alginata sa različitim koncentracijama 

ćelija: (a, d) 2,5×106 ćel cm⁻3, (b, e) 4×106 ćel cm⁻3 i (c, f) 8×106 ćel cm⁻3; (a, b, c) 24 h nakon 

imobilizacije i (d, e, f) 24 h nakon imobilizacije i 2 h nakon dodavanja MTT reagensa: 

tamnoljubičasto obojenje predstavlja kristale formazana stvorene u metabolički aktivnim ćelijama 

(razmernik = 500 µm) 

Koncentracija imobilisanih ćelija je određena rastvaranjem mikrovlakana i brojanjem ćelija. Dobijene 

vrednosti koncentracija ćelija u mikrovlaknima nakon 24 h gajenja prikazane su u tabeli 4.1. 

Tabela 4.1. Koncentracije ćelija C6 u Ca‑alginatnim mikrovlaknima za različite početne 

koncentracije ćelija u suspenziji 24 h nakon imobilizacije i gajenja u medijumu 

Koncentracija ćelija u početnoj suspenziji 

(ćel cm⁻3) 
2,5×106 4×106 8×106 

Ukupan broj ćelija u mikrovlaknima (ćel g⁻1) 2,8×106 5,1×106 8,0×106 

Broj živih ćelija u mikrovlaknima (ćel g⁻1) 1,4×106 3,0×106 3,1×106 

Dobijeni rezultati su pokazali da je preživljavanje ćelija nakon istiskivanja 40−60 %, u zavisnosti od 

početne koncentracije ćelija. Međutim, treba imati na umu da proces rastvaranja mikrovlakana može 

imati negativne efekte na vijabilnost ćelija, pa se pretpostavlja da je koncentracija živih ćelija u 

mikrovlaknima veća od dobijene. Na osnovu prikazanih vrednosti može se zaključiti da je početna 

koncentracija od 4×106 ćel cm⁻3 optimalna. 

Početna koncentracija ćelija u alginatnoj suspenziji uticala je i na veličinu prečnika mikrovlakana. Za 

početne koncetracije ćelija od 2,5×106, 4×106 i 8×106 ćel cm⁻3 izmereni prečnici mikrovlakana 

iznosili su 455 ± 50 µm, 495 ± 30 µm i 550 ± 80 µm, redom. Ovi rezultati ukazuju da sa porastom 

koncentracije ćelija u početnoj suspenziji dolazi do blagog porasta prečnika mikrovalakana koje nije 

statistički značajno. 

Na osnovu dobijenih rezultata imobilizacije C6 ćelijske linije, za dalje eksperimente korišćena je 

početna koncentracija ćelija od 4×106 ćel cm⁻3. 
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4.1.2. Optimizacija koncentracije rastvora Na-alginata i sastava rastvora za geliranje 

4.1.2.1. Optimizacija koncentracije rastvora Na-alginata za dobijanje Ca‑alginatnih 

mikrovlakana 

Uticaj koncentracije rastvora Na-alginata u ćelijskoj suspenziji na vijabilnost ćelija nakon formiranja 

mikrovlakana ispitivan je na HOS ćelijskoj liniji. Ca‑alginatna mikrovlakna sa imobilisanim HOS 

ćelijama dobijena su ručnim istiskivanjem suspenzije 4×106 ćel cm⁻3 u 2 mas. % i 2,8 mas. % rastvoru 

Na-alginata kroz iglu veličine 25 G u rastvor za geliranje koji je sadržao 180 mM Ca2+. Nakon 15 min 

geliranja, mikrovlakna su gajena 24 h u medijumu, a preživljavanje ćelija nakon tog perioda je 

potvrđeno Live/Dead esejom (slika 4.2). 

 

Slika 4.2. Fluorescentne mikrofotografije Ca‑alginatnih mikrovlakana 24 h nakon imobilizacije 

HOS ćelija, dobijenih istiskivanjem suspenzije ćelija (4×106 ćel cm⁻3) u rastvoru Na-alginata 

koncentracije: a) 2 mas. % i b) 2,8 mas. % (Live/dead esej: žive ćelije obojene su bojom CAM 

(zeleno), a mrtve bojom PI (crveno); razmernik = 200 µm) 

Na slici 4.2 jasno se uočava razlika u vijabilnosti ćelija u mikrovlaknima dobijenim primenom 

različitih početnih koncentracija rastvora Na-alginata. Ćelije imobilisane u mikrovlaknima dobijenim 

iz rastvora Na-alginata početne koncentracije 2 mas. % bile su uglavnom mrtve, dok su ćelije u 

mikrovlaknima dobijenim iz rastvora koncentracije 2,8 mas. % pretežno ostale žive. Dobijeni rezultati 

se mogu objasniti činjenicom da rastvor manje koncentracije alginata ima manju viskoznost, pa se 

suspenzija ćelija u 2 mas. % rastvoru Na-alginata lakše istiskuje. S obzirom na to da je istiskivanje 

vršeno ručno, moguće je da je u ovom slučaju primenjena veća brzina istiskivanja u poređenju sa 

istiskivanjem suspenzije ćelija u 2,8 mas. % rastvoru Na-alginata, koji ima veću viskoznost. Veća 

brzina istiskivanja je izazvala veće smicajne napone, što je moglo negativno uticati na vijabilnost 

ćelija. 

4.1.2.2. Optimizacija koncentracije Na-alginata i sastava rastvora za geliranje za dobijanje 

Ba‑alginatnih mikrovlakana 

Za imobilizaciju svih ćelijskih linija u alginatna mikrovlakna inicijalno je korišćen rastvor za geliranje 

koji je sadržao 180 mM Ca2+. Međutim, primećeno je da nakon imobilizacije NCI‑H460 ćelijske linije 

u Ca‑alginatna mikrovlakna i gajenja imobilisanih ćelija u RPMI medijumu, mikrovlakna postaju 

nestabilna, što se ogledalo u bubrenju, a zatim i fragmentisanju mikrovlakana (rezultati nisu 

prikazani). Da bi se ispitao uticaj medijuma na stabilnost mikrovlakana, Ca‑alginatna mikrovlakna su 

inkubirana 7 dana u medijumu cDMEM i medijumu RPMI. Srednja vrednost prečnika mikrovlakana 

inkubiranih u medijumu cDMEM iznosila je 645 ± 30 µm nakon 24 h i ostala je gotovo nepromenjena 

nakon 7 dana (635 ± 15 µm), dok je kod mikrovlakana inkubiranih u RPMI medijumu došlo do 

značajnog povećanja prečnika sa 740 ± 50 µm na 910 ± 90 µm. Ovi rezultati ukazuju na znatno veće 
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bubrenje u medijumu RPMI, što verovatno doprinosi slabljenju mikrovlakana i njihovoj degradaciji. 

Stoga je za dobijanje mikrovlakana sa imobilisanim NCI‑H460 ćelijama koje se gaje u RPMI 

medijumu ispitana mogućnost geliranja u rastvoru koji sadrži Ba2+ umesto Ca2+. 

Kako bi se optimizovali parametri za dobijanje Ba‑alginatnih mikrovlakana sa imobilisanim ćelijama, 

uticaj koncentracije rastvora Na-alginata i koncentracije Ba2+ u rastvoru za geliranje na vijabilnost 

ćelija nakon istiskivanja i formiranja hidrogela ispitan je primenom NCI‑H460 ćelijske linije. 

Ba‑alginatna mikrovlakna sa imobilisanim ćelijama dobijena su ručnim istiskivanjem suspenzije 

4×106 ćel cm⁻3 u rastvoru Na-alginata koncentracije u opsegu 1,6−2,8 mas. % u rastvor za geliranje 

koji je sadržao 45, 90 ili 180 mM Ba2+. Za istiskivanje je korišćena igla od 25 G, a geliranje je trajalo 

15 min. Nakon 24 h od imobilizacije, preživljavanje ćelija potvrđeno je fluorescentnom 

mikroskopijom (slika 4.3). 

 

Slika 4.3. Fluorescentne mikrofotografije Ba‑alginatnih mikrovlakana 24 h nakon imobilizacije 

NCI‑H460 ćelija, dobijenih istiskivanjem rastvora Na-alginata koncentracije: a) 1,6 mas. %, 

b) 2 mas. % i c) 2,8 mas. % u rastvor za geliranje koji je sadržao 45 mM Ba2+ (gonji red) i 90 mM 

Ba2+ (donji red) (Live/dead esej: žive ćelije obojene su bojom CAM (zeleno), a mrtve bojom PI 

(crveno)) 

Rezultati su pokazali da koncentracija Ba2+ u rastvoru za geliranje ima izražen uticaj na vijabilnost 

ćelija. Koncentracija Ba2+ od 180 mM ispitana je u slučaju rastvora Na-alginata koncentracije 

2,8 mas. % i gotovo sve ćelije su bile mrtve, što je ukazalo na negativne efekte ove koncentracije na 

vijabilnost ćelija. Koncentracija Ba2+ od 90 mM imala je umereno negativne efekte na vijabilnost 

ćelija (slika 4.3, donji red). Nakon istiskivanja ćelijske suspenzije u rastvoru Na-alginata u rastvor za 

geliranje koji je sadržao 45 mM Ba2+, najveći broj ćelija je preživeo (slika 4.3, gornji red), dok 

koncentracija Na-alginata nije imala značajan uticaj na vijabilnost ćelija (slika 4.3).  

Dodatno, analiziran je uticaj ispitivanih parametara na vrednosti prečnika dobijenih mikrovlakana. 

Srednje vrednosti prečnika 24 h nakon imobilizacije ćelija prikazane su u Tabeli 4.2. 
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Tabela 4.2. Prečnici Ba‑alginatnih mikrovlakana sa imobilisanim NCI‑H460 ćelijama dobijenih 

korišćenjem različitih koncentracija rastvora Na-alginata i Ba2+ u rastvoru za geliranje, mereni 24 h 

nakon imobilizacije. Vrednosti prečnika predstavljene su kao srednja vrednost ± standardna 

devijacija. Vrednosti obeležene istim slovima nisu statistički značajno različite (p > 0,05), dok 

različita slova označavaju značajno različite vrednosti (p < 0,05). Poređenje je vršeno isključivo 

između vrednosti dobijenih za jedan konstatan parametar (koncentracija rastvora Na-alginata ili 

Ba2+). 

Na-alginat (mas. % ) 
Ba2+ (mM) 

45 90 

1,6 570 ± 205 µma 410 ± 85 µmc 

2 590 ± 60 µmab 470 ± 65 µmc 

2,8 720 ± 190 µmb 605 ± 80 µmb 

Rezultati su pokazali da i koncentracija Na-alginata i koncentracija Ba2+ u rastvoru za geliranje znatno 

utiču na prečnik dobijenih mikrovlakana (tabela 4.2). Koncentracija Ba2+ od 180 mM ispitana je samo 

u slučaju rastvora Na-alginata koncentracije 2,8 mas. % i dobijena je vrednost prečnika od 

575 ± 45 µm. Povećanje koncentracije Na-alginata od 1,6 do 2,8 mas. % dovelo je do povećanja 

prečnika mikrovlakana za oko 25−50 %, dok je povećanje koncentracije Ba2+ u rastvoru za geliranje 

od 45 do 180 mM dovelo do smanjenja prečnika mikrovlakana za oko 25 %. 

S obzirom da su geliranjem suspenzije ćelija u 2,8 mas. % rastvoru Na-alginata dobijena mikrovlakna 

prečnika >700 µm, što bi potencijalno moglo dovesti do difuzionih ograničenja kiseonika i nutrijenata 

do ćelija u centru mikrovlakana, ova koncentracija je odbačena iz dalje analize. Sa druge strane, mala 

viskoznost 1,6 mas. % rastvora Na-alginata je tokom istiskivanja dovela do neujednačenog toka 

suspenzije, što je rezultovalo značajnim devijacijama u vrednostima prečnika mikrovlakana (tabela 

4.2). Finalno, suspenzija NCI‑H460 ćelija (4×106 ćel cm⁻3) u 2 mas. % rastvoru Na-alginata i rastvor 

za geliranje koji sadrži 45 mM Ba2+ izabrani su za dobijanje Ba‑alginatnih mikrovlakana u daljim 

eksperimentima. 

4.1.3. Optimizacija uslova istiskivanja i dužine geliranja 

U okviru optimizacije procesa istiskivanja za dobijanje alginatnih mikrovlakana sa imobilisanim 

ćelijama, analiziran je uticaj unutrašnjeg prečnika igle, brzine istiskivanja i dužine geliranja na 

preživljavanje ćelija. Uticaj ovih parametara analiziran je uz primenu NCI‑H460 ćelijske linije. Za 

dobijanje mikrovlakana korišćena je suspenzija ćelija u 2 mas. % rastvoru Na-alginata 

(4×106 ćel cm⁻3) i rastvor za geliranje koji sadrži 45 mM Ba2+. Ispitane su dve brzine istiskivanja 

(umereno i brzo), dva vremena geliranja (1 min i 15 min) i dve veličine igle (25 G i 22 G). Ćelije 

imobilisane u mikrovlaknima analizirane su odmah po isteku vremena geliranja ili 24 h nakon 

imobilizacije primenom Live/Dead eseja (slika 4.4). 
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Slika 4.4. Fluorescentne mikrofotografije Ba‑alginatnih mikrovlakna sa imobilisanim NCI‑H460 

ćelijama. Poređenje mikrovlakna dobijenih pri dve brzine istiskivanja: a) umerenoj i b) brzoj, uz 

vreme geliranja od 1 min (gornji red) i 15 min (donji red), odmah nakon geliranja i pri korišćnju 

igle od 25 G. c) Poređenje mikrovlakana dobijenih upotrebom dve različite igle: 25 G (gornji red) i 

22 G (donji red), pri umerenoj brzini istiskivanja i nakon 15 min geliranja, 24 h nakon imobilizacije 

(Live/Dead esej: žive ćelije obojene su bojom CAM (zeleno), a mrtve bojom PI (crveno); 

razmernik = 1,4 mm) 

Rezultati su pokazali da dužina geliranja i veličina igle imaju zanemarljiv uticaj na vijabilnost ćelija 

(slika 4.4), ali je zato brzina istiskivanja primetno uticala na preživljavanje ćelija. Nakon brzog 

istiskivanja, najveći broj ćelija bio je mrtav (slika 4.4b), što je ukazalo na negativne efekte ove brzine 

istiskivanja na vijabilnost ćelija.  

Kako bi se kvantifikovali dobijeni eksperimentalni rezultati, proračunati su režimi strujanja i smicajni 

naponi u iglama pri umerenoj brzini istiskivanja i velikoj brzini istiskivanja. U eksperimentima su 

korišćene igle sa ravnim vrhom od 25 G i 22 G, unutrašnjih prečnika 0,26 mm i 0,41 mm, redom, i 

dužine 10 mm. Eksperimentalno su određeni protoci na osnovu vremena potrebnog za istiskivanje 

poznate zapremine rastvora i za iglu od 25 G dobijene su vrednosti 0,11 cm3 s⁻1 i 0,27 cm3 s⁻1 za 

umerenu i veliku brzinu istiskivanja, redom, dok su za iglu od 22 G dobijene vrednosti 0,34 cm3 s⁻1 i  

1,0 cm3 s⁻1, redom. Za gustinu i viskoznost 2 mas. % rastvora Na-alginata usvojene su vrednosti 

1,009 g cm⁻3 (Del Gaudio i sar., 2005) i 156 mPa∙s (Davarci i sar., 2017), redom. Eksperimentalno 

izmereni protoci (Q) dalje su korišćeni za izračunavanje srednje brzine strujanja suspenzije (ʋ) i 

Rejnoldsovog broja (Re), a Hagen-Poazejev zakon, koji opisuje karakteristike laminarnog toka u 

cilindričnoj cevi, korišćen je za izračunavanje pada pritiska (p1-p2) i smicajnih napona (τ) u igli. Za 

proračune su korišćene sledeće jednačine:  

𝑣 =
𝑄

𝐴
                                                                                                                                                                (4.1) 

𝑅𝑒 =
𝜌𝑣𝑑

𝜇
                                                                                                                                                        (4.2) 

𝑝1 − 𝑝2 = 32
𝜇𝑣

𝑑2
𝐿                                                                                                                                          (4.3) 
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𝜏 =
𝑅

2

𝑑𝑝

𝑑𝑧
                                                                                                                                                          (4.4) 

gde je Q protok, A je površina poprečnog preseka zasnovana na unutrašnjem prečniku igle, ρ je 

gustina rastvora Na-alginata, d je unutrašnji prečnik igle, µ je viskoznost rastvora Na-alginata, L je 

dužina igle i R je unutrašnji poluprečnik igle. 

U tabeli 4.3 prikazane su dobijene vrednosti srednje brzine strujanja suspenzije, Rejnoldsovog broja, 

pada pritiska i smicajnog napona pri umerenom i brzom istiskivanju sa obe igle, izračunate primenom 

jednačina 4.1−4.4.  

Tabela 4.3. Izračunate vrednosti srednje brzine strujanja suspenzije (ʋ), Rejnoldsovog broja (Re), 

pada pritiska (p1-p2) i smicajnog napona (τ) za različite brzine istiskivanja i različite veličine igle 

prilikom ručnog istiskivanja 

Brzina istiskivanja umereno brzo 

Veličina igle 25 G 22 G 25 G 22 G 

ʋ, m s⁻1 2,1 2,6 5,1 7,5 

Re 4 7 9 20 

p1 - p2, kPa 1545,4 753,3 3734,8 2184,7 

τ, kPa 10 7,8 24 23 

 

Vrednosti Rejnoldsovog broja ≤ 20 dobijene u svim eksperimentalnim serijama ukazuju na laminarni 

režim strujanja fluida u iglama. Dobijene vrednosti tangencijalnih napona od 10 i 7,8 kPa za umereno 

istiskivanje, kao i 24 i 23 kPa za brzo istiskivanje, za igle od 25 i 22 G, redom, pokazuju da veličina 

igle nema značajan uticaj na vrednost tangencijalnih napona. Sa druge strane, brzina istiskivanja 

dovodi do značajnijih razlika u vrednostima tangencijalnih napona: u igli od 25 G, tangencijalni 

napon pri brzom istiskivanju je veći 2,4 puta, dok je u igli od 22 G veći 2,9 puta od onog pri umerenom 

istiskivanju za odgovarajuću iglu. Ovaj rezultat može objasniti uočene negativne efekte na vijabilnost 

ćelija pri brzom istiskivanju (slika 4.4b). 

Prečnik mikrovlakana dobijenih korišćenjem igle od 25 G iznosio je 400 ± 45 µm, dok je pri upotrebi 

igle od 22 G bio statistički značajno veći i iznosio 515 ± 60 µm. Dodatno, analiziran je uticaj brzine 

istiskivanja i dužine geliranja na vrednosti prečnika dobijenih mikrovlakana. Srednje vrednosti 

prečnika odmah nakon geliranja prikazane su u tabeli 4.4. 

Tabela 4.4. Prečnici Ba‑alginatnih mikrovlakana sa imobilisanim NCI‑H460 ćelijama dobijenih pri 

različitim brzinama istiskivanja i dužinama geliranja kroz iglu od 25 G, mereni odmah po isteku 

vremena geliranja. Vrednosti prečnika predstavljene su kao srednja vrednost ± standardna devijacija. 

Dužina geliranja (min)  
Brzina istiskivanja 

umereno brzo 

1 440 ± 85 µm 340 ± 30 µm 

15 355 ± 15 µm 285 ± 25 µm 

Brzo istiskivanje dovelo je do formiranja mikrovlakana statistički značajno manjeg prečnika (~300 

µm) u poređenju sa mikrovlaknima dobijenim pri umerenom istiskivanju (~400 µm). Ovaj rezultat 
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ukazuje da brzina istiskivanja predstavlja jedan od faktora koji utiče na prečnik formiranih 

mikrovlakana. Sa druge strane, duže vreme geliranja (15 min) dovelo je do formiranja mikrovlakana 

statistički značajno manjeg prečnika u poređenju sa mikrovlaknima dobijenim nakon kraćeg vremena 

geliranja (1 min). Ova razlika može se objasniti izraženijim sinerezisom tokom dužeg geliranja, koji 

dovodi do skupljanja hidrogela, čime nastaju tanja mikrovlakna nego kod kraćeg vremena geliranja. 

Treba napomenuti da su manje vrednosti prečnika mikrovlakana dobijene u ovom eksperimentu 

(300−400 µm u poređenju sa ~600 µm, poglavlje 4.1.2.2.) posledica merenja prečnika odmah nakon 

geliranja jer prilikom gajenja mikrovlakana u medijumu tokom 24 h dolazi do bubrenja, usled čega 

prečnik raste. 

Za dalje eksperimente kao optimalni uslovi izabrani su igla od 25 G, umerena brzina istiskivanja i 

vreme geliranja od 1 min.  

4.2. Optimizacija uslova gajenja ćelija 

U drugoj fazi optimizacije ispitivan je uticaj uslova gajenja na maligne ćelije imobilisane u alginatnim 

mikrovlaknima. Ćelije su gajene u statičnim ili protočnim uslovima, pri čemu su ispitane različite 

kombinacije trajanja kultura. Dodatno, analiziran je uticaj različitih vrednosti protoka, odnosno 

površinske brzine kojoj su ćelije izložene u protočnim uslovima, kao i različitih početnih 

koncentracija ćelija u mikrovlaknima. Uticaj navedenih parametara na vijabilnost i proliferaciju ćelija 

analiziran je brojanjem ćelija, MTT testom i Live/Dead esejem. Matematičko modelovanje prenosa 

mase u statičnim i protočnim uslovima korišćeno je kako bi se objasnili eksperimentalni rezultati. 

4.2.1. Ispitivanje uticaja hidrodinamičkih uslova gajenja ćelija na 3D kulture C6 

ćelijske linije u Ca‑alginatnim mikrovlaknima 

U cilju ispitivanja uticaja hidrodinamičkih uslova na vijabilnost i proliferaciju ćelija tokom dužih 

kultura, C6 ćelije imobilisane u Ca‑alginatnim mikrovlaknima gajene su u statičnim uslovima i u 

uslovima kontinualnog protoka u protočnom bioreaktoru. Uticaj hidrodinamičkih uslova na ćelije 

ispitan je u dve eksperimentalne serije: 1) 1 dan gajenja u statičnim uslovima, a zatim 5 dana pri 

kontinualnom protoku u protočnom bioreaktoru, pri površinskoj brzini od 40 i 100 µm s⁻1 (prva 

eksperimentalna serija) i 2) 8 dana gajenja u statičnim uslovima, a zatim 5 dana pri kontinualnom 

protoku u protočnom bioreaktoru, pri površinskoj brzini od 40 i 100 µm s⁻1 (druga ekseprimentalna 

serija). U okviru različitih režima gajenja ispitan je uticaj različite početne koncentracije ćelija u 

mikrovlaknima (1,2-7,3×106 ćelija g⁻1), kao i različitih vrednosti protoka medijuma u bioreaktorskom 

sistemu (0,12 i 0,30 cm3 min⁻1, odnosno površinske brzine 40 i 100 µm s⁻1, redom). Metabolička 

aktivnost ćelija nakon imobilizacije, kao i nakon gajenja, potvrđena je MTT testom, a koncentracija 

ćelija u mikrovlaknima određena je brojanjem ćelija. Dobijeni rezultati u prvoj eksperimentalnoj seriji 

prikazani su u tabeli 4.5.  
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Tabela 4.5. Početne i krajnje koncentracije C6 ćelija u Ca‑alginatnim mikrovlaknima u prvoj 

eksperimentalnoj seriji, gde su mikrovlakna posle 1 dana u statičnoj kulturi podvrgnuta različitim 

površinskim brzinama medijuma u protočnom bioreaktoru u toku 5 dana. Vrednosti su izražene kao 

srednja vrednost ± standardna devijacija. 

 
Početna koncentracija 

ćelija (×106 ćel g⁻1) 
Režim u toku 5 dana 

Finalna koncentracija 

ćelija (×106 ćel g⁻1) 

1. 1,2 ± 0,2 

površinska brzina 40 µm s⁻1 0,6 ± 0,3 

površinska brzina 100 µm s⁻1 0,3 ± 0,03 

kontrola: statična kultura 1,8 ± 0,4 

2. 2,5 ± 0,3 

površinska brzina 40 µm s⁻1 7,1 ± 0,5 

površinska brzina 100 µm s⁻1 
Eksp.1 3,7 ± 0,7 

Eksp. 2 8,0 ± 1,1 

   kontrola: statična kultura 
Eksp.1 6,2 ± 0,8 

Eksp. 2 6,9 ± 0,6 

3. 7,3 ± 0,9 
površinska brzina 100 µm s⁻1 6,1 ± 1,4 

kontrola: statična kultura 16,0 ± 2,2 

Analizom dobijenih vrednosti koncentracija ćelija može se zaključiti da početna koncentracija ćelija 

od 1,2×106 ćel g⁻1 nije dovoljna da podrži preživljavanje i proliferaciju ćelija u mikrovlaknima. Ovaj 

rezultat navodi na zaključak da postoji kritična minimalna koncentracija ćelija koja je neophodna 

kako bi ćelije mogle da ostvare međusobne interakcije i proliferišu. Pri većim početnim 

koncentracijama ćelija (2,5 i 7,3×106 ćel g⁻1) može se uočiti da je nakon 5 dana gajenja u kontrolnim 

mikrovlaknima u statičnim uslovima koncentracija ćelija porasla ~2,5 puta, što navodi na zaključak 

da je ćelijska kultura u mikrovlaknima podržana u statičnim uslovima. Sa druge strane, gajenje ćelija 

u uslovima kontinualnog protoka je u pojedinim eksperimentima imalo pozitivan efekat na 

proliferaciju ćelija, dok je u drugim imalo negativan efekat ili nije imalo značajan efekat. Posebno je 

zapažen negativan uticaj pri većoj površinskoj brzini od 100 µm s⁻1. 

U drugoj eksperimentalnoj seriji ispitana je hipoteza da je za dugoročnu kulturu povoljno da se ćelije 

prilagode okruženju u Ca‑alginatnim mikrovlaknima u 3D statičnim uslovima gajenja, a zatim da se 

prenos mase poboljša uvođenjem kontinualnog protoka. C6 ćelije imobilisane u Ca‑alginatnim 

mikrovlaknima su stoga gajene 8 dana u statičnim uslovima, a zatim još 5 dana u uslovima 

kontinualnog protoka, pri površinskoj brzini od 40 i 100 µm s⁻1. Dobijeni rezultati prikazani su u 

tabeli 4.6.  
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Tabela 4.6. Početne i krajnje koncentracije C6 ćelija u Ca‑alginatnim mikrovlaknima u drugoj 

eksperimentalnoj seriji, gde su mikrovlakna posle 8 dana u statičnoj kulturi podvrgnuta različitim 

površinskim brzinama medijuma u protočnom bioreaktoru u toku 5 dana. Vrednosti su izražene kao 

srednja vrednost ± standardna devijacija. 

 Početna 

koncentracija 

ćelija 

(×106 ćel g⁻1) 

Koncentracija ćelija 

nakon 8 dana u 

statičnim uslovima 

(×106 ćel g⁻1) 

Režim u toku 5 dana 

Finalna 

koncentracija 

ćelija 

(×106 ćel g⁻1) 

1. 1,2 ± 0,2 2,3 ± 0,5 
površinska brzina 40 µm s⁻1 4,4 ± 0,8 

kontrola: statična kultura 2,6 ± 0,05 

2. 2,5 1,5 
površinska brzina 100 µm s⁻1 8,8 

kontrola: statična kultura 1,7 

3. 2,5 ± 0,4 5,7 ± 0,4 
površinska brzina 100 µm s⁻1 5,7 ± 0,8 

kontrola: statična kultura 3,5 ± 0,3 

Dobijeni rezultati, iako ne sasvim dosledni, ukazali su da tokom dužih kultura (do 13 dana) bolji 

prenos mase u uslovima kontinualnog protoka podržava proliferaciju ćelija, odnosno da statični uslovi 

podržavaju kulture do 8 dana, nakon čega je potrebno korišćenje protočnog bioreaktora. 

Pretpostavljeno je da je tokom dužih kultura u statičnim uslovima ograničen prenos neke hranljive 

materije ili bioaktivnog molekula. Kako bi se ispitala ova pretpostavka, prenos mase je matematički 

modelovan za kiseonik kao mali molekul i za transferin, protein plazme prisutan i u goveđem 

fetalnom serumu, kao veći bioaktivni molekul. 

4.2.1.1. Matematičko modelovanje prenosa mase u protočnom bioreaktoru 

Prethodna istraživanja pokazala su da pri protoku fluida kroz pakovani sloj Ca‑alginatnih 

mikročestica sa nanočesticama srebra deo fluida prolazi kroz sam hidrogel. Kako bi se kvantitativno 

odredila brzina strujanja fluida kroz Ca‑alginatni hidrogel u pakovanom sloju mikrovlakana, prvo je 

eksperimentalno ispitano, a zatim i matematički modelovano otpuštanje srebra iz Ca‑alginatnih 

mikrovlakana sa nanočesticama srebra i medom. Cilj je bio da se tako dobijena intersticijalna brzina 

strujanja zatim primeni u modelovanju prenosa mase u Ca‑alginatnim mikrovlaknima sa 

imobilisanim ćelijama. 

4.2.1.1.1. Matematičko modelovanje otpuštanja srebra iz Ca‑alginatnih mikrovlakana sa 

nanočesticama srebra i medom 

Ca‑alginatna mikrovlakna sa nanočesticama srebra i medom dobijena su u dve različite šarže, 

prečnika (670 ± 140 µm) i koncentracije srebra (2,9 ± 0,4 mM), određene primenom AAS. Pored 

toga, prisustvo nanočestica srebra u Ca‑alginatnim mikrovlaknima je potvrđeno UV-vidljivom 

spektroskopijom (slika 4.5). 
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Slika 4.5. UV-vidljivi spektri dve šarže Ca‑alginatnih mikrovlakana sa nanočesticama srebra i 

medom nakon rastvaranja (n=3 za svaku šaržu; standardne devijacije (≤ 4 %) su izostavljene sa 

grafika radi preglednosti) 

Na slici se može uočiti da apsorpcioni spektri rastvora Ca‑alginatnih mikrovlakana sa nanočesticama 

srebra i medom pokazuju maksimum apsorbance na talasnoj dužini od 441 i 433 nm za prvu i drugu 

šaržu, redom, što potvrđuje prisustvo nanočestica srebra u mikrovlaknima (Stojkovska i sar., 2019). 

Mikrovlakna su zatim podvrgnuta kontinualnom protoku pri površinskoj brzini od 80 µm s⁻1 u 

protočnom bioreaktoru i određene su koncentracije otpuštenog srebra u medijumu u toku 7 dana. 

Otpuštanje srebra prvo je modelovano Fikovim zakonom difuzije, ali ovaj model nije pokazao 

slaganje sa eksperimentalnim podacima. Stoga je u narednom koraku primenjen difuziono-

advekcioni model. Pakovani sloj nanokompozitnih mikrovlakana modelovan je kao kompaktni 

cilindar hidrogela dužine 3 cm (na osnovu eksperimentalno izmerene visine pakovanog sloja). 

Pretpostavljeno je da je oksidacija nanočestica srebra brža od prenosa mase srebra kroz hidrogel, tako 

da je promena koncentracije srebra, cs, u cilindričnom hidrogelu tokom vremena opisana difuziono-

advekcionom jednačinom u aksijalnom pravcu, x: 

𝜕𝑐𝑠
𝜕𝑡
= 𝐷𝑠 (

𝜕2𝑐𝑠
𝜕𝑥2

) − 𝑢
𝜕𝑐𝑠
𝜕𝑥
                                                                                                                            (4.5) 

gde je Ds prividni koeficijent difuzije srebra (nanočestica, jona Ag+ i nastalih AgClx
(x-1)-) u alginatnom 

hidrogelu koji je usvojen kao 2,1×10⁻15 m2 s⁻1 (Kostić i sar., 2016), a u je brzina medijuma kroz 

hidrogel (slika 4.6).  
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Slika 4.6. Šematski prikaz geometrije i parametara modela prenosa mase kroz kompaktni cilindar 

hidrogela nanokompozitnih mikrovlakana 

Koncentracija srebra u medijumu, csm, je u svakoj vremenskoj tački računata kao:  

 𝑐𝑠𝑚 =
𝑉 (𝑐𝑠0 − 〈𝑐𝑠〉)

𝑉𝑚
                                                                                                                                    (4.6) 

gde je cs0 početna koncentracija srebra u mikrovlaknima (2,9×10⁻3 mol dm⁻3), ⟨cs⟩ je srednja vrednost 

koncentracije srebra u hidrogelu, V je zapremina hidrogela (izračunata kao 0,49 cm3 na osnovu mase 

mikrovlakana i gustine Ca‑alginatnog hidrogela od 1020 kg m⁻3 (Kostić i sar., 2016), a Vm je 

zapremina medijuma (15 cm3).   

Srednja vrednost koncentracije nanočestica srebra ⟨cs⟩ u svakoj vremenskoj tački računata je 

integraljenjem: 

〈𝑐𝑠〉 =
1

𝑋
∫ 𝑐𝑠(𝑥) 𝑑𝑥                                                                                                                                     (4.7)
𝑋

0

 

gde je X visina hidrogela (X = 3 cm).   

Za početne uslove usvojeno je da je koncentracija nanočestica srebra u hidrogelu uniformna, dok je 

u medijumu jednaka nuli: 

𝑡 = 0               𝑐𝑠 = 𝑐𝑜            0 < 𝑥 < 𝑋 

                         𝑐𝑚 = 0                                                                                                                                     (4.8) 

Pretpostavljeno je da je koncentracija srebra u medijumu zanemarljivo mala u poređenju sa onom u 

hidrogelu, pa je za koncentraciju srebra na ulazu uzeta vrednost c = 0, dok je na izlazu postavljen 

Nojmanov granični uslov: 

𝜕𝑐𝑠

𝜕𝑥
= 0  za  𝑥 = 𝑋                                                                                                                                            (4.9) 

Jednačine 4.5−4.7 rešene su numerički simultano, pri čemu je drugi izvod koncentracije rešen 

metodom centralnih konačnih razlika, a prvi izvod metodom zadnjih konačnih razlika.  

Numeričkim rešavanjem jednačina modela dobijene su vrednosti koje su pokazale dobro slaganje sa 

eksperimentalno izmerenim koncentracijama srebra u medijumu (slika 4.7).  
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Slika 4.7. Koncentracija srebra otpuštenog iz Ca‑alginatnih mikrovlakana sa nanočesticama srebra i 

medom (csm) u zavisnosti od vremena (t) u uslovima kontinualnog protoka: eksperimentalni podaci 

(simboli) i rezultati modelovanja (linija). Eksperimentalne vrednosti su izražene kao srednja 

vrednost ± standardna devijacija (n=3). 

Treba napomenuti da su velike standardne devijacije u kasnijim danima otpuštanja srebra posledica 

većeg taloženja AgCl u sistemu u tom periodu, što je dovelo do rasipanja eksperimentalno izmerenih 

vrednosti. Dobijeno je da modelom predviđena vrednost intersticijalne brzine medijuma unutar 

hidrogela iznosi 10,2 nm s⁻1. 

4.2.1.1.2. Matematičko modelovanje prenosa mase kroz mikrovlakno sa imobilisanim ćelijama 

Na osnovu dobijenih rezultata modelovanja otpuštanja srebra iz pakovanog sloja Ca‑alginatnih 

mikrovlakana sa nanočesticama srebra i medom u uslovima kontinualnog protoka, postavljen je 

model za opisivanje prenosa mase kroz jedno mikrovlakno sa imobilisanim ćelijama. Model je 

zasnovan na difuziji, advekciji i reakciji u slučaju postojanja protoka medijuma, odnosno na difuziji 

i reakciji u slučaju statične kulture. U oba slučaja, pretpostavke modela bile su sledeće: 

1. cilindrična geometrija mikrovlakna; 

2. konstantan prečnik mikrovlakna; 

3. konstantna potrošnja modelovane supstance po ćeliji (hemijska reakcija nultog reda); 

4. konstantna koncentracija modelovane supstance u medijumu, pa samim tim i na površini 

mikrovlakna; 

5. prenos mase samo u radijalnom pravcu.  

Na taj način je prenos mase u mikrovlaknu u protočnim uslovima opisan difuziono-advekciono-

reakcionom jednačinom: 

𝜕𝑐

𝜕𝑡
=
𝐷

𝑟

𝜕

𝜕𝑟
(𝑟
𝜕𝑐

𝜕𝑟
) − 𝑤

𝜕𝑐

𝜕𝑟
− 𝜌𝑞                                                                                                                (4.10) 

gde D predstavlja koeficijent difuzije modelovane supstance, r predstavlja radijalno rastojanje od 

centra mikrovlakna, w predstavlja intersticijalnu brzinu medijuma unutar mikrovlakna u radijalnom 

pravcu, ρ predstavlja zapreminsku koncentraciju ćelija, a q predstavlja potrošnju po ćeliji (slika 4.8). 
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Slika 4.8. Šematski prikaz geometrije i parametara modela prenosa mase kroz mikrovlakno 

Ista jednačina bez advektivnog člana korišćena je za opisivanje prenosa mase u mikrovlaknima u 

statičkim uslovima: 

𝑐

𝜕𝑡
=
𝐷

𝑟

𝜕

𝜕𝑟
(𝑟
𝜕𝑐

𝜕𝑟
) − 𝜌𝑞                                                                                                                               (4.11) 

Početni i granični uslovi 

Početni uslovi zavisili su od modelovane supstance. Za kiseonik, uzeto je da je početna koncentracija 

uniformna kroz celo mikrovlakno i jednaka onoj u medijumu (cm): 

𝑡 = 0                    0 ≤ 𝑟 ≤ 𝑅                   𝑐 = 𝑐𝑚                                                                                       (4.12)  

gde je R poluprečnik mikrovlakana. Za transferin ili drugu limitirajuću supstancu prisutnu u 

medijumu za početnu koncentraciju u mikrovlaknima uzeta je vrednost 0: 

𝑡 = 0                    0 ≤ 𝑟 ≤ 𝑅                   𝑐 = 0                                                                                          (4.13) 

Uslov simetrije postavljen je u osi mikrovlakna: 

𝑡 > 0                         𝑟 = 0                    
𝜕𝑐

𝜕𝑟
= 0                                                                                          (4.14) 

Na spoljašnjoj granici mikrovlakna, pri vrednosti poluprečnika R, pretpostavljena je konstantna 

koncentracija, jednaka onoj u medijumu (cm): 

𝑡 > 0                         𝑟 = 𝑅                      𝑐 = 𝑐𝑚                                                                                       (4.15) 

Numeričko rešenje 

Parcijalne diferencijalane jednačine (4.10) i (4.11) rešene su numerički. Model je prvo razvijen 

korišćenjem funkcije pdepe u programu MATLAB R2018a (MathWorks Inc., SAD), međutim, nije 

pokazao stabilnost u celokupnom ispitivanom opsegu vrednosti koeficijenta difuzije (D). Stoga je 

razvijen model u programu Microsoft Excel (Microsoft Office PRO Plus 2016). Drugi izvod 

koncentracije rešen je metodom centralnih konačnih razlika, a prvi izvod metodom prednjih i zadnjih 

konačnih razlika. 

Usvojene su sledeće vrednosti parametara modela. Za prečnik mikrovlakana (d), usvojena je vrednost 

od 540 µm, što predstavlja srednju vrednost svih izmerenih prečnika Ca‑alginatnih mikrovlakana sa 

imobilisanim C6 ćelijama pre i nakon gajenja u statičnim i protočnim uslovima. Vrednost 

intersticijalne brzine medijuma u mikrovlaknima u uslovima protoka (w) usvojena je kao 10,2 nm s⁻1, 

na osnovu eksperimentalnih rezultata i matematičkog modelovanja otpuštanja srebra iz 

nanokompozitnih Ca‑alginatnih mikrovlakana sa nanočesticama srebra i medom. Gustina ćelija je 
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usvojena kao 1,5×106 ćel g⁻1, na osnovu početne koncentracije u drugom eksperimentu u drugoj 

eksperimenitalnoj seriji (tabela 4.6).  

4.2.1.1.2.1. Matematičko modelovanje prenosa kiseonika 

Za modelovanje prenosa kiseonika usvojeni su sledeći parametri. Za koeficijent difuzije kiseonika 

(D) usvojena je vrednost od 1,79×10-9 m2 s⁻1, na osnovu literaturno dostupnog podatka za koeficijent 

difuzije kiseonika u 3 mas. % Ca‑alginatnom hidrogelu (Hulst i sar., 1989). Za koncentraciju 

kiseonika u medijumu (cm) uzeta je vrednost od 0,18 mol m⁻3 (Place i sar., 2017). Za potrošnju 

kisonika po ćeliji (q) usvojena je vrednost iz literature za C6 ćelijsku liniju od 12×10⁻18 mol s⁻1 ćel⁻1 

(Wagner i sar., 2011). Matematički model je rešen primenom koraka Δr = 13,5 µm i Δt = 0,01 s. U 

oba slučaja, stacionarno stanje je postignuto gotovo odmah (nakon 73 s i 63 s u statičnim i protočnim 

uslovima, redom), a koncentracija kiseonika u osi mikrovlakana iznosila je 99,9 % koncentracije 

kiseonika u medijumu. Profili koncentracija kiseonika nakon dostizanja stacionarnog stanja u 

mikrovlaknima prikazani su kao funkcija normalizovanog radijalnog rastojanja u odnosu na 

poluprečnik mikrovlakana (slika 4.9).  

 

Slika 4.9. Profili koncentracije kiseonika (c) u Ca‑alginatnim mikrovlaknima sa imobilisanim 

ćelijama kao funkcija normalizovanog radijalnog rastojanja u mikrovlaknu (r/R) nakon postizanja 

stacionarnog stanja u uslovima kontinualnog protoka u bioreaktorskoj kulturi i u statičnim uslovima 

pri početnoj koncentraciji ćelija od 1,5×106 ćelija g⁻1 (R je poluprečnik mikrovlakna; r/R = 0 

označava osu mikrovlakna, dok r/R = 1 označava spoljašnju površinu mikrovlakna). 

Dobijeni rezultati ukazali su na efikasan prenos kiseonika i u uslovima kontinualnog protoka u 

bioreaktoru i u statičnim uslovima, pri čemu je difuzija dovoljna da zadovolji potrebu imobilisanih 

ćelija za kiseonikom pri datoj gustini, bez pojave hipoksičnih regiona. Dodatno, modelovana je 

difuzija kiseonika unutar mikrovlakna pri finalnoj koncentraciji ćelija u mikrovlaknima od 

8,8×106 ćelija g⁻1, što je bila najveća dobijena koncentracija ćelija u drugoj ekseprimentalnoj seriji 

(tabela 4.6) i pokazano je da je i u ovom slučaju prenos difuzijom dovoljan, bez uočljivljivog 

doprinosa advekcije. Pri koncentraciji ćelija od 8,8×106 ćelija g⁻1, stacionarno stanje bi se postiglo 

nakon 82 s u statičnim uslovima i 78 s u protočnom bioreaktoru, a koncentracija kiseonika u osi 

mikrovlakana bi iznosila 99,4 % koncentracije kiseonika u medijumu. Stoga se može pretpostaviti da 

statični uslovi omogćavaju efikasan prenos gasova i malih molekula sa koeficijntom difuzije reda 

veličine 10-9 m2 s⁻1 do ćelija imoblisanih u mikrovlaknima pri ispitivanom opsegu koncentracije ćelija 

do ~9×106 ćel g⁻1 i da je doprinos protoka prenosu mase u ovom slučaju zanemarljiv.  
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4.2.1.1.2.2. Matematičko modelovanje prenosa transferina 

Za modelovanje prenosa transferina usvojeni su sledeći parametri. Za koeficijent difuzije transferina 

(D) usvojena je vrednost koeficijenta difuzije određena za agarozni gel od 5,3×10⁻11 m2 s⁻1 (Zadro i 

sar., 1981), dok je za potrošnju transferina (q) usvojena vrednost od 2,6×10⁻22 mol s⁻1 ćelija⁻1 

(Ciechanover i sar., 1983). Za početnu koncentraciju transferina uzeta je u obzir prosečna 

koncentracija transferina u goveđem fetalnom serumu od 2,5 mg cm⁻3 koji je razblažen u medijumu 

10 puta, pa je za modelovanje usvojena koncentracija transferina u medijumu (cm) od 3,1×10⁻3 

mol m⁻3. Matematički model je rešen primenom koraka Δr = 13,5 µm i Δt = 0,5 s. Numeričkim 

rešavanjem jednačina (4.10) i (4.11) dobijeno je da se stacionarno stanje u statičnim i protočnim 

uslovima postiže nakon 36,2 min i 35,7 min, redom, a da koncentracija transferina u osi mikrovlakana 

dostiže 99,98 % koncentracije transferina u medijumu. Na slici 4.10 su prikazani profili koncentracije 

transferina nakon 10 min u obe kulture kako bi se mogle uočiti male razlike u brzini prenosa pre 

dostizanja stacionarnog stanja. 

 

Slika 4.10. Profil koncentracije transferina (c) u Ca‑alginatnim mikrovlaknima sa imobilisanim 

ćelijama kao funkcija normalizovanog radijalnog rastojanja u mikrovlaknu (r/R) nakon 10 min u 

uslovima kontinualnog protoka u bioreaktorskoj kulturi i u statičnim uslovima (R je poluprečnik 

mikrovlakana; r/R = 0 označava osu mikrovlakana, dok r/R = 1 označava spoljašnju površinu 

mikrovlakana) 

Na osnovu dobijenih rezultata može se zaključiti da, slično kao i u slučaju sa kiseonikom, statični 

uslovi omogućavaju efikasan prenos transferina i da je doprinos advekcije u prenosu mase 

zanemarljiv. Ipak, treba uzeti u obzir da transferin može da interaguje sa COO− grupama (Aisen i sar., 

1980) koje su prisutne u alginatnim lancima, što može da uspori difuziju transferina kroz alginatni 

hidrogel, odnosno da utiče na koeficijent difuzije smanjujući mu vredenost u odnosu na onu korišćenu 

za modelovanje. S obzirom na tu činjenicu, kao i rezultat da je u određenim kulturama 

eksperimentalno uočen povoljan uticaj protoka, modelovan je prenos transferina uz značajno manju 

vrednost koeficijenta difuzije od 1×10⁻19 m2 s⁻1 (slika 4.11).  
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Slika 4.11. Profili koncentracije transferina (c) u Ca‑alginatnim mikrovlaknima sa imobilisanim 

ćelijama kao funkcija normalizovanog radijalnog rastojanja u mikrovlaknu (r/R) u uslovima 

kontinualnog protoka u bioreaktorskoj kulturi i u statičnim uslovima, uz prividni koeficijent difuzije 

(D) od 1∙10⁻19 m2 s⁻1: a) nakon 7 h; b) nakon 5 dana gajenja (R je poluprečnik mikrovlakna; r/R = 0 

označava osu mikrovlakna, dok r/R = 1 označava spoljašnju površinu mikrovlakna) 

U ovom slučaju advekcija se pokazala kao dominantan mehanizam prenosa mase kroz mikrovlakna 

u bioreaktorskoj kulturi. Koncentracija transferina u alginatnim mikrovlaknima u statičnim uslovima 

ostala je jednaka nuli tokom 5 dana gajenja usled približnih brzina difuzije i potrošnje (slika 4.11b). 

Sa druge strane, koncentracija transferina u mikrovlaknima u bioreaktorskoj kulturi je skoro dostigla 

koncentraciju transferina u medijumu nakon 7 h gajenja (slika 4.11a). Dobijeni rezultati ukazuju da 

je moguće da prenos određenih molekula kroz mikrovlakna u statičnim uslovima može da bude 

nedovoljan ukoliko je koeficijent difuzije mali, reda veličine 10⁻19 m2 s⁻1. Stoga, advekcija u 

protočnim bioreaktorskim kulturama može da nadomesti difuziona ograničenja. 
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4.2.2. Ispitivanje uticaja hidrodinamičkuh uslova gajenja ćelija na 3D kulture 

NCI‑H460 ćelijske linije u Ba‑alginatnim mikrovlaknima 

Kako bi se ispitao uticaj hidrodinamičkih uslova na vijabilnost i metaboličku aktivnost NCI‑H460 

ćelija imobilisanih u Ba‑alginatnim mikrovlaknima, ćelije su gajene u statičnim uslovima, a zatim u 

protočnom bioreaktoru sa kontinualnim protokom medijuma. Nakon 24 h statičnog gajenja, 

mikrovlakna su prebačena u protočni bioreaktor i održavana 3 dana pri protoku medijuma od 

0,30 cm³ min⁻¹ i površinskoj brzini od 100 µm s⁻¹. Imobilisane ćelije gajene 4 dana u statičnim 

uslovima služile su kao kontrola. Eksperiment je izveden u 2 eksperimentalne serije, pri čemu je 

koncentracija ćelija u mikrovlaknima iznosila 4×106 ćel cm⁻3, dok su korišćene 2 koncentracije 

rastvora Na-alginata u suspenziji: 1,6 i 2 mas. %. U prvoj eksperimentalnoj seriji dobijena su 

mikrovlakna prečnika 380 ± 55 µm, a vijabilnost ćelija potvrđena je pomoću Live/Dead eseja (slika 

4.12.) 

 

Slika 4.12. Fluorescentne mikrofotografije Ba‑alginatnih mikrovlakna sa imobilisanim NCI‑H460 

ćelijama (1,6 mas. % Na-alginat, 4×106 ćel cm⁻3) : a) 24 h nakon imobilizacije; b) nakon 4 dana u 

statičnim uslovima; c) nakon 24 h u statičnim uslovima i 3 dana u uslovima kontinualnog protoka 

(površinska brzina 100 µm s⁻1) (Live/Dead esej: žive ćelije obojene su bojom CAM (zeleno), a 

mrtve bojom PI (crveno)) 

Sa slike se može uočiti da su imobilisane ćelije i nakon gajenja u statičnim uslovima i nakon gajenja 

u uslovima kontinualnog protoka uglavnom žive (slika 4.12b, c). Metabolička aktivnost ćelija 

kvantifikovana je pomoću MTT testa (slika 4.13).  
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Slika 4.13. Metabolička aktivnost NCI‑H460 ćelija imobilisanih u Ba‑alginatnim mikrovlaknima i 

gajenih u statičnim uslovima (4 dana) i protočnim uslovima (24 h u statičnim, a zatim 3 dana u 

uslovima kontinualnog protoka pri površinskoj brzini od 100 µm s⁻¹) izražena kao razlika između 

apsorbanci MTT rastvora na 570 i 690 nm (A570 – A690). Vrednosti su izražene kao srednja vrednost 

± standardna devijacija (eksperimentalni podaci predstavljaju srednju vrednost 8 merenja). 

Rezultati MTT testa pokazali su da nema statistički značajne razlike u metaboličkoj aktivnosti između 

imobilisanih ćelija gajenih u obe kulture (slika 4.13). Dodatno, vrednosti prečnika mikrovlakana nisu 

bile statistički značajno različite i iznosile su 380 ± 55 µm, 395 ± 60 µm i 370 ± 45 µm za mikrovlakna 

24 h nakon imobilizacije, nakon gajenja u statičnim uslovima i u uslovima kontinualnog protoka, 

redom. 

U drugoj eksperimentalnoj seriji, kada je korišćen rastvor Na-alginata koncentracije 2 mas. %, 

dobijena su mikrovlakna prečnika 420 ± 25 µm, a vijabilnost ćelija potvrđena je pomoću Live/Dead 

eseja (slika 4.14). 

 

Slika 4.14. Fluorescentne mikrofotografije Ba‑alginatnih mikrovlakna sa imobilisanim NCI‑H460 

ćelijama (2 mas. % Na-alginat, 4×106 ćel cm⁻3): a) 24 h nakon imobilizacije; b) nakon 4 dana u 

statičnim uslovima; c) nakon 24 h u statičnim uslovima i 3 dana u uslovima kontinualnog protoka 

(površinska brzina 100 µm s⁻1) (Live/Dead esej: žive ćelije obojene su bojom CAM (zeleno), a 

mrtve bojom PI (crveno)) 

Sa slike se može uočiti da su imobilisane ćelije gajene u statičnim uslovima pretežno žive, dok su one 

gajene u protočnim uslovima sve mrtve (slika 4.14b, c). Treba napomenuti da je u ovoj 

eksperimentalnoj seriji primećen značajan broj mrtvih ćelija 24 h nakon imobilizacije (slika 4.14a), 

što je uticalo na dalje preživljavanje ćelija. Ćelije gajene u statičnim uslovima uglavnom su uspele da 
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se oporave, dok ćelije u protočnom bioreaktoru nisu preživele, zbog čega ni kvantitativni MTT test 

nije rađen. 

Nakon sprovedenih eksperimenata u protočnim uslovima i njihovog poređenja sa eksperimentima 

izvedenim u statičnim uslovima zaključeno je da statični uslovi pružaju adekvatnu podršku za 3D 

kulture malignih ćelija u alginatnim mikrovlaknima, dok uvođenje protočnih uslova nije pokazalo 

značajan doprinos u odnosu na statične uslove. Uzimajući u obzir i činjenicu da uspostavlajnje 

bioreaktorskih kultura uvodi dodatnu složenost u izvođenje eksperimenata, u narednim 

eksperimentima ćelije su gajene isključivo u statičnim uslovima. 

4.3. Gajenje malignih ćelija u alginatnim mikrovlaknima 

Nakon što su izabrani optimalni parametri za dobijanje mikrovlakana sa imobilisanim malignim 

ćelijama i optimalni uslovi gajenja ćelija, u drugom koraku uspostavljane su kratkotrajne i dugotrajne 

3D kulture malignih ćelija u statičnim uslovima. Za potrebe ovog istraživanja, kulture koje su trajale 

do 7 dana smatrane su kratkotrajnim, dok su one koje su trajale duže od 10 dana smatrane 

dugotrajnim. U okviru kratkotrajnih kultura, NCI‑H460 ćelije su gajene u Ba‑alginatnim 

mikrovlaknima do 7 dana, a u okviru dugotrajnih, U2OS ćelije, HOS sferoidi i HOS ćelije gajeni su 

u Ca‑alginatnim mikrovlaknima do 11, 12 i 21 dana, redom, dok su K7M2‑wt ćelije gajene u 

Ca‑alginatnim i HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima do 21 dana. 

4.3.1. Kratkotrajne kulture NCI‑H460 ćelijske linije u Ba‑alginatnim mikrovlaknima 

Ba‑alginatna mikrovlakna sa imobilisanim NCI‑H460 ćelijama, prečnika ~550 µm, dobijena ručnim 

istiskivanjem suspenzije ćelija u alginatu (2 mas. % rastvor Na-alginata, 4×106 ćel cm⁻3) u rastvor za 

geliranje koji je sadržao 45 mM Ba2+ (slika 4.15), gajena su u statičnim uslovima do 7 dana. 

 

Slika 4.15. Ba‑alginatna mikrovlakna sa imobilisanim NCI‑H460 ćelijama 24 h nakon 

imobilizacije: a) optička mikrofotografija (razmernik = 500 µm); b) fluorescentna mikrofotografija 

(Live/Dead esej: žive ćelije obojene su bojom CAM (zeleno), a mrtve bojom PI (crveno); 

razmernik = 500 µm) 

Na slici se može se uočiti da su pojedinačne ćelije 24 h nakon imobilizacije dominantno žive i 

uniformno raspoređene po celoj zapremini mikrovlakana. Vijabilnost imobilisanih ćelija je praćena u 

toku vremena (1., 4. i 7. dan) pomoću Live/Dead eseja (slika 4.16). Tokom kratkotrajnog gajenja 

ćelija do 7 dana u Ba‑alginatnim mikrovlaknima ćelije su ostale žive, zadržale su sposobnost 

proliferacije, a pojedinačne ćelije su spontano formirale agregate (slika 4.16). 
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Slika 4.16. Fluoresecentne mikrofotografije Ba‑alginatnih mikrovlakana sa imobilisanim 

NCI‑H460 ćelijama a) 1., b) 4. i c) 7. dana (Live/Dead esej: žive ćelije obojene su bojom CAM 

(zeleno), a mrtve bojom PI (crveno); razmernik = 1,4 mm). Delovi mikrovlakana su uveličani kako 

bi se bolje vizualizovala agregacija ćelija od pojedninačnih ćelija 1. dana do formiranih agregata 7. 

dana (razmernik = 100 µm). 

Prvi agregati uočeni su 4. dana gajenja, a 7. dana jasno su bili uočljivi i sferični i izduženi agregati 

(slika 4.16b, c). Dobijeni rezultati pokazali su da Ba‑alginatna mikrovlakna podržavaju rast 

NCI‑H460 ćelija i spontano formiranje agregata, a žive ćelije prisutne u celoj zapremini mikrovlakana 

7. dana potvrdile su da nema difuzionih ograničenja kiseonika i nutrijenata u 3D kulturi. 

4.3.2. Dugotrajne kulture U2OS ćelijske linije u Ca‑alginatnim mikrovlaknima 

Ca‑alginatna mikrovlakna sa imobilisanim U2OS ćelijama, prečnika 745 ± 95 µm, dobijena ručnim 

istiskivanjem suspenzije ćelija u alginatu (2,8 mas. % rastvor Na-alginata, 4×106 ćel cm⁻3), gajena su 

u statičnim uslovima  do 11 dana. Ćelije su uspešno imobilisane u Ca‑alginatna mikrovlakna kao 

uniformno raspoređene pojedinačne ćelije (slika 4.17). Nakon imobilizacije, skoro sve ćelije su ostale 

žive, što je potvrđeno pomoću Live/Dead eseja (slika 4.17b). 

 

Slika 4.17. Ca‑alginatna mikrovlakna sa imobilisanim U2OS ćelijama 24 h nakon imobilizacije: a) 

optička mikrofotografija (razmernik = 100 µm)  i b) fluorescentna mikrofotografija (Live/Dead esej: 

žive ćelije obojene su bojom CAM (zeleno), a mrtve bojom PI (crveno); razmernik = 200 µm)  
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Nakon 11 dana gajenja u statičnim uslovima, vijabilnost U2OS ćelija imobilisanih u Ca‑alginatnim 

mikrovlaknima procenjena  je  pomoću Live/Dead eseja (slika 4.18). 

 

Slika 4.18. Fluorescentne mikrofotografije U2OS ćelija gajenih u Ca‑alginatnim mikrovlaknima 

a) 1., b) 5. i c) 11. dana (Live/dead esej: žive ćelije obojene su bojom CAM (zeleno), a mrtve bojom 

PI (crveno); razmernik = 200 µm) 

Na slici se može uočiti da su ćelije ostale žive tokom celog perioda gajenja. Takođe, ne uočava se 

značajna promena u koncentraciji živih ćelija, kao ni porast broja mrtvih ćelija 11. dana u odnosu na 

1. i 5. dan. Dobijeni rezultati ukazali su da Ca‑alginatna mikrovlakna podržavaju gajenje U2OS 

ćelijske linije najmanje 11 dana. Takođe, treba napomenuti da u slučaju U2OS ćelija u 3D kulturi nije 

uočeno formiranje agregata ćelija tokom celokupnog perioda gajenja. 

4.3.3. Dugotrajne kulture HOS ćelijske linije u Ca‑alginatnim mikrovlaknima 

Ca‑alginatna mikrovlakna sa imobilisanim HOS ćelijama, prečnika 640 ± 100 µm, dobijena ručnim 

istiskivanjem suspenzije ćelija u alginatu (2,8 mas. % rastvor Na-alginata, 4×106 ćel cm⁻3), gajena su 

u statičnim uslovima do 21 dana. Ćelije su uspešno imobilisane u Ca‑alginatna mikrovlakna kao 

uniformno raspoređene pojedinačne ćelije (slika 4.19). Nakon imobilizacije, ćelije su ostale žive, što 

je potvrđeno pomoću Live/Dead eseja (slika 4.19b).  

 

Slika 4.19. Ca‑alginatna mikrovlakna sa imobilisanim HOS ćelijama 24 h nakon imobilizacije: a) 

optička mikrofotografija (razmernik = 100 µm) i b) fluorescentna mikrofotografija (Live/Dead esej: 

žive ćelije obojene su bojom CAM (zeleno), a mrtve bojom PI (crveno); razmernik = 200 µm) 

HOS ćelije su zatim gajene do 21 dana u Ca‑alginatnim mikrovlaknima u statičnim uslovima, a 

vijabilnost ćelija ispitana je pomoću Live/Dead eseja (slika 4.20). 
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Slika 4.20. Fluorescentne mikrofotografije HOS ćelija gajenih u Ca‑alginatnim mikrovlaknima: 

a) 1., b) 4., c) 11. i d) 21. dana (Live/Dead esej: žive ćelije obojene su bojom CAM (zeleno), a 

mrtve bojom PI (crveno); razmernik = 200 µm) 

Na slici se može uočiti da su ćelije ostale žive tokom celokupnog vremena gajenja, pri čemu je došlo 

do smanjenja broja živih ćelija tokom vremena. Do 4. dana ćelije su proliferisale i formirale sferične 

i izdužene agregate (slika 4.20b), sa živim pojedinačnim ćelijama i ćelijama u agregatima. Nakon 

toga (11. i 21. dana, slika 4.20c, d) uočeno je znatno smanjenje broja živih pojedinačnih ćelija, 

ukazujući na to da je većina ćelija preživela isključivo u agregatima tokom dužeg trajanja kultura.  

4.3.4. Dugotrajne kulture HOS sferoida u Ca‑alginatnim mikrovlaknima 

HOS sferoidi srednjeg prečnika ~260 µm uspešno su dobijeni nakon 4 dana gajenja u medijumu, a 

vijabilnost ćelija je potvrđena pomoću Live/Dead eseja (slika 4.21). 

 

Slika 4.21. HOS sferoidi u medijumu nakon 4 dana gajenja: a) optička mikrofotografija 

(razmernik = 200 µm) i  b) fluorescentna mikrofotografija (Live/Dead esej: žive ćelije obojene su 

bojom CAM (zeleno), a mrtve bojom PI (crveno); razmernik = 200 µm) 

Dobijeni sferoidi su zatim suspendovani u 2,8 mas. % rastvoru Na-alginata (180 sferoida cm⁻3) i ručno 

istiskivani u rastvor 180 mM Ca2+ tako da su dobijena mikrovlakna sa imobilisanim sferoidima. 

Mikrovlakna su zatim gajena u statičnim uslovima do 12 dana, a vijabilnost ćelija u sferoidima 

ispitana je pomoću Live/Dead eseja (slika 4.22). 
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Slika 4.22. HOS sferoidi u Ca‑alginatnim mikrovlaknima: a) 24 h nakon imobilizacije, b) 48 h 

nakon imobilizacije i c) 12 dana nakon imobilizacije. Optička mikrofotografija (a, 

razmernik = 200 µm) i  fluorescentne mikrofotografije (b, c, Live/Dead esej: žive ćelije obojene su 

bojom CAM (zeleno), a mrtve bojom PI (crveno); razmernik = 200 µm) 

Nakon imobilizacije sferoida moglo se uočiti da su ćelije ostale žive, a sferoidi ostali kompaktni (slika 

4.22a, b). Ipak, primećeno je blago odstupanje od potpuno sferičnog obika (slika 4.22), što se može 

pripisati dejstvu smicajnih napona tokom istiskivanja. Treba napomenuti da se intenzivnije zeleno 

obojenje sferoida u medijumu u poređenju sa sferoidom u alginatu (slika 4.21b u poređenju sa 4.22b) 

može pripisati sporijoj difuziji boje kroz hidrogel u odnosu na medijum, čime je smanjena i 

dostupnost boje ćelijama u mikrovlaknima. Nakon 12 dana gajenja sferoida u Ca‑alginatnim 

mikrovlaknima, ćelije u sferoidima ostale su žive (slika 4.22c), što je pokazalo da Ca‑alginatna 

mikrovlakna omogućavaju održavanje dugotrajnih kultura sferoida. Dodatno, nisu uočene značajne 

razlike u veličini sferoida 2. i 12. dana. Uz to, nije primećeno formiranje nekrotične zone u centru 

sferoida. Treba napomenuti da detaljna analiza veličine sferoida nije rađena zbog nedovoljnog broja 

slika za adekvatnu statističku obradu. 

4.3.5. Dugotrajne kulture K7M2‑wt ćelijske linije u Ca‑alginatnim i 

HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima 

Dva tipa mikrovlakana sa imobilisanim K7M2‑wt ćelijama, Ca‑alginatna i HAP/Ca‑alginatna 

mikrovlakna, dobijena su ručnim istiskivanjem 4×106 ćel cm⁻3 u: 1) 2 mas. % rastvoru Na-alginata, i 

2) 2 mas. % rastvoru Na-alginata koji je sadržao 2 mas. % čestica HAP-a. K7M2‑wt ćelije uspešno 

su imobilisane kao pojedinačne ćelije u Ca‑alginatna mikrovlakna prečnika 500 ± 45 µm (slika 4.23a, 

c), kao i u HAP/Ca‑alginatna mikrovlakna prečnika 600 ± 60 µm (slika 4.23b, d).  
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Slika 4.23. Ca‑alginatna (levi panel – a, c) i HAP/Ca‑alginatna (desni panel – b, d) mikrovlakna 24 

h nakon imobilizacije K7M2‑wt ćelija: optičke mikrofotografije (a, b, razmernik = 500 µm) i 

fotomikrografije histoloških preseka mikrovlakana (c, d, H&E bojenje, razmernik = 2 mm). 

Nakon imobilizacije ćelije su ostale žive, što je pokazano histopatološkom analizom (slika 4.23c, d, 

slika 4.24a, e). Sa mikrofotografija histoloških preseka može se uočiti da su ćelije bile pleomorfne, 

odnosno da su pokazivale izraženu varijabilnost u veličini i obliku, sa velikim, hiperhromatičnim 

jedrima različitih veličina (slika 4.24a, b, insert), što je ukazalo da ćelije nakon imobilizacije 

zadržavaju morfološke karakteristike tipične za maligne ćelije.  

Ćelije imobilisane u oba tipa mikrovlakana gajene su do 21 dana. Morfologija ćelija, proliferacija i 

metabolička aktivnost analizirane su primenom histopatološke analize i MTT testa.  

Tokom celokupnog perioda gajenja u mikrovlaknima ćelije su ostale žive i zadržale su sposobnost 

proliferacije (slika 4.24). Takođe, ćelije su zadržale morfologiju karakterističnu za maligne ćelije, 

kao što su velika, tamna, hiperhromatična jedra različitih veličina, okružena citoplazmom u različitim 

količinama (slika 4.24). Treba istaći da su pojedinačne ćelije spontano formirale sferične i izdužene 

agregate (slike 4.24 i 4.25).  
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Slika 4.24. Mikrofotografije histoloških preseka Ca‑alginatnih (gornji panel) i HAP/Ca‑alginatnih 

(donji panel) mikrovlakana sa imobilisanim K7M2‑wt ćelijama: (a, e) 1. dana, (b, f) 7. dana, 

(c, g) 14. dana i (d, h) 21. dana (H&E bojenje, razmernik = 200 µm). 

 

 

Slika 4.25. Mikrofotografije histoloških preseka imobilisanih K7M2‑wt ćelija u Ca‑alginatnim 

(gornji panel) i HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima (donji panel): (a, e) 1. dana, (b, f) 7. dana, 

(c, g) 14. dana i (d, h) 21. dana, imunofluorescentno obojenih primenom anti-tubulin antitela. 

Tubulin je obojen crveno, a jedra plavo (razmernik = 100 µm). 

Prvi agregati (prečnika 15 - 100 µm) uočeni su 7. dana gajenja (slika 4.24b, f). Najzastupljenija 

veličina agregata 7. dana bila je u opsegu prečnika 15 - 50 µm kod oba tipa mikrovlakana, a srednji 

prečnik agregata je iznosio 28 ± 9 µm za Ca‑alginatna, i 22 ± 8 µm za HAP/Ca‑alginatna mikrovlakna 

(slika 4.26).  
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Slika 4.26. Udeli agregata K7M2‑wt ćelija većih od 50 µm u Ca‑alginatnim i HAP/Ca‑alginatnim 

mikrovlaknima. Ostatak do 100 % predstavljaju agregati veličine 15 – 50 µm. Veličina agregata 

definisana je preko ekvivalentnog prečnika izračunatog korišćenjem jednačine 3.1. Izmereno je 

najmanje po 190 agregata u svakoj grupi.   

Tokom poslednje 2 nedelje gajenja, agregati su postali kompaktniji, sa glatkim spoljašnjim konturama 

(slika 4.24c, d, g, h), i veći, čime se povećao udeo agregata većih od 50 µm, koji je bio blago, ali ne 

i statistički značajno veći u Ca‑alginatnim mikrovlaknima u poređenju sa HAP/Ca‑alginatnim (slika 

4.26). Najveći agregati uočeni su 21. dana gajenja i dostigli su veličinu od oko 210 µm u oba tipa 

mikrovlakana. Na periferiji većih agregata primećene su mitotske figure (ćelije sa jasno vidljivim 

hromozomima u različitim fazama mitoze), što je ukazalo na deobu ćelija, dok su u centralnom delu 

agregata primećene pojedinačne ćelije u kariopiknozi (sažimanje hromatina, jedro se smanjuje i 

postaje tamno) i karioreksi  (raspadanje jedra na fragmente), što je karakteristično za apoptozu (slika 

4.27).  

 

Slika 4.27. Reprezentativna mikrofotografija histološkog preseka agregata K7M2‑wt ćelija u 

Ca‑alginatnom mikrovlaknu 21. dana gajenja na kojoj se može uočiti ćelija u mitozi (crvena 

strelica) i ćelija u kariopiknozi (beli strelica) (H&E bojenje, razmernik = 200 µm). 

Specifična morfologija izduženih ćelijskih agregata, koja se sastoji od šireg dela („glave“) usmerene 

ka spoljašnjoj ivici mikrovlakana, i užeg dela („repa“) usmerenog ka osi mikrovlakana, jasno je 

uočena 14. dana gajenja (slika 4.28). Ovakav tip agregata bio je prisutan u mikrovlaknima tokom 

celokupnog vremena gajenja. 
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Slika 4.28. Reprezentativne mikrofotografije izduženih agregata K7M2‑wt ćelija na histološkim 

presecima a) Ca‑alginatnih i b) HAP/Ca‑alginatnih mikrovlakana 14. dana gajenja (H&E bojenje, 

razmernik = 200 µm). 

Rezultati histološke analize podržani su i rezultatima dobijenim MTT testom. Pokazano je da je 

metabolička aktivnost ćelija imobilisanih u oba tipa mikrovlakana porasla nakon 7 dana gajenja (~2,1 

i ~2,7 puta u Ca‑alginatnim i HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima, redom) u odnosu na metaboličku 

aktivnost ćelija prvog dana (slika 4.29). Nakon toga, metabolička aktivnost ćelija u oba tipa 

mikrovlakana je polako opadala, dostižući 21. dana približne vrednosti kao 1. dana (slika 4.29). 

Smanjenje metaboličke aktivnosti može se pripisati formiranju ćelijskih agregata, što je dovelo do 

apoptoze u centralnom delu agregata, najverovatnije usled ograničenog prenosa kiseonika i 

nutrijenata do ćelija u središnjem delu. Ova pojava je potvrđena histološkom analizom (slika 4.27) i 

bila je izraženija u HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima, gde je veći prečnik mikrovlakana dodatno 

usporio prenos mase. Treba napomenuti da je naizgled veća metabolička aktivnost u 

HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima prvog dana u odnosu na Ca‑alginatna mikrovlakna (slika 4.29) 

posledica većeg prečnika ovih mikrovlakana, što je dovelo do veće zapremine uzorka u ovoj grupi, s 

obzirom da su uzorci mikrovlakana bili iste dužine (tj. 3 × 3 cm, poglavlje 3.8.6.). 

 

Slika 4.29. Metabolička aktivnost K7M2‑wt ćelija imobilisanih u Ca‑alginatnim i 

HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima tokom vremena izražena kao apsorbanca MTT rastvora na 570 

nm. Vrednosti su izražene kao srednja vrednost ± standardna devijacija (eksperimentalni podaci 

predstavljaju srednju vrednost 4 merenja).  

Dodatno, agregati su analizirani kako bi se utvrdilo prisustvo vanćelijskog matriksa. U oba tipa 

mikrovlakana, ćelije u agregatima su počele da proizvode retikulinska vlakna, što je pokazano 

retikulinskim bojenjem histoloških preseka (slika 4.30). Ova vlakna su 21. dana izgledala kao fine, 
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crne niti koje su formirale jasno definisanu mrežu, i ona je bila blago izraženija u HAP/Ca‑alginatnim 

mikrovlaknima (slika 4.30e, f).  

 

 

Slika 4.30. Mikrofotografije histoloških preseka Ca‑alginatnih (levi panel) i HAP/Ca‑alginatnih 

mikrovlakana (desni panel) sa imobilisanim K7M2‑wt ćelijama (a, b) 7. dana, (c, d) 14. dana i 

(e, f) 21. dana. Žute strelice pokazuju retikulinska vlakna (retikulinsko bojenje, 

razmernik = 50 µm). 

Kako bi se ispitala mogućnost analize ekspresije gena u 3D kulturama, SOX9 gen, transkripcioni 

faktor koji učestvuje u progresiji tumora, izabran je kao model gen. Njegova ekspresija u ćelijama 

gajenim u Ca‑alginatnim mikrovlaknima analizirana je 1. i 7. dana gajenja, dok su ćelije gajene u 2D 

kulturi služile kao kontrola (slika 4.31). 
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Slika 4.31. Ekspresija SOX9 gena u K7M2‑wt ćelijama gajenim u 2D kulturi i u Ca‑alginatnim 

mikrovlaknima, analizirana 1. i 7. dana gajenja. Relativni nivoi ekspresije SOX9 prikazani su kao 

promene u ekspresiji gena, normalizovane u odnosu na GABDH i izražene relativno u odnosu na 

vrednost u ćelijama gajenim u 2D kulturi, koja je postavljena na 1. Vrednosti su izražene kao 

srednja vrednost ± standardna devijacija (n=3). 

Na slici 4.31 prikazana je relativna ekspresija SOX9 gena ćelija gajenih u Ca‑alginatnim 

mikrovlaknima 1. i 7. dana gajenja, kao i ćelija gajenih u 2D kulturi. U poređenju sa 2D kulturom, 

može se uočiti porast ekspresije SOX9 gena u ćelijama gajenim u Ca‑alginatnim mikrovlaknima od 

~1,8 i ~2,6 puta 1. i 7. dana gajenja, redom. Iako ovo povećanje u ekspresiji nije bilo statistički 

značajno, vrednosti jasno ukazuju na trend povećane ekspresije u 3D kulturama. 

Treba napomenuti da ekspresija SOX9 gena u ćelijama iz HAP/Ca‑alginatnih mikrovlakana nije 

analizirana zbog nemogućnosti izolovanja RNK iz ovih ćelija u dovoljnoj količini i zadovoljavajućeg 

kvaliteta za dalje analize.   

Na kraju, može se zaključiti da Ca‑alginatna i HAP/Ca‑alginatna mikrovlakna podržavaju dugotrajne 

kulture K7M2‑wt ćelija, pri čemu doprinose očuvanju morfologije ćelija, podstiču proliferaciju, 

metaboličku aktivnost, formiranje agregata i sintezu ekstracelularnog matriksa. 

4.4. Ispitivanje efekta antitumorskih lekova na 2D i 3D ćelijske kulture  

U trećem koraku istraživanja ispitana je mogućnost primene razvijenog 3D modela za ispitivanje 

osetljivosti ćelija na antitumorske lekove. U tu svrhu, ćelije gajene u alginatnim mikrovlaknima 

tretirane su odgovarajućim antitumorskim lekom: NCI‑H460 ćelije imobilisane u Ba‑alginatnim 

mikrovlaknima tretirane su cisplatinom, etopozidom i vinorelbinom, dok su K7M2‑wt ćelije 

imobilisane u Ca‑alginatnim i HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima tretirane doksorubicinom. 

Uporedo, NCI‑H460 i K7M2−wt ćelije gajene u 2D kulturama takođe su tretirane odgovarajućim 

lekovima kako bi se mogla uporediti osetljivost na ove lekove između ćelija gajenih u 3D i 2D 

kulturama. 

4.4.1. Tretman 2D i 3D kultura NCI‑H460 ćelija u Ba‑alginatnim mikrovlaknima 

cisplatinom 

NCI‑H460 ćelije imobilisane u Ba‑alginatnim mikrovlaknima tretirane su različitim koncentracijama 

cisplatina u 2 eksperimentalne serije: 1) 24 h nakon imobilizacije i 2) 96 h nakon imobilizacije, dok 

su ćelije gajene u 2D kulturi tretirane 24 h nakon sejanja. Tretman je trajao 72 h, a kontrolu su činile 
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netretirane ćelije gajene pod istim uslovima i u istom trajanju kao odgovarajuće tretirane grupe. 

Vijabilnost ćelija analizirana je primenom MTT testa (slika 4.32).  

  

 

 

Slika 4.32. Relativna vijabilnost ćelija tretiranih cisplatinom u: a) 2D kulturi, b) Ba‑alginatnim 

mikrovlaknima 24 h nakon imobilizacije i c) Ba‑alginatnim mikrovlaknima 96 h nakon 

imobilizacije, određena nakon završetka tretmana koji je trajao 72 h. Vijabilnost ćelija izražena je 

kao procenat u odnosu na vijabilnost netretiranih ćelija u istom vremenskom trenutku unutar svake 

grupe, koja je postavljena na 100 %. Vrednosti su izražene kao srednja vrednost ± standardna 

devijacija (eksperimentalni podaci predstavljaju srednju vrednost najmanje 3 merenja). 
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Eksperimentalni rezultati su pokazali da ćelije gajene u mikrovlaknima imaju značajno veću 

rezistenciju na tretman cisplatinom u poređenju sa ćelijama gajenim u 2D kulturi (slika 4.32). 

Procenjene IC50 vrednosti u 3D kulturama bile su između 25 i 50 µM za tretman i nakon 24 h i nakon 

96 h, dok je u 2D kulturi vrednost IC50 iznosila ~1 µM.  Ovaj rezultat ukazuje da su ćelije u 3D kulturi 

bile 25−50 puta rezistentnije na cisplatin u odnosu na ćelije gajene u 2D kulturi.  

4.4.2. Tretman 2D i 3D kultura NCI‑H460 ćelija u Ba‑alginatnim mikrovlaknima 

etopozidom 

NCI‑H460 ćelije imobilisane u Ba‑alginatnim mikrovlaknima tretirane su različitim koncentracijama 

etopozida 96 h nakon imobilizacije, dok su ćelije gajene u 2D kulturi tretirane 24 h nakon sejanja. 

Tretman je trajao 72 h, a kontrolu su činile netretirane ćelije gajene pod istim uslovima i u istom 

trajanju kao odgovarajuće tretirane grupe. Vijabilnost ćelija analizirana je primenom MTT testa (slika 

4.33). 

 

 

 

Slika 4.33. Relativna vijabilnost ćelija tretiranih etopozidom u: a) 2D kulturi i b) Ba‑alginatnim 

mikrovlaknima 96 h nakon imobilizacije. Vijabilnost ćelija izražena je kao procenat u odnosu na 

vijabilnost netretiranih ćelija u istom vremenskom trenutku unutar svake grupe, koja je postavljena 

na 100 %. Vrednosti su izražene kao srednja vrednost ± standardna devijacija (eksperimentalni 

podaci predstavljaju srednju vrednost najmanje 3 merenja). 

Ćelije gajene u mikrovlaknima pokazale su značajno veću rezistenciju na tretman etopozidom u 

poređenju sa ćelijama gajenim u 2D kulturi. U 2D kulturi jasno je uočen odgovor ćelija zavisan od 

doze leka (slika 4.33a), sa procenjenom vrednošću IC50 u opsegu 0,5−1 µM, gde je najveća 
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primenjena doza etopozida od 500 µM dovela do smanjenja relativne vijabilnosti ćelija na 6 %. 

Nasuprot tome, u 3D kulturi tretman sa 5 µM smanjio je relativnu vijabilnost na 58 ± 8 %, dok dalji 

porast koncentracije etopozida do 500 µM nije izazvao statistički značajnu promenu, već je uočen 

plato relativne vijabilnosti ćelija u ovom opsegu koncentracija (slika 4.33b). 

4.4.3. Tretman 2D i 3D kultura NCI‑H460 ćelija u Ba‑alginatnim mikrovlaknima 

vinorelbinom 

NCI‑H460 ćelije imobilisane u Ba‑alginatnim mikrovlaknima tretirane su i različitim 

koncentracijama vinorelbina 96 h nakon imobilizacije, dok su ćelije gajene u 2D kulturi tretirane 24 h 

nakon sejanja. Tretman je trajao 72 h, a kontrolu su činile netretirane ćelije gajene pod istim uslovima 

i u istom trajanju kao odgovarajuće tretirane grupe. Vijabilnost ćelija analizirana je primenom MTT 

testa (slika 4.34). 

  

  

Slika 4.34. Relativna vijabilnost ćelija tretiranih vinorelbinom u a) 2D kulturi i b) Ba‑alginatnim 

mikrovlaknima 96 h nakon imobilizacije. Vijabilnost ćelija izražena je kao procenat u odnosu na 

vijabilnost netretiranih ćelija u istom vremenskom trenutku unutar svake grupe, koja je postavljena 

na 100 %. Vrednosti su izražene kao srednja vrednost ± standardna devijacija (eksperimentalni 

podaci predstavljaju srednju vrednost najmanje 3 merenja). 

Ćelije gajene u mikrovlaknima pokazale su i ovde značajno veću rezistenciju na tretman vinorelbinom 

u poređenju sa ćelijama gajenim u 2D kulturi. U 2D kulturi procenjena vrednost IC50 bila je između 

10 i 25 nM vinorelbina (slika 4.34a), dok u 3D kulturi IC50 vrednost nije dostignuta u celom 

ispitivanom opsegu koncentracija (1−1000 nM) (slika 4.34b). 
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4.4.4. Ekspresija gena MDR1, ABCC1 i ABCG2 u NCI‑H460 ćelijama gajenim u 2D i 3D 

kulturama nakon tretmana antitumorskim lekovima 

Uticaj tretmana antitumorskim lekovima na ekspresiju gena povezanih sa multirezistencijom na 

lekove (MDR1, ABCC1 i ABCG2) ispitan je u 2D i 3D kulturama NCI‑H460 ćelija. Na osnovu 

rezultata MTT testa, određene su IC30 vrednosti za svaki od ispitivanih lekova. U 2D kulturama one 

su iznosile 0,5 µM za cisplatin, 0,4 µM za etopozid i 17 nM za vinorelbin, dok su u 3D kulturama 

iznosile 5 µM za cisplatin, 1 µM za etopozid i 40 nM za vinorelbin. Ove koncentracije korišćene su 

za tretman ćelija, koji je sproveden 24 h nakon sejanja u 2D kulturama, odnosno 96 h nakon 

imobilizacije u 3D kulturama. Nakon 24-časovnog tretmana, ekspresija gena MDR1, ABCC1 i 

ABCG2 analizirana je RT-qPCR metodom (slika 4.35). 

 

 

 

Slika 4.35. Relativna ekspresija gena (a, d) MDR1, (b, e) ABCC1 i (c, f) ABCG2 u 2D kulturama (a, 

b, c) i 3D kulturama (d, e, f) NCI‑H460 ćelija 24 h nakon tretmana odgovarajućim koncentracijama 

cisplatina, etopozida i vinorelbina (IC30). Ćelije u 2D kulturama tretirane su 24 h nakon sejanja, a u 

3D kulturama 96 h nakon imobilizacije. Relativni nivoi ekspresije MDR1, ABCC1 i ABCG2 gena 

prikazani su kao promene u ekspresiji gena, normalizovane u odnosu na ACTB i izražene relativno u 

odnosu na kontrolu, koja je postavljena na 1. Vrednosti su izražene kao srednja 

vrednost ± standardna devijacija (eksperimentalni podaci predstavljaju srednju vrednost najmanje 3 

merenja); * označava statistički značajnu razliku (p ≤ 0,05) 

Rezultati su pokazali da NCI‑H460 ćelije gajene u 3D kulturi imaju 3,2 puta statistički značajno veću 

ekspresiju MDR1 gena i 2,7 puta statistički značajno veću ekspresiju ABCG2 gena nakon tretmana 

cisplatinom u odnosu na netretirane ćelije (slika 4.35d, f), dok promene u nivou ekspresije MDR1 i 

ABCG2 gena ćelija u 2D kulturi tretiranih cisplatinom nisu bile značajne (slika 4.35a, c). Sa druge 
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strane, tretman vinorelbinom doveo je do 1,5 puta statistički značajno veće ekspresije ABCC1 gena u 

ćelijma gajenim u 3D kulturi u odnosu na netretirane ćelije (slika 4.35e), dok promene u nivou 

ekspresije ABCC1 gena ćelija u 2D kulturi tretiranih vinorelbinom nisu bile značajne (slika 4.35b). U 

2D kulturama, pokazano je da je ekspresija sva 3 gena nakon tretmana antitumorskim lekovima ostala 

nepromenjena, izuzev u slučaju tretmana vinorelbinom koji je doveo do 5,5 puta statistički značajno 

veće ekspresije u poređenju sa netretiranim ćelijama (slika 4.35c).  

4.4.5. Tretman 2D i 3D kultura K7M2‑wt ćelija u Ca‑alginatnim i HAP/Ca‑alginatnim 

mikrovlaknima doksorubicinom 

K7M2‑wt ćelije imobilisane u Ca‑alginatnim i HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima tretirane su 

različitim koncentracijama doksorubicina 24 h nakon imobilizacije, dok su ćelije gajene u 2D kulturi 

tretirane 24 h nakon sejanja. Tretman je trajao 24 h, nakon čega je vijabilnost ćelija analizirana 

primenom MTT testa (slika 4.36). 
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Slika 4.36. Relativna vijabilnost ćelija tretiranih doksorubicinom u: a) 2D kulturi, b) Ca‑alginatnim 

mikrovlaknima i c) HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima 24 h nakon imobilizacije, određena nakon 

24-časovnog tretmana. Vijabilnost ćelija izražena je kao procenat u odnosu na vijabilnost 

netretiranih ćelija u svakoj grupi, koja je postavljena na 100 %. Vrednosti su izražene kao srednja 

vrednost ± standardna devijacija (eksperimentalni podaci predstavljaju srednju vrednost najmanje 3 

merenja). 

Ćelije gajene u 2D kulturi bile su relativno osetljive na doksorubicin, sa vrednošću IC50 od 

~0,5 µg cm⁻3 (slika 4.36a). Sa druge strane, ćelije gajene u Ca‑alginatnim i HAP/Ca‑alginatnim 
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mikrovlaknima pokazale su veću rezistenciju na tretman doksorubicinom u poređenju sa ćelijama 

gajenim u 2D kulturi, pri čemu su procenjene IC50 vrednosti bile između 2 i 3 µg cm⁻3 (slika 4.36b, 

c). Dodatno, analizirana je ekspresija gena u 3D kulturama koje su nakon 24-časovnog tretmana sa 

1 µg cm⁻3 doksorubicinom gajene još 5 dana (7. dan). Netretirane ćelije imobilisane u mikrovlaknima 

gajene 1 dan i 7 dana služile su kao 3D kontrola, dok su ćelije zasejane u monosloju služile kao 2D 

kontrola. Ekspresija SOX9 gena u tretiranim 3D kulturama povećala se ~2,9 puta nakon 7 dana u 

poređenju sa 2D kulturom (slika 4.37). Treba napomenuti da ovo povećanje ipak nije bilo statistički 

značajno. 

 

Slika 4.37. Ekspresija SOX9 gena u ćelijama gajenih u 2D kulturi, analiziranih nakon 24 h, i u 

Ca‑alginatnim mikrovlaknima sa (+) ili bez (-) tretmana sa 1 µg cm⁻3 doksorubicina 24 h nakon 

imobilizacije, analizirana 1 i 7 dana nakon imobilizacije (5 dana po završetku tretmana za tretiranu 

grupu). Relativni nivoi ekspresije SOX9 prikazani su kao promene u ekspresiji gena, normalizovane 

u odnosu na GABDH i izražene relativno u odnosu na vrednost u ćelijama gajenim u 2D kulturi, 

koja je postavljena na 1. Vrednosti su izražene kao srednja vrednost ± standardna devijacija 

(eksperimentalni podaci predstavljaju srednju vrednost 3 merenja). 

4.4.6. Matematičko modelovanje prenosa doksorubicina 

Kako bi se ispitalo da li je prenos lekova u alginatnim mikrovlaknima efikasan, odnosno potvrdilo da 

uočena veća rezistencija ćelija gajenih u 3D kulturama nije posledica ograničene difuzije lekova kroz 

mikrovlakna, primenjeno je matematičko modelovanje prenosa mase kroz jedno mikrovlakno u 

statičnim uslovima. Svi korišćeni lekovi pripadaju grupi malih molekula (molekulska 

masa < 1000 g mol⁻1), odnosno molekulska masa doksorubicina iznosi 543,52 g mol⁻1, cisplatina 

300,01 g mol⁻1, etopozida 588,56 g mol⁻1 i vinorelbina 778,93 g mol⁻1. Pretpostavljeno je da je njihov 

prenos kroz mikrovlakna približno isti, a kao reprezentativan primer odabrano je modelovanje 

prenosa doksorubicina u Ca‑alginatnim i HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima.  

Za poluprečnik mikrovlakana usvojena je vrednost od 250 µm za Ca‑alginatna, odnosno 300 µm za 

HAP/Ca‑alginatna, na osnovu srednjih vrednosti izmerenih prečnika. Za koncentraciju ćelija u 

mikrovlaknima usvojena je vrednost od 4×106 ćel cm⁻3, na osnovu početne koncentracije ćelija. Za 

koeficijent difuzije doksorubicina usvojena je vrednost koeficijenta difuzije doksorubicina u 

1 mas. % agaroznom gelu od 3,62×10-6 cm2 s⁻1 (Degerstedt i sar., 2022).  

Kako bi se odredila kinetika potrošnje doksorubicina, analizirani su literaturni podaci o potrošnji 

doksorubicina od strane ćelija mišjeg melanoma nakon tročasovne izloženosti leku (Eliaz i sar., 

2004). Na slici 4.38 prikazana je potrošnja doksorubicina u funkciji početne koncentracije. 
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Slika 4.38. Zavisnost potrošnje doksorubicina od početne koncentracije doksorubicina, određena na 

osnovu literaturnih podataka (Eliaz i sar., 2004), pri čemu je potrošnja izražena kao količina 

doksorubicina akumulirana po ćeliji nakon 3 h inkubacije sa lekom. 

Na slici 4.38 se uočava linearna zavisnost pri nižim koncentracijama (do ~5 µg cm⁻3), koja odgovara 

kinetici prvog reda i može se opisati jednačinom 𝑞 = 𝑘1𝑐, gde je q potrošnja doksorubicina po ćeliji 

(fmol ćel⁻1 h⁻1), c koncentracija doksorubicina u medijumu (µg cm⁻3), a k1 konstanta brzine prvog 

reda. U skladu sa tim, vrednost konstante k₁ određena je kao nagib linearnog dela zavisnosti q−c. 

Dobijena vrednost k1 zatim je pomnožena sa gustinom ćelija (4×106 ćel cm⁻3), a dobijena vrednost od 

2,4×10-4 s⁻1 korišćena je za modelovanje pri tretmanu najnižom koncentracijom doksorubicina 

(0,25 µg cm⁻3). Pri većim početnim koncentracijama doksorubicina uočen je plato, što odgovara 

kinetici nultog reda. Konstanta brzine nultog reda, k0, određena je množenjem potrošnje pri najvišoj 

primenjenoj koncentraciji doksorubicina (20 µg cm⁻3) sa gustinom ćelija (4×106 ćel cm⁻3), čime je 

dobijena vrednost od 3,6×10-6 mol m⁻3 s⁻1, koja je korišćena za modelovanje pri tretmanu najvećom 

koncentracijom doksorubicina (20 µg cm⁻3). 

Postavljeni su početni i granični uslovi kao u slučaju modelovanja transferina (jednačine 4.13−4.15). 

Parcijalna diferencijalna jednačina 4.11 rešena je numerički, primenom funkcije pdepe u programu 

MATLAB R2018a (MathWorks Inc., SAD), Primenjen je nepromenljiv broj tačaka za radijalnu 

koordinatu r, pri čemu je radijalna mreža bila definisana sa 100 tačaka. Korak u vremenu (Δt) paket 

MATLAB automatski varira u cilju optimizacije tačnosti i stabilnosti rešenja. Na slici 4.39 prikazani 

su profili koncentracije doksorubicina u Ca‑alginatnim i HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima nakon 

tretmana sa 0,25 µg cm⁻3 (slika 4.39a) i 20 µg cm⁻3 (slika 4.39b) i nakon dostizanja stacionarnog 

stanja. Koncentracija je prikazana kao funkcija normalizovanog radijalnog rastojanja u odnosu na 

poluprečnik mikrovlakana. 
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Slika 4.39. Profili koncentracija doksorubicina (c) u Ca‑alginatnom i HAP/Ca‑alginatnom 

mikrovlaknu sa imobilisanim K7M2‑wt ćelijama kao funkcija normalizovanog radijalnog rastojanja 

u mikrovlaknu (r/R) nakon postizanja stacionarnog stanja posle tretmana doksorubicinom u 

koncentraciji: a) 0,25 µg cm⁻3 (reakcija prvog reda) i b) 20 µg cm⁻3 (reakcija drugog reda) (r/R = 0 

označava osu mikrovlakna, dok r/R = 1 označava spoljašnju površinu mikrovlakna). 

Kod oba tipa mikrovlakana koncentracioni profili su gotovo uniformni, pri čemu koncentracija 

doksorubicina u osi mikrovlakana dostiže 99,7 % koncentracije u medijumu pri tretmanu sa 

0,25 µg cm⁻3 u oba tipa mikrovlakana (slika 4.39a), dok pri tretmanu sa 20 µg cm⁻3 koncentracija u 

osi Ca‑alginatnih i HAP/Ca‑alginatnih mikrovlakana dostiže 97,4 % i 96,4 %, redom (slika 4.39b). 

Treba napomenuti da male razlike u koncentraciji doksorubicina u Ca‑alginatnim i 

HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima potiču od razlike srednjih poluprečnika mikrovlakana, koji je 

veći kod HAP/Ca‑alginatnih mikrovlakana (300 µm u poređenju sa 250 µm). Dobijeni rezultati 

ukazuju na efikasan prenos mase i u Ca‑alginatnim i u HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima, sa 

zanemarljvim difuzionim ograničenjima. 
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5. DISKUSIJA 

Cilj ove doktorske disertacije bio je razvoj i validacija jednostavnog i relevantnog biomimičnog 3D 

modela zasnovanog na alginatnim mikrovlaknima, pogodnog za imobilizaciju i gajenje različitih 

tipova malignih ćelija, sa prvenstvenom namenom za korišćenje u istraživanju malignih tumora i 

pretkliničkom testiranju antitumorskih lekova.  

Potpuno oponašanje složenih bioloških komponenti tumorskog mikrookruženja i dalje predstavlja 

veliki izazov. Zbog toga se, kao jedan od pristupa, primenjuje koncept inženjerstva tumora, zasnovan 

na principima inženjerstva tkiva. Inženjerstvo tumora se zasniva na razvoju pojednostavljenih modela 

koji imaju neke ključne karakteristike određenog tipa tumora i ovaj princip je korišćen za razvoj 

modela u ovoj doktorskoj disertaciji. Cilj je bio da se razvije jednostavan model na bazi alginatnih 

mikrovlakana koji omogućava imitaciju 3D mikrookruženja tumora, ne ulazeći u sve karakteristike 

strukture, a koji je primenljiv za različite tumorske ćelije, uz mogućnost jednostavnih modifikacija 

po potrebi. Takođe, cilj je bio da metoda bude jednostavna i efikasna i time dostupna većini 

laboratorija i istraživačima bez posebne tehničke ekspertize. Korišćenjem komercijalno dostupnih 

materijala kao što su alginat i HAP, kao i osnovne opreme za istiskivanje, značajno se smanjuju 

troškovi u poređenju sa kompleksnijim modelima i 3D bioštampanjem, što ovaj model čini pogodnim 

i za veće kapacitete analiza.  

Istraživanje je sprovedeno u 3 faze: 

1. u prvoj fazi izvršena je optimizacija parametara za dobijanje alginatnih mikrovlakana sa 

imobilisanim ćelijama, a zatim i optimizacija uslova gajenja imobilisanih ćelija; 

2. u drugoj fazi sprovedena je validacija modela kroz kratkotrajno i dugotrajno gajenje malignih 

ćelija imobilisanih u alginatnim mikrovlaknima; 

3. u trećoj fazi ispitana je mogućnost primene modela za testiranje antitumorskih lekova. 

U istraživanju je korišćeno više ćelijskih linija i nekoliko standardnih antitumorskih lekova. Ispitivane 

ćelijske linije uključivale su: ćelije pacovskog glioma C6, ćelije humanog osteosarkoma HOS i 

U2OS, ćelije mišjeg osteosarkoma K7M2‑wt i ćelije humanog nesitnoćelijskog karcinoma pluća 

NCI‑H460. Kao standardni antitumorski lekovi korišćeni su cisplatin, etopozid, vinorelbin i 

doksorubicin. 

U ovoj tezi alginatna mikrovlakana sa imobilisanim malignim ćelijama (prečnik < 1 mm) dobijena su 

ručnim istiskivanjem rastvora alginata sa suspendovanim ćelijama u rastvor za geliranje. U 

prethodnim istraživanjima pokazano je da su ćelije karcinoma grlića materice i glioblastoma nakon 

imobilizacije u alginatna mikrovlakna ručnim istiskivanjem ostale vijabilne i zadržale sposobnost da 

proliferišu u 3D okruženju (Stojkovska i sar., 2020; Dragoj i sar., 2021). Ćelije su imobilisane kao 

pojedinačne ćelije, a nakon imobilizacije došlo je do promene njihove morfologije u odnosu na 2D 

kulture. U alginatnim mikrovlaknima ćelije su imale sferičan oblik, dok su u 2D kulturi bile izdužene. 

Sferična morfologija ćelija je u skladu sa bioinertnom prirodom alginata (Drozdova i sar., 2024) i 

slično morfologiji ćelija u čvrstim tumorima (Kievit i sar., 2010). Alginat je izabran kao osnovni 

materijal za dobijanje mikrovlakana zbog svoje biokompatibilnosti, blagih uslova geliranja i niske 

cene. Široko je korišćen za imobilizaciju različitih tipova ćelija, uključujući matične ćelije 

(Khosravizadeh i sar., 2014; Olderøy i sar., 2014) i hondrocite (Bittencourt i sar., 2009), ali i maligne 

ćelije (Stojkovska i sar., 2020; Dragoj i sar., 2021). Pokazano je da ćelije mišjeg osteosarkoma 

zadržavaju svoj maligni i metastatski potencijal tokom gajenja u alginatnim česticama (Akeda i sar., 

2009). Dodatno, ćelije humanog karcinoma dojke gajene u 3D nosačima na bazi alginatnog hidrogela 

ispoljile su sličan nivo ekspresije markera za pluripotentnost i proliferaciju kao ćelije gajene u 

Matrigelu, što ukazuje da alginat može imati efekat poput hidrogelova sa složenijim i raznovrsnijim 

sastavom (Svanström i sar., 2021). 

Ca‑alginatna mikrovlakana sa imobilisanim malignim ćelijama uspešno su dobijena ručnim 

istiskivanjem suspenzije ćelija u rastvoru Na-alginata, pri čemu su optimizovane početna 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Khosravizadeh+Z&cauthor_id=24142904


89 

 

koncentracija ćelija u suspenziji i koncentracija rastvora Na-alginata. Pokazano je da je optimalna 

koncentracija ćelija u suspenziji 4×106 ćel cm⁻3 (slika 4.1), a koncentracija rastvora Na-alginata 2,8 

mas. % (slika 4.2). Pored Ca‑alginatnih mikrovlakana, primenjena metoda omogućila je i razvoj 

Ba‑alginatnih mikrovlakana za imobilizaciju NCI‑H460 ćelijske linije, što ukazuje na prilagodljivost 

alginata kao matrice i procedure istiskivanja za dobijanje različitih tipova mikrovlakana. Naime, 

Ca‑alginatni hidrogel u RPMI medijumu (u kojem se gaji NCI‑H460 ćelijska linija) postaje 

nestabilan, ubrzano bubri i razgrađuje se, što se može povezati sa manjom koncentracijom Ca2+ 

(0,4 mM) i većom koncentracijom PO4
3- jona (5,6 mM) u RPMI medijumu u poređenju sa DMEM 

medijumom (1,8 mM Ca2+ i 0,9 mM PO4
3-, prema podacima proizvođača), budući da fosfatni joni 

vezuju kalcijum i tako slabe hidrogel. U literaturi su  joni Ba2+ korišćeni u trećoj fazi umrežavanja 

alginata kako bi se dobio čvršći hidrogel i pokazano je da dodatno umrežavanje barijumom značajno 

produžava stabilnost alginatnog hidrogela u medijumu Minimum Essential Medium (MEM) sa 3 na 

više od 11 dana, bez uticaja na vijabilnost ćelija glioma (Tabriz i sar., 2015). Poznato je da Ba2+ može 

biti citotoksičan u velikim koncentracijama, ali njegovi toksični efekti se znatno smanjuju u 

alginatnom hidrogelu zbog velikog afiniteta alginata prema barijumu, dok se većina neumreženih 

jona ukloni tokom ispiranja i ćelijske kulture (Alizadeh Sardroud i sar., 2017). Direktno ispitivanje 

citotoksičnosti Ba2+ na ćelijama glioma pokazalo je da 2 minuta izlaganja ćelija rastvoru BaCl2 u 

opsegu koncentracije 10−100 mM nije dovelo do negativnih efekata na ćelije, a primećen je i 

pozitivan efekat jona Ba2+ na rast ćelija pri koncentracijama od 60 i 100 mM BaCl2 (Tabriz i sar., 

2015). Geliranje alginata jonima Ba2+ pozitivno je uticalo i na proliferaciju ćelija monocitne 

leukemije, koja se povećala najmanje 1,5 puta u odnosu na geliranje jonima Ca2+ (Alizadeh Sardroud 

i sar., 2017). Ovaj rezultat se može objasniti sposobnošću Ba‑alginatnog hidrogela da apsorbuje veće 

količine proteina iz seruma u odnosu na alginatne hidrogelove umrežene drugim dvovalentnim 

jonima kao što je Ca2+, što bolje podržava rast ćelija (Alizadeh Sardroud i sar., 2017).  

U okviru optimizacije procesa dobijanja Ba‑alginatnih mikrovlakana sa imobilisanim NCI‑H460 

ćelijama ispitan je uticaj ključnih parametara: koncentracije rastvora Na-alginata i rastvora za 

geliranje, uslova istiskivanja (unutrašnji prečnik igle i brzina istiskivanja) i dužine geliranja. 

Pokazano je da je optimalna koncentracija rastvora Na-alginata 2,0 mas. %, a rastvora za geliranje 

45 mM Ba2+ (slika 4.3). Unutrašnji prečnik igle i dužina geliranja nisu značajno uticali na ćelije (slika 

4.4), pa je za dalje eksperimente odabrana veličina igle od 25 G i dužina geliranja od 1 min. Sa druge 

strane, brzina istiskivanja, odnosno smicajni napon kojem su ćelije izložene, imala je najveći uticaj 

na vijabilnost ćelija ispitivanih u okviru ove doktorske disertacije (slika 4.4). Naime, smicajni napon 

od 23−24 kPa, kojem su ćelije bile izložene pri brzom istiskivanju ćelijske suspenzije kroz igle od 22 

i 25 G, imao je izražene negativne efekte na vijabilnost ćelija. Smicajni napon tokom istiskivanja i 

njegov uticaj na preživljavanje ćelija već duže su predmet intenzivnih istraživanja, a sa savremenim 

razvojem 3D bioštampanja ovaj parametar je postao jedan od ključnih faktora koje je neophodno 

optimizovati kako bi se obezbedilo uspešno štampanje 3D modela. Među različitim tehnikama 

bioštampanja, bioštampanje ekstruzijom je najzastupljenije, ali izlaže ćelije smicajnom naponu 

(Fischer i sar., 2022). 

Poznato je da smicajni napon određenog intenziteta može izazvati značajna oštećenja ćelijske 

membrane i dovesti do ćelijske smrti. U ovom radu, izlaganje ćelija smicajnom naponu u opsegu 

7,8−10 kPa pri umerenoj brzini istiskivanja nije pokazalo vidljive negativne efekte na vijabilnost. 

Slični rezultati uočeni su i u literaturi, gde je analiziran uticaj smicajnog napona u igli u opsegu 

0,7−18 kPa na mišje fibroblaste (L929 ćelijska linija) neposredno nakon bioštampanja (Blaeser i sar., 

2015). Pokazano je da smicajni napon manji od 5 kPa nije značajno uticao na preživljavanje ćelija 

(vijabilnost 96 %), dok je smicajni napon 5−10 kPa doveo do smanjenja vijabilnosti na 91 %, a napon 

veći od 10 kPa smanjio je vijabilnost na 76 %. U saglasnosti sa tim rezultatima, i u ovoj doktorskoj 

disertaciji je smicajni napon od 23−24 kPa pri brzom istiskivanju imao izražen negativan efekat na 

vijabilnost ćelija. Nasuprot ovim rezultatima, u drugoj studiji je pokazano da i relativno mali smicajni 

napon od 2,5 kPa, ostvaren pri ekstruzionom bioštampanju suspenzije NIH/3T3 fibroblasta 

(2×106 ćel cm⁻3) u 2 % rastvoru Na-alginata, može dovesti do oštećenja ćelijske membrane i 



90 

 

smanjenja vijabilnosti ćelija na samo 52 % (Fischer i sar., 2022). Ova razlika u osetljivosti može biti 

posledica razlika u tipu ćelija i gustini i viskoznosti suspenzije, što ukazuje na važnost i potrebu 

optimizacije parametara istiskivanja za svaki pojedinačni slučaj. Sa druge strane, smicajni napon 

određenog intenziteta može imati i pozitivne efekte na ćelije. Pokazano je da humane mezenhimalne 

matične ćelije izložene smicajnom naponu do 10 kPa brže proliferišu u poređenju sa ćelijama koje 

nisu bile izložene smicajnom naponu, dok je izlaganje smicajnom naponu iznad 10 kPa dovelo do 

smanjenja brzine proliferacije, ukazujući da umereni smicajni napon može stimulisati proliferaciju 

ćelija, dok veći smicajni napon ima negativan efekat (Blaeser i sar., 2015). 

Dobijene optimalne koncentracije alginata (2,8 mas. % za Ca‑alginatna i 2,0 mas. % za Ba‑alginatna 

mikrovlakna) nalaze se u opsegu koncentracija koje se najčešće koriste za imobilizaciju ćelija 

ekstruzijom i bioštampanje. Za imobilizaciju ćelija ekstruzijom najčešće se koriste rastvori alginata 

koncentracije približno 1–3 mas. % (Li i sar., 2019; Pereira i sar., 2020; Nusterer i sar., 2022), dok 

se u bioštampanju često primenjuju nešto veće koncentracije, najčešće 2–4 mas. % (Mancha Sánchez 

i sar., 2020), zbog potrebe za većom viskoznošću rastvora, a zatim i većom stabilnošću odštampanih 

struktura. Stoga koncentracije korišćene u ovom radu ukazuju na mogućnost primene razvijenog 

sistema ne samo za ručno istiskivanje, već i za druge metode, uključujući bioštampanje. 

Posebna pogodnost alginata i primenjene metode istiskivanja je da u alginatna mikrovlakna mogu da 

se imobilišu i druge komponente i agensi kako bi se mikrosredina unapredila i prilagodila određenom 

tipu tumora. Tako su u eksperimentima sa ćelijskom linijom mišjeg osteosarkoma K7M2‑wt razvijena  

Ca‑alginatna mikrovlakna sa inkorporiranim česticama HAP, kako bi se realističnije oponašalo 

mikrookruženje osteosarkoma. Model je omogućio ispitivanje uticaja ove komponente gajenjem 

imobilisanih ćelija uporedo u HAP/Ca‑alginatnim i Ca‑alginatnim mikrovlaknima. HAP je primarna 

neorganska komponenta kosti i široko se  koristi u inženjerstvu kosti za oponašanje prirodno prisutnih 

minerala (Shi i sar., 2021) zahvaljujući svojoj biokompatibilnosti, osteokonduktivnosti i sposobnosti 

da podrži osteointegraciju i regeneraciju kosti (Jeong i sar., 2019). Porozni nosači na bazi prirodnih 

polimera sa inkorporisanim česticama HAP korišćeni su za in vitro gajenje mezenhimalnih matičnih 

ćelija (Prosecka i sar., 2011, Ning i sar., 2015), preosteoblasta (Li i sar., 2010, Gleeson i sar., 2010) 

i osteoblasta (Jones i sar., 2010, Zhao i sar., 2002). Takođe, HAP je našao primenu i u inženjerstvu 

osteosarkoma, gde je pokazano da nosači na bazi HAP podržavaju infiltraciju i proliferaciju ćelija, 

ispoljavanje fenotipskih osobina koštanog tkiva i oponašanje niše matičnih ćelija osteosarkoma u in 

vitro uslovima, naglašavajući ključnu ulogu mikrookruženja tumora (Tornín i sar., 2021, Bassi i sar., 

2020). Pošto se vanćelijski matriks kostiju sastoji od približno jednakih udela organske i neorganske 

faze (30−40 % i 50−60 %, redom), ovaj odnos je imitiran korišćenjem jednakih početnih 

koncentracija alginata i HAP od 2 mas.%, koje su se pokazale kao pogodne za ručno istiskivanje i 

dobijanje mikrovlakana. Iako je početna koncentracija HAP od 2 mas. % prilično mala, u skladu je 

sa prethodnom studijom koja je ispitivala uticaj prisustva HAP na biologiju osteosarkoma i ćelijski 

odgovor na lekove, gde je pokazano da koncentracija HAP od 3,5 % (m/v) doprinosi tačnijem 

oponašanju kinetike rasta i hemorezistencije osteosarkoma in vivo u poređenju sa 2D kulturama 

(González Díaz i sar., 2022). 

Prenos mase je jedan od ključnih parametara u 3D sistemima za gajenje ćelija. Optimizovana 

mikrovlakna imala su prečnik u opsegu 500−750 µm, što odgovara relativno malim difuzionim 

rastojanjima. Ipak, u prvoj eksperimentalnoj studiji ispitana je mogućnost primene protočnog 

bioreaktora radi potencijalno povoljnih uticaja konvektivnog prenosa mase i hidrodinamičkih 

smicajnih napona na ćelije. Ćelije pacovskog glioma C6 imobilisane u Ca‑alginatnim mikrovlaknima 

gajene su u statičnim i protočnim uslovima. Analizom eksperimentalnih rezultata uočena je 

varijabilnost uticaja protoka na ispitivanu ćelijsku liniju pri gajenju u protočnim uslovima. Jedan od 

uzroka mogu biti različiti pasaži ćelija, jer je poznato je da tokom svakog pasaža dolazi do promena 

u ćelijskoj morfologiji i fenotipu (Heinrich i sar., 2015). U pojedinim eksperimentima, tokom dužih 

kultura (do 13 dana),  uočena je značajno veća proliferacija ćelija u protočnim u odnosu na statične 

uslove. Pretpostavljeno je da je u statičnim uslovima tokom dužeg gajenja ograničen prenos određene 
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hranljive materije ili bioaktivnog molekula. Kako bi se razjasnio ovaj efekat, primenom 

matematičkog modelovanja analiziran je prenos mase potencijalno ograničavajućih susptanci kroz 

mikrovlakna. Sa jedne strane, ispitan je prenos kiseonika kao malog molekula koji ima ključnu ulogu 

u proliferaciji ćelija (Chen i sar., 2009; Gomes i sar., 2016), dok je sa druge strane analiziran prenos 

transferina, većeg bioaktivnog molekula prisutnog u fetalnom goveđem serumu, koji bi mogao da 

podstakne proliferaciju ćelija ukoliko se efikasno doprema. 

U cilju razvoja modela prenosa mase u protočnim uslovima, u posebnoj eksperimentalnoj seriji je, na 

osnovu matematičkog modelovanja otpuštanja srebra, određena intersticijalna brzina medijuma kroz 

sama mikrovlakna, koja je iznosila 10,2 nm s⁻1. Ova vrednost je u saglasnosti sa prethodno 

određenom vrednošću intersticijalne brzine od 4,6 nm s⁻1 u Ca‑alginatnim mikročesticama u 

pakovanom sloju (Kostić i sar., 2017).  

Matematičko modelovanje prenosa kiseonika pokazalo je da statični uslovi omogćavaju efikasan 

prenos gasova i malih molekula sa koeficijntom difuzije reda veličine 10-9 m2 s⁻1 do svih ćelija 

imobilisanih u mikrovlaknima pri ispitivanom opsegu koncentracije ćelija do ~9×106 ćel g⁻1. U 

protočnim uslovima, uz intersticijalnu brzinu medijuma kroz hidrogel, doprinos protoka prenosu 

mase je zanemarljiv. U sledećem koraku modelovan je prenos mase većeg molekula, kao mogućeg 

uzroka povećane proliferacije ćelija u protočnim uslovima u odnosu na statične. Izabran je transferin, 

protein odgovoran za transport gvožđa, koji je u fetalnom goveđem serumu prisutan u prilično 

konstantnoj koncentraciji u opsegu od 1,37 do 3,72 mg cm⁻3 (Hong i sar., 2016). Pokazano je da 

transferin ima značajnu ulogu u metabolizmu malignih ćelija (Shen i sar., 2018). Takođe, utvrđeno je 

da receptor za transferin 1 učestvuje u regulaciji fiziologije ćelija glioma, pri čemu akumulacija 

gvožđa i formiranje reaktivnih kiseoničnih vrsta podstiču proliferaciju ovih ćelija (Shen i sar., 2018).  

Međutim, modelovanje prenosa transferina je dalo slične rezultate kao u slučaju kiseonika, odnosno 

pokazano je da statični uslovi obezbeđuju efikasan prenos transferina. Ipak, treba imati u vidu da 

transferin može da interaguje sa COO− grupama u alginatnim lancima, što može smanjiti njegovu 

brzinu difuzije kroz alginatni hidrogel. Dodatno, u jednoj studiji alginat je korišćen za kontrolisano 

otpuštanje laktoferina, molekula slične strukture kao transferin, koji takođe učestvuje u vezivanju i 

transportu gvožđa (Kanwar i sar., 2012; Wally i sar., 2007). U toj studiji, kada je laktoferin 

adsorbovan na kalcijum fosfatne nanočestice i prekriven slojevima hitozana i alginata, in vitro 

otpuštanje je trajalo preko 10 h, ukazujući na značajno manju brzinu otpuštanja, sa prividnim 

koeficijentom difuzije od oko 10⁻19−10⁻20 m2 s⁻1 (Kanwar i sar., 2012). Modelovanje prenosa 

transferina sa pretpostavljenom manjom vrednošću koeficijenta difuzije (~10⁻19 m2 s⁻1) pokazalo je 

veoma spor prenos mase u statičnim uslovima i da je konvektivni prenos mase neophodan za efikasan 

transport u alginatnim mikrovlaknima. Naravno, moguće je da je stvarni koeficijent difuzije 

transferina između vrednosti korišćenih za modelovanje, ili da je neka druga supstanca sličnih 

karakteristika prenosa zapravo doprinela uočenoj većoj proliferaciji ćelija u protočnim u odnosu na 

statične uslove.  

Sa druge strane, u eksperimentima sa NCI‑H460 ćelijskom linijom, protočni uslovi gajenja nisu 

pokazali pozitivan efekat na ćelije. Vijabilnost ćelija u uslovima kontinualnog protoka bila je slična 

kao i u statičnim uslovima ili značajno smanjena. Iako je neophodno dodatno ispitati uticaj smicajnih 

napona tokom gajenja u protočnim uslovima i optimizovati uslove rada u bioreaktoru, rezultati ovog 

rada pokazali su da za predloženi 3D model nije neophodna upotreba protočnog bioreaktora, s 

obzirom da statični uslovi omogućavaju uspešno održavanje malignih ćelija u alginatnim 

mikrovlaknima. Time je 3D model značajno pojednostavljen i učinjen pristupačnijim za širu primenu. 

Tokom druge faze istraživanja, u cilju validacije razvijenog 3D modela zasnovanog na alginatnim 

mikrovlaknima sa imobilisanim malignim ćelijama, ispitana je njegova primenljivost za kratkotrajno 

i dugotrajno gajenje različitih tipova malignih ćelija u 3D kulturi. Vijabilnost ćelija ispitana je 

Live/Dead metodom, dok su morfološke karakteristike analizirane histološkim metodama, 

uključujući hematoksilin-eozin (H&E) bojenje, bojenje retikulinskih vlakana i imunofluorescentno 
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bojenje preseka anti-tubulin antitelom. Metabolička aktivnost ćelija određena je MTT testom, a 

analiza ekspresije gena SOX9 korišćena je za procenu promena u fenotipu ćelija. 

Ba‑alginatna mikrovlakna uspešno su validirana za kratkotrajne kulture jer su podržala kulture 

NCI‑H460 ćelija do 7 dana, dok su Ca‑alginatna mikrovlakna omogućila dugotrajne kulture U2OS, 

HOS i K7M2‑wt ćelija, kao i HOS sferoida u periodu od 11 do 21 dana. Takođe, u HAP/Ca‑alginatnim 

mikrovlaknima K7M2‑wt ćelije su uspešno gajene do 21 dana. 

U svim ispitivanim uslovima, ćelije su ostale žive i metabolički aktivne, nastavile su da proliferišu i 

formirale su višećelijske agregate u 3D okruženju. Ovi rezultati su u skladu sa prethodnim 

istraživanjima, u kojima je pokazano da maligne ćelije mogu da proliferišu i formiraju agregate u 

hidrogelovima na bazi alginata (Akeda i sar., 2009; Godugu i sar., 2013; Grigore i sar., 2014; Tang i 

sar., 2017; Wang i sar., 2018b). Takođe, ćelije su tokom gajenja zadržale morfološke karakteristike 

tipične za maligne ćelije (slika 4.24). Prisustvo agregata uočeno je kod svih analiziranih ćelijskih 

linija, osim kod ćelijske linije U2OS. Slično ponašanje U2OS ćelijske linije opisano je u literaturi, 

gde je pokazano da ove ćelije ne formiraju kompaktne sferoide, već da u uslovima pogodnim za 

formiranje sferoida dolazi isključivo do stvaranja slabo povezanih ćelijskih agregata. Ovo se može 

objasniti njihovim diferenciranim fenotipom i odsustvom ključnih transkripcionih faktora povezanih 

sa osobinama matičnih ćelija (Quartieri, 2023). 

Prvi agregati uočeni su već 4. dana gajenja, a njihova veličina je rasla tokom vremena. Detaljnom 

analizom veličine agregata K7M2‑wt ćelijske linije pokazano je da agregati mogu dostići prečnik do 

210 µm nakon 21 dana gajenja (slika 4.27). Formiranje prvih ćelijskih agregata je takođe uočeno 4. 

dana i u kulturi ćelija nesitnoćelijskog karcinoma pluća na poroznom alginatnom nosaču 

(AlgiMatrixTM), a do 13. dana agregati su, u zavisnosti od početne koncentracije ćelija, dostizali 

prečnik 200−250 µm (Godugu i sar., 2013).  U ovoj disertaciji, ćelije na periferiji agregata bile su 

žive i delile su se, dok su u centru većih agregata uočene mrtve ćelije, što ukazuje na moguće 

formiranje nekrotičnog jezgra (slika 4.27). Izražena proliferacija pretežno u perifernim regionima 

uočena je i u literaturi, u sferoidima karcinoma pluća prečnika 300−400 µm (Shie i sar., 2023), dok 

je u sferoidima osteosarkoma formiranje nekrotičnog jezgra primećeno pri prečnicima iznad 300 µm 

(Gebhard i sar., 2016). Sa druge strane, u ovoj doktorskoj disertaciji, kada su prethodno formirani 

agregati HOS ćelija imobilisani u alginatna mikrovlakna, nije primećeno nekrotično jezgro tokom 11 

dana gajenja, iako su sferoidi bili prečnika ~260 µm (slika 4.22). Ipak, ovaj rezultat treba tumačiti sa 

rezervom, s obzirom na to da je procena vijabilnosti ćelija zasnovana na Live/Dead eseju i 

konfokalnoj mikroskopiji. Za pouzdaniju procenu prisustva eventualnih nekrotičnih zona u 

centralnim delovima sferoida bile bi neophodne detaljnije histološke analize. 

Pored sferičnih, zapaženi su i izduženi agregati karakteristične morfologije, sa širim delom 

(„glavom“) usmerenom ka spoljašnjoj ivici mikrovlakana i užim delom („repom“) usmerenim ka osi 

mikrovlakana (slika 4.28). Slična morfologija agregata opisana je u mikročesticama na bazi alginata 

i želatina (Ertekin i sar., 2022), gde je pokazano da je ovakakva morfologija agregata posledica 

stvaranja mikrokanala tokom formiranja hidrogela i naknadne proliferacije ćelija u tim kanalima. 

Takođe, pokazano je da je pojava ovakvih izduženih agregata povezana sa invazivnim potencijalom 

imobilisanih ćelija. U navedenoj studiji, invazivna linija karcinoma dojke formirala je 3 puta više 

izduženih agregata u poređenju sa neinvazivnom linijom, i 10 puta više u odnosu na endotelne ćelije 

(Ertekin i sar., 2022). U ovoj doktorskoj disertaciji prisustvo izduženih agregata je zapaženo u 

kulturama ćelijskih linija C6, NCI‑H460, HOS i K7M2‑wt, koje su u literaturi opisane kao veoma 

agresivne sa izraženim metastatskim potencijalom (Khanna i sar., 2000; Kievit i sar., 2010; Kwak i 

sar., 2014; Chang i sar., 2017; Grisez i sar., 2018). Ovaj rezultat navodi na zaključak da gajenje u 

alginatnim mikrovlaknima potencijalno omogućava očuvanje invazivnog potencijala ćelija. 

Pored toga, interesantan rezultat dobijen je u dugotrajnim kulturama HOS ćelijske linije u 

Ca‑alginatnim mikrovlaknima, gde su tokom vremena pojedinačne ćelije uglavnom umirale, dok su 

one u agregatima pretežno ostale žive (slika 4.20). Ovo se može objasniti činjenicom da adherentne 

ćelije zavise od uspostavljenih veza sa vanćelijskim matriksom, što omogućava održavanje 
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signalizacije neophodne za preživljavanje ćelija. U odsustvu ovih interakcija dolazi do aktivacije 

posebnog oblika apoptoze, anoikis, indukovane odvajanjem ćelija od matriksa (Chiarugi i Giannoni, 

2008). Međutim, ćelije koje formiraju višećelijske agregate mogu da uspostave međućelijske veze i 

sintetišu sopstveni vanćelijski matriks, čime se delimično ponovo uspostavljaju ključni signalni 

putevi za preživljavanje. Sa druge strane, pokazano je da metastatske maligne ćelije mogu razviti 

mehanizme za izbegavanje anoikisa i preživeti u neadherentnim uslovima (Han i sar., 2023). 

Ćelijski agregati K7M2‑wt ćelijske linije u Ca‑alginatnim i HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima 

detaljnije su ispitani analizom prisustva retikulinskih vlakana. Retikulinska vlakna (retikulin), 

izgrađena od kolagena tipa III, su važna komponenta vanćelijskog matriksa i često su prisutna u 

velikim količinama u tumorima, gde utiču na migracioni potencijal ćelija (Sonzini i sar., 2022). 

Prethodna istraživanja pokazala su da je povećana ekspresija retikulina blisko povezana sa 

progresijom tumora i razvojem metastaza kod karcinoma debelog creva (Wei i sar., 2017). Dobijeni 

rezultati u ovom radu ukazali su na prisustvo retikulinskih vlakana u agregatima u oba tipa 

mikrovlakana već od 7. dana, pri čemu se do 21. dana formirala dobro definisana mreža, koja je bila 

nešto izraženija u HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima. Ovaj rezultat se može objasniti prisustvom 

HAP, koji doprinosi boljem oponašanju sastava vanćelijskog matriksa osteosarkoma u poređenju sa 

Ca‑alginatnim mikrovlaknima bez HAP. 

Gajene K7M2‑wt ćelije imobilisane u Ca‑alginatnim mikrovlaknima su analizirane i u pogledu 

ekspresije SOX9 gena. SOX9 ima ključnu ulogu u diferencijaciji ćelija i razvoju različitih tkiva i 

organa tokom embrionalnog razvoja, a važan je i za održavanje funkcije tkiva i matičnih ćelija u 

odraslom organizmu (Jo i sar., 2014). Kod malignih tumora, promena ekspresije SOX9 povezana je 

sa njihovim nastajanjem i progresijom, kao i sa rezistencijom na hemioterapiju (Panda i sar., 2021). 

Pokazano je da je SOX9 prekomerno eksprimiran u agresivnim osteosarkomima, što ukazuje na 

njegov potencijalni doprinos progresiji osteosarkoma (Zhu i sar., 2013). Trend povećane ekspresije 

SOX9 u 3D kulturama u poređenju sa 2D, uočen u ovom radu, može ukazivati na to da 3D uslovi 

gajenja doprinose progresiji osteosarkoma.  

Treba naglasiti da dodatak čestica HAP Ca‑alginatnim mikrovlaknima svakako doprinosi boljoj 

imitaciji sastava tkiva kosti u kome se osteosarkom prirodno razvija. Međutim, iz ovih kompozitnih 

mikrovlakana nije bilo moguće izolovati RNK u dovoljnom prinosu i zadovoljavajućeg kvaliteta. Ovo 

se može objasniti interakcijama između RNK i HAP čestica zabeleženim u literaturi, gde se pozitivno 

naelektrisani joni Ca2+ na površini HAP vezuju za negativno naelektrisane fosfatne grupe nukleinskih 

kiselina (Andrews-Pfannkoch i sar., 2010). Ove interakcije vezuju nukleinske kiseline iz rastvora, 

čineći ih nedostupnim za dalje analize. Zbog toga je za primenu ovih mikrovlakana neophodno u 

narednim koracima unaprediti metodu izolacije RNK, kako bi se poboljšao kvalitet i prinos RNK za 

dalju analizu. 

U celini, druga faza istraživanja je pokazala da alginatna mikrovlakna omogućavaju kako 

kratkotrajne, tako i dugotrajne kulture različitih tipova malignih ćelija, pri čemu podržavaju njihovu 

vijabilnost, ispoljavanje morfoloških karakteristika tipičnih za maligne ćelije, proliferaciju, 

formiranje agregata i sintezu vanćelijskog matriksa. Dodavanje HAP u kulturama osteosarkoma u 

primenjenoj koncentraciji nije dovelo do statistički značajnih razlika u poređenju sa kulturama bez 

HAP.  

U trećoj fazi istraživanja ispitana je mogućnost primene razvijenog 3D modela za gajenje malignih 

ćelija u testiranju antitumorskih lekova. Pri tome su primenjeni standardni antitumorski lekovi i 

poređeni su efekti u 2D i 3D kulturama. U 2D uslovima, sve ćelije su jednako izložene leku, što 

dovodi do tipičnog, koncentraciono zavisnog odgovora ćelija na lek, odnosno do kontinualnog 

smanjenja vijabilnosti ćelija sa porastom koncentracije leka. Ovakav odgovor uočen je i u ovom radu, 

u 2D kulturama NCI‑H460 ćelija nakon tretmana cisplatinom i etopozidom, kao i u 2D kulturama 

K7M2‑wt ćelija nakon tretmana doksorubicinom. Sa druge strane, 2D kulture NCI‑H460 ćelija nakon 

tretmana vinorelbinom su pokazale drugačiji trend, pri čemu nije uočeno značajno smanjenje 

vijabilnosti do koncentracije od oko 10 nM. Međutim, pri koncentraciji od 25 nM došlo je do naglog 
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pada vijabilnosti, nakon čega je ona ostala približno konstantna do koncentracije 1 µM. Sličan trend 

opisan je i u analizama kliničkih studija na nesitnoćelijskom karcinomu pluća za pojedine 

hemioterapeutike, uključujući vinorelbin, gde je pri većim dozama uočen plato (Stewart i sar., 2007). 

Kao moguće objašnjenje navodi se zasićenje ili nedostatak faktora neophodnih za dalje povećanje 

citotoksičnog efekta, uključujući ograničen broj ćelija u osetljivoj fazi ćelijskog ciklusa. Vrednosti 

IC50 dobijene u ovom radu za cisplatin, etopozid i vinorelbin sa NCI‑H460 ćelijskom linijom u 2D 

uslovima iznosile su približno 1 µM, 0,5−1 µM i 10−25 nM, redom, i bile su u istom opsegu sa 

prethodno objavljenim vrednostima od 5,7 µM, 4,8 µM i 36,6 nM, redom, iako su korišćeni različiti 

eksperimentalni pristupi za određivanje citotoksičnosti (Dinić i sar., 2023). Nešto manje vrednosti 

IC50 u ovom radu mogu biti posledica dužeg trajanja tretmana (72 h u poređenju sa 24 h u prethodno 

navedenoj studiji), s obzirom da produženo izlaganje leku može omogućiti snažniji kumulativni 

efekat, posebno u slučaju lekova koji deluju na DNK, kao što je cisplatin (Evans i sar., 2019). Tretman 

lekovima u koncentracijama koje odgovaraju IC30 vrednosti nije uticao na ekspresiju MDR1, ABCC1 

i ABCG2 gena u 2D kulturama, osim u slučaju vinorelbina, koji je doveo do povećane ekspresije 

ABCG2. U studiji Dinić i sar. (2023) takođe su zabeležene promene u ekspresiji ABC transportera 

nakon tretmana navedenim lekovima, pri čemu je u njihovom radu analiziran proteinski nivo 

ekspresije, dok je u ovom istraživanju ispitivana ekspresija na nivou mRNK. Pored toga, u navedenoj 

studiji primenjen je širi opseg koncentracija (cisplatin 5−15 µM, etopozid 10−30 µM, vinorelbin 

100−1000 nM), dok je u ovom radu analiziran efekat jedne koncentracije koja odgovara IC30 

vrednosti. 

Poseban deo ove doktorske disertacije posvećen je primeni hemijsko-inženjerskih principa i 

evaluaciji uticaja prenosa mase na rezultate ispitivanja antitumorskih lekova u razvijenom 3D 

modelu. Naime, odgovor ćelija na antitumorske lekove u 3D modelima može značajno zavisiti od 

brzine transporta leka kroz tumorsko mikrookruženje. Ključna razlika između 3D modela zasnovanih 

na sferoidima i onih koji koriste hidrogelove ili porozne nosače sa pojedinačnim ćelijama ogleda se 

u penetraciji leka, jer sferoidi obično imaju znatno manju propustljivost (Lin i sar., 2022). Ispitivanje 

potrošnje doksorubicina u sferoidima nesitnoćelijskog karcinoma pluća (veličine 100–300 µm) 

pokazalo je da je samo mali deo dostupnog leka (~10,5 %) prisutan unutar sferoida (Godugu i sar., 

2013). Sa druge strane, nosači takođe mogu ograničiti difuziju lekova zbog svoje veličine ili strukture, 

što može uticati na pouzdanost dobijenih rezultata (Komez i sar., 2020). Zbog toga je važno ispitati 

efikasnost transporta lekova u 3D modelima, što se može ostvariti različitim metodama, uključujući 

fluorescentne testove difuzije i permeabilnosti lekova (Monteiro i sar., 2021; Lin i sar., 2022). U ovom 

radu korišćeno je matematičko modelovanje prenosa mase kroz alginatna mikrovlakna, a kao 

reprezentativan primer modelovan je prenos doksorubicina kroz Ca‑alginatna i HAP/Ca‑alginatna 

mikrovlakna. Matematičko modelovanje difuzije doksorubicina ukazalo je na efikasan prenos leka u 

oba 3D modela, potvrđujući uniformnu dostupnost leka svim ćelijama, koje su u trenutku tretmana i 

dalje prisutne kao pojedinačne ćelije. Stoga se bilo kakve razlike u osetljivosti ćelija na lekove između 

2D i 3D kultura sa sigurnošću mogu pripisati isključivo biološkim faktorima, a ne ograničenjima u 

transportu leka kroz hidrogel. 

IC50 vrednost u 3D kulturi NCI‑H460 ćelija u ovom radu nakon tretmana cisplatinom u toku 72 h je 

bila između 25 i 50 µM u oba slučaja, odnosno kada je tretman sproveden 24 h i 96 h nakon 

imobilizacije. Stoga, ćelije u 3D modelu su bile približno 25−50 puta rezistentnije u odnosu na ćelije 

u 2D kulturi. Sličan odnos vrednosti IC50 u 3D i 2D kulturi NCI‑H460 ćelija dobijen je u nosaču 

AlgiMatrixTM pri tri uzastopna tretmana ćelija cisplatinom u trajanju od 24 h (Godugu i sar., 2013). 

U ovoj doktorskoj disertaciji tretman cisplatinom doveo je povećane ekspresije MDR1 i ABCG2 gena, 

a slično je uočeno i u literaturi, u 3D modelu zdravog plućnog tkiva nakon tretmana cispatinom (Vesel 

i sar. 2017).  

U 3D kulturama NCI‑H460 ćelija etopozid je smanjio relativnu vijabilnost na ~58 % pri koncentraciji 

od 5 µM, dok dalje povećanje koncentracije nije izazvalo statistički značajnu promenu, već je uočen 

plato u opsegu 5−500 µM. S obzirom da nije uočena povećana ekspresija MDR1, ABCC1 i ABCG2 
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gena, rezistencija u 3D kulturi verovatno nije rezultat pojačanog efluksa leka, već se nastanak platoa 

može objasniti time da lek već postiže maksimalni efekat na osetljive ćelije, odnosno ćelije koje 

proliferišu, pri nižoj koncentraciji. Dalje povećanje doze ne može dodatno da smanji vijabilnost jer 

deo ćelija koji se ne deli ostaje neosetljiv. IC50 vrednost za etopozid u 3D kulturi nije dostignuta, što 

ukazuje na izraženiju rezistenciju u poređenju sa 2D kulturom. Slično je zabeleženo i u literaturi, gde 

je vrednost IC50 za ćelijsku liniju karcinoma pluća A549, koja se ćesto koristi kao model 

nesitnoćelijskog karcinoma pluća, nakon tertmana etopozidom  bila ~23 puta veća u 3D nego u 2D 

kulturi (Keeratichamroen i sar., 2023). 

Kada su NCI‑H460 ćelije u 3D kulturi tretirane vinorelbinom, vrednost IC50 nije dostignuta u opsegu 

primenjenih koncentracija (1−1000 nM), a ekspresija ABCC1 gena je nakon tretmana bila povećana. 

Ovi rezultati takođe su ukazali na veću rezistenciju 3D kultura u odnosu na 2D kulture, što je donekle 

u suprotnosti sa studijom u literaturi, gde se citotoksičnost vinorelbina u 3D višećelijskim sferoidima 

nesitnoćelijskog karcinoma pluća nije značajno razlikovala u odnosu na 2D kulturu (Gamerith i sar., 

2015). Ova razlika se može objasniti razlikama u 3D modelima, s obzirom na to da su u ovoj 

doktorskoj disertaciji ćelije bile imobilisane kao pojedinačne ćelije unutar alginatnog hidrogela, dok 

su u navedenoj studiji korišćeni već formirani višećelijski sferoidi, što može dovesti do različitog 

odgovora ćelija na tretman. 

2D i 3D kulture K7M2‑wt ćelija tretirane doksorubicinom pokazale su različitu osetljivost na lek. U 

3D kulturama, vrednosti IC50 za Ca‑alginatna i HAP/Ca‑alginatna mikrovlakna bile su statistički 

slične, između 2 i 3 µg cm⁻3, što je 4−6 puta veće nego vrednosti određene u 2D kulturi. Slično, veća 

rezistencija ćelija osteosarkoma (MG-63) u 3D hidrogelu na bazi želatina u odnosu na 2D kulturu 

zabeležena je i u literaturi, pri čemu je u toj studiji dodatak HAP u 3D model dodatno povećao 

rezistenciju na doksorubicin (González Díaz i sar., 2022). Mogući razlog ove razlike uticaja HAP na 

rezistenciju ćelija može biti kako njegova koncentracija, tako i tip ćelija, što ukazuje da bi druga 

koncentracija HAP u modelu razvijenom u ovoj disertaciji mogla da dovede do drugačijeg efekta. 

Sumirajući rezultate ispitivanja antitumorskih lekova, može se zaključiti da su ćelije gajene u 3D 

modelu bile znatno rezistentnije u odnosu na one gajene u 2D kulturama, što je u skladu sa smanjenom 

osetljivošću na hemioterapiju kod pacijenata i ukazuje na potencijal primene razvijenog 3D modela 

za evaluaciju efikasnosti antitumorskih lekova. 
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6. ZAKLJUČAK 

U okviru ove doktorske disertacije uspešno je razvijen i validiran jednostavan biomimični 3D model 

zasnovan na alginatnim mikrovlaknima sa imobilisanim ćelijama za primenu u istraživanju malignih 

tumora i pretkliničkom ispitivanju antitumorskih lekova. Model je omogućio gajenje različitih tipova 

malignih ćelija uz minimalne modifikacije, pa se tako za gajenje ćelija osteosarkoma u alginatni 

hidrogel mogu inkorporirati čestice hidroksiapatita (HAP), dok se za gajenje ćelija koje zahtevaju 

RPMI medijum mogu koristiti Ba‑alginatna umesto Ca‑alginatnih mikrovlakana radi veće stabilnosti 

hidrogela. Razvijeni model koristi komercijalno dostupne materijale (alginat i HAP čestice) i zasniva 

se na jednostavnoj metodi, čime se obezbeđuje efikasan proces proizvodnje dostupan većini 

laboratorija bez potrebe za specijalizovanom tehničkom ekspertizom. Jednostavnost i isplativost ovog 

pristupa, u poređenju sa naprednim nosačima i tehnikama bioštampanja, čine ga pogodnim za 

sprovođenje analiza većeg kapaciteta koje su od ključnog značaja za istraživanja malignih tumora i 

razvoj antitumorskih lekova. 

U prvom delu disertacije definisani su sastavi suspenzije i optimalni parametri za dobijanje alginatnih 

mikrovlakana sa imobilisanim ćelijama, kao i optimalni uslovi gajenja imobilisanih ćelija. Na osnovu 

rezultata mogu se izvesti sledeći zaključci. 

− Ručnim istiskivanjem suspenzija različitih malignih ćelija u rastvoru Na-alginata u rastvor za 

geliranje sa Ca2+ i Ba2+ jonima (180 mM Ca2+ i 45−180 mM Ba2+) mogu se dobiti mikrovlakna 

prečnika  približno 400−750 µm. 

− Umerena brzina istiskivanja rastvora sa izračunatim vrednostima smicajnog napona u opsegu 

7,8−10 kPa nema negativne efekte na vijabilnost ćelija, dok brzo istiskivanje rastvora sa 

izračunatim vrednostima smicajnog napona u opsegu 23−24 kPa ima izražen negativan efekat 

na vijabilnost ćelija, što navodi na zaključak da postoji granična vrednost smicajnog napona 

iznad koje dolazi do značajnog oštećenja ćelija. 

− Kao optimalni parametri za dobijanje Ca‑alginatnih mikrovlakana sa imobilisanim ćelijama 

(ćelijske linije humanog osteosarkoma HOS i U2OS i glioma pacova C6) određeni su: 

2,8 mas. % rastvor Na-alginata, koncentracija ćelija od 4×106 ćel cm⁻3, rastvor za geliranje sa 

180 mM Ca2+, veličina igle od 25 G i vreme geliranja od 15 min. Za dobijanje 

HAP/Ca‑alginatnih i Ca‑alginatnih mikrovlakana sa imobilisanim ćelijama mišjeg 

osteosarkoma K7M2‑wt korišćen je 2 mas. % rastvor Na-alginata sa ili bez 2 mas. % HAP, 

dok su ostali parametri bili isti. 

− Kao optimalni parametri za dobijanje Ba‑alginatnih mikrovakana sa imobilisanim ćelijama 

humanog nesitnoćelijskog karcinoma pluća NCI‑H460 određeni su: 2 mas. % rastvor 

Na‑alginata, koncentracija ćelija od 4×106 ćel cm⁻3, rastvor za geliranje sa 45 mM Ba2+, 

veličina igle od 25 G, vreme geliranja od 1 min i umerena brzina istiskivanja. 

− Uticaj protoka medijuma u protočnom bioreaktoru na ćelije imobilisane u alginatnim 

mikrovlaknima zavisi od tipa ćelija i uslova gajenja, pri čemu može dovesti do povećanja, 

smanjenja ili odsustva promena u proliferaciji ćelija u poređenju sa statičnim kulturama. Pri 

tome je pokazano da deo fluida prolazi kroz hidrogel intersticijalnom brzinom od ~10 nm s⁻1, 

što dodatno može da bude razlog za uočene razlike u rezultatima. 

− Matematičkim modelovanjem prenosa mase kroz alginatna mikrovlakna pokazano je da su 

protočni uslovi neophodni za prenos molekula sa malim koeficijentom difuzije reda velične 

~10⁻19 m2 s⁻1. Međutim, eksperimentalna istraživanja su pokazala da za razvijeni 3D model 

nisu neophodni protočni uslovi jer statični uslovi omogućavaju uspešno gajenje ispitivanih 

malignih ćelija (osteosarkoma, glioma i nesitnoćelijskog plućnog karcinoma). 
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U drugom delu disertacije razvijeni 3D model je validiran za kratkotrajno i dugotrajno gajenje 

različitih malignih ćelija u alginatnim mikrovlaknima, na osnovu čega se mogu izvesti sledeći 

zaključci. 

− Ba‑alginatna mikrovlakna podržavaju kratkotrajne kulture NCI‑H460 ćelija (do 7 dana), 

Ca‑alginatna mikrovlakna omogućavaju dugotrajne kulture U2OS, HOS i K7M2‑wt ćelija, 

kao i HOS sferoida (11–21 dana), a u HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima se mogu uspešno 

gajiti K7M2‑wt ćelije do 21 dana. 

− Ćelije gajene u alginatnim mikrovlaknima ostaju žive i metabolički aktivne, zadržavaju 

morfološke karakteristike tipične za maligne ćelije, nastavljaju da proliferišu i formiraju 

agregate. 

− Prvi agregati u kulturi K7M2‑wt ćelija u Ca‑alginatnim i HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima 

uočljivi su već 4. dana gajenja, a do 21. dana mogu dostići prečnik od 210 µm, pri čemu se 

ćelije na periferiji velikih agregata aktivno dele, dok neke ćelije u centru umiru, ukazujući na 

mogućnost razvoja nekrotičnog jezgra. 

− Prisustvo izduženih agregata tokom celokupnog vremena gajenja ukazuje da alginatna 

mikrovlakna omogućavaju remodelovanje agregata prema dostupnom prostoru, što može 

ukazati na očuvanje invazivnosti gajenih malignih ćelija. 

− Ca‑alginatna i HAP/Ca‑alginatna mikrovlakna podržavaju formiranje agregata K7M2‑wt 

ćelija u produženoj kulturi do 21 dana uz sintezu retikulinskih vlakana koja formiraju dobro 

definisanu mrežu, što ukazuje na progresiju tumora i podržavanje metastatskog potencijala 

ćelija. 

− Trend povećane ekspresije SOX9 u 3D kulturama K7M2‑wt ćelija u poređenju sa 2D ukazuje 

na to da 3D uslovi gajenja bolje reprodukuju molekularne karakteristike povezane sa  

progresijom osteosarkoma. 

− Prisustvo HAP u alginatnim mikrovlaknima ometa izolaciju RNK, te je potrebno unapređenje 

metode kako bi se poboljšao kvalitet i prinos RNK za dalju analizu. 

U trećoj fazi disertacije ispitana je mogućnost primene razvijenog modela za testiranje antitumorskih 

lekova, na osnovu čega se mogu izvesti sledeći zaključci. 

− Dobijene su značajno veće vrednosti IC50 u 3D kulturama u poređenju sa 2D kulturama nakon 

tretmana standardnim antitumorskim lekovima (cisplatin, etopozid, vinorelbin i 

doksorubicin), što ukazuje na izraženiju rezistenciju ćelija gajenih u 3D kulturama. 

− Prekomerna ekspresija ABC transportera (MDR1, ABCC1 i ABCG2) nakon tretmana 

cisplatinom i vinorelbinom ukazuje na razvoj multirezistencije u 3D kulturi NCI‑H460 ćelija, 

dok nepromenjena ekspresija ovih gena nakon tretmana etopozidom ukazije na neki drugi 

mehanizam rezistencije. 

− 3D model za gajenje malignih ćelija na bazi alginatnih mikrovlakana omogućava efikasnu i 

uniformnu dostavu leka do svih ćelija unutar hidrogela, što je potvrđeno matematičkim 

modelovanjem prenosa doksorubicina u Ca‑alginatnim i HAP/Ca‑alginatnim mikrovlaknima 

sa pojedinačnim K7M2‑wt ćelijama. Stoga se razlike u osetljivosti ćelija na lekove između 

2D i 3D kultura mogu pripisati isključivo biološkim faktorima, a ne ograničenjima u 

transportu leka kroz hidrogel. 

Ova doktorska disertacija ima naučni doprinos u vidu razvoja biomimičnog 3D modela za koji je 

pokazano da se može koristiti za gajenje različitih tipova malignih ćelija, omogućavajući nova 

saznanja o formiranju višećelijskih agregata malignih ćelija, sintezi vanćelijskog matriksa i razvoju 

rezistencije na lekove. Takođe, disertacija ima i praktični doprinos, jer razvijeni 3D model može 

poslužiti kao alat za pouzdanu i relevantnu evaluaciju antitumorskih lekova u pretkliničkim 

ispitivanjima, budući da bolje imitira in vivo odgovor ćelija na lekove u poređenju sa 2D modelom, 

čime može doprineti smanjenju obima eksperimenata na životinjama. 
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