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1. UVOD

Prerezi pluca (engl. precision cut lung slices) jesu model ex vivo kojeg karakterizira
prisutnost viSe tipova stanica organiziranih u trodimenzionalne strukture u izvanstani¢nom
matriksu s originalnim mikrookolis§em. U prerezima plu¢a oCuvane su interakcije izmedu
razlicitih tipova stanica, kao 1 interakcije izmedu stanica i izvanstanicnog matriksa (Kolanko i
sur., 2024; Koziol-White 1 sur., 2024; Lam i sur., 2023). Prerezi se pripremaju rezanjem svjezeg
tkiva na mikrotomu $to omogucuje uniformnu veli¢inu, a nakon pripreme mogu se uzgajati u
uvjetima ex vivo. S obzirom na to da se mogu pripremati iz ljudskog ili zivotinjskog tkiva, kako
iz zdravih tako 1 bolesnih plu¢a, imaju Siroku primjenu, a najcesc¢e se koriste u toksikoloskim
istrazivanjima, za proucavanje razlicitih pluénih bolesti te za farmakoloska testiranja (Koziol-
White i sur.,, 2024). Prerezi pluéa zadrzavaju karakteristike sustava in vivo iz kojeg su
pripremljeni te su stoga zanimljiv sustav za istrazivanje patofiziologije kompleksnih bolesti za
koje postoji malo drugih adekvatnih modela, kao §to je primjerice idiopatska pluéna fibroza

(IPF, engl. idiopathic pulmonary fibrosis).

IPF je kroni¢na i1 progresivna bolest koju karakterizira prekomjerno nakupljanje
sastavnica izvanstani¢nog matriksa u intersticiju pluca, Sto naposlijetku dovodi do gubitka
funkcije 1 otkazivanja plu¢a (Kolanko 1 sur., 2024). Smrtnost pacijenata s IPF-om je veoma
visoka, u prosjeku 2 do 5 godina nakon dijagnoze (Muri 1 sur., 2024; Raghu i sur., 2014), uz
trenutno odobrena samo tri lijeka — nintedanib, pirfenidon te nedavno odobreni nerandomilast.
Nazalost, navedeni lijekovi samo usporavaju progresiju bolesti, a kod pacijenata s
uznapredovanim stadijem transplantacija pluca je 1 dalje jedino rjeSenje. Trenutno postoji velika
potreba za razvojem novih lijekova za IPF, §to je uvelike otezano zbog nepotpuno razjasnjenog
uzroka 1 kompleksne patofiziologije, kao 1 manjka adekvatnih modela bolesti (Bargagli i sur.,

2019).

Premda je sam uzrok bolesti nepoznat, smatra se da je u IPF-u patoloski promijenjen
proces popravka oStecenja tkiva. Popravak oStec¢enja tkiva je kompleksan proces s vise faza
koje se medusobno preklapaju. Zapocinje fazom upalnog odgovora na nastalo ostec¢enje tkiva,
nakon ¢ega slijedi remodeliranje tkiva i proizvodnja novog izvanstani¢nog matriksa kako bi se
zatvorilo mjesto oStecenja, proliferacija i diferencijacija stanica koje dovode do reepitelizacije,
te finalno zavrSetka procesa popravka osStec¢enja tkiva (Betensley i sur., 2016). U fizioloskim
uvjetima je ovo strogo reguliran proces, dok u IPF-u dolazi do stalno ponavljajuéeg ciklusa

oSte¢enja alveolarnog epitela 1 pokuSaja popravka, bez rezolucije, Sto rezultira pojacanom



proizvodnjom i nakupljanjem sastavnica izvanstani¢nog matriksa u plu¢ima. Normalno tkivo
postaje jako kruto, zamjenjuju ga oziljci te stoga ima narusenu funkciju, §to naposljetku dovodi
do potpunog gubitka funkcije pluc¢a. Brojni su signalni putevi poremeceni u [IPF-u, ukljucujuci
signalni put transformirajuc¢eg faktora rasta (engl. transforming growth factor, TGF) p. TGFf
je jedan od kljucnih profibroznih ¢imbenika koji je ukljuen u niz procesa tijekom popravka
ostecenja, potiCe proliferaciju i diferencijaciju fibroblasta u miofibroblaste — glavni tip stanica
odgovoran za prekomjernu proizvodnju sastavnica izvanstani¢nog matriksa (Derynck i Zhang,
2003; Fernandez i Eickelberg, 2012). Inhibicija signalnog puta TGFP uspjeSno smanjuje
fibrozne promjene u modelima bolesti kao 1 u klini¢kim studijama, $to naglasava njegovu ulogu

kljuénog ¢imbenika u fibrozi (Peng i sur., 2022; Shi i sur., 2022).

U istrazivanju pluéne fibroze koriste se modeli in vitro razli¢itih kompleksnosti, od
najjednostavnijih 2D stani¢nih kultura, ko-kultura viSe tipova stanica do kompleksnijih 3D
modela, a za stimulaciju fibroznih procesa najcescée se koristi TGFB. Model prereza pluca ex
vivo ima karakteristike koje donose prednosti za istrazivanje pluéne fibroze u odnosu na
jednostavnije modele stani¢nih kultura, kao $to su prisutnost razlicitih tipova stanica i
izvanstanicnog matriksa. Model prereza pluéa se stoga pocCeo Kkoristiti za istraZivanje
mehanizama pluéne fibroze, kao i za testiranje novih potencijalnih terapeutika. Prerezi se mogu
pripremati iz tkiva pacijenata s [IPF-om $to ima veliku vrijednost (Decaris 1 sur., 2021; Mercer
i sur., 2016), medutim treba uzeti u obzir da se uglavnom radi o tkivu pacijenata u posljednjem
stadiju bolesti kad je fibroza ve¢ jako uznapredovala, $to potencijalno moZe dovesti do
podcjenjivanja ucinkovitosti pri testiranju novih lijekova. Osim toga, ograni¢ena dostupnost
plu¢a pacijenata s IPF-om limitira koriStenje ovog modela. Iz tih razloga, istraZzuje se
mogucénost stimulacije fibroznih promjena tretmanima ex vivo, primjerice s TGF ili

kombinacijom viSe profibroznih ¢imbenika (Alsafadi i sur., 2017; Lehmann i sur., 2018).

Od zivotinjskih modela plu¢ne fibroze in vivo, naj¢esce se koristi misji model u kojem
su zivotinje tretirane bleomicinom. Bleomicin uzrokuje ostecenja u plu¢ima, Sto posljedicno
dovodi do aktivacije upalnog odgovora, a zatim fibroznog remodeliranja koje ima brojne
karakteristike IPF-a. Kod intratrahealne primjene bleomicina misevima u jednoj dozi, plu¢na
fibroza se uspostavlja u periodu izmedu 14. 1 28. dana. Dolazi do apoptoze alveolarnih epitelnih
stanica, aktivacije miofibroblasta, prekomjerne proizvodnje i nakupljanja kolagena i drugih
sastavnica izvanstanicnog matriksa, formiranja fibroznih zarista (engl. fibrotic foci) te drugih

promjena karakteristicnih za IPF. Plu¢na fibroza izazvana bleomicinom stoga je trenutno



najrelevantniji model in vivo u pretklinickim ispitivanjima za testiranje ucinkovitosti novih

potencijalnih lijekova (Della Latta 1 sur., 2015; Jenkins i sur., 2017).

1.1 Ciljevi istrazivanja
Glavni cilj ovog istrazivanja bio je uspostava misjeg i ljudskog modela za pluénu fibrozu

ex vivo te usporedba fibroznih promjena, Sto omogucuje translaciju izmedu vrsta i rezultata iz

pretklinickih u klinic¢ka istrazivanja.

Opisani su prerezi pluca ex vivo pripremljeni iz misjeg modela pluéne fibroze izazvane
bleomicinom in vivo, kao trenutno najrelevantnijeg postojeceg misjeg modela in vivo. Zatim su
se prerezi zdravih misjih pluéa stimulirali ex vivo jednim od klju¢nih profibroznih ¢imbenika,
TGEFP, $to se koristilo za usporedbu s prerezima iz miseva s fibrozom izazvanom bleomicinom
te s prerezima ljudskih plu¢a. Prerezi ljudskih pluca takoder su stimulirani s TGFf ex vivo kako

bi se uspostavio model pluéne fibroze izravno na ljudskom tkivu.

Specifi¢ni ciljevi istrazivanja su bili:

a) Odrediti vijabilnost prereza mi§jih 1 ljudskih pluca tijekom viSe dana inkubacije ex vivo
pracenjem razli¢itih parametara kako bi se odredilo vrijeme inkubacije unutar kojeg je
moguce provoditi istraZivanje

b) Opisati fibrozne procese u prerezima pluca pripremljenim iz misjeg modela pluéne fibroze
1zazvane bleomicinom in vivo te ispitati njihovu prisutnost kroz razlicito vrijeme inkubacije
prereza ex vivo

c) Testirati mogu li se intervencijom spojevima s poznatim antifibroznim djelovanjem
smanjiti opisani fibrozni procesi u prerezima miseva s fibrozom izazvanom bleomicinom,
a kako bi se ispitala primjena prereza u pretklinickim ispitivanjima novih lijekova

d) Odrediti uvjete potrebne za stimulaciju fibroznih procesa cimbenikom TGFf ex vivo te
usporediti aktivirane fibrozne procese u prerezima misjih i ljudskih pluc¢a

e) Testirati utjecaj spojeva s poznatim antifibroznim djelovanjem u prerezima misjih i

ljudskih pluca stimuliranim s TGFp koriste¢i prethodno uspostavljene uvjete



1.2 Hipoteze istrazivanja

S obzirom na to da su prerezi pluca sustav ex vivo koji se sastoji od razlicitih tipova
stanica 1 izvanstani¢nog matriksa te zadrzavaju neke od karakteristika sustava in vivo iz kojeg
su pripremljeni, pretpostavka je da se mogu koristiti za istrazivanje kompleksne bolesti kao §to
je pluéna fibroza. Pretpostavlja se stoga da se prerezi misjih i ljudskih plu¢a mogu inkubirati ex
vivo tijekom viSe dana pri ¢emu ostaju vijabilni 1 metabolicki aktivni, da prerezi pluca
pripremljeni iz misjeg modela pluéne fibroze izazvane bleomicinom in vivo zadrzavaju
ekspresiju biljega fibroze tijekom inkubacije ex vivo, da je stimulacijom prereza misjih i
ljudskih plu¢a s TGFB moguce aktivirati fibrozne procese koji su usporedivi s onima u
prerezima iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom te da se sva tri uspostavljena modela

prereza pluc¢a mogu koristiti za ispitivanje antifibroznog ucinka spojeva.

1.3 Primijenjene metode za ispitivanje ciljeva istrazivanja

Kako bi se postigli specificni ciljevi ovog istrazivanja, pripremljeni su prerezi pluca
koriste¢i tri razliita nacina izazivanja fibroze — u miSevima je izazvana pluéna fibroza
bleomicinom in vivo, a 14 dana nakon su se pluc¢a koristila za pripremu prereza i inkubaciju ex
vivo; prerezi pluca pripremljeni iz netretiranih (zdravih) miSeva te stimulirani s TGFp ex vivo;
prerezi ljudskih pluc¢a pripremljeni su iz tkiva pacijenata koji nemaju dijagnosticiranu pluénu
fibrozu te su stimulirani s TGFf ex vivo. Metode za procjenu vijabilnosti prereza pluca tijekom
inkubacije ex vivo ukljucile su histoloSku karakterizaciju bojanjem prereza pomoc¢u Crossman
trikrom il hematoksilin-eozin, mjerenje metabolicke aktivnosti pomocu redukcije Alamar Blue
te mjerenje propusnosti stanicnih membrana odredivanjem aktivnosti enzima LDH u
inkubacijskom mediju prereza. Dodatno, u prerezima ljudskih pluca, Zive 1 mrtve stanice su
obiljezene fluorescencijskim bojama kalcein-AM 1 etidij homodimer te vizualizirane
konfokalnim mikroskopom. Za pracenje fibroznih procesa u prerezima mi§jih 1 ljudskih pluca
mjerili su se biljezi fibroze, prvenstveno analizom ekspresije gena kolagena lal (COLIAI),
fibronektina 1 (FNI), matriksne metaloproteinaze 12 (MMPI12), inhibitora matriksnih
metaloproteinaza 1 (TIMPI), o aktina glatkih miSi¢a (ACTA2) i inhibitora plazminogenskog
aktivatora 1 (P4/1) metodom reverzne transkripcije 1 lanc¢ane reakcije polimerazom u stvarnom
vremenu (engl. reverse transcription quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR,).
Metodom ELISA izmjerene su koncentracije pro-kolagena 1al, fibronektina, MMP12 i TIMP1
samo u odabranim uvjetima mi§jih 1 ljudskih prereza pluéa. Dodatno su metodom
imunofluorescencije u prerezima plu¢a iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom

obiljezeni kolagen 1 i fibronektin te vizualizirani konfokalnim mikroskopom.



2. PREGLED LITERATURE

2.1 Idiopatska pluéna fibroza

Idiopatska plu¢na fibroza (engl. idiopathic pulmonary fibrosis, IPF) je kroni¢na i
progresivna pluéna bolest koja zahvaca podrucje pluénog intersticija. Intersticij pluéa podlijeze
fibroznim promjenama koje rezultiraju smanjenom izmjenom kisika u alveolama, progresivno
smanjujuci kapacitet pluca, Sto naposlijetku dovodi do zatajenja pluca i smrti (Kolanko 1 sur.,
2024; Raghu i sur., 2014; Richeldi 1 sur., 2017). Prosjecno vrijeme od trenutka dijagnoze do
zatajenja pluca je izmedu 2 i 5 godina (Muri i sur., 2024; Raghu i sur., 2014). Incidencija novih
slucajeva IPF-a je otprilike 6 na 100 000 ljudi na globalnoj razini, radi ¢ega se svrstava u

kategoriju rijetkih bolesti (Golchin i sur., 2025).

2.1.1. Proces popravka oStecenja

Toc¢an uzrok nastanka IPF-a nije poznat, no smatra se da se radi o patoloski
promijenjenom procesu popravka oStecenja u plu¢ima. Popravak ostecenja tkiva u normalnim
je uvjetima veoma slozen 1 dobro reguliran proces. Nekoliko je faza popravka oStecenja tkiva
koje se medusobno preklapaju, a ukljuuju pocetni upalni odgovor, proizvodnju novog
izvanstani¢nog matriksa i remodeliranje tkiva te na kraju reepitelizaciju i rezoluciju (Betensley
i sur., 2016). IPF karakterizira prekomjerno nakupljanje sastavnica izvanstani¢nog matriksa u
intersticiju pluca te nastajanje oziljaka u tkivu jer ne dolazi do rezolucije procesa popravka

oStecenja tkiva (Betensley 1 sur., 2016; Martinez 1 sur., 2017).

U normalnom procesu popravka ostecenja tkiva, pocetno ostecenje u plu¢ima uglavnom
je uzrokovano razli¢itim alergijskim reakcijama, okoliSnim iritansima, infekcijama ili pak
mehani¢kim oSte¢enjima. Neovisno o uzroku, potrebno je obnoviti naruSenu epitelnu ili
endotelnu barijeru. U pocetnoj fazi, oSteCene stanice otpuStaju proupalne citokine i kemokine
te faktore rasta, a paralelno dolazi do stvaranja ugruska na mjestu oSte¢enja i inhibicije
fibrinolizne aktivnosti (Wilson 1 Wynn, 2009). Dolazi takoder, do aktivacije matriksnih
metaloproteinaza (engl. matrix metalloproteinase, MMP) 2 1 9 koje omogucuju razgradnju
bazalne membrane i1 izvanstanicnog matriksa, kako bi se omogucio pristup imunosnim
stanicama do i od mjesta ostecenja (Corbel i sur., 2002). Istovremeno, vazodilatacija i povecanje
propusnosti krvnih zila omogucuju uslijed kemotaksije ekstravazaciju neutrofila, makrofaga,
eozinofila te limfocita na mjesto oSteCenja gdje fagocitiraju stani¢ne ostatke, otpustaju

proupalne citokine i kemokine te aktiviraju fibroblaste (Wilson i Wynn, 2009). Citokini IL-4 i
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IL-13 zasluzni su za diferencijaciju makrofaga u tip 2, koji imaju bitnu ulogu u daljnjem
remodeliranju i popravku oste¢enog tkiva. Magrofagi M2 fagocitiraju degranulirane neutrofile,
a proizvode i profibrozne ¢imbenike kao §to su transformirajuéi faktor rasta (engl. transforming
growth factor, TGF) B i trombocitni faktor rasta (engl. platelet derived growth factor, PDGF) te
prolin, bitan za proizvodnju kolagena (Song i sur., 2000). IL-13 se smatra profibroznim
citokinom jer osim diferencijacije makrofaga M2, poti¢e diferencijaciju fibroblasta u
miofibroblaste, proizvodnju kolagena te otpuStanje TGFP iz latentnog kompleksa u

izvanstanicnom matriksu (Lee 1 sur., 2001; Ingram 1 sur., 2004).

Miofibroblasti su glavne stanice zaduzene za sintezu sastavnica izvanstani¢nog matriksa
kako bi se popunilo nastalo ostecenje. Aktiviraju se i proliferiraju pod utjecajem citokina,
faktora rasta i ostalih profibroznih ¢imbenika, kao §to su TGFp, faktor rasta vezivnog tkiva
(engl. connective tissue growth factor, CTGF) 1 Sonic Hedgehog (Shh). Miofibroblasti
proizvode kolagene tipa 1 i 3, fibronektin, hijaluronsku kiselinu, proteoglikane, elastin, PDGF
te su iznimno invazivni tip stanica. Karakterizira ih ekspresija a-aktina glatkih misic¢a (engl. a
smooth muscle actin, aSSMA), §to im omogucuje kontrakciju i zatvaranje rane (Confalonieri i
sur., 2022; C. F. Hung, 2020). Postoje razli¢ite teorije o podrijetlu miofibroblasta u plu¢ima.
Najsire prihvaceno misljenje je da su lokalne mezenhimske stanice, kao Sto su fibroblasti,
kljucan izvor miofibroblasta. Pod utjecajem profibroznih ¢imbenika od kojih je TGFp jedan od
najbitnijih, mezenhimske stanice mogu diferencirati u miofibroblaste (Hung 1 sur., 2013; Rock
isur., 2011; Zepp i sur., 2017). Fibrociti su pak cirkulirajuée progenitorne mezenhimske stanice
koje nastaju u koStanoj srzi, a kemotaksijom dolaze na mjesto oStecenja (Moore 1 sur., 2006;
Phillips 1 sur., 2004). Neke studije pokazuju da fibrociti mogu diferencirati u miofibroblaste
koji eksprimiraju aSMA, takoder pod utjecajem TGFf (Abe i sur., 2001; Hong i sur., 2007).
Osim toga, fibrociti otpuStaju razliCite c¢imbenike i1 egzosome koji mogu aktivirati
diferencijaciju lokalnih fibroblasta u miofibroblaste (Chen i sur., 2018; Wang 1 sur., 2007). Jo§
jedan potencijalni izvor miofibroblasta u plu¢ima su epitelne stanice koje procesom epitelno
mezenhimske tranzicije (engl. epithelial-mesenchymal transition, EMT) gube epitelne biljege
kao $to je E-kadherin, prestaju biti adeherentne i po¢inju eksprimirati mezenhimske biljege kao
Sto su N-kadherin, fibroblastni specifi¢ni protein 1 (engl. fibroblast specific protein 1, FSP1),
aSMA, kolagen tipa 1, vimentin 1 fibronektin. Aktivacija EMT jest klju¢na tijekom normalnih
procesa embriogeneze i popravka oStecenja, a dogada se i u patoloskim stanjima kao S$to je

metastaziranje tumora (Kalluri i Weinberg, 2009; Rout-Pitt i sur., 2018; Stone 1 sur., 2016).



Paralelno s aktivacijom miofibroblasta i odlaganjem sastavnica izvanstani¢nog
matriksa, u normalnim uvjetima popravka oSteéenja odvija se reepitelizacija na mjestu
ostecenja. Ovaj je korak kljucan za rezoluciju popravka oste¢enja. U alveolama, epitelne stanice
tipa II (engl. alveolar epithelial cells type 11, ATII), inaCe zaduzene za proizvodnju surfaktanta
koji oblaze alveole i smanjuje povrSinsku napetost, djeluju takoder i kao progenitorne stanice
(Barkauskas 1 sur., 2013; Crosby i Waters, 2010; Lucchini i sur., 2021). ATII stanice pod
utjecajem razlicitih faktora rasta proliferiraju i transdiferenciraju u alveolarne epitelne stanice
tipa I (ATI), tanke i1 izduzene stanice zaduZene za izmjenu kisika (Olajuyin i sur., 2019). U
normalnim uvjetima, nakon $to je uspostavljena epitelna barijera popravak ostecenja ulazi u
rezoluciju, Sto ukljucuje aktivaciju apoptoze u miofibroblastima, uklanjanje preostalih
imunosnih stanica od strane makrofaga M2 te zaustavljanje upalnih procesa (Wilson i Wynn,

2009).

Danas se smatra da je naruSena uloga alveolarnih epitelnih stanica glavni uzrok §to
proces popravka oste¢enja u bolesnika s IPF ne ulazi u rezoluciju, zajedno s poremecenom
komunikacijom izmedu alveolarnih epitelnih stanica i fibroblasta (Chambers i Mercer, 2015;
Confalonieri 1 sur., 2022). U alveolarnim epitelnim stanicama, prekomjerno aktivirani signalni
putevi TGFB, Wnt 1 Shh mogu potaknuti proces EMT (Zhang 1 sur., 2016). Neke studije
potvrduju koekspresiju epitelnih i mezenhimskih biljega u plu¢ima bolesnika s IPF-om, §to
upucuje na epitelno podrijetlo miofibroblasta u plu¢ima (Kim 1 sur., 2006). Jedna je od glavnih
karakteristika pluca bolesnika s IPF nakupljanje miofibroblasta u fibroznim zariStima (engl.
fibrotic foci) gdje se odvija prekomjerna proizvodnja izvanstani¢nog matriksa (King 1 sur.,
2001). U fibroznim zariStima lokalizirani su takoder 1 fibrociti (Andersson-Sjoland 1 sur., 2008),

a njihove koncentracije u cirkulaciji koreliraju s progresijom IPF-a (Moeller i sur., 2009).

Kod bolesnika s IPF-om ¢esto su poviSeni i interleukini IL-1a, IL-1, IL-8, 1L-4, IL-13,
kemokin ligand 2/monocitni kemoatraktant protein 1 (engl. C-C motif chemokine ligand 2/
monocyte chemoattractant protein-1, CCL2/MCP-1), faktor tumorske nekroze o (TNFa, engl.
tumor necrosis factor o), TGFp, PDGF, (Agostini i Gurrieri, 2006; Zhang i sur., 2023) te M2

makrofagi §to upucuje na stalno aktivan proces popravka osStec¢enja (Prasse i sur., 2006).

2.1.2. Signalni putevi i interakcije izmedu epitelnih stanica i fibroblasta

Za uspjesan popravak oStecenja u plu¢ima bitna je koordinacija izmedu razli€itih tipova

stanica — epitelnih stanica, fibroblasta, endotelnih 1 imunosnih stanica. U IPF-u su brojni
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signalni putevi u epitelnim stanicama 1 fibroblastima promijenjeni te dovode do zacaranog

kruga ostecenja i pokusaja popravka bez rezolucije (Sakai i Tager, 2013).

U IPF-u su takoder promijenjeni i morfologija ATII stanica kao i ekspresijski profil
citokeratina. Hiperplazija ATII stanica i skvamozna metaplazija nalaze se u podrucju fibroznih
zariSta, kao 1 povecan broj senescentnih i apoptoznih epitelnih stanica (Korfei i sur., 2008;
Plataki i sur., 2005). Apoptozne epitelne stanice otpustaju ¢imbenike kao Sto su TGFf, Shh i
CTGF koji izravno aktiviraju fibroblaste u miofibroblaste koji eksprimiraju aSMA i kolagen.
Kod bolesnika s IPF-om ekspresija CTGF je poviSena u alveolarnim epitelnim stanicama (Pan
i sur, 2001), a vezanjem na receptore na fibroblastima poti¢e migraciju, proliferaciju,
diferencijaciju, proizvodnju sastavnica izvanstanicnog matriksa i apoptozu (Grotendorst i

Duncan, 2005; Leask i Abraham, 2006).

S druge strane, smatra se da fibroblasti aktivirani u IPF-u mogu inducirati apoptozu
alveolarnih epitelnih stanica i1 time dodatno naruSiti epitelnu barijeru. Pokazano je da
miofibroblasti otpustaju angiotenzin II kao i reaktivne kisikove radikale (engl. reactive oxygen
species, ROS) koji uzrokuju apoptozu alveolarnih epitelnih stanica (Psathakis 1 sur., 2006; R.
Wang i sur., 1999). Osim toga, proizvode 1 TGFf koji moze izazvati apoptozu epitelnih stanica

(Hagimoto i sur., 2002; Morishima i sur., 2001; Solovyan i Keski-Oja, 2006).

Osim kao odgovor na Cimbenike koje proizvode epitelne stanice, fibroblasti kod
bolesnika s IPF-om imaju 1 intrinzicne promjene koje mogu objasniti njihovu pretjeranu
aktivaciju 1 proliferaciju. U normalnim se uvjetima fibroblasti preko integrina Bl veZu na
kolagen 1 u izvanstani¢nom matriksu, Sto aktivira protein PTEN (engl. phosphatase and tensin
homolog protein) koji zatim inhibira signalni put PI3K-Akt 1 zaustavlja stani¢ni ciklus. Na taj
se nacin proliferacija fibroblasta zaustavlja kad se stanica veZe na proteine izvanstani¢nog
matriksa, §to je bitno kod reguliranog popravka oStecenja. Medutim, fibroblasti iz IPF bolesnika
imaju promijenjenu aktivnost integrina 1 i smanjenu ekspresiju proteina PTEN te ne dolazi do

negativne regulacije proliferacije (Selman i sur., 2008; Xia 1 sur., 2008, 2010).

Kod bolesnika s IPF-om ponovno se aktiviraju signalni putevi inace aktivni tijekom
embrionalnog i postnatalnog razvoja, kao $to su Shh, Wnt i TGF. Osim za razvoj pluca, ovi su
signalni putevi bitni 1 za odrZzavanje homeostaze pa se stoga aktiviraju tijekom popravka
oStecenja (Baarsma 1 Konigshoff, 2017; Selman 1 sur., 2008). Medutim, kod bolesnika s IPF-
om regulacija je ovih signalnih puteva poremecena. Kod aktivnog signalnog puta Shh,

alveolarne epitelne stanice proizvode ligand Shh koji parakrino djeluje na receptore PTCH-1



(engl. patched 1) i SMO (engl. smoothened) na fibroblastima S§to nizvodno aktivira
transkripcijske faktore Gli koji reguliraju stanicni ciklus te na taj na¢in omogucuju proliferaciju
fibroblasta (Hu i sur., 2015). Kod bolesnika s IPF-om ekspresija liganda Shh je poviSena u
alveolarnom epitelu (Stewart 1 sur., 2003). Signalni put Wnt regulira obnavljanje alveolarnih
epitelnih stanica tipa II (ATII) te njihovu transdiferencijaciju u ATI stanice. U bolesnika s IPF-
om signalni put Wnt konstitutivno je aktivan, a ekspresija liganda Wnt i receptora Frizzled je
povisena (Konigshoff i sur., 2008). B-katenin je nizvodni efektor signalnog puta Wnt, djeluje
kao transkripcijski ko-faktor 1 veze se s drugim transkripcijskim faktorima, kao $to su Smad-
ovi iz signalnog puta TGFf. To upucuje na povezanost signalnih puteva Wnt i TGFf. Aktivacija
signalnog puta Wnt u alveolarnim epitelnim stanicama moze potaknuti ekspresiju proupalnog
IL-1B te proteina WISP1 (engl. WNTI-inducible-signaling pathway protein 1) koji regulira
funkciju alveolarnih epitelnih stanica (Aumiller i sur., 2013; Konigshoff'i sur., 2008). Aktivacija
signalnog puta Wnt u fibroblastima pak potice ekspresiju sastavnica izvanstani¢nog matriksa 1
biljega miofibroblasta te Stiti stanice od apoptoze uzrokovane oksidacijskim stresom, S$to

sveukupno moze pridonijeti razvoju IPF-a (Vuga i sur., 2012).

2.1.3. Signalni put TGFf

TGFp je pleiotropni faktor, eksprimiran u razliitim stanicama, a posljedice aktivacije
njegovog signalnog puta uvelike ovise o tipu stanice i stanicnom okoliSu. Signalni put TGFj
ima bitnu ulogu u morfogenezi tijekom embrionalnog razvoja te u kasnijem odrzavanju
homeostaze. U IPF-u djeluje kao glavni profibrozni ¢cimbenik 1 potice proliferaciju i aktivaciju
fibroblasta u miofibroblaste, proizvodnju sastavnica izvanstanicnog matriksa 1 epitelno-

mezenhimsku tranziciju (Derynck 1 Zhang, 2003; Fernandez i Eickelberg, 2012).

Postoje tri izoforme TGFB, TGFB1, -B2 1 -B3, koji imaju iste stani¢ne receptore. Signalni
put TGFp aktivira se vezanjem TGFp na receptor TGFp tipa II, koji se zatim fosforilira 1
heterodimerizira s receptorom TGFf tipa I (engl. activin receptor-like kinase 5, ALKS).
Aktivirani receptor TGFp tipa I pokrece signalnu kaskadu preko proteina Smad (kanonski
signalni put). Najprije fosforilira efektorske proteine Smad — Smad2 1 Smad3 koji zatim ulaze
u heterodimerni kompleks s proteinom Smad4 (Fernandez 1 Eickelberg, 2012). Ovi kompleksi
ulaze u stani¢nu jezgru gdje djeluju kao transkripcijski faktori i vezu se na elemente koji vezu
Smad u promotorima niza razlicitih gena, medu kojima su geni za kolagen tipa I, fibronektin,

aSMA 1 CTGF (Castelino 1 Varga, 2010; Sakai i Tager, 2013; Zhou i sur., 2024). Inhibitorni



proteini Smad6 1 Smad7 djeluju kao negativni regulatori signalnog puta TGFp jer sprjecavaju
fosforilaciju proteina Smad2 i Smad3 vezanjem na receptor TGFp tipa I. Osim toga, regrutiraju
ubikvitin ligazu Smurf2 koja djeluje na receptor TGF tipa I kako bi se razgradio (Ebisawa i
sur., 2001; Hayashi i sur., 1997; Kavsak i sur., 2000). Pomo¢u Smad7 odrzava se negativni
mehanizam povratne sprege, s obzirom na to da je ekspresija Smad7 regulirana aktivacijom
signalnog puta TGFP (Zhou i sur., 2024). Osim navedenog kanonskog signalnog puta TGFp,
postoje 1 nekanonski putevi koji se ne provode proteinima Smad. TGFp tako moze aktivirati
signalne puteve preko Erk1/2, PI3K-Akt, JNK, p38-MAPK, §to dodatno pridonosi njegovoj
pleiotropnoj ulozi (Peng 1 sur., 2022).

Sve tri izoforme TGFf prisutne su u tkivima u inaktivnim latentnim kompleksima.
TGFP je nekovalentno vezan s latentnim peptidom (engl. latency associated peptide, LAP) u
mali latentni kompleks (engl. small latent complex, SLC) koji se dalje veze s proteinima koji
vezu TGFp u veliki latentni kompleks (engl. large latent complex, LLC). LLC se otpusta iz
stanica i1 veze za proteine izvanstanicnog matriksa kao Sto su fibronektin i fibrilin. TGFp u
kompleksu LLC nije aktivan, ve¢ ga je potrebno osloboditi proteoliznim kidanjem LAP-a,
primjerice pomocu razli€itih matriksnih metaloproteinaza) ili ne-proteoliznim putem pomocu
integrina koji uzrokuju konformacijske promjene peptida LAP (Annes 1 sur., 2003; Nishimura,
2009). Integrini su heterodimerni transmembranski proteini koji povezuju citoskelet stanice s
izvanstani¢nim matriksom i na taj nac¢in reguliraju procese kao $to su migracija, proliferacija i
diferencijacija stanica (Hynes, 2002). Nekoliko razlicitih integrina moze osloboditi izoforme
TGFP1 1 TGFB3 iz latentnog kompleksa vezanjem motiva RGD (arginin-glicin-aspartat) na
peptidu LAP (Shi i sur., 2011). Medu njima, integrin avp6 kojeg eksprimiraju epitelne stanice
je posebice vazan u aktivaciji latentnog TGFP u pluénoj fibrozi. Ekspresija integrina avp6
poviSena je u alveolarnim epitelnim stanicama pacijenata s IPF-om te korelira s poviSenim
mortalitetom (Saini 1 sur., 2015). Poznato je takoder, da mehanizmom povratne sprege TGFf1
povecava ekspresiju gena za 6 podjedinicu integrina (Tatler 1 sur., 2016). Inhibicijom integrina
avp6 uspjesno se smanjuje fibrozni odgovor u modelima fibroze in vitro i in vivo, §to naglasava
ulogu ovog integrina u pluénoj fibrozi (Decaris i sur., 2021; Horan i sur., 2008; John i sur.,

2020).

Inhibicija signalnog puta TGFp uspjesno zaustavlja fibrozne procese, medutim s,
obzirom na to da TGFp sudjeluje i u regulaciji imunosnog odgovora te odrzavanju homeostaze,
sistemska inhibicija dovodi do kardiotoksi¢nosti, nekontroliranog imunosnog odgovora i

autoimunosti (Peng 1 sur., 2022; Shi 1 sur., 2022).
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2.1.4. Promjene izvanstani¢nog matriksa

Glavna uloga izvanstani¢nog matriksa u intersticiju pluca jest strukturna potpora, no uz
to sudjeluje i u regulaciji stani¢nih procesa kao Sto su proliferacija, migracija, epitelno
mezenhimska tranzicija i apoptoza (Booth i sur., 2012; Chulia-Peris i sur., 2022; Confalonieri i
sur., 2022). Izvanstani¢ni matriks ¢ine pravilno organizirani kolageni, glikoproteini (elastin,
fibrilin, laminin, fibronektin), proteoglikani (dekorin, lumikan, versikan), a u njemu se nalaze i
brojni drugi proteini koji sluze za regulaciju (matriksne metaloproteinaze, lizil oksidaze,
inhibitori matriksnih metaloproteinaza), aneksini, izlu¢eni ¢imbenici kao TGF i kosStani
morfogenezni protein (engl. bone morphogenetic protein, BMP) (Ganzleben 1 Medoff, 2025;
Naba i sur., 2011). U IPF-u dolazi do prekomjerne proizvodnje odredenih sastavnica
izvanstani¢nog matriksa, kao i do promjene u sastavu u odnosu na normalni matriks. Ekspresija
kolagena tipa I, III i VI, fibronektina, glikozaminoglikana (hijaluronska kiselina) je znatno
povecana, a matriks je neorganiziran (Tian 1 sur.,, 2019). Bazalna je membrana oStecena,
vjerojatno uslijed smanjene ekspresije glavnih sastavnica, kolagena IV i laminina. Za razliku
od normalnog matriksa koji je elastican kako bi se alveole mogle ekspandirati i skupljati, u
bolesnika s IPF-om jedna od glavnih karakteristika matriksa je iznimna krutost. Izmjerena
¢vrstoca normalnog matriksa je oko 2 kPa, dok je u IPF-u oko 16 kPa (Booth i sur., 2012).
Krutost matriksa uzrokuje mehanicki stres na stanice te potice otpusStanje TGFf iz latentnog
kompleksa i aktivaciju fibroblasta. Smatra se 1 da promjene u izvanstanicnom matriksu mogu
dodatno pojacati upalni odgovor, primjerice elastin 1 hijaluronska kiselina poticu kemotaksiju
imunosnih stanica 1 adheziju neutrofila (Betensley i sur., 2016; Ganzleben 1 Medoff, 2025;

Schultz 1 Wysocki, 2009).

Matriksne metaloproteinaze (engl. matrix metalloproteinase, MMP) su endopeptidaze
kljuéne za odrzavanje homeostaze izvanstanicnog matriksa jer mogu razgraditi specifi¢ne
sastavnice od kojih je safinjen. Osim toga, MMP razgradnjom sastavnica matriksa otpustaju
faktore rasta (primjerice, oslobadanje TGFp iz latentnog kompleksa), proupalne ¢imbenike 1
druge molekule koji se nalaze u matriksu i tako sudjeluju u regulaciji razliCitih stani¢nih procesa
(Chulié-Peris i sur., 2022). Na ovaj nac¢in MMP zapravo mogu poticati fibrozne procese kao Sto
je EMT, i povecati ekspresiju profibroznih ¢imbenika. U skladu s time, ekspresija mnogih
MMP, primjerice 1, 2, 3, 7, 9, 12, je poviSena u bolesnika s [PF-om (Chulia-Peris i sur., 2022;
DePianto 1 sur., 2015; Todd i sur., 2020). Koncentracije MMP7 u plazmi se koriste kao
biomarker bolesti (Clynick i sur., 2022; Konigsberg 1 sur., 2021; Rosas i sur., 2008). MMP2, 9

1 12 razgraduju kolagen IV, jednu od glavnih sastavnica bazalne membrane §to promovira
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fibrozu jer pogorSava osteCenja alveolarnog epitela, sprjeCava pravilnu regeneraciju i
omogucuje infiltraciju fibroblasta i makrofaga u alveolarni prostor (Pardo i Selman, 2006).
Alveolarni makrofagi su glavni izvor MMP12, koja se jo$ naziva i makrofagnom elastazom.
Osim razgradnje kolagena IV, MMP12 takoder razgraduje i elastin, a sudjeluje 1 u pojacavanju
upalnog odgovora i privlacenju neutrofila (Nénan i sur., 2005). U mis§jem modelu pluéne fibroze
izazvane bleomicinom, ekspresija MMP12 je znatno povecana veé u pocetnoj fazi razvoja

fibroze, nedugo nakon administracije bleomicina (Swaisgood i sur., 2000).

Aktivnost MMP regulirana je na viSe razina — regulacijom transkripcije, post-
translacijskim modifikacijama koje ukljucuju proteolizno kidanje propeptida MMP te
negativnom regulacijom preko inhibitora matriksnih metaloproteinaza (engl. tissue inhibitor of
metalloproteases, TIMP). Proteini TIMP vezu se za MMP i na taj nacin inhibiraju njihovo
proteazno djelovanje, a ravnoteza u ekspresiji TIMP i MMP omoguc¢uje normalno i kontrolirano
obnavljanje izvanstani¢nog matriksa (Almuntashiri i sur., 2023; Selman i sur., 2000). Uslijed
narusene ravnoteze ovih proteina moze doc¢i do razli¢itih bolesti pluca, kao Sto su emfizem ili
fibroza. TIMP1 se isti¢e od ostalih proteina TIMP po tome $to osim inhibicije MMP aktivira
takoder p38 1 INK (engl. c-Jun N-terminal kinase), cime potice proliferaciju stanica (Lambert
1 sur., 2004; Petitfrére 1 sur.,, 2000). Razli¢iti faktori rasta, primjerice TGFp, faktor rasta
fibroblasta (engl. fibroblast growth factor, FGF), epidermalni faktor rasta (engl. epidermal
growth factor, EGF) poticu ekspresiju TIMP1 (Lambert i sur., 2004). U bolesnika s IPF-om
razina TIMP1 je povisena (Bertolotto i sur., 2026; DePianto i sur., 2015; Li 1 sur., 2026; Todd i
sur., 2020), kao 1 kod misSeva s plu¢énom fibrozom izazvanom bleomicinom (Fattman 1 sur.,

2008; Li i sur., 2026; Manoury i sur., 2006).

Uz MMP i TIMP ¢ije promjene u ekspresiji su povezane s jednim od glavnih obiljezja
IPF-a — prekomjernom proizvodnjom sastavnica izvanstanicnog matriksa, inhibitor
plazminogenskog aktivatora (engl. plasminogen activator inhibitor, PAI) 1 je takoder ukljucen
u remodeliranje izvanstanicnog matriksa (Mei i sur., 2022). Plazminogenski aktivatori su
proteaze koje kidaju plazminogen u plazmin, a aktivirani plazmin je glavni enzim za razgradnju
fibrina u krvnim ugru$cima. Plazmin takoder, sudjeluje u proteolizi bitnoj za aktivaciju MMP,
stanicnu migraciju 1 adheziju, upalne procese te popravak ostecenog tkiva. PAIl izravno
inhibira plazminogenske aktivatore te na taj nacin inhibira aktivaciju plazmina (Sillen i
Declerck, 2021). PAII stoga ima bitnu ulogu u smanjenju razgradnje izvanstani¢nog matriksa
kako bi se u normalnim uvjetima omogucio popravak ostecenja, a njegova je prekomjerna

ekspresija povezana s razvojem fibroze. Osim toga, PAIl moZe potaknuti senescenciju
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alveolarnih epitelnih stanica tipa II, §to je bitan ¢imbenik u nastanku oStecenja i razvoju fibroze
(Huang i sur., 2014; Jiang i sur., 2021; Rana i sur., 2023). TGFp je glavni ¢imbenik koji potice
ekspresiju PAIl, s obzirom na to da je promotor PA/] pod regulacijom transkripcijskih faktora
Smad2 i1 3 (Kawarada i sur., 2016). U bolesnika s IPF-om, ekspresija PAIl je povecana u
alveolarnim epitelnim stanicama tipa II gdje potice njihovu senescenciju, dok je kod fibroblasta
ekspresija PAIl smanjena §to pak sprje¢ava apoptozu i potice proliferaciju (Marudamuthu i sur.,

2015; Rana i sur., 2023).

2.1.5. Cimbenici rizika za razvoj idiopatske plucne fibroze

Etiologija IPF-a je jo§ uvijek nepotpuno razja$njena, medutim poznato je vise cimbenika
rizika koji pridonose razvoju bolesti, a podijeljeni su na genske te okolisne ¢imbenike. Kod
otprilike jedne tre¢ine bolesnika pronaden je neki od genskih ¢imbenika rizika (Mathai i sur.,

2016).

Najces¢i genski ¢imbenik rizika koji korelira s pojavnoséu IPF-a je prisutnost odredene
varijante u promotoru gena MUC5B koja povecava njegovu ekspresiju (Fingerlin 1 sur., 2013;
Seibold i sur., 2011). MUC5B kodira mucin 5B, jednu od glavnih sastavnica mukusa u plu¢ima,
koji je bitan za mukocilijarni transport i time zaStitu plu¢a od udahnutih Cestica ili patogena.
Nije poznato kako je prisutnost ove varijante u promotoru gena MUCS5B povezana s IPF-om,
medutim smatra se da sama prisutnost nije dovoljna za razvoj bolesti, ve¢ da je potrebna

interakcija s okoliSnim ¢imbenicima (Martinez i sur., 2017; Mathai i sur., 2016).

Geni bitni za odrzavanje duljine telomera kod IPF pacijenata Cesto imaju prisutne
varijante koje dovode do abnormalno skracenih telomera, posebice u alveolarnim epitelnim
stanicama. U to spadaju geni TERT'1 TERC, koji kodiraju za telomeraznu reverznu transkriptazu
i telomeraznu RNA (Fingerlin i sur., 2013). Kriti¢no skra¢ene telomere aktiviraju stanicnu

senescenciju i apoptozu (Deng 1 sur., 2008).

Gen SFTPC koji kodira za surfaktantni protein C te gen SFTPA2 koji kodira za
surfaktantni protein A2 takoder su povezani s razvojem IPF-a. Surfaktantni proteini C 1 A2 koje
proizvode alveolarne epitelne stanice tipa Il u normalnim uvjetima oblazu alveole i sluze za
smanjenje povrsinske napetosti te u zastiti od infekcija (Han 1 Mallampalli, 2015). U bolesnika
s IPF pronadene su razli¢ite mutacije u genima SFTPC 1 SFTPA2 koje dovode do nepravilnog
smatanja proteina i nakupljanja u endoplazmatskom retikulu (engl. endoplasmic reticulum,

ER), $to uzrokuje stres ER-a i posljedi¢no apoptozu ili pak epitelno mezenhimsku tranziciju
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alveolarnih epitelnih stanica tipa II (Kropski i sur., 2013; Mulugeta i sur., 2012; Tanjore i sur.,
2012).

Odredene varijante gena TOLLIP takoder koreliraju s pojavnos¢u IPF-a. Gen TOLLIP
kodira protein koji stupa u interakciju s Toll koji je bitan negativni regulator upalnog odgovora,
stoga se njegova smanjena ekspresija pronadena u bolesnika s IPF povezuje s kronicnom
upalom (Li 1 sur., 2024; Noth i sur., 2013). Protein koji stupa u interakciju s Toll zanimljiv je i
stoga Sto inhibira signalni put TGF i na taj nacin sudjeluje u rezoluciji odgovora na ostecenje,

Sto je deregulirano u IPF-u (Chow i sur., 2023; Zhu i sur., 2012).

Od okolis$nih ¢imbenika rizika, puSenje je najzastupljenije, dok profesionalna izloZenost
odredenim vrstama prasine (npr. u drvnoj 1 metalnoj industriji, kamenolomima, agrikulturi,
ratarstvu) te kroni¢ne virusne infekcije takoder koreliraju s pojavnoséu IPF-a (Gandhi i sur.,
2023; Steele i sur., 2012; Taskar i Coultas, 2006). Smatra se da uz gensku predispoziciju,

okoli$ni ¢imbenici mogu biti okidaci koji dovode do razvoja IPF-a.

Cinjenica da se IPF najée$cée javlja kod osoba iznad 60 godina (Shakeel i sur., 2023)
potaknula je hipotezu 1 istrazivanje IPF-a kao bolesti povezane sa starenjem. Kod procesa
starenja stanice ulaze u senescenciju, smanjuje se broj dostupnih mati¢nih stanica, dolazi do
genomske nestabilnosti, skradivanja telomera, mitohondrijske disfunkcije 1 niza drugih
promjena (Lopez-Otin 1 sur., 2013). Mnoge od navedenih promjena su uocene u epitelnim i
mezenhimskim pluénim stanicama pacijenata s [IPF-om (Mora i sur., 2017). Alveolarne epitelne
stanice tipa II (ATII) mogu uéi u senescenciju zbog mutacija u telomerazi ¢ime gube svoj
regeneracijski potencijal (Alder i sur., 2015). To je posebice vazno s obzirom na njihovu
progenitorsku funkciju. Uz trajni zastoj stanicnog ciklusa, jedna od klju¢nih karakteristika
senescentnih stanica je i sekrecija specificnih ¢imbenika, primjerice tzv. fenotip povezan sa
specificnom sekrecijom starih stanica (engl. semescence-associated secretory phenotype,
SASP). Medu ¢imbenicima koji se otpustaju su TGFB1, MMP, PAI1 i proupalni citokini CCL2,
CXCLI1, IL-6, IL-8, IL-1a, koji sudjeluju u procesu zacjeljivanja oSte¢enja. Medutim, u slucaju
kroni¢ne sekrecije ovih ¢imbenika dolazi do patoloSkog procesa zacjeljivanja oSte¢enja i
potencijalno do fibroze (Rodier i Campisi, 2011). Sa starenjem se senescentne stanice manje
ucinkovito uklanjaju, dolazi do sekrecije specifi¢nih senescentnih ¢imbenika i patoloskog
odgovora na oSte¢enja u plu¢ima. Moguce je i da senescentne ATII stanice otpustaju fibrozne i

proupalne ¢imbenike i bez prisutnog ostecenja (Alder i sur., 2015).
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2.1.6. Odobreni lijekovi

Premda se prije vise desetljeca smatralo da je IPF posljedica prekomjerne upale, klinicke
studije sa steroidnim protuupalnim lijekovima nisu pokazale ucinkovitost, ve¢ je uoceno da
moze do¢i do pogorsanja stanja i povecanja mortaliteta bolesnika s IPF-om (Heukels i sur.,
2019; King 1 sur., 2009; Richeldi 1 sur., 2003). Stoga se razvoj novih lijekova fokusirao na
razli¢ite mete u fibroznim procesima. Americka agencija za lijekove (engl. Food and Drug
Administration, FDA) odobrila je 2014. godine dva lijeka za IPF, nintedanib i pirfenidon, a
2025. godine odobren je tre¢i lijek, nerandomilast. Vazno je napomenuti da nintedanib i
pirfenidon mogu imati teSke nuspojave, a niti jedan od odobrenih lijekova ne poboljSava
funkciju pluéa niti zaustavlja fibrozne promjene, ve¢ samo usporava progresiju bolesti
(Bargagli i sur., 2019). Iz tih je razloga potreba za razvojem novih lijekova za IPF i dalje

kriti¢na.

Nintedanib je inhibitor aktivnosti tirozinskih kinaza nekoliko receptora faktora rasta —
receptora za trombocitni faktor rasta (engl. platelet-derived growth factor receptor, PDGFR) a
1 3, receptora za faktor rasta fibroblasta (engl. fibroblast growth factor receptor, FGFR) 1,213
te receptora za vaskularni endotelni faktor rasta (engl. vascular endothelial growth factor
receptor, VEGFR) 1, 2 1 3. Premda je prvotno bio razvijen za inhibiciju angiogeneze u
tumorima, pokazao se efikasan u zivotinjskim modelima pluéne fibroze (Hilberg i sur., 2008).
Nintedanib inhibira autofosforilaciju receptora PDGF, FGF 1 VEGF 1 time sprjecava daljnje
provodenje njihovih signalnih puteva. Aktivacija signalnog puta PDGF stimulira proliferaciju,
migraciju i1 prezivljenje fibroblasta, stoga ima vaznu ulogu u IPF-u. Ekspresija liganda PDGF
je povecana u IPF-u, a proizvode ga epitelne stanice i alveolarni makrofazi (Bonner, 2004).
Sli¢nu ulogu ima i signalni put FGF koji takoder potice proliferaciju, diferencijaciju, migraciju
i prezivljenje stanica, kao 1 proizvodnju kolagena u fibroblastima i miofibroblastima. Ekspresija
liganda FGF 1 receptora povisena je u bolesnika s IPF-om (Hetzel i sur., 2005; Inoue i sur.,
2002). Stani¢nim esejima in vitro pokazano je da nintedanib smanjuje proliferaciju 1
kemotaksiju fibroblasta te njihovu diferencijaciju u miofibroblaste. Uz to je u mi§jem modelu
pluéne fibroze izazvane bleomicinom in vivo pokazao antifibroznu i protuupalnu aktivnost.
Smanjio je produkciju kolagena te ekspresiju TIMP1, IL-1B i CXCL1, kao i broj limfocita i
neutrofila u bronho-alveolarnoj tekuc¢ini (Wollin i sur., 2014). Utvrdeno je takoder, da tretman
nintedanibom usporava opadanje plu¢ne funkcije bolesnika s IPF-om te generalno progresiju

bolesti (Richeldi 1 sur., 2014).
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Pirfenidon ima antifibrozno, protuupalno i antioksidacijsko djelovanje te je takoder
odobren za lije¢enje IPF-a. To¢na bioloSka meta pirfenidona nije definirana, ali se smatra da
djeluje preko vise mehanizama, a njegova ukljucenost potvrdena je u razlicitim modelima
pluéne fibroze in vitro i in vivo. Pirfenidon inhibira diferencijaciju miofibroblasta, proizvodnju
kolagena, fibronektina, proupalnih citokina TNFa 1 IL-6, te smanjuje proizvodnju reaktivnih
kisikovih radikala. Smatra se takoder da je jedan od glavnih mehanizama njegovog
antifibroznog djelovanja inhibicija signalnog puta TGFp (Ruwanpura i sur., 2020). Razlicite
studije su pokazale da pirfenidon moze smanjiti ekspresiju TGFf3 na razini ekspresije mRNA i
proteina te smanjiti proizvodnju aSMA stimuliranu s TGFp, proizvodnju glavnih sastavnica
izvanstanicnog matriksa, HSP47 bitnog za slaganje i1 otpustanje pro-kolagena te proces EMT
(Guo i sur., 2019; Hisatomi i sur., 2012; Liu i sur., 2005; Molina-Molina i sur., 2018). Osim
toga, moze inhibirati 1 ekspresiju drugih faktora rasta, kao Sto su PDGF 1 FGF (Gurujeyalakshmi
i sur., 1999; Oku 1 sur., 2008). Pirfenidon u lijjecenju IPF-a, sli¢no kao i nintedanib, usporava
opadanje pluéne funkcije i progresiju bolesti te sveukupno smanjuje stopu smrtnosti (King i

sur., 2014; Noble i sur., 2011, 2016).

Nakon viSegodisnjih pokuSaja da se razviju novi lijekovi uz nintedanib i pirfenidon,
prosle godine je odobren nerandomilast, selektivni inhibitor fosfodiesteraze (engl.
Phosphodiesterase, PDE) 4B. Enzimi iz skupine PDE4 hidroliziraju ciklicki adenozin
monofosfat (engl. cyclic adenosine monophosphate, cAMP) 1 na taj nacin zaustavljaju cijeli niz
signalnih kaskada u stanici (Azevedo 1 sur., 2014). Inhibitori pan-PDE4 (PDE4A, B, C i D)
poznati su po protuupalnim svojstvima te su ve¢ neko vrijeme odobreni za lijeCenje kronicne
opstrukcijske pluéne bolesti (roflumilast), psorijaze 1 psorijaticnog artritisa (apremilast), te
atopijskog dermatitisa (krisaborol) (Hatzelmann i sur., 2010; Kolb i sur., 2023). Inhibitori pan-
PDE4 imaju i antifibrozna svojstva, ali tek pri visokim dozama koje imaju teske nuspojave u
gastrointestinalnom sustavu. Pokazano je da je specificnom inhibicijom PDE4B, primjerice
nerandomilastom, moguc¢e smanjiti nuspojave uz zadrzanu protuupalnu i antifibroznu aktivnost.
U studijama in vitro i in vivo nerandomilast je inhibirao proizvodnju TNFa i akumulaciju
neutrofila stimuliranu lipopolisaharidom (engl. [lipopolysaccharide, LPS), aktivaciju
miofibroblasta 1 ekspresiju gena za sastavnice izvanstanicnog matriksa te proliferaciju
fibroblasta dobivenih od bolesnika s IPF-om stimuliranu s TGF (Herrmann i sur., 2022). Osim
potvrdenog utjecaja na fibroblaste, postoje indikacije da nerandomilast djeluje i na epitelne

stanice u kojima sprjeCava ponavljajua oSte¢enja i omogucéava pravilnu regeneraciju
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(Reininger 1 sur., 2024). Klinickim je studijama pokazano da terapija nerandomilastom

stabilizira funkciju pluéa u bolesnika s IPF-om (Mabher i sur., 2023; Richeldi i sur., 2022, 2023).

2.2 Modeli za istrazivanje pluéne fibroze in vitro i in vivo

Jedan od glavnih izazova u istrazivanju patofiziologije i pronalasku novih terapija za
IPF je manjak pouzdanih pretklini¢kih modela koji bi §to bolje prikazivali kompleksnost ove
bolesti. Brojni su spojevi pokazali antifibroznu aktivnost u pretklinickim ispitivanjima,
medutim nisu bili uc¢inkoviti u klini¢kim ispitivanjima. Razvoj novih modela stoga bi mogao
pridonijeti boljoj translaciji pretklinickih u klinicka ispitivanja (Kolanko i sur., 2024; Xie i sur.,

2023).

2.2.1. Modeli in vitro

Dvodimenzionalne (2D) stani¢ne kulture su najjednostavniji model in vitro, a za
istrazivanje plu¢ne fibroze najcesce se koriste stanice za koje je poznato da imaju vaznu ulogu
u patofiziologiji ove bolesti, kao §to su plué¢ni fibroblasti, alveolarne epitelne stanice, endotelne
stanice 1 makrofagi (Kolanko 1 sur, 2024). 2D stanine kulture omogucuju pracenje
molekularnih procesa ukljucenih u patofiziologiju IPF-a u specifiénim stanicama. Primarni
fibroblasti 1 alveolarne epitelne stanice izolirani iz bolesnika s IPF-om koriste se u studijama
kako bi se identificirali promijenjeni signalni putevi, pratio fenotip 1 diferencijacija stanica, §to
omogucuje bolje razumijevanje patoloSkih procesa ukljucenih u razvoj i1 progresiju plucne
fibroze, kao 1 identifikaciju novih bioloskih meta (Ramos 1 sur., 2001; Xu 1 sur., 2016). 2D
kulture stanica izoliranih iz bolesnika s IPF i zdravih ljudi koriste se za ispitivanje u¢inkovitosti
potencijalnih spojeva s antifibroznom aktivnos$¢u, pri ¢emu se Cesto primjenjuje stimulacija
razli¢itim ¢imbenicima, najceS¢e TGFP (Hostettler 1 sur.,, 2014; Lehtonen i sur., 2016).
Nedostatak 2D stani¢nih kultura kao modela za plu¢nu fibrozu je manjak kompleksnosti,
odnosno ne postoji izvanstani¢ni matriks niti viSe tipova stanica ¢ije interakcije su jedan od
kljuénih pokretaca fibroznih promjena u IPF-u (Kolanko i sur., 2024). Kompleksniji modeli in
vitro koji se koriste u istrazivanju IPF-a ukljuuju ko-kulture razli€itih tipova stanica, 3D
modele stanica nasadenih u hidrogelove, sferoide 1 organoide, te prereze plu¢a (Asmani i sur.,

2018; Leeman i sur., 2019; Prasad i sur., 2014; Surolia i sur., 2017).
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2.2.2. Prerezi pluéa

Prerezi tkiva mogu se pripremati iz raznih organa, ukljucujuéi pluca. Prvi koristeni
model prereza tkiva su bili prerezi jetre (Parrish i sur., 1995), koji su danas cesto koriSten model
u metabolickim i toksikoloskim ispitivanjima, kao i u istrazivanjima bolesti jetre. Prvi prerezi
tkiva poceli su se pripremati jos sredinom 20 stoljeca, a velik napredak u preciznosti i kvaliteti
prereza je postignut razvojem novih mikrotoma za rezanje tkiva (Koziol-White i sur., 2024; Liu

isur., 2019).

Prerezi plu¢a jesu model ex vivo koji sadrzi brojne karakteristike tkiva iz kojeg je
pripremljen, prije svega prisutnost viSe relevantnih tipova stanica organiziranih u 3D strukture
te oCuvan izvanstani¢ni matriks. Medustani¢ne interakcije i interakcije izmedu stanica i
izvanstanicnog matriksa su ocuvane, sto je posebice vazno kod istrazivanja pluéne fibroze.
Prerezi plu¢a mogu se pripremati iz ljudskog ili Zivotinjskog tkiva, iz zdravih ili bolesnih pluca.
Radi svega navedenog imaju Sirok raspon primjene, pa se tako koriste se za funkcionalna 1
toksikoloSka istrazivanja, proucavanje raznih pluénih bolesti i utjecaja patogena, kao i za

farmakoloska testiranja (Kolanko i sur., 2024; Koziol-White 1 sur., 2024; Lam i sur., 2023).

Prerezi plu¢a koriSteni su u brojnim studijama za proucavanje bakterijskih 1 virusnih
infekcija te upalnog odgovora. Switalla i sur., 2010. pokazali su da se prerezi plu¢a mogu
koristiti kao model za prouCavanje akutnih upalnih bolesti. U ljudskim prerezima pluca
uspjesno su aktivirali imunosni odgovor tretmanom LPS-om iz bakterije Escherichia coli koji
aktivira TLR (engl. toll-like receptor) 4. Aktivacija TLR4 LPS-om uzrokovala je povecanu
proizvodnju proupalnih citokina TNFa, IL-1a, IL-1p, IFNy te kemokina MIP-1p, CCL2 (MCP-
1), CCL-5 (RANTES), sto uvelike korelira s imunosnim odgovorom na endotoksin LPS kod
ljudi (Schaumann i sur., 2008). Osim toga, tretman kortikosteroidom deksametazonom smanjio
je upalu izazvanu LPS-om u prerezima pluca, Sto pokazuje potencijal ovog modela u
farmakoloskim testiranjima. U drugim studijama, prerezi pluca tretirani su bakterijama kao $to
su Pseudomonas aeruginosa (Cramer 1 sur., 2022; Tony-Odigie 1 sur., 2022) 1 Staphylococcus
aureus (Brann 1 sur., 2019) na koje su posebice osjetljivi pacijenti s cisticnom fibrozom. R. Liu
isur., 2015. uspostavili su model infekcije misjih prereza plu¢a virusom influenca. Virusi HIN1
1 HIN3 uspjesno su se umnazali u prerezima pluca te su izazvali upalni odgovor usporediv s
onim u miSeva inficiranim in vivo. Postoje modeli infekcije prereza plu¢a i1 drugim
respiratornim virusima, kao §to su rinovirusi (Reamon-Buettner i sur., 2019; Wronski i sur.,
2021), respiracijski sincicijski virus (Pearson i sur., 2020), SARS-Cov2 (Zimniak i sur., 2021).

Ovi modeli koriste se za testiranje novih antivirusnih i protuupalnih spojeva, a probir aktivnih
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spojeva u modelu prereza plu¢a moze smanjiti upotrebu Zivotinja u daljnjim studijama in vivo.
U prerezima pluca ne postoji dotok novih imunosnih stanica iz krvi, primjerice neutrofila i
limfocita, $to je jedan od nedostataka ovog modela. Bez obzira na to, prisutnost lokalnih

imunosnih stanica u prerezima plu¢a omogucuje proucavanje pocetnog upalnog odgovora.

Prisutnost bronhiola i krvnih zila u prerezima plu¢a omogucuje prac¢enje njihovih
kontrakcija, §to je jedna od Cesto koriStenih primjena prereza pluca. Postoje brojne studije u
kojima se u prerezima pluca prate bronhokontrakcije u stvarnom vremenu pomocu mikroskopa,
a prednost je Sto se paralelno mogu mjeriti 1 drugi ¢imbenici kao na primjer oscilacije u
razinama iona kalcija. Koriste se za istrazivanje mehanizama kontrakcija u astmi i kroni¢noj
opstrukcijskoj pluénoj bolesti (Delmotte i sur., 2010), za istrazivanje utjecaja pusenja i virusnih
infekcija na kontrakcije (Donovan i sur., 2016), kao i za testiranje novih lijekova (Lam i sur.,
2023). Prerezi pluca koriste se i kao model za testiranje gubitka osjetljivosti na agoniste 2
receptora, najéesce koristene bronhodilatatore u akutnim pogorsanjima astme (Bourke i sur.,

2014; Donovan i sur., 2015).

Prerezi pluca koriste se takoder za istrazivanje plu¢ne fibroze. Mercer i sur., 2016
koristili su prereze pluc¢a dobivene od bolesnika s IPF-om kako bi istrazili ulogu signalnog puta
fosfoinozitol-3 kinaznog (PI3K) u ovoj bolesti te ispitali mogucnost terapijske intervencije
inhibitorom PI3K. Signalni put PI3K regulira stani¢ni rast i proliferaciju te je prethodno
prepoznat kao terapijska meta u tumorima (Belli i sur., 2023). U prerezima pluca iz bolesnika s
IPF-om, Mercer i sur., 2016 su dokazali da je signalni put PI3K aktiviran u miofibroblastima,
koriste¢i imunofluorescencijsko obiljezavanje aSMA kao biljega miofibroblasta te
fosforiliranog proteina Akt koji se nalazi nizvodno od aktiviranog PI3K. Osim toga, utvrdili su
1 da inhibicija signalnog puta PI3K dovodi do smanjene proizvodnje kolagena u prerezima
pluca, mjerenjem koncentracije pro-kolagen 1 N-terminalnog peptida izlu¢enog u inkubacijski
hranjivi medij. Decaris 1 sur., 2021 su takoder koristili prereze pluca iz bolesnika s [PF-om za
ispitivanje terapijskog potencijala novih molekula, inhibitora integrina av. Integrini av imaju
kljuénu ulogu u pluénoj fibrozi jer aktiviraju latentni TGF (Saini i sur., 2015). Decaris i sur.,
2021 su pokazali da dualni inhibitor integrina avB1l 1 avpf6 smanjuje fosforilaciju proteina
Smad, kao 1 ekspresiju gena COLIA1 u prerezima pluca iz pacijenata s [IPF-om. Ucinkovitost
ovog inhibitora integrina avfl i avp6 kasnije je potvrdena i u klinickim studijama na IPF
bolesnicima (Lancaster i sur., 2024), sto upucuje na potencijal ljudskih prereza plu¢a kao
modela za probir spojeva s antifibroznim djelovanjem u pretklinickim istrazivanjima. Premda

se prerezi plu¢a mogu pripremati iz tkiva bolesnika s IPF-om, nedostupnost takvih pluca
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ogranicava koriStenje ovog modela. U obzir treba uzeti 1 da se pluca pacijenata s IPF-om
uglavnom prikupljaju kada se pacijenti podvrgnu transplantaciji plu¢a. To znaci da je fibroza
vec jako uznapredovala, stoga prerezi pluca pripremljeni iz takvog tkiva predstavljaju posljednji
stadij bolesti (Alsafadi i sur., 2017; Lehmann 1 sur., 2018). Iz navedenih razloga istrazuje se
mogucnost razvoja modela pluéne fibroze na prerezima pripremljenim iz zdravog (ne
fibroznog) tkiva gdje se zatim stimuliraju fibrozne promjene tretmanima ex vivo. Alsafadi i sur.,
2017 su uspostavili jedan takav model na prerezima zdravih ljudskih plué¢a stimulacijom
profibroznim ¢imbenicima TGFB, TNFa, PDGF 1 lizofosfatidilnom kiselinom (engl.
lysophosphatidic acid, LPA) ex vivo kako bi aktivirali razli¢ite signalne puteve ukljucene u
patofiziologiju IPF-a. Pokazali su da je stimulacija prereza navedenim profibroznim
¢imbenicima potaknula niz promjena nalik onima u pluénoj fibrozi. Genska i proteinska
ekspresija surfaktantnog proteina C bila je smanjena §to upucuje na gubitak alveolarnih
epitelnih stanica tipa II, dok je ekspresija fibronektina, tenascina C i kolagena 1 bila poviSena
Sto pokazuje da je doslo do odlaganja sastavnica izvanstani¢nog matriksa. Ovaj model prikazuje
rane fibrozne promjene u IPF-u te se potencijalno moze koristiti za proucavanje ranih
mehanizama razvoja IPF-a (Alsafadi 1 sur., 2017). Osim toga, Lehmann 1 sur., 2018 su u
navedenom modelu prereza ljudskih pluca stimuliranih s TGFB, TNFa, PDGF 1 LPA testirali
odobrene lijekove za IPF, nintedanib 1 pirfenidon. Oba spoja su inhibirala ekspresiju kolagena
kao biljega fibroze, a nintedanib je dodatno povecao ekspresiju surfaktant proteina C, biljega
alveolarnih epitelnih stanica tipa II §to upucuje na obnavljanje naruSene funkcije alveolarnog
epitela. Ova je studija pokazala da se prerezi ljudskih plu¢a s fibroznim promjenama
induciranim ex vivo mogu koristiti za istrazivanje novih lijekova kao 1 za bolje razumijevanje

postojecih antifibroznih terapija (Lehmann 1 sur., 2018).

2.2.3. Model pluéne fibroze izazvane bleomicinom in vivo

Pluéna fibroza izazvana bleomicinom trenutno je najrelevantniji 1 najbolje
okarakterizirani Zivotinjski model in vivo za pretklini¢ka ispitivanja novih lijekova za IPF

(Jenkins 1 sur., 2017).

Bleomicin je antibiotik koji proizvodi bakterija Streptomyces verticillus, a koristi se kao
kemoterapeutik za limfome, karcinome testisa, jajnika te skvamoznih stanica glave i vrata.
Bleomicin uzrokuje jednolancane i dvolanc¢ane lomove DNA i posljedi¢no apoptozu stanica,

zbog Cega se 1 koristi za kemoterapiju (Della Latta i sur., 2015). Kod velikog broja bolesnika
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ima toksi¢ni uc¢inak u plu¢ima gdje uzrokuje fibrozne promjene. Plu¢a imaju nisku ekspresiju
enzima bleomicin hidrolaze koja inaktivira bleomicin, zbog ¢ega su i podlozna oSteéenjima
uzrokovanim bleomicinom (Allawzi i sur., 2018). 1z tog se razloga bleomicin koristi za
induciranje pluéne fibroze u zivotinjskom modelu. NajceSc¢e se koristi intratrahealna primjena
bleomicina zivotinjama, u jednoj dozi. Uspostavljeni su modeli u razli¢itim Zivotinjskim
vrstama, s time da se naj¢esc¢e koriste miSevi soja C57BL/6J (Moore i Hogaboam, 2008). Nakon
ove metode primjene bleomicina, u plu¢ima dolazi do povecane proizvodnje reaktivnih
kisikovih radikala te oStecenja i apoptoze epitelnih stanica. U plu¢ima posljedi¢no dolazi do
aktivacije upalnog odgovora i infiltracije imunosnih stanica kao $to su neutrofili i limfociti te
povecane ekspresije proupalnih citokina IL-1, IL-6, TNFa, interferona (IFN) vy, kao i
profibroznog ¢imbenika TGFB (Moeller i sur., 2008). Ovi procesi dogadaju se tijekom prvih 7
dana od primjene bleomicina. Slijedi aktivacija fibroblasta i prekomjerna proizvodnja
sastavnica izvanstani¢nog matriksa koja se odvija do otprilike 14 dana nakon primjene
bleomicina. Smatra se da se fibroza pluc¢a uspostavlja izmedu 14.-og i1 28.-og dana nakon

primjene bleomicina (Della Latta i sur., 2015; Jenkins i sur., 2017).

Fibrozne promjene u plu¢ima vidljive su na molekularnoj i histoloskoj razini, a nalikuju
promjenama u akutnoj fazi IPF-a kod ljudi (Cai 1 sur., 2013; Peng 1 sur., 2013; Sueblinvong i
sur., 2012). Razina fibroze u plu¢ima nakon tretmana bleomicinom najceS¢e se odreduje
histoloSkom analizom tkiva Masson trikrom 1 hematoksilin-eozinskim bojanjem uz
klasifikaciju Aschroft, kvantifikacijom hidroksiprolina kao mjere proizvedenog kolagena,
mjerenjem sastava 1 koli¢ine infiltriranih imunosnih stanica te mjerenjem funkcije pluca in vivo
(Tashiro 1 sur., 2017). Otprilike 6 tjedana nakon tretmana bleomicinom dolazi do spontanog
popravka nastalih oSte¢enja u plu¢ima i zavrSetka fibroznih procesa, $to je glavna razlika ovog
misjeg modela u odnosu na progresivnu i ireverzibilnu fibrozu kod ljudi s IPF-om, kao i jedan

od nedostataka ovog modela (Della Latta 1 sur., 2015).

Bez obzira na gore naveden nedostatak potpune podudarnosti s ljudskom bolesti,
zivotinjski model pluéne fibroze izazvane bleomicinom ostaje najvazniji i naj¢esée koristen
model in vivo u pretklinickim ispitivanjima uc¢inkovitosti potencijalnih antifibroznih lijekova.
Posluzio je za identifikaciju novih terapijskih meta i brojnih spojeva koji su napredovali u
daljnja klinic¢ka ispitivanja. Sva tri trenutno odobrena lijeka za IPF, pirfenidon, nintedanib 1
nerandomilast, pokazali su antifibroznu aktivnost u ovom modelu in vivo prije nego $to su bili
testirani u klinickim studijama, a zatim i odobreni za lijeCenje IPF-a (Reininger i sur., 2024;

Schaefer 1 sur., 2011; Wollin 1 sur., 2014).
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3. MATERIJALI I METODE

3.1 Tretman miSeva bleomicinom in vivo

U istrazivanju su koriSteni muZzjaci miSeva soja C57BL/6N, starosti 8—13 tjedana.
Misevi su podrijetlom iz Charles River Inc., Njemacka, a drzani su u registriranoj nastambi
Selvite d.o.o. u uvjetima temperature zraka 22 + 2 °C i relativne vlaznosti zraka 55 £ 10 %, s
ciklusom od 12 sati svjetla i 12 sati mraka. Hrana u peletima VRF 1 (P) (Special Diets Services)

1 voda su bili dostupni ad libitum.

Istrazivanje je odobrilo Povjerenstvo za bioetiku i dobrobit zivotinja Prirodoslovno-
matematickog fakulteta u Zagrebu (Ur. broj: 251-58-10617-25-417; Klasa: 643-02/25-01/17,
datum odobrenja: 17. rujna 2025.).

Prije primjene bleomicina, miSevi su anestezirani primjenom 10 mL/kg tjelesne teZine
otopine narkamona (100 mg/mL ketamin hidroklorid, Bioveta) i ksilazina (2 %, Alfasan)
intrepaeritonelanom rutom. Svakoj Zivotinji je zatim intranazalno administrirano 50 pL
bleomicina (koncentracije 0,6 mg/mL) pripremljenog u fiziolo§koj otopini, tako da je konacna
koncentracija bleomicina u zivotinji bila ~1 mg/kg. Tijekom administracije bleomicina miSevi
su drzani u leZe¢em nagnutom poloZaju, s glavom poviSenom izmedu 60 i 75 stupnjeva u
odnosu na noge. Kontrolnoj skupini miseva je umjesto bleomicina administrirana fizioloska
otopina. Nakon administracije bleomicina ili fizioloSke otopine, miSevi su drzani u kavezima
u nastambi 14 dana tijekom kojih su se svaki dan klinicki pratili (mjerila se tjelesna tezina,

pratilo se konzumira li Zivotinja hranu i vodu te pokazuje li znakove stresa ili boli).

3.2 Priprema prereza misjih plu¢a

Prerezi pluca pripremani su iz netretiranih miSeva te iz miSeva tretiranih bleomicinom

ili fizioloSkom otopinom (kontrolna skupina) in vivo.

MiSevi su najprije anestezirani otopinom narkamona (100 mg/mL ketamin hidroklorid,
Bioveta) i ksilazina (2 %, Alfasan) intrepaeritonelanom rutom, a zatim smjesteni na grijaci blok
na 37 °C. Ventralna strana tijela je sterilizirana 70 % etanolom, koZa prerezana od brade do
pelvisa, a trbuSna Supljina otvorena i zivotinja iskrvarena terminalnim krvarenjem preko Suplje
vene (lat. vena cava) kako bi se pluca ispraznila od krvi. Zatim je dijafragma Skarama odvojena
od inferiornog prsnog otvora, a rebra i klju¢na kost su lateralno prerezani da bi se odvojio

ventralni dio prsnog kosa. Zlijezde slinovnice, miS$i¢i i vezivno tkivo su uklonjeni s traheje, a
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traheja je odvojena od okolnog vezivnog tkiva. Pomocu mikro Skara izrezana je rupa u gornjem
dijelu traheje izmedu dvije hrskavice, a plasti¢ni kateter je umetnut u traheju. Disni putevi su
zatim polako napunjeni kroz kateter u traheji toplom (~37 °C), teku¢om 1,5 % otopinom
agaroze s niskom tockom taljenja (Sigma) u hranjivom mediju Advanced DMEM/F12 (Gibco).
Punjenje plu¢a otopinom agaroze je zavrSeno kada su pluca napuhana do volumena sli¢nog
fizioloskom stanju, §to je otprilike 2 mL otopine agaroze. Nakon $to su plu¢a napunjena
agarozom, traheja je podvezana koncem za Sivanje da se sprijeci isticanje agaroze iz pluca.
Traheja je zatim prerezana iznad podveza, a plu¢a su odvojena od trbusne Supljine, izvadena 1

premjestena u hladni hranjivi medij na ledu kako bi se agaroza u plu¢ima polimerizirala.

Nakon otprilike 30 min polimerizacije agaroze u hranjivom mediju na ledu, pluca
napunjena agarozom su izvadena na sterilnu Petrijevu zdjelicu unutar bioloskog sterilnog
kabineta. Reznjevi pluca su razdvojeni i odvojeni od traheje jednokratnim sterilnim skalpelom
te sterilnim pincetama. Zatim je pomocu metalnog rezaca svaki rezanj izrezan u cilindre
promjera 8 mm. Tako pripremljeno tkivo je prebaceno u mikrotom (Live Tissue Slicer, Alabama
R&D) napunjen ohladenim medijem DMEM (Gibco) s dodatkom 1 % antibiotika i antimikotika
(Gibco) gdje se pristupilo rezanju na prereze debljine otprilike 250 pm te promjera 8 mm.
Prerezi pripremljeni iz istog miSa su zatim skupljeni iz spremnika mikrotoma 1 pazljivo
prebaceni sterilnim pincetama u plocice sa 6 jazica napunjene toplim hranjivim medijem
Advanced DMEM/F12 (Gibco) s dodatkom 1 % antibiotika 1 antimikotika (Gibco) i zatim
inkubirani pri 37 °C, 5 % COz, 95 % vlaznosti.

Slika 1. Mi§ja plu¢a napunjena agarozom prije pripreme prereza na mikrotomu (vlastita

fotografija).
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Slika 2. Mikrotom (Live Tissue Slicer, Alabama R&D) za pripremu prereza pluca (vlastita
fotografija).

3.3 Priprema prereza ljudskih pluéa

Ljudsko tkivo pluéa prikupljeno je od bolesnika s medicinski indiciranim kirurSkim
zahvatom na plu¢ima u Odjelu za torakalnu kirurgiju Klinicke bolnice Dubrava. Istrazivanje je
odobrilo Eticko povjerenstvo Klinicke bolnice Dubrava (Br. odobrenja: 2022/1104-01, datum
odobrenja: 11. travnja 2022.), kao i Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveudilista u
Zagrebu (Ur. broj: 251-59-10106-25-111/130, Klasa: 641-01/25-02/04, datum odobrenja: 17.
srpnja 2025.).

Svi bolesnici od kojih je uzimano tkivo pluca potpisali su informirani pristanak, nakon
¢ega im je dodijeljena jedinstvena Sifra donora (troznamenkasti broj) koja se nadalje u
istrazivanju koristila kao donorov pseudonim umjesto imena i drugih podataka pomocu kojih
bi se mogao utvrditi identitet donora. Podaci se mogu povezati s pacijentom samo pomocu
Identifikacijske liste donora sigurno pohranjene u Klinickom centru kojoj pristup ima glavni
klinicki istraziva¢. U sklopu ovog istrazivanja koristeni su Sifrirani podaci: dob, spol, klinicka
dijagnoza, komorbiditeti, puSacki status, datum uzorkovanja, lokacije s kojih su uzorci
prikupljeni. Prikupljanje uzoraka i podataka provedeno je u skladu s Dobrom klinickom
praksom, temeljnim nacelima za biomedicinska istrazivanja prema trenutnoj verziji Helsinske

deklaracije 1 vaze¢im regulatornim propisima, ukljucujuci propise o zastiti osobnih podataka.

Prikupljeni su uzorci tkiva plué¢a nakon uzimanja materijala potrebnog za histopatolosku
dijagnostiku te prije neSkodljivog uklanjanja ostatnog kirurski odstranjenog tkiva. Bolesnici
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¢ije tkivo je koriSteno u ovom istrazivanju imali su kirurski zahvat indiciran tumorom pluca, a
prikupljeno je tkivo koje nije zahva¢eno tumorom. Bolesnici nisu imali klinicku dijagnozu neke
pluéne bolesti Sto je potvrdio 1 histoloski nalaz dijela koriStenog ostatnog tkiva. Informacije o
donorima tkiva pluca koji su koriSteni u ovom istrazivanju prikazani su u Tablica 1. Donori koji
su klasificirani kao bivsi pusaci su prestali pusSiti 12 mjeseci prije operacije. Niti jedan od donora

nije primao predoperativnu antitumorsku terapiju (npr. kemoterapiju).

Uzorkovano tkivo odmah se potom transportiralo u hladnom hranjivom mediju
Advanced DMEM/F12 (Gibco) s dodatkom 1 % antibiotika i antimikotika (Gibco) na ledu do

laboratorija gdje se pristupilo njegovoj obradi.

Prikupljeno se tkivo plu¢a odmah po primitku premjestilo u sterilnu Petrijevu zdjelicu
unutar bioloskog sterilnog kabineta. Plasti¢ni kateteri oprezno su umetnuti u sve dostupne
otvore krvnih zila i/ili diSnih puteva na povrsini prikupljenog tkiva pluca, nakon ¢ega su kroz
katetere napunjeni toplom (~37 °C), teku¢om 1,5 % otopinom agaroze s niskom tockom taljenja
(Sigma) u hranjivom mediju Advanced DMEM/F12 (Gibco). Napunjeno tkivo pluca zatim je
premjeSteno u hladni hranjivi medij na ledu kako bi se agaroza polimerizirala. Nakon otprilike
30 min polimerizacije agaroze, napunjeno tkivo pluca premjeSteno je u sterilnu Petrijevu
zdjelicu te je sterilnim jednokratnim skalpelom odstranjen sav visak tkiva koji nije bio napunjen
agarozom. Skalpelom je tkivo narezano u cilindre promjera otprilike 8 mm 1 zatim prebaceno
u drza¢ tkiva na mikrotomu (Live Tissue Slicer, Alabama R&D), takoder promjera 8 mm.
Mikrotom je napunjen ohladenim medijem DMEM (Gibco) s dodatkom 1 % antibiotika 1
antimikotika (Gibco). Tkivo pluca je na mikrotomu rezano na prereze debljine otprilike 500 um
te promjera 8 mm. Pripremljeni prerezi pazljivo su prebaceni u ploc€ice sa 6 jaZica napunjene
toplim hranjivim medijem Advanced DMEM/F12 (Gibco) s dodatkom 1 % antibiotika 1
antimikotika (Gibco) 1 zatim inkubirani pri 37 °C, 5 % COz, 95 % vlaznosti.
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Slika 3. Dio ljudskih plu¢a napunjen agarozom prije pripreme prereza na mikrotomu (vlastita

fotografija).

Tablica 1. Informacije o donorima tkiva pluéa: spol, dob, dijagnoza, pusacki status.

Donor Spol Dob Dijagnoza Pusacki status
001 muski 65 NSCLC, adenokarcinom bivsi puSac
002 muski 63 NSCLC, adenokarcinom bivsi puSac
003 muski 64 NSCLC, planocelularni karcinom nepusac
004 muski 69 NSCLC, planocelularni karcinom aktivni pusac
005 muski 57 NSCLC, planocelularni karcinom aktivni pusac
006 muski 67 NSCLC, planocelularni karcinom aktivni puSac
007 zenski 60 NSCLC, adenokarcinom aktivni puSac

NSCLC = rak plu¢a nemalih stanica (engl. Non Small Cell Lung Cancer).

3.4 Tretman i inkubacija prereza misjih i ljudskih pluca

Nakon pripreme prereza misjih i ljudskih pluca kao Sto je opisano, prerezi su pazljivo
sterilnom pincetom prebaceni u plocice s 24 jaZice, jedan prerez po jaZici napunjenoj toplim
hranjivim medijem Advanced DMEM/F12 (Gibco) s dodatkom 1 % antibiotika 1 antimikotika
(Gibco). Ukupni volumen hranjivog medija sa i bez dodanih tretmana uvijek je iznosio 0,7 mL
po jazici.

U pokusima odredivanja vijabilnosti, prerezi misjih i ljudskih pluc¢a inkubirani su u

hranjivom mediju tijekom 1 do maksimalno 7 dana pri 37 °C, 5 % COz, 95 % vlaznosti. Na

26



razli¢itim vremenima inkubacije, prerezi su koriSteni za razli¢ite metode odredivanja
vijabilnosti prema protokolima opisanima nize (bojanje hematoksilin-eozin i Crossman
trikrom, metoda redukcije Alamar Blue, fluorescencijsko obiljezavanje zivih i mrtvih stanica).
Inkubacijski hranjivi medij je skupljen i pohranjen na -80°C do koriStenja za odredivanje
aktivnosti enzima laktat dehidrogenaze (engl. lactate dehydrogenase, LDH) takoder prema

protokolu nize opisanom.

Za pokus imunofluorescencijskog obiljezavanja kolagena i fibronektina u prerezima
mi§jih pluca, prerezi su inkubirani u hranjivom mediju tijekom 3 dana pri 37 °C, 5 % CO», 95
% vlaznosti nakon ¢ega su fiksirani u otopini 10 % formalina i dalje koriSteni kao §to je opisano

nize.

U pokusima testiranja spojeva, misji i ljudski prerezi inkubirani su tijekom 3 ili 5 dana
u hranjivom mediju koji je sadrzavao spoj SB525334 (inhibitor receptora TGFP tipa I) ili
nintedanib. Pripremljene su mati¢ne otopine (10 mM) oba spoja u dimetil sulfoksidu (engl.
dimethyl sulfoxide, DMSO) iz koje su dalje pripremane testne otopine razrjedivanjem u
hranjivom mediju. Testne otopine razli€itih koncentracija spojeva navedene su za svaki pokus
u rezultatima. U svim pokusima gdje su testirani spojevi, pripremani su kontrolni prerezi koji
su inkubirani u hranjivom mediju s odgovaraju¢im postotkom DMSO-a. Prerezi su inkubirani
pri 37 °C, 5 % COa2, 95 % vlaznosti, nakon ¢ega su koriSteni za analizu ekspresije gena kao §to
je opisano niZe. Inkubacijski hranjivi medij je skupljen i pohranjen na -80 °C do koriStenja za
odredivanje koncentracija proteina od interesa metodom ELISA, koriste¢i nize opisane

protokole.

U pokusima stimulacije mis$jih 1 ljudskih prereza s TGFp, prerezi su inkubirani u
hranjivom mediju koji je sadrzavao rekombinantni mi§ji ili ljudski TGFp (R&D Systems).
Mati¢ne otopine TGFp bile su pripremljene u koncentraciji od 20 pg/mL u sterilnoj vodi MilliQ
s 4 mM HCI (Kemika) i 1 mg/mL govedeg serumskog albumina (engl. bovine serum albumin,
BSA) (Sigma). Testne otopine razli¢itih koncentracija dobivene su razrjedivanjem u hranjivom
mediju. Testne koncentracije navedene su za svaki pokus u rezultatima. U pokusima gdje su
testirani spojevi uz stimulaciju s TGFp, prerezi su najprije inkubirani 1 h pri 37 °C, 5 % CO,
95 % vlaznosti u hranjivom mediju koji je sadrZzavao spojeve, nakon ¢ega je u medij dodan
TGFB. Prerezi su inkubirani pri 37 °C, 5 % COz, 95 % vlaznosti, nakon ¢ega su koristeni za
analizu ekspresije gena kao $to je opisano nize. Inkubacijski hranjivi medij je skupljen i
pohranjen pri -80 °C do koristenja za odredivanje koncentracija proteina od interesa metodom
ELISA, koriste¢i niZze opisane protokole.
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3.5 Bojanje hematoksilin-eozin i Crossman trikrom i histolo§ka analiza prereza misjih
i ljudskih pluéa

Histoloska analiza koriStena je za raspoznavanje razlicitih sastavnica i struktura tkiva u
misjim i ljudskim prerezima pluca. Usporedeni su prerezi inkubirani ex vivo tijekom razli¢itog
vremena sa svjeze pripremljenim prerezima (dan 0). Prerezi pluca fiksirani su 10 % otopinom
formalina (Thermo Fisher Scientific) tijekom 24 h pri sobnoj temperaturi. Nakon fiksacije,
prerezi su dehidrirani u rastu¢em postotku etanola (Merck), najprije 96 % etanol tijekom 2 min,
zatim > 99.5 % etanol tijekom 2 min, zatim uronjeni u ksilen (Merck) tijekom 3 min i uklopljeni
u parafinske blokove. Parafinski blokovi izrezani su na debljinu od 1 pm, zatim deparafinizirani
u ksilenu 1 hidrirani u padaju¢em postotku etanola (> 99.5 % etanol tijekom 2 min, zatim 96 %

etanol tijekom 2 min) do destilirane vode.

Mi§ji prerezi pluéa obojani su metodom Crossman trikrom koja omogucuje
vizualizaciju kolagena pri ¢emu je kolagen obiljeZen zeleno, miSi¢no tkivo plavo-ljubicasto te
jezgre stanica tamno plavo. Pripremljeni parafinski rezovi najprije su uronjeni u otopinu
Mayerovog hemalauma, isprani u destiliranoj vodi, a zatim uronjeni u tri razlicite otopine s
ispiranjem izmedu njih. Otopina 1 sadrzavala je 0,3 % fuksin, 2 % orange G i 1 % octenu
kiselinu, otopina 2 sadrZavala je 1 % hidrat fosfomolibdinske kiseline, otopina 3 sadrZavala je
1 % boju svjetlo zeleni SF yellowish 1 1 % octenu kiselinu (sve Merck). Nakon bojanja, rezovi
su ponovno dehidrirani u rastu¢em postotku etanola (najprije 96 % etanol tijekom 2 min, zatim

>99.5 % etanol tijekom 2 min) 1 uronjeni u ksilen.

Ljudski prerezi pluéa obojani su metodom hematoksilin-eozin. Parafinski rezovi
najprije su uronjeni u otopinu Mayerovog hemalauma (Merck), isprani u destiliranoj vodi 1
zatim uronjeni u otopinu 0,5 % eozina Y (Merck). Nakon bojanja, rezovi su ponovno isprani i
zatim dehidrirani u rastu¢em postotku etanola (najprije 96 % etanol tijekom 2 min, zatim > 99.5

% etanol tijekom 2 min)i uronjeni u ksilen.

ey

koriSteni za histolosku analizu svjetlosnim mikroskopom od strane patologa.
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3.6 Odredivanje vijabilnosti misjih i ljudskih prereza plu¢a metodom redukcije Alamar

Blue

Reagens Alamar Blue (Invitrogen) koriSten je za mjerenje vijabilnosti stanica prereza
pluca. Reagens Alamar Blue sadrzi resazurin koji se u reducirajuéim uvjetima u metabolicki

aktivnim stanicama pretvara u resorufin pri ¢emu se pojacava fluorescencija.

Reagens Alamar Blue razrijeden je 10 puta u hranjivom mediju Advanced DMEM/F12
(Gibco) 1 zatim je dodano 700 pL u jazicu plocice u kojoj se nalaze prerezi pluca. Prerez pluca
zatim je inkubiran s razrijedenim reagensom Alamar Blue pri 37 °C, 5 % COz, 95 % vlaznosti
tijekom 2 h. Za kontrolu, razrijedeni reagens Alamar Blue dodan je u jazice napunjene samo
medijem te inkubiran 2 h. Fluorescencija je o€itana uredajem EnVision (Perkin Elmer) koriste¢i

ekscitaciju pri valnoj duljini 530 nm i emisiju pri valnoj duljini 590 nm.

3.7 Odredivanje vijabilnosti prereza miSjih i ljudskih pluéa metodom mjerenja

aktivnosti laktat dehidrogenaze

Enzim laktat dehidrogenaza (LDH), zbog svoje male veli€ine, izlazi iz stanica s
oSte¢enim membranama u inkubacijski hranjivi medij te se kvantifikacija njegove aktivnosti u
inkubacijskom mediju moze koristiti kao mjera vijabilnosti stanica. LDH katalizira pretvorbu
laktata u piruvat pri ¢emu reducira NAD" u NADH, a apsorbancija NADH pri valnoj duljini od

450 nm koristi se kao mjera aktivnosti enzima.

Aktivnost LDH u inkubacijskom hranjivom mediju prereza pluca mjerena je koristeci
kolorimetrijski komplet (AbCam). Alikvot (50 uL) inkubacijskog hranjivog medija u kojem je
bio inkubiran prerez plu¢a dodano je u jaZicu ploc€ice, a u preostale jaZice dodani su standard
NADH u koncentracijama 12,5, 10, 7,5, 5 i1 2,5 nmol te pufer LDH za slijepu probu. U sve je
jazice potom dodan supstrat prethodno razrijeden 25 puta u puferu LDH. Odmah nakon dodatka
supstrata te nakon 30 min inkubacije pri 37 °C, apsorbancija na 450 nm je ocitana pri valnoj

duljini od 450 nm uredajem SpectraMax i3 (Molecular Devices).

Koli¢ina NADH (nmol) u inkubacijskom hranjivom mediju prereza pluca izraCunata je
interpolacijom sa standardne krivulje razli¢itih koli¢ina NADH. Aktivnost LDH (mU/mL) u

uzorku nadalje je izraCunata koriste¢i formulu:

koli¢ina NADH u uzorku

aktivnost LDH = ( ) X faktor razrjedenja uzorka

vrijeme reakcije X volumen uzorka u reakciji
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3.8 Odredivanje vijabilnosti prereza ljudskih pluéa obiljezavanjem Zivih i mrtvih

stanica

Prisutnost zivih i mrtvih stanica u ljudskim prerezima plu¢a odredena je koristeci
fluorescencijske boje kalcein-AM 1 etidij homodimer (Invitrogen), a obojenje je vizualizirano
konfokalnim mikroskopom LSM980 (Zeiss). Kalcein-AM prolazi kroz neoste¢ene stani¢ne
membrane, a ulaskom u stanicu esteraze ga hidroliziraju u fluorescentni kalcein. Detekcija
zelenog fluorescentnog kalceina upucuje na prisutnost zivih i metabolic¢ki aktivnih stanica.
Etidij homodimer prolazi kroz stanicne membrane samo kad su osteéene, ulazi u jezgru gdje se
vezanjem na nukleinske kiseline pojacava njegova crvena fluorescencija Sto omogucuje
detekciju oSteCenih 1 mrtvih stanica. KoriStenjem boja kalcein-AM 1 etidij homodimer je

moguce u istom uzorku vizualizirati prisutnost zivih i mrtvih stanica.

Prerezima pluéa u jazicama dodana je otopina boja kalcein-AM (4 uM) i etidij
homodimer (4 pM). Prerezi su zatim inkubirani 30 min na sobnoj temperaturi u mraku. Nakon
inkubacije, prerezi pluca su isprani 3 puta puferom D-PBS (Sigma), prebaceni na predmetno
stakalce 1 vizualizirani konfokalnim mikroskopom LSM980 (Zeiss). Signali za kalcein
detektirani su koriste¢i ekscitaciju pri valnoj duljini 494 nm 1 emisiju pri valnoj duljini 514 nm,
dok su signali za etidij homodimer detektirani koriste¢i ekscitaciju pri valnoj duljini 543 nm 1

emisiju pri valnoj duljini 617 nm.

3.9 Imunofluorescencijska detekcija kolagena 1 i fibronektina u prerezima misjih pluc¢a

Kolagen 1 1 fibronektin u prerezima pluca iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom
in vivo, kao 1 kontrolnih miSeva tretiranih fizioloSkim otopinom, detektirani su
imunofluorescencijskim obiljezavanjem specificnim protutijelima te vizualizacijom
konfokalnim mikroskopom LSM980 (Zeiss). Prerezi su najprije fiksirani 20 min pri sobnoj
temperaturi 4 % otopinom formaldehida (Polysciences) te zatim blokirani 1 h u otopini 5 %
BSA i1 0,3 % Tritona-X (Sigma). Specificna protutijela za kolagen 1 (1:200, AbCam) i
fibronektin (1:100, AbCam) razrijedena su u otopini za blokiranje i dodana prerezima na
inkubaciju preko no¢i pri 4 °C. Sutradan su prerezi isprani 3 puta puferom D-PBS i zatim
inkubirani 2 h pri sobnoj temperaturi u otopini sekundarnog protutijela na zecje antigene
obiljeZzenog fluoroforom AF488 (1:250, Invitrogen). Nakon inkubacije sa sekundarnim
protutijelom 1 ispiranja prereza 3 puta puferom D-PBS, Hoechst 33342 (Invitrogen) razrijeden

1:2000 u otopini za blokiranje dodan je prerezima na inkubaciju 20 min pri sobnoj temperaturi.
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Prerezi su vizualizirani konfokalnim mikroskopom. Kao kontrole su koriSteni uzorci prereza
kojima su dodana samo sekundarna protutijela. Signali za Hoechst 33342 detektirani su
koristeci ekscitaciju pri valnoj duljini 348 nm i emisiju pri valnoj duljini 455 nm, dok su signali
za kolagen 1 ili fibronektin detektirani koriste¢i ekscitaciju pri valnoj duljini 493 nm 1 emisiju
pri valnoj duljini 517 nm. Svaki prerez snimljen je kod 20-30 razli¢itih ravnina (engl. Z stack)
koje su zatim preklopljene u jednu 2D sliku ortogonalnom projekcijom koriste¢i program ZEN
(Zeiss). S obzirom na to da je imunofluorescencijsko obiljezavanje te snimanje konfokalnim
mikroskopom radeno na prerezima debljine 250 um, dobivene signale nije bilo moguce
precizno kvantificirati jer se signali iz razli¢itih slojeva preklapaju, stoga sluze kao kvalitativna

provjera ostalih koriStenih kvantitativnih metoda (PCR, ELISA).

3.10 Izolacija RNA iz prereza misjih i ljudskih plu¢a

Protokol za izolaciju RNA iz prereza misjih i ljudskih plu¢a uspostavljen je prilagodbom
protokola iz Ogura i sur., 2015 koji ukljucuje ekstrakciju fenol-kloroformom uz dodatno

prociS¢avanje od agaroze.

Pojedinaéni prerezi plu¢a homogenizirani su u 750 uL reagensa TRIzol (otopina fenola
1 gvanidin izotiocijanata, Invitrogen) u epruvetama CK28 Precellys s 2.8 mm keramickim
kuglicama (Bertin Technologies) koriste¢i homogenizator Precellys (Bertin Technologies)
namjeSten na 6000 rpm uz hladenje. Nakon homogenizacije, dodano je 150 pL kloroforma,
promijeSano i zatim centrifugirano. Centrifugiranjem je otopina razdvojena na gornju vodenu
fazu, medufazu te donju fenolnu fazu. Vodena faza je pazljivo skupljena 1 zatim pomijesana s
375 uL 100 % izopropanola (1/2 volumena TRIzola koriStenog za homogenizaciju) kako bi
doslo do precipitacije RNA. Nakon centrifugiranja, RNA talog je ispran sa 750 uL 75 % etanola
te ponovo centrifugiran. RNA talog je zatim otopljen u 200 pL pufera NTC (Macherey-Nagel)
1 inkubiran 10 min na 50 °C. Otopina je pomijeSana s 200 pL 70 % etanola i prebacena na
kolonu NucleoSpin za proc¢is¢avanje RNA (Macherey-Nagel). Kolone NucleoSpin su isprane
dva puta sa 700 pL pufera NT3 (Macherey-Nagel), uz centrifugiranje izmedu koraka ispiranja.
RNA je na kraju eluirana s membrane kolone u 30 pL pufera NE (Macherey-Nagel) 1 skupljena
u 1,5 mL epruvete (Eppendorf). Svi uzorci RNA su spremljeni pri -80 °C do daljnjeg koriStenja

u reakciji reverzne transkripcije.
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3.11 Odredivanje ekspresije gena metodama reverzne transkripcije i lanc¢ane reakcije

polimerazom

Iz izolirane RNA, metodom reverzne transkripcije sintetizirana je cDNA koristeci
komplet SuperScript III (Invitrogen). U reakcijsku smjesu s RNA dodane su nasumicne
pocetnice (250 ng), ANTP (0,5 mM), DTT (5 mM), RNase Out (inhibitor RNaza, 40 jedinica),
enzim SuperScript III reverzna transkriptaza (200 jedinica) i pufer First-Strand, ukupnog
volumena 20 pL. Reakcija reverzne transkripcije odvijala se u termokruzniku (Eppendorf) pri
uvjetima 65 °C 5 min (denaturacija sekundarnih RNA struktura), 25 °C 5 min (prijanjanje
pocetnica), 50 °C 60 min (sinteza cDNA) 1 70 °C 15 min (inaktivacija reakcije). Po zavrSetku
reakcije reverzne transkripcije, novonastala cDNA razrijedena je 5 puta u €istoj vodi bez RNaza
prije daljnjeg koristenja u reakciji lancane reakcije polimerazom (engl. polymerase chain

reaction, PCR).

Za detekciju ekspresije gena od interesa koriStena je metoda lancane reakcije
polimerazom u stvarnom vremenu. U reakcijsku smjesu s cDNA dodane su pocetnice i sonda
TagMan za specifi¢ni gen od interesa, smjesa TagMan Master (Applied Biosystems) koji sadrzi
enzim AmpliTaq DNA polimerazu, enzim uracil-N glikozilazu (UNG), dNTP i referentnu boju
ROX, ukupnog volumena 10 pL. Lancana reakcija polimerazom odvijala se u kvantitativnom
termokruzniku QuantStudio 6 (Applied Biosystems) pri uvjetima 50 °C 2 min (aktivnost
enzima UNG radi spre¢avanja unakrsnih kontaminacija), 95 °C 10 min (denaturacija enzima
UNG i aktivacija DNA polimeraze), te 40 izmjeni¢nih ciklusa denaturacije pri 95 °C 15 sec i
sinteze novih lanaca pri 60 °C 60 sec. Navedeni uvjeti koriSteni su za detekciju svih gena od
interesa, a koriStene pocetnice i sonde navedene su u Tablica 2 1 Tablica 3. Za detekciju ljudskog
gena MMP 12 koriStene su komercijalno dostupne, unaprijed dizajnirane 1 optimirane pocetnice
i sonde (Integrated DNA Technologies), s ID brojem 225243678, stoga to¢na sekvenca
pocetnica i sonde nije dostupna. Ekspresija gena GAPDH koriStena je za normalizaciju
ekspresije gena od interesa ACt metodom (Ct gen od interesa — Ct GAPDH). Relativna

ekspresija gena od interesa nadalje je izraunata koriste¢i formulu 2"-ACt.
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Tablica 2. Sekvence pocetnica i sonda koriStenih za detekciju ekspresije miSjih gena od
interesa metodom lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu. Sonde su oznac¢ene

fluorescencijskom bojom FAM.

Pocetnice 1 sonda Sekvenca nukleotida
5' TGTGTCCGTCGTGGATCTGA 3'
GAPDH 5' CCTGCTTCACCACCTTCTTGA 3'

5' FAM - CCGCCTGGAGAAACCTGCCAAGTATG - TAMRA 3'
5' CCCGCCGATGTCGCTAT 3'
COLIA1 5' GCTACGCTGTTCTTGCAGTGAT 3'
5' FAM — CTTCCTGCGCCTAATGTCCACCGA — TAMRA 3'
5' ACAGAGAAGTGACACGCTTCGA 3'
FNI 5'TCCGGTCACCGTGTTGCT 3'
5' FAM — CAGCGCCAGCACCCCTGTGAC — TAMRA 3'
5' CTGACGGGCAGGTGATCAC 3
ACTA2 5' AATGAAAGATGGCTGGAAGAGAGT 3'
5' FAM - AAACGAACGCTTCCGCTGCCC — TAMRA 3'
5' GATGTGAGGCAGGAGCTCATG 3'
MMPI2 5' GGCTTGATTCCTGGGAAGTG 3'
5' FAM — CCCTGCTTACCCCAAGCTGATTTCCA — TAMRA 3'
5' GCCCTTCGCATGGACATTTA 3'
TIMPI 5' CCCCGATCTGCGATGATG 3'
5' FAM — TCTCCACTGTGCAGCCCCTGCC — TAMRA 3'
5'TTGTCCAGCGGGACCTAGAG 3
PAIl 5'AAGTCCACCTGTTTCACCATAGTCT 3'
5' FAM - CAGGGCTTCATGCCCCACTTCTTCA — TAMRA 3'
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Tablica 3. Sekvence pocetnica i sonde koriStenih za detekciju ekspresije ljudskih gena od
interesa metodom lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu. Sonde su oznacene

fluorescencijskom bojom FAM.

Pocetnice 1 sonda Sekvenca nukleotida
5' ACCCACTCCTCCACCTTTGAC 3
GAPDH 5' CATACCAGGAAATGAGCTTGACAA 3'

5' FAM — CTGGCATTGCCCTCAACGACCA —-TAMRA 3'
5" AGGAAGGGCCACGACAAAG 3’
COLIAl 5' CAGTTACACAAGGAACAGAACAGTCTCT 3'
5' FAM — CGTGTCAATCCCTTGTGCCGCA - TAMRA 3'
5'TGGCCCCCACCTTCTTG 3'

FNI 5' TGCGGGAAAAATCCCTTCTA 3

5' FAM — CGACAACCCCCGGGAGGCA - TAMRA 3'
5' CAAGTGATCACCATCGGAAATG 3'

ACTA2 5' GACTCCATCCCGATGAAGGAT 3'

5' FAM - CGTTTCCGCTGCCCAGAGACCC — TAMRA 3'

5' GCTTGGAACCCTTTATACATCTTG 3'
TIMPI 5' CCTTCTGCAATTCCGACCT 3'
5'FAM - TCAACCAGACCACCTTATACCAGCG -TAMRA 3
5'TGCCCATGATGGCTCAGA 3'
PAIl 5' GGCAGTTCCAGGATGTCGTAGT 3'
5' FAM - AGTTCACCACGCCCGATGGCC — TAMRA 3'

3.12 Odredivanje koncentracije proteina metodom ELISA

Za odredivanje koncentracija pro-kolagena 1al, fibronektina, MMP12 i TIMP1 koriSten
je enzimski imunotest na ¢vrstoj fazi (engl. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA).
Navedeni proteini izmjereni su u inkubacijskom mediju prereza plu¢a. Za analizu misjeg pro-
kolagena lal, fibronektina, MMP12 1 TIMP1 koriSteni su unaprijed optimirani setovi
protutijela (AbCam). Za analizu ljudskog pro-kolagena 1al i fibronektina koriSteni su unaprijed

optimizirani setovi protutijela (R&D Systems).
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Plocice s 96 jazica najprije su inkubirane u otopini specificnog protutijela tijekom noc¢i
na 4 °C kako bi se protutijelo imobiliziralo u jazicama. Jazice su isprane otopinom PBS-a
(Gibco) s 0,05 % Tween 20 (Sigma) ukupno 3 puta, nakon ¢ega su blokirane otopinom PBS s
1 % BSA (Sigma) 1 h pri sobnoj temperaturi. Zatim su jazice isprane 1 dodani su uzorci
(inkubacijski medij prereza pluca), standard u viSe koncentracija i slijepa proba (PBS s 1 %
BSA). Standard je pripremljen od specificnih rekombinantnih proteina (AbCam 1 R&D
Systems) poznatih koncentracija. Standard za svaki protein pripremljen je u ukupno 8
koncentracijau PBS-us 1 % BSA. Uzorci, standardi i slijepa proba inkubirani su 2 h pri sobnoj
temperaturi, nakon ¢ega je uslijedilo ispiranje. Zatim su u jazice dodana specifi¢na detekcijska
protutijela konjugirana biotinom, razrijedena u PBS-u s 1 % BSA i inkubirana 2 h pri sobnoj
temperaturi. Nakon toga, jazice su ponovno isprane i dodana je otopina streptavidina
konjugiranog enzimom peroksidaza iz hrena (engl. horseradish peroxidase, HRP) i1 inkubirana
20 min pri sobnoj temperaturi. JaZice su ponovno isprane, dodan je supstrat koji je sadrzavao
peroksid i TMB (3,3',5,5'-tetrametilbenzidin) te je uslijedilo razvijanje signala i zaustavljanje
reakcije otopinom 1 M sumporne kiseline (Kemika). Nakon zaustavljanja reakcije, apsorbancija

privalnoj duljini 450 nm je izmjerena koriste¢i uredaj SpectraMax (Molecular Devices).

Za izraCun koncentracija proteina najprije su napravljene krivulje standarda mjerenjem
apsorbancije rekombinantnih proteina poznatih koncentracija. Koncentracije proteina u
uzorcima izracunate su interpolacijom pomocu standardne krivulje, koriste¢i jednadzbu

linearne funkcije.

3.13 Statisticka analiza

Statisticka obrada svih dobivenih podataka radena je koriste¢i program GraphPad Prism.
Za provjeru normalnosti distribucije podataka koristen je test Shapiro-Wilk. Za analizu
znacCajnosti izmedu usporedivanih grupa koristeni su odgovarajuci testovi navedeni za svaki
pojedinacni pokus u rezultatima: t-test za usporedivanje dvije skupine, One-Way ANOVA s post
hoc testom Dunnett za usporedivanje viSe skupina, Two-Way ANOVA s post hoc testom
Bonferroni za usporedivanje vise skupina kroz razli¢ito vrijeme inkubacije. U svim testovima

razina znacajnosti bila je postavljena na p < 0,05.

Svi grafovi su pripremljeni koriste¢i program GraphPad Prism. Na grafovima su
prikazane srednje vrijednosti sa standardnim devijacijama, a broj replika naveden je za svaki

pojedinacni pokus u rezultatima.
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4. REZULTATI

4.1 Vijabilnost prereza misjih pluc¢a

Prerezi pluca pripremljeni su iz netretiranih (zdravih) miseva te iz miSeva tretiranih
bleomicinom in vivo. Plu¢a iz miSeva tretiranih bleomicinom koriStena su za pripremu prereza
14 dana nakon primjene bleomicina in vivo kada je fibroza pluca ve¢ uspostavljena. Vijabilnost
pripremljenih prereza misjih pluc¢a odredena je tijekom vise dana inkubacije ex vivo kako bi se
procijenili kvaliteta prereza kroz vrijeme i optimalno vrijeme inkubacije za pokuse ex vivo.
Kako bi se §to adekvatnije procijenila vijabilnost razlicitih vrsta stanica u kompleksnom sustavu
tkivnih prereza, mjereni su razliciti parametri vijabilnosti. Histoloska karakterizacija prereza
plu¢a od iznimne je vaznosti jer omogucuje izravno prac¢enje morfologije stanica te arhitekture
tkiva. Histoloske analize nadopunjene su mjerenjem propusnosti staniénih membrana te

mjerenjem metabolicke aktivnosti stanica.

4.1.1. HistoloSka karakterizacija prereza misjih pluéa tijekom inkubacije ex vivo

Prerezi pluca iz zdravih miSeva te misSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom koriSteni
su za histolosku karakterizaciju odmah nakon pripreme (oznaceni kao dan 0) te nakon 3 15 dana
inkubacije ex vivo. Prerezi su obojani metodom Crossman trikrom, vizualizirani svjetlosnim
mikroskopom i analizirani od strane patologa. Ovom histoloSkom metodom kolagen je obojan
zeleno, misi¢no tkivo je plavo-ljubicasto, a jezgre stanica tamno plave. Na svakom vremenu
inkubacije analizirano je po 4 prereza iz zdravog misa te po 10 prereza iz 2 miSa s fibrozom

izazvanom bleomicinom, a reprezentativne slike prikazane su niZe (Slika 4).

Na dan pripreme prereza alveolarne 1 bronhijalne strukture su bile dobro o¢uvane u svim
analiziranim prerezima, s normalnom morfologijom stanica. U prerezima pluca iz miSeva s
fibrozom izazvanom bleomicinom uocena su fibrozna Zarista (engl. fibrotic foci) s upalom i
fibroznim promjenama tkiva (povecana koli¢ina kolagena, zadebljane alveolarne stijenke).
Nakon 3 1 5 dana inkubacije ex vivo, fibrozne promjene tkiva u prerezima iz miseva s fibrozom
izazvanom bleomicinom su bile i1 dalje vidljive te su nalikovale promjenama videnim u
rezovima na danu 0. Nakon 3 i1 5 dana inkubacije, u prerezima iz zdravih i bleomicinom
tretiranih miSeva bio je vidljiv manji dio apoptoznih stanica u alveolarnom i bronhijalnom
epitelu, kao 1 deskvamacija (ljuStenje povrSinskih stanica) bronhijalnog epitela u nekim
prerezima. Nakon 5 dana inkubacije vise je podrucja deskvamacije i metaplazije bronhijalnog
epitela (zamjena cilindri¢nih stanica epitela viSeslojnim plocastim stanicama) nego $to je bilo
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uoceno nakon 3 dana inkubacije. Dodatno se nakon 5 dana inkubacije vidjela proliferacija
stanica u podrucju alveolarnog epitela. Uz navedene promjene koje su bile primijec¢ene u
prerezima iz zdravih (kontrolnih) miSeva kao i u prerezima iz miSeva s fibrozom izazvanom
bleomicinom, alveolarne i bronhijalne strukture u oba tipa prereza su bile generalno dobro

ocuvane nakon 3 1 5 dana inkubacije ex vivo.

30
o
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-

Slika 4. Reprezentativne slike bojanja prereza misjih plu¢a metodom Crossman trikrom. Prerezi
pluca iz zdravog misa fiksirani su i pripremljeni za bojanje odmah nakon pripreme (A) te nakon
3 dana (B) i 5 dana inkubacije ex vivo (C). Prerezi pluca iz miSeva s fibrozom izazvanom
bleomicinom takoder su fiksirani i pripremljeni za bojanje odmah nakon pripreme (D) te nakon

3 dana (E) 1 5 dana inkubacije ex vivo (F). Povecanje 5 puta.

4.1.2. Metabolicka aktivnost i propusnost membrana prereza misjih pluéa tijekom

inkubacije ex vivo

Metabolicka aktivnost mjerena redukcijom reagensa Alamar Blue te propusnost
membrana mjerena otpustanjem enzima LDH, odredeni su u prerezima pluc¢a pripremljenim iz
zdravih miSeva te miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom nakon 1, 3, 5 1 7 dana inkubacije

ex vivo.

Prerezi plu¢a iz zdravih miSeva pokazali su slicnu metabolicku aktivnost mjerenu

redukcijom reagensa Alamar Blue tijekom 7 dana inkubacije ex vivo, bez uocenog smanjenja u
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metabolikoj aktivnosti (p = 0,13 nakon 3 dana, p = 0,56 nakon 7 dana). Stovige, blagi porast
redukcije reagensa Alamar Blue izmjeren je nakon 5 dana inkubacije u odnosu na prvi dan
inkubacije (p = 0,01) (Slika 5SA). Metabolic¢ka aktivnost u prerezima pluca iz miseva s fibrozom
izazvanom bleomicinom je smanjena nakon 3 dana (p <0,001) 1 7 dana (p < 0,001) inkubacije
u odnosu na prvi dan, dok nakon 5 dana inkubacije nije bilo razlike (p > 0,99) (Slika 5B).
Primijeceno je takoder, da je metabolicka aktivnost opcenito nesto veca (oko 1,3 puta) u
prerezima pluca iz miseva s fibrozom izazvanom bleomicinom u odnosu na prereze iz zdravih

miseva.

U prerezima pluca iz zdravih i iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom koli¢ina
enzima LDH u inkubacijskom mediju je bila snizena nakon 3, 5 i 7 dana inkubacije ex vivo u
odnosu na prvi dan inkubacije, §to znac¢i da se manje enzima otpustilo iz stanica (Slika 6A i1 B).
Slicne vrijednosti LDH aktivnosti su izmjerene nakon 3, 5 1 7 dana inkubacije, dakle nije bio

uocen progresivni trend smanjenja LDH aktivnosti.
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Slika 5. Redukcija reagensa Alamar Blue kao mjera metabolicke aktivnosti prereza pluca
pripremljenih iz (A) zdravih miSeva (n=6 iz 3 misa) te (B) iz miSeva s fibrozom izazvanom
bleomicinom (n=6 iz 3 miSa) tijekom viSe dana inkubacije ex vivo. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost = standardna devijacija. One-Way ANOVA s Dunnett-ovim post hoc testom,
*p <0,05, ***p <0,001. Zdravi — prerezi iz zdravih miSeva, tretirani s BLM — prerezi iz miSeva

tretiranih bleomicinom.
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Slika 6. Aktivnost enzima LDH (mU/mL) u inkubacijskom mediju prereza pluca pripremljenih
iz (A) zdravih miSeva (n=6 iz 3 misa) te (B) iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom (n=6
iz 3 misa) tijekom viSe dana inkubacije ex vivo. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija. One-Way ANOVA s Dunnett-ovim post hoc testom, **p < 0,01, ***p <
0,001. Zdravi — prerezi iz zdravih miSeva, tretirani s BLM — prerezi iz miSeva tretiranih

bleomicinom.

4.2 Analiza ekspresije gena i proteina u prerezima plu¢a iz miSeva s fibrozom izazvanom

bleomicinom

Prerezi pluc¢a pripremljeni su iz mi§jeg modela pluéne fibroze izazvane bleomicinom in
vivo 14 dana nakon primjene, obzirom na to da je to najceS¢e koriSten i najbolje opisan
zivotinjski model pluéne fibroze in vivo. U prerezima pluca najprije je ispitana prisutnost i
stabilnost profibroznih procesa tijekom inkubacije ex vivo, pracenjem ekspresije razlicitih

biljega fibroze.

4.2.1. Ekspresija gena COLIAL, FN1, ACTA2, MMP12, TIMPI i PAIl u prerezima pluca
iz zdravih miSeva i miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom na dan pripreme

prereza

Metodom lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu odredena je ekspresija
gena COLIAI (kolagen lal) i FNI (fibronektin 1) kao glavnih sastavnica izvanstanicnog
matriksa, ACTA2 (a-aktin glatkih miSi¢a) kao biljega aktivacije fibroblasta u miofibroblaste te
MMP12 (matriksna metaloproteinaza 12), TIMP1 (inhibitor matriksnih metaloproteinaza 1) i

PAIl (inhibitor plazminogenskog aktivatora 1) kao biljega remodeliranja izvanstani¢nog
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matriksa, uz normalizaciju na ekspresiju gena GAPDH. Ekspresija navedenih gena odredena je

u prerezima plu¢a pripremljenim iz zdravih miseva te iz miSeva s fibrozom izazvanom

bleomicinom. Analiza je napravljena na dan pripreme prereza kako bi se ustanovio pocetni

profil biljega fibroze i ispitala razlika izmedu prereza pluca iz zdravih i bleomicinom tretiranih

Zivotinja.

Prerezi pluc¢a pripremljeni iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom imali su

znacajno poviSenu ekspresiju gena COLIAL, FNI, MMP12 1 TIMPI (svip <0,001), kao i PAl]

(p = 0,03) na dan pripreme (dan 0) u odnosu na prereze plu¢a pripremljene iz zdravih miSeva

(Slika 7). Premda je uocen trend povisene ekspresije gena ACTA2 u prerezima pluca iz miSeva

s fibrozom izazvanom bleomicinom, nije bilo statisticki znac¢ajne razlike u odnosu na prereze

pluca iz zdravih miSeva (p = 0,07) (Slika 7C).
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Slika 7. Ekspresija gena COLIAI (A), FNI (B), ACTA2 (C), MMP12 (D), TIMPI (E) i PAIl

(F) u prerezima pluca pripremljenim iz zdravih miSeva (n=10 iz 4 misa) te miSeva s fibrozom

izazvanom bleomicinom (n=22 iz 10 miSeva). Ekspresija gena odredena je na dan pripreme
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prereza (dan 0). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. t — test,
*p < 0,05, ***p < 0,01. Z — prerezi iz zdravih miSeva, BLM — prerezi iz miSeva tretiranih

bleomicinom.

4.2.2. Ekspresija gena COLIAl, FN1, ACTA2, MMP12, TIMPI i PAII u prerezima pluéa
iz zdravih miSeva i miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom kroz vrijeme inkubacije

ex vivo

Ekspresija gena od interesa u prerezima pluca iz zdravih te iz miseva s fibrozom
izazvanom bleomicinom pracena je tijekom inkubacije ex vivo, s mjerenjima nakon 1, 315 dana
inkubacije kako bi se odredilo zadrzavaju li prerezi pluca karakteristike fibroze i tijekom

inkubacije ex vivo.

Nakon 1 dan (p = 0,02), 3 dana (p < 0,001) 1 5 dana (p = 0,001) inkubacije ex vivo u
prerezima pluéa pripremljenih iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom utvrdena je
statisticki zna€ajno veca ekspresija gena COLIAI u odnosu na prereze pluca pripremljene iz
zdravih miSeva (Slika 8). Ekspresija gena FN/ bila je takoder poviSena u prerezima dobivenim
iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom nakon 1 dan (p < 0,001) i 3 dana (p < 0,001)
inkubacije ex vivo, dok je nakon 5 dana inkubacije ekspresija povecana, bez statisticke
znacajnosti (p = 0,07) (Slika 9). Usporedivi rezultati dobiveni su i za druge analizirane gene
MMPI2 (p=0,001,p<0,001 ip=0,16)i TIMPI (p <0,001, p<0,001ip>0,99) koji su bili
povecani u prerezima pluca iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom u odnosu na prereze
iz zdravih miSeva nakon 1 i 3 dana inkubacije ex vivo, uz trend povecanja nakon 5 dana
inkubacije (Slika 11, Slika 12). Nakon 1 dan inkubacije ex vivo nije bilo razlike u ekspresiji
gena PAII (p > 0,99) izmedu prereza iz bleomicinom tretiranih 1 zdravih miSeva. Nakon 3 dana
inkubacije ex vivo, postojao je trend povecane ekspresije PA// u prerezima iz bleomicinom
tretiranih miSeva (p = 0,18), dok je tek nakon 5 dana inkubacije ekspresija PA/I bila znacajno
povecana (p = 0,01) (Slika 13). Ekspresija gena ACTA2 u prerezima iz miSeva s fibrozom
izazvanom bleomicinom u odnosu na prereze iz zdravih miSeva bila je smanjena nakon 1 dan
inkubacije ex vivo (p = 0,002), dok je nakon 3 i 5 dana inkubacije bila povisena (p < 0,001)
(Slika 10).

Opcenito, ekspresijski profil gena COLIAI, FNI, MMPI12 i TIMPI u prerezima pluca
nakon inkubacije ex vivo 1, 3 1 5 dana bio je slican ekspresijskom profilu prereza na dan

pripreme, s povecanim ekspresijama u prerezima iz miseva s fibrozom izazvanom bleomicinom
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u odnosu na prereze iz zdravih miSeva. Primijecen je takoder, trend smanjenja relativne

ekspresije veéine izmjerenih gena nakon 5 dana inkubacije ex vivo u odnosu na ranija vremena

inkubacije.
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Slika 8. Ekspresija gena COL1AI u prerezima pluca pripremljenim iz zdravih miSeva (n=6 iz
2 misSa) te miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom (n=6 iz 2 miSa). Ekspresija gena je
odredena nakon 1, 3 1 5 dana inkubacije ex vivo. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
+ standardna devijacija. Two-Way ANOVA s Bonferroni post hoc testom, *p < 0,05, **p <0,01,
**%p < 0,001. Zdravi — prerezi iz zdravih miSeva, tretirani s BLM — prerezi iz miSeva tretiranih

bleomicinom.
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Slika 9. Ekspresija gena FNI u prerezima pluca pripremljenim iz zdravih miseva (n=6 iz 2
misa) te miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom (n=6 iz 2 miSa). Ekspresija gena je

odredena nakon 1, 3 1 5 dana inkubacije ex vivo. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
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+ standardna devijacija. Two-Way ANOVA s Bonferroni post hoc testom, ***p < 0,001. Zdravi

— prerezi iz zdravih miSeva, tretirani s BLM — prerezi iz miSeva tretiranih bleomicinom.
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Slika 10. Ekspresija gena ACTA2 u prerezima pluca pripremljenim iz zdravih miSeva (n=6 iz 2
miSa) te miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom (n=6 iz 2 misSa). Ekspresija gena je
odredena nakon 1, 3 1 5 dana inkubacije ex vivo. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
+ standardna devijacija. Two-Way ANOVA s Bonferroni post hoc testom, ***p < 0,001. Zdravi

— prerezi iz zdravih miSeva, tretirani s BLM — prerezi iz miSeva tretiranih bleomicinom.
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Slika 11. Ekspresija gena MMP12 u prerezima pluca pripremljenim iz zdravih miSeva (n=6 iz
2 misSa) te miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom (n=6 iz 2 miSa). Ekspresija gena je
odredena nakon 1, 3 i 5 dana inkubacije ex vivo. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost

+ standarda devijacija. Two-Way ANOVA s Bonferroni post hoc testom, **p < 0,01, ***p <
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0,001. Zdravi — prerezi iz zdravih miSeva, tretirani s BLM — prerezi iz miSeva tretiranih

bleomicinom.
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Slika 12. Ekspresija gena TIMP] u prerezima pluca pripremljenim iz zdravih miSeva (n=6 iz 2
miSa) te miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom (n=6 iz 2 misSa). Ekspresija gena je
odredena nakon 1, 3 1 5 dana inkubacije ex vivo. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
+ standarda devijacija. Two-Way ANOVA s Bonferroni post hoc testom, ***p < 0,001. Zdravi

— prerezi iz zdravih miSeva, tretirani s BLM — prerezi iz miSeva tretiranih bleomicinom.
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Slika 13. Ekspresija gena P4/ u prerezima pluca pripremljenim iz zdravih miSeva (n=4 iz 2
miSa) te miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom (n=6 iz 2 misa). Ekspresija gena je
odredena nakon 1, 3 i 5 dana inkubacije ex vivo. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
+ standarda devijacija. Two-Way ANOVA s Bonferroni post hoc testom, *p < 0,05. Zdravi —

prerezi iz zdravih miSeva, tretirani s BLM — prerezi iz miSeva tretiranih bleomicinom.
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4.2.3. Koncentracije proteina pro-kolagena lal, fibronektina, MMPI2 i TIMPI u
prerezima pluéa iz zdravih miSeva i miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom nakon

3 dana inkubacije ex vivo

Razina proteinske ekspresije biljega fibroze pro-kolagena lal, fibronektina, MMP12 i
TIMPI1 odredena je mjerenjem koncentracije metodom ELISA. Za analizu navedenih proteina
koristen je inkubacijski medij prereza iz zdravih misSeva te miSeva s fibrozom izazvanom
bleomicinom kojima je prethodno odredena ekspresija gena. Koncentracija ovih proteina
izmjerena je samo u uzorcima inkubiranim tijekom 3 dana ex vivo, kada je izmjerena najveca

relativna ekspresija ovih biljega na genskoj razini.

Nakon 3 dana inkubacije ex vivo, prerezi pluc¢a iz miseva s fibrozom izazvanom
bleomicinom pokazali su statisti¢ki znacajno povisenu koncentraciju svih izmjerenih proteina;
pro-kolagena 1al, fibronektina, MMP12 te TIMP1 u odnosu na prereze pluca iz zdravih miSeva
(Tablica 4). Koncentracije pro-kolagena lal iznosile su 0,8 ng/mL i 19 ng/mL, fibronektina 39
ng/mL i 2124 ng/mL, TIMP1 2,7 ng/mL i 43 ng/mL te MMP12 0,9 ng/mL i 10 ng/mL u

prerezima iz zdravih 1 miSeva tretiranih bleomicinom (Tablica 4).

Ovi rezultati potvrduju da je nakon 3 dana inkubacije ex vivo ekspresija pro-kolagena
lal, fibronektina, MMP12 1 TIMP1 ostala poviSena na proteinskoj razini, kao $to je bilo

izmjereno 1 na razini ekspresije gena.

Tablica 4. Koncentracije proteina u inkubacijskom mediju prereza pluca iz zdravih (n=8 iz 2

miSa) i miSeva tretiranih bleomicinom (n=16 iz 4 misa) nakon 3 dana inkubacije ex vivo.

Koncentracija proteina (ng/mL, srednja vrijednost + standardna devijacija)
Pro-kolagenlal Fibronektin MMP12 TIMP1
Zdravi 0,77 £0,71 38,8 £ 23,8 0,93 £0,34 2,68 £1,71
Tretirani s BLM 19,3 + 15,5 2124 £ 861 10,0+ 7,0 43,4+41,0
p vrijednost ** 0,005 **% <0,001 *0,02 *0,01

StatistiCka analiza napravljena je koristeci t-test. Zdravi — prerezi iz zdravih miSeva, tretirani s

BLM - prerezi iz miSeva tretiranih bleomicinom, MMP12 — matriks metaloproteinaza 12,

TIMP1 — inhibitor matriks metaloproteinaza 1.
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4.2.4. Vizualizacija kolagena 1 i fibronektina u prerezima pluéa iz zdravih miSeva i miseva

s fibrozom izazvanom bleomicinom nakon 3 dana inkubacije ex vivo

Kolagen 1 i fibronektin obiljeZeni su metodom imunofluorescencije u prerezima pluca
pripremljenim iz zdravih miSeva te iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom. Na temelju
prethodno dobivenih rezultata ekspresije gena i proteina biljega fibroze, odabrano je vrijeme
inkubacije ex vivo od 3 dana. Kolagen 1, fibronektin te stani¢ne jezgre obiljezeni Hoechst bojom

su vizualizirani konfokalnim mikroskopom.

Na Slika 14 B vidljiva je povecana ekspresija kolagena 1 kroz cijeli presjek prereza
pluca iz miseva s fibrozom izazvanom bleomicinom u odnosu na prereze pluca iz zdravih
miSeva (Slika 14 A). U prerezima pluc¢a iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom

parenhim je zadebljan i vidljive su naslage kolagena 1 (Slika 14 B).

U prerezima pluéa iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom ekspresija
fibronektina takoder je povecana (Slika 15 B) u odnosu na prereze pluca iz zdravih miSeva
(Slika 15 A) nakon 3 dana inkubacije ex vivo. Fibronektin je eksprimiran u parenhimu pluca
koji je zadebljan u prerezima iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom, a struktura pluca

je promijenjena u usporedbi s prerezima iz zdravih Zivotinja (Slika 15).
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Slika 14. Vizualizacija kolagena 1 metodom imunofluorescencije u prerezima pluca
pripremljenim iz zdravih miSeva (A) te iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom (B)

nakon 3 dana inkubacije ex vivo. Povecanje 10 puta. Kolagen 1 obiljezen je zeleno, stani¢ne

jezgre obiljezene su plavo.
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Slika 15. Vizualizacija fibronektina metodom imunofluorescencije u prerezima pluca
pripremljenim iz zdravih miSeva (A) te iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom (B)
nakon 3 dana inkubacije ex vivo. Povecanje 10 puta. Fibronektin je obiljeZen zeleno, stani¢ne

jezgre obiljezene su plavo.

4.3 Aktivnost antifibroznih spojeva u prerezima pluca iz misSeva s fibrozom izazvanom

bleomicinom

U prethodno uspostavljenim uvjetima inkubacije ex vivo prereza pluca iz miSeva s
fibrozom izazvanom bleomicinom, testirani su spojevi s poznatim antifibroznim djelovanjem
kako bi se validirala primjena modela u istrazivanjima potencijalnih novih lijekova. Za
inkubaciju ex vivo je na temelju prethodnih rezultata odabrano vrijeme od 3 dana, kada je

ekspresija biljega fibroze bila poviSena na genskoj i1 proteinskoj razini u prerezima iz miseva s
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fibrozom izazvanom bleomicinom. Testirani su nintedanib kao odobreni lijek za idiopatsku
pluénu fibrozu (IPF) te spoj SB525334 koji je inhibitor receptora TGFp tipa I (ALKS). Prerezi
pluéa iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom tretirani su nintedanibom i spojem
SB525334 ex vivo, a nakon 3 dana inkubacije odredena je ekspresija biljega fibroze koji su
prethodno pokazali povisSenu ekspresiju u prerezima iz misSeva s fibrozom izazvanom
bleomicinom: COLIAIl, FNI, ACTA2, MMPI12 i TIMPI. Utjecaj spojeva na ekspresiju gena
PAII nije analiziran s obzirom na to da prethodno nije bilo razlike izmedu prereza iz zdravih i
miseva tretiranih bleomicinom. Kontrolni prerezi iz zdravih te miseva s fibrozom izazvanom
bleomicinom tretirani su s 0,1 % DMSO umjesto spojevima. Prerezi su pripremljeni iz 2 zdrava
misa te iz 4 misa s fibrozom izazvanom bleomicinom od ¢ega su prerezi iz 2 misa koristeni za
testiranje nintedaniba uz odgovaraju¢u kontrolu DMSO, a iz preostala 2 miSa za testiranje

SB525334 i odgovaraju¢u kontrolu DMSO.

4.3.1. Utjecaj antifibroznih spojeva na ekspresiju gena COLIAI, FN1, ACTA2, MMPI12 i

TIMPI u prerezima pluca iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom

Nakon 3 dana inkubacije ex vivo, kontrolni prerezi plu¢a (0,1 % DMSO) iz miSeva s
fibrozom izazvanom bleomicinom pokazali su statisticki znacajno viSu ekspresiju gena
COLIAI (p <0,001) u odnosu na kontrolne prereze plu¢a iz zdravih misSeva (Slika 16 A 1 B).
Tretman spojem SB525334 pokazao je takoder smanjenje ekspresije gena COLIAI pri
koncentracijama 5 pM (p <0,001), 1 pM (p <0,001), 0,2 uM (p = 0,004) te 0,04 uM (p =0,01),
dok pri najnizoj testiranoj koncentraciji 0,008 uM (p = 0,98) nije imao utjecaja na ekspresiju
COLIAI u odnosu na kontrolne prereze iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom (Slika
16 A). Tretman nintedanibom pri koncentracijama 10 pM, 2 uM 1 0,4 uM (p < 0,001), kao i pri
0,016 uM (p = 0,02) smanjio je ekspresiju gena COLIAI u odnosu na kontrolne prereze pluc¢a
iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom (Slika 16 B). Nintedanib pri koncentraciji 0,08
uM nije imao statisticki znaCajnog utjecaja na ekspresiju COLIAI (p = 0,11), iako je uocen

trend smanjenja.

Sli¢ni rezultati dobiveni su za ekspresiju gena FNI koja je bila znacajno visa u
kontrolnim prerezima plu¢a iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom u odnosu na
kontrolne prereze pluca iz zdravih miSeva (p = 0,001 1 p < 0,01, Slika 17 A i B). Tretman spojem
SB525334 smanjio je ekspresiju FNI pri koncentracijama 5 pM i1 uM (p <0,01), kao i pri 0,2
uM (p = 0,01). SB525334 pri koncentracijama 0,04 uM (p = 0,54) 1 0,008 uM (p > 0,99) nije
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imao utjecaja na ekspresiju gena FN/ (Slika 17 A) u odnosu na kontrolne prereze pluca iz
miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom. Tretman nintedanibom smanjio je ekspresiju FN/
pri svim testiranim koncentracijama (p < 0,001 za 10 uM, 2 uM, 0,4 uM 1 0,016 uM; p = 0,04
za 0,08 uM) kao Sto je prikazano na Slika 17 B.

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ekspresiji gena ACTA2 izmedu kontrolnih
prereza iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom te kontrolnih prereza iz zdravih miseva
(p=10,691p>0,99, Slika 18 A 1 B). Tretman spojem SB525334 izazvao je statisticki znacajno
snizenje ekspresije gena ACTA2 pri koncentracijama 5 uM (p = 0,001), 1 uM (p = 0,004) 1 0,2
uM (p = 0,02) u odnosu na kontrolne prereze iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom,
dok tretman u koncentracijama 0,04 uM (p =0,51) 1 0,008 uM (p > 0,99) nije imao utjecaja na
ekspresiju gena ACTA2 (Slika 18 A). Tretman nintedanibom nije imao statisticki znacajnog
utjecaja na ekspresiju ACTA2 pri testiranim koncentracijama u odnosu na kontrolne prereze iz

miseva s fibrozom izazvanom bleomicinom (Slika 18 B).

U kontrolnim prerezima plu¢a iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom utvrdena
je statisticki znacajno visa ekspresija gena MMPI12 u odnosu na kontrolne prereze iz zdravih
misSeva (p = 0,003 1 p < 0,001, Slika 19 A 1 B). Tretman spojem SB525334 u testiranim
koncentracijama nije imao uc¢inka na ekspresiju gena MMP12 u odnosu na kontrolne prereze iz
miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom (Slika 19 A). Tretman nintedanibom u
koncentracijama 10 uM i1 2 uM (p < 0,001) te 0,4 uM (p = 0,002) je pokazao znacajno nizu
ekspresiju MMP12, dok u koncentracijama 0,08 uM (p =0,06) 10,016 uM (p = 0,42) nije imao
utjecaja na ekspresiju MMP12 (Slika 19 B).

Ekspresija gena TIMP1 takoder je bila statisticki znacajno veca u prerezima pluca iz
miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom u usporedbi s prerezima iz zdravih miseva (p <
0,001, Slika 20 A i B). Tretman spojem SB525334 smanjio je ekspresiju gena 7IMPI u
koncentracijama 5 uM, 1 uM 10,2 uM (p < 0,001, p < 0,001 i p = 0,006) u odnosu na kontrolne
prereze iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom. Spoj SB525334 u koncentracijama 0,04
uM (p = 0,07) 1 0,008 uM (p = 0,85) nije imao ucinak na ekspresiju TIMPI (Slika 20 A).
Tretman nintedanibom nije imao utjecaja na ekspresiju 7/MP] niti pri jednoj od testiranih

koncentracija (Slika 20 B).
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Slika 16. Ekspresija gena COLIAI u prerezima pluca pripremljenim iz miSeva s fibrozom
izazvanom bleomicinom te tretiranim ex vivo spojem SB525334 (A) i nintedanibom (B) u vise
koncentracija. Ekspresija gena od interesa odredena je nakon 3 dana inkubacije ex vivo.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=8 iz 2 miSa za zdrave 1
bleomicinom tretirane kontrole + 0,1 % DMSO, n=6 iz 2 miSa za bleomicin + tretman spojem.
One-Way ANOVA s Dunnett-ovim post hoc testom, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001. Z —

prerezi iz zdravih miSeva, BLM — prerezi iz miSeva tretiranih bleomicinom.
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Slika 17. Ekspresija gena FNI u prerezima plu¢a pripremljenim iz misSeva s fibrozom
izazvanom bleomicinom te tretiranim ex vivo spojem SB525334 (A) 1 nintedanibom (B) u vise

koncentracija. Ekspresija gena od interesa je odredena nakon 3 dana inkubacije ex vivo.
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Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=8 iz 2 misa za zdrave i
bleomicinom tretirane kontrole + 0,1 % DMSO, n=6 iz 2 miSa za bleomicin + tretman spojem.
One-Way ANOVA s Dunnett-ovim post hoc testom, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001. Z -

prerezi iz zdravih miSeva, BLM — prerezi iz miSeva tretiranih bleomicinom.
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Slika 18. Ekspresija gena ACTA2 u prerezima pluca pripremljenim iz miSeva s fibrozom
izazvanom bleomicinom te tretiranim ex vivo spojem SB525334 (A) i nintedanibom (B) u vise
koncentracija. Ekspresija gena od interesa je odredena nakon 3 dana inkubacije ex vivo.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=8 iz 2 misa za zdrave 1
bleomicinom tretirane kontrole + 0,1 % DMSO, n=6 iz 2 miSa za bleomicin + tretman spojem.
One-Way ANOVA s Dunnett-ovim post hoc testom, *p <0,05, **p <0,01. Z — prerezi iz zdravih

miSeva, BLM — prerezi iz miSeva tretiranih bleomicinom.
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Slika 19. Ekspresija gena MMPI12 u prerezima pluca pripremljenim iz miSeva s fibrozom
izazvanom bleomicinom te tretiranim ex vivo spojem SB525334 (A) i nintedanibom (B) u vise
koncentracija. Ekspresija gena od interesa je odredena nakon 3 dana inkubacije ex vivo.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=8 iz 2 miSa za zdrave 1
bleomicin tretirane kontrole + 0,1 % DMSO, n=6 iz 2 miSa za bleomicin + tretman spojem.
One-Way ANOVA s Dunnett-ovim post hoc testom, **p < 0,01, ***p < 0,001. Z — prerezi iz

zdravih miSeva, BLM — prerezi iz miSeva tretiranih bleomicinom.
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Slika 20. Ekspresija gena 7IMPI u prerezima pluca pripremljenim iz miseva s fibrozom
izazvanom bleomicinom te tretiranim ex vivo spojem SB525334 (A) 1 nintedanibom (B) u vise
koncentracija. Ekspresija gena od interesa je odredena nakon 3 dana inkubacije ex vivo.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=8 iz 2 misa za zdrave 1

bleomicin tretirane kontrole + 0,1 % DMSO, n=6 iz 2 miSa za bleomicin + tretman spojem.

53



One-Way ANOVA s Dunnett-ovim post hoc testom, **p < 0,01, ***p < 0,001. Z — prerezi iz

zdravih miSeva, BLM — prerezi iz miSeva tretiranih bleomicinom.

4.3.2. Utjecaj antifibroznih spojeva na koncentraciju pro-kolagena 1lal, fibronektina,

MMPI12i TIMPI u prerezima pluca iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom

U inkubacijskom mediju prereza pluca odredene su koncentracije pro-kolagena lal,
fibronektina, MMP12 i TIMP1 metodom ELISA nakon 3 dana inkubacije ex vivo. KoriSteni su
inkubacijski mediji prereza pluca kojima je prethodno odredena ekspresija gena. Analizirane su
koncentracije proteina u uzorcima prereza inkubiranih s DMSO (kontrole DMSO) i uzorcima
tretiranim najviSim testiranim koncentracijama spojeva SB525334 (5 uM) i nintedanib (10
puM). Spojevi SB525334 1 nintedanib testirani su u prerezima iz razli¢itth miSeva tretiranih
bleomicinom (prerezi iz 2 miSa koriSteni su za kontrole DMSO 1i testiranje nintedaniba, dok su

prerezi iz druga 2 misa koriSteni za kontrole DMSO i testiranje spoja SB525334).

Koncentracija pro-kolagena lal bila je veca u inkubacijskom mediju kontrolnih (0,1 % DMSO)
prereza pluca iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom u odnosu na kontrolne (0,1 %
DMSO) prereze pluca iz zdravih miSeva nakon 3 dana inkubacije ex vivo (p < 0,001) (Slika
21A 1 Slika 22A). Tretman spojem SB525334 u koncentraciji 5 uM je smanjio koncentraciju
pro-kolagena lal (p < 0,001) (Slika 21A) u odnosu na kontrolne prereze. Tretman
nintedanibom u koncentraciji 10 pM smanjio je koncentraciju pro-kolagena lal (p <0,001) u

odnosu na kontrolne prereze pluca iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom (Slika 22A).

Koncentracija fibronektina takoder je bila poviSena u inkubacijskom mediju kontrolnih prereza
pluc¢a iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom u usporedbi s prerezima iz zdravih miSeva
(p < 0,001) (Slika 21B 1 Slika 22B). Tretman 10 pM nintedanibom smanjio je koncentraciju
fibronektina (p = 0,01) u odnosu na kontrolne prereze plu¢a iz miseva s fibrozom izazvanom

bleomicinom (Slika 22B), kao 1 tretman 5 uM spojem SB525334 (p < 0,001) (Slika 21B).

Koncentracija MMP12 bila je poviSena u inkubacijskom mediju kontrolnih prereza iz miSeva s
fibrozom izazvanom bleomicinom (p = 0,006), dok je tretman 10 uM nintedanibom smanjio
koncentraciju MMP12 (p = 0,03) (Slika 22C). Medutim, zbog velikih varijacija u
koncentracijama MMP12 izmjerenim u inkubacijskom mediju prereza iz nekih od miSeva s
fibrozom izazvanom bleomicinom (Slika 21C) vidljiv je samo trend povisene koncentracije

MMP12 u odnosu na prereze iz zdravih miSeva, bez statisticke znacajnosti (p = 0,09). U skladu
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s tim, velike varijacije u koncentracijama MMP12 izmjerene su i u inkubacijskim medijima
prereza tretiranih spojem SB525334 te nije utvrdena statisticki zna€ajna razlike u odnosu na

kontrolne prereze iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom (p = 0,35) (Slika 21C).

Koncentracija TIMP1 je bila poviSena u inkubacijskom mediju kontrolnih prereza pluca iz
miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom u odnosu na kontrolne prereze iz zdravih miseva
(p <0,001 1p=0,004) (Slika 21D i Slika 22D). Tretman nintedanibom u koncentraciji 10 uM
smanjio je koncentraciju TIMP1 (p = 0,003) u odnosu na kontrolne prereze pluca iz miSeva s
fibrozom izazvanom bleomicinom (Slika 22D). Sli¢an utjecaj na koncentraciju TIMP1 imao je

1 spoj SB525334 koji je doveo do snizenja (p = 0,005) u odnosu na kontrolne prereze pluca
(Slika 21D).
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Slika 21. Koncentracije proteina pro-kolagena l1al (A), fibronektina (B), MMP12 (C) i TIMP1

(D) u inkubacijskom mediju prereza plu¢a pripremljenih iz miSeva s fibrozom izazvanom
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bleomicinom te tretiranim ex vivo 5 uM spojem SB525334. Koncentracije proteina su odredene
nakon 3 dana inkubacije ex vivo. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. n=8 iz 2 miSa za zdrave i bleomicin tretirane kontrole + 0,1 % DMSO, n=6 iz 2 miSa
za bleomicin + tretman spojem. One-Way ANOVA s Dunnett-ovim post hoc testom, **p < 0,01,
*#%p <0,001. Z — prerezi iz zdravih miSeva, BLM — prerezi iz miSeva tretiranih bleomicinom,
SB — prerezi tretirani spojem SB525334, MMP12 — matriks metaloproteinaza 12, TIMP1 —

inhibitor matriks metaloproteinaza 1.
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Slika 22. Koncentracije proteina pro-kolagena l1al (A), fibronektina (B), MMP12 (C) i TIMP1
(D) u inkubacijskom mediju prereza pluc¢a pripremljenih iz miSeva s fibrozom izazvanom

bleomicinom te tretiranim ex vivo 10 uM nintedanibom. Koncentracije proteina su odredene
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nakon 3 dana inkubacije ex vivo. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. n=8 iz 2 miSa za zdrave i bleomicin tretirane kontrole + 0,1 % DMSO, n=6 iz 2 miSa
za bleomicin + tretman spojem. One-Way ANOVA s Dunnett-ovim post hoc testom, *p < 0,05,
*p < 0,01, ***p < 0,001. Z — prerezi iz zdravih miSeva, BLM — prerezi iz miSeva tretiranih
bleomicinom, N — prerezi tretirani nintedanibom, MMP12 — matriks metaloproteinaza 12,

TIMP1 — inhibitor matriks metaloproteinaza 1.

4.3.3. Utjecaj antifibroznih spojeva na vijabilnost prereza pluca iz miSeva s fibrozom

izazvanom bleomicinom

U istim prerezima pluéa u kojima je ispitan ucinak antifibroznim spojevima SB525334
i nintedanibom na ekspresiju biljega fibroze, promatran je i njihov utjecaj na vijabilnost prereza
mjerenjem aktivnosti LDH otpustene u inkubacijski medij tijekom 3 dana inkubacije ex vivo.
Kao sto je prethodno opisano, u ovom je pokusu ucinak spoja SB525334 i nintedaniba ispitan
u prerezima iz razli¢itih miSeva tretiranih bleomicinom (prerezi iz 2 misa koriSteni su za
kontrole DMSO 1 testiranje SB525334, dok su prerezi iz druga 2 miSa koriSteni za kontrole
DMSO i testiranje nintedaniba).

Tretman prereza pluca spojem SB525334 u koncentracijama od 5 uM do 0,008 uM nije
imao ucinka na otpustanje enzima LDH u odnosu na kontrolne prereze pluca (Slika 23 A).
Tretman prereza plu¢a nintedanibom nije imao uc¢inka na otpuStanje enzima LDH u inkubacijski
medij niti u jednoj od testiranih koncentracija (od 10 uM do 0,016 uM) u odnosu na kontrolne
prereze pluca (Slika 23 A). Prema ovim rezultatima, niti jedan od testiranih antifibroznih
spojeva nije utjecao na vijabilnost prereza pluca iz miseva s fibrozom izazvanom bleomicinom

tijekom 3 dana inkubacije.

57



>
ve)

- N
(3] o
1 1
w &
1 1

LDH (mU/mL)
>
1

LDH (mU/mL)
v

Lind T

T T T T T T
Z BLM 5 1 0.2 0.040.008 Z BLM 10 2 0.4 0.080.016
1 J 1 ]

BLM + SB525334 (uM) BLM + nintedanib (uM)

o
(3}
1
—
1

g
=}
1

o
|

Slika 23. Aktivnost LDH u inkubacijskom mediju prereza pluc¢a pripremljenih iz miseva s
fibrozom izazvanom bleomicinom nakon 3 dana inkubacije ex vivo spojem SB525334 (A) 1
nintedanibom (B). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=8 iz
2 mis$a za bleomicin tretirane kontrole, n=6 iz 2 misa za bleomicin + tretman spojem. One-Way
ANOVA s Dunnett-ovim post hoc testom. Z — prerezi iz zdravih miSeva, BLM — prerezi iz

miseva tretiranih bleomicinom.

4.4 Stimulacija prereza misjih plu¢a s TGFp

Prerezi plu¢a pripremljeni iz zdravih miSeva tretirani su s TGFp tijekom viSe dana
inkubacije ex vivo kako bi se odredio utjecaj na aktivaciju profibroznih procesa. Mjerena je
ekspresija istih biljega fibroze kao u prerezima pluca iz miSeva s fibrozom izazvanom

bleomicinom, a to su geni COLIAI, FNI, ACTA2, MMP12, TIMPI1 i PAII.

4.4.1. Ekspresija gena COLIAI, FN1, ACTA2, MMP12, TIMPI i PAIl u prerezima misjih
plucéa tijekom razlicitog vremena stimulacije s TGFf ex vivo
Prerezi pluc¢a stimulirani su s TGF u koncentraciji 10 ng/mL 1 inkubirani ex vivo 1, 2 1
3 dana. U svakom vremenu ekspresija biljega fibroze u prerezima stimuliranim s TGFf

usporedena je s ekspresijom tih gena u nestimuliranim kontrolnim prerezima.

Ekspresija gena COLIAI bila je veca u prerezima pluca stimuliranim s TGF u odnosu
na kontrolne prereze nakon 1 dan (p = 0,02), 2 dana (p = 0,001) i 3 dana (p = 0,01) inkubacije

ex vivo (Slika 24). Ekspresija gena FNI takoder je bila veca u prerezima stimuliranim s TGFf3
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u odnosu na kontrolne prereze, nakon 2 1 3 dana inkubacije ex vivo (oba p <0,001), dok nakon
samo 1 dan inkubacije nije bilo razlike (p > 0,99) (Slika 25). U prerezima stimuliranim s TGFf3
uocen je trend rasta relativne ekspresije gena FN/ tijekom vremena, tako da je najvisa
ekspresija uocena nakon 3 dana inkubacije. Nakon 1 dan inkubacije ex vivo nije bilo razlike u
ekspresiji gena ACTA2 izmedu prereza stimuliranih s TGFp i kontrolnih prereza pluca (p =
0,19), dok je nakon 2 dana (p = 0,002) i 3 dana (p < 0,001) inkubacije, ekspresija gena ACTA2
bila ve¢a u prerezima stimuliranim s TGF (Slika 26). Nije bilo razlike u ekspresiji gena
MMP12 izmedu prereza stimuliranih s TGFP 1 kontrolnih prereza pluca u testiranim vremenima
inkubacije ex vivo (p = 0,15, p =0,7, p = 0,05) (Slika 27). Ekspresija gena TIMP] bila je veca
u prerezima stimuliranim s TGF3 u odnosu na kontrolne prereze nakon 2 i 3 dana inkubacije ex
vivo (oba p < 0,001), dok nakon samo 1 dan inkubacije razlika nije uocena (p = 0,12). Sli¢no
kao kod ekspresije gena FNI, u prerezima stimuliranim s TGFP primijecen je trend rasta
relativne ekspresije gena TIMP] tijekom inkubacije (Slika 28). Ekspresija gena P47/ takoder je
bila poviSena u prerezima pluca stimuliranim s TGF u odnosu na kontrolne prereze na svim

vremenima inkubacije ex vivo (p < 0,001, p = 0,002, p < 0,001) (Slika 29).
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Slika 24. Ekspresija gena COLIAI u prerezima misjih pluéa stimuliranim ex vivo s TGFB u
koncentraciji 10 ng/mL. Ekspresija gena odredena je nakon 1, 2 1 3 dana inkubacije ex vivo s
TGF ili kontrolom. n=4 iz 2 miSa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. Two-Way ANOVA s Bonferroni post hoc testom, *p < 0,05, **p <0,01. K —kontrolni
prerezi, TGF — prerezi tretirani s TGFp.
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Slika 25. Ekspresija gena FNI u prerezima mi$jih pluéa stimuliranim ex vivo s TGFp u
koncentraciji 10 ng/mL. Ekspresija gena odredena je nakon 1, 2 i 3 dana inkubacije ex vivo s
TGFP ili kontrolom. n=4 iz 2 misSa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. Two-Way ANOVA s Bonferroni post hoc testom, ***p < 0,001. K — kontrolni
prerezi, TGFf — prerezi tretirani s TGFp.
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Slika 26. Ekspresija gena ACTA2 u prerezima misjih pluca stimuliranim ex vivo s TGF u
koncentraciji 10 ng/mL. Ekspresija gena odredena je nakon 1, 2 1 3 dana inkubacije ex vivo s
TGF ili kontrolom. n=4 iz 2 miSa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. Two-Way ANOVA s Bonferroni post hoc testom, *p < 0,05, **p <0,01. K —kontrolni
prerezi, TGF — prerezi tretirani s TGFp.
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Slika 27. Ekspresija gena MMP12 u prerezima misjih pluca stimuliranim ex vivo s TGFB u
koncentraciji 10 ng/mL. Ekspresija gena odredena je nakon 1, 2 i 3 dana inkubacije ex vivo s
TGFP ili kontrolom. n=4 iz 2 misSa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. Two-Way ANOVA s Bonferroni post hoc testom. K — kontrolni prerezi, TGFp —

prerezi tretirani s TGFp.
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Slika 28. Ekspresija gena 7/MPI u prerezima mi$jih pluc¢a stimuliranim ex vivo s TGFp u
koncentraciji 10 ng/mL. Ekspresija gena odredena je nakon 1, 2 1 3 dana inkubacije ex vivo s
TGF ili kontrolom. n=4 iz 2 miSa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. Two-Way ANOVA s Bonferroni post hoc testom, ***p < 0,001. K — kontrolni
prerezi, TGF — prerezi tretirani s TGFp.
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Slika 29. Ekspresija gena P4/l u prerezima miS$jih pluéa stimuliranim ex vivo s TGFp u
koncentraciji 10 ng/mL. Ekspresija gena odredena je nakon 1, 2 i 3 dana inkubacije ex vivo s
TGFP ili kontrolom. n=4 iz 2 misSa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. Two-Way ANOVA s Bonferroni post hoc testom, **p < 0,01, ***p < 0,001. K —
kontrolni prerezi, TGFP — prerezi tretirani s TGFf.

4.4.2. Koncentracija proteina pro-kolagena lal i fibronektina u prerezima misjih pluca

nakon 3 dana stimulacije s TGFf ex vivo

Koncentracija proteina pro-kolagena lal 1 fibronektina izmjerena je u inkubacijskom
mediju prereza pluc¢a nakon 3 dana stimulacije ex vivo s TGFp, s obzirom na to da je na ovom
vremenu inkubacije primijeéena povecana ekspresija gena COLIAl 1 FNI. Za analizu
koncentracije proteina koriSteni su inkubacijski mediji istih prereza pluca u kojima je prethodno

ispitana ekspresija gena.

Koncentracija pro-kolagena lal bila je statisticki znacajno visa (p < 0,001) u
inkubacijskom mediju prereza stimuliranih s TGFB (534 ng/mL) u odnosu na nestimulirane
kontrolne prereze (177 ng/mL) (Tablica 5). Sli¢ni rezultati dobiveni su 1 za koncentraciju
fibronektina koja je bila znacajno visa (p = 0,007) u prerezima pluca stimuliranim s TGFf (5570

ng/mL), u odnosu na nestimulirane prereze (3119 ng/mL) (Tablica 5).
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Tablica 5. Koncentracije proteina u inkubacijskom mediju prereza pluc¢a stimuliranih ex vivo s

TGFp u koncentraciji 10 ng/mL te u kontrolnim prerezima.

Pro-kolagenlal Fibronektin
Kontrola 177+ 71 3119+ 1340
TGFp 534+ 96 5570 £ 1180

p vrijednost *Ax <0,001 *% 0,007

n=>6 iz 3 misa. Koncentracije proteina izmjerene su nakon 3 dana inkubacije ex vivo. StatistiCka
analiza napravljena je koriste¢i t-test. Kontrola — kontrolni prerezi, TGFP — prerezi tretirani s

TGFB.

4.4.3. Utjecaj antifibroznih spojeva na ekspresiju gena COL1Al, FN1, ACTA2, MMP12,
TIMP i PAIl u prerezima misjih pluca stimuliranim s TGFf

Stimulacija prereza s TGF[ prethodno je pokazala povecanje ekspresije gena COLIAI,
FNI, ACTA2, TIMP i PAIl s najve¢om razlikom u odnosu na nestimulirane prereze nakon 3
dana inkubacije ex vivo, stoga su ovi uvjeti dalje koriSteni kako bi se ispitao ucinak spojeva
SB525334 i nintedaniba. U ovom dijelu istrazivanja, spojevi su testirani samo u jednoj
koncentraciji koja je prethodno pokazala inhibiciju biljega fibroze u prerezima iz miSeva
tretiranih bleomicinom, kako bi se smanjio broj potrebnih miSeva. Prerezi pluca su tretirani
nintedanibom u koncentraciji 10 uM te spojem SB525334 u koncentraciji 5 uM, nakon ¢ega su
stimulirani s TGFf} u koncentraciji 10 ng/mL. Paralelno su pripremani kontrolni prerezi iz istih
miSeva, tretirani s 0,1 % DMSO umjesto spojevima, te zatim stimulirani s TGFp ili ostavljeni

bez stimulacije.

Ekspresija gena COLIAI (p <0,001), FNI (p =0,005)1 ACTA2 (p =0,01) bila je veca
u prerezima plucéa stimuliranim s TGFf} u odnosu na nestimulirane prereze (Slika 30, Slika 31 i
Slika 32), u skladu s prethodnim rezultatima testiranja stimulacije s TGFp. Prerezi tretirani
nintedanibom 1 spojem SB525334, a potom stimulirani s TGFB imali su znafajno manju
ekspresiju gena COLIAI (svi p < 0,001) u odnosu na kontrolne prereze stimulirane s TGFf
(Slika 30). Ekspresija gena FNI takoder je bila sniZzena u prerezima tretiranim spojem
SB525334 (p < 0,001) i nintedanibom (p = 0,04) u odnosu na kontrolne prereze stimulirane s
(Slika 31). Ekspresija gena ACTA?2 bila je manja samo u prerezima tretiranim spojem SB525334
(p = 0,004), dok nije bilo znacajne razlike izmedu prereza tretiranih nintedanibom i kontrolnih

prereza stimuliranih s TGFf (p = 0,24) (Slika 32).
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Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ekspresiji gena MMP12 (p = 0,06), TIMP1
(p=0,12) 1 PAII (p = 0,97) izmedu prereza stimuliranih s TGFf i nestimuliranih prereza (Slika
33, Slika 34 i Slika 35), Sto je razli¢ito od prethodno dobivenih rezultata prema kojima su
prerezi stimulirani s TGFB imali pove¢anu ekspresiju gena TIMPI i1 PAIl nakon 3 dana
inkubacije ex vivo u odnosu na nestimulirane prereze. Prerezi tretirani spojem SB525334 ipak
su pokazali smanjenu ekspresiju gena MMPI12 (p = 0,008) i PAIl (p = 0,001) u odnosu na
kontrolne prereze stimulirane s TGFP (Slika 33 1 Slika 35). U uzorcima prereza tretiranih
nintedanibom utvrdena je smanjena ekspresiju gena MMP12 (p =0,009), dok nije bilo statisticki
znacajne razlike u ekspresiji gena PA/I (p = 0,94) u odnosu na kontrolne prereze stimulirane s
TGFp (Slika 33 i Slika 35). Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ekspresiji gena TIMP1
izmedu prereza tretiranih spojem SB525334 1 kontrolnih prereza stimuliranih s TGFp (p =
0,95), dok je ekspresija u prerezima inkubiranim s nintedanibom bila povecana u odnosu na

kontrolne prereze stimulirane s TGFp (p = 0,002) (Slika 34).
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Slika 30. Ekspresija gena COLIAI u prerezima miSjih pluca tretiranim ex vivo spojem
SB525334 (5 uM) 1 nintedanibom (10 uM) te stimuliranim s TGFp (10 ng/mL). TGFp
stimulirana i nestimulirana kontrola (K) tretirane su s DMSO (0,1 %) umjesto spojevima.
Ekspresija gena od interesa odredena je nakon 3 dana inkubacije ex vivo. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost £+ standardna devijacija. n=6 iz 3 miSa. One-Way ANOVA s Dunnett-
ovim post hoc testom, ***p < 0,001. K — kontrolni prerezi, TGF — prerezi tretirani s TGFp,

SB — prerezi tretirani spojem SB525334, N — prerezi tretirani nintedanibom.
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Slika 31. Ekspresija gena NI u prerezima mi$jih pluca tretiranim ex vivo spojem SB525334
(5 uM) i nintedanibom (10 uM) te stimuliranim s TGFB (10 ng/mL). TGFB stimulirana i
nestimulirana kontrola (K) tretirane su s DMSO (0,1 %) umjesto spojevima. Ekspresija gena
od interesa odredena je nakon 3 dana inkubacije ex vivo. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + standardna devijacija. n=6 iz 3 mi$a. One-Way ANOVA s Dunnett-ovim post hoc
testom, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. K — kontrolni prerezi, TGFf — prerezi tretirani s

TGFp, SB — prerezi tretirani spojem SB525334, N — prerezi tretirani nintedanibom.
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Slika 32. Ekspresija gena ACTA2 u prerezima mi§jih pluc¢a tretiranim ex vivo spojem SB525334
(5 uM) i nintedanibom (10 uM) te stimuliranim s TGFB (10 ng/mL). TGFB stimulirana i
nestimulirana kontrola (K) tretirane su s DMSO (0,1 %) umjesto spojevima. Ekspresija gena
od interesa odredena je nakon 3 dana inkubacije ex vivo. Rezultati su prikazani kao srednja

vrijednost + standardna devijacija. n=6 iz 3 misa. One-Way ANOVA s Dunnett-ovim post hoc

65



testom, *p < 0,05, **p < 0,01. K — kontrolni prerezi, TGF — prerezi tretirani s TGF, SB —

prerezi tretirani spojem SB525334, N — prerezi tretirani nintedanibom.
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Slika 33. Ekspresija gena MMPI2 u prerezima mi§jih pluca tretiranim ex vivo spojem
SB525334 (5 puM) 1 nintedanibom (10 pM) te stimuliranim s TGFp (10 ng/mL). TGFf
stimulirana 1 nestimulirana kontrola (K) tretirane su s DMSO (0,1 %) umjesto spojevima.
Ekspresija gena od interesa odredena je nakon 3 dana inkubacije ex vivo. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=6 iz 3 miSa. One-Way ANOVA s Dunnett-
ovim post hoc testom, **p < 0,01. K — kontrolni prerezi, TGFf} — prerezi tretirani s TGFf3, SB

— prerezi tretirani spojem SB525334, N — prerezi tretirani nintedanibom.
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Slika 34. Ekspresija gena 7/MP1 u prerezima misjih pluca tretiranim ex vivo spojem SB525334
(5 uM) i nintedanibom (10 puM) te stimuliranim s TGFB (10 ng/mL). TGFB stimulirana i
nestimulirana kontrola (K) tretirane su s DMSO (0,1 %) umjesto spojevima. Ekspresija gena
od interesa odredena je nakon 3 dana inkubacije ex vivo. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + standardna devijacija. n=6 iz 3 mi$a. One-Way ANOVA s Dunnett-ovim post hoc
testom, **p <0,01. K —kontrolni prerezi, TGF — prerezi tretirani s TGFf, SB — prerezi tretirani

spojem SB525334, N — prerezi tretirani nintedanibom.
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Slika 35. Ekspresija gena FNI u prerezima misjih pluca tretiranim ex vivo spojem SB525334
(5 uM) 1 nintedanibom (10 uM) te stimuliranim s TGFB (10 ng/mL). TGFB stimulirana i
nestimulirana kontrola (K) tretirane su s DMSO (0,1 %) umjesto spojevima. Ekspresija gena
od interesa odredena je nakon 3 dana inkubacije ex vivo. Rezultati su prikazani kao srednja

vrijednost + standardna devijacija. n=6 iz 3 miSa. One-Way ANOVA s Dunnett-ovim post hoc
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testom, **p <0,01. K — kontrolni prerezi, TGFf — prerezi tretirani s TGF, SB — prerezi tretirani

spojem SB525334, N — prerezi tretirani nintedanibom.

4.4.4. Utjecaj antifibroznih spojeva na koncentraciju pro-kolagena lal i fibronektina u

prerezima misjih pluéa stimuliranim s TGFf

U inkubacijskom mediju prereza pluc¢a u kojima je prethodno odredena ekspresija gena
COLI1A1 1 FNI, ispitana je ekspresija na proteinskoj razini, mjere¢i koncentracije pro-kolagena
lal i fibronektina metodom ELISA. Prerezi su bili tretirani nintedanibom (10 uM) i spojem
SB525334 (5 uM), nakon cega su stimulirani s TGFp tijekom 3 dana ex vivo. Paralelno su
pripremani kontrolni prerezi iz istith miSeva, tretirani s 0,1 % DMSO umjesto spojevima, te

zatim stimulirani s TGF ili ostavljeni bez stimulacije.

Nakon 3 dana inkubacije ex vivo, koncentracija pro-kolagena lal (p < 0,001) i
fibronektina (p = 0,02) bila je visa u inkubacijskom mediju prereza plu¢a stimuliranih s TGFf3
u odnosu na nestimulirane prereze (Slika 36 1 Slika 37). Prerezi tretirani spojem SB525334 (5
uM), a zatim stimulirani s TGFP imali su znacajno nizu koncentraciju pro-kolagena lal 1
fibronektina (oba p < 0,001) u odnosu na kontrolne prereze stimulirane s TGFf (Slika 36 1 Slika
37). Prerezi tretirani nintedanibom (10 uM), a zatim stimulirani s TGFP imali su takoder
znacajno nizu koncentraciju pro-kolagena lal (p < 0,001) i fibronektina (p = 0,01) u odnosu

na kontrolne prereze stimulirane s TGFf (Slika 36 1 Slika 37).
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Slika 36. Koncentracija pro-kolagena lal u inkubacijskom mediju prereza misjih pluca
tretiranih ex vivo spojevima SB525334 (5 uM) i nintedanibom (10 uM) te stimuliranih s TGFf3
(10 ng/mL). Kontrola stimulirana s TGFf i nestimulirana kontrola (K) tretirane su s DMSO (0,1
%) umjesto spojem. Koncentracija proteina odredena je nakon 3 dana inkubacije ex vivo.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=6 iz 3 miSa. One-Way
ANOVA s Dunnett-ovim post hoc testom, ***p < 0,001. K — kontrolni prerezi, TGF — prerezi

tretirani s TGFP, SB — prerezi tretirani spojem SB525334, N — prerezi tretirani nintedanibom.
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Slika 37. Koncentracija fibronektina u inkubacijskom mediju prereza misjih pluca tretiranih ex
vivo spojevima SB525334 (5 uM) i nintedanibom (10 pM) te stimuliranih s TGF (10 ng/mL).
Kontrola stimulirana s TGFp i nestimulirana kontrola (K) tretirane su s DMSO (0,1 %) umjesto
spojem. Koncentracija proteina odredena je nakon 3 dana inkubacije ex vivo. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=6 iz 3 miSa. One-Way ANOVA s
Dunnett-ovim post hoc testom, * p < 0,05, ***p < 0,001. K — kontrolni prerezi, TGFP — prerezi

tretirani s TGFP, SB — prerezi tretirani spojem SB525334, N — prerezi tretirani nintedanibom.

4.4.5. Utjecaj antifibroznih spojeva na vijabilnost prereza misjih plucéa stimuliranih s TGFf

U¢inak spojeva nintedaniba 1 SB525334 na vijabilnost prereza misjih pluca stimuliranih
s TGFp tijekom 3 dana ex vivo odreden je mjerenjem otpustanja enzima LDH u inkubacijski
medij. Analiziran je inkubacijski medij istih prereza plu¢a u kojima je prethodno odreden utjecaj

na biljege fibroze.

Tretman prereza pluca tijekom 3 dana spojem SB525334 (5 uM) (p > 0,99), kao 1
nintedanibom (10 uM) (p = 0,08) nije utjecao na otpustanje LDH u inkubacijski medij u odnosu
na kontrolne prereze pluéa stimulirane s TGFf (Slika 38). Ovi rezultati potvrduju da niti jedan
od spojeva pri testiranim koncentracijama nije utjecao na vijabilnost prereza pluca tijekom 3

dana inkubacije ex vivo.
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Slika 38. Aktivnost LDH u inkubacijskom mediju prereza mi$jih pluca tretiranih ex vivo
spojevima SB525334 (5 uM) i nintedanibom (10 uM) te stimuliranih s TGFB (10 ng/mL)
tijekom 3 dana. TGFP stimulirana i nestimulirana kontrola (K) tretirane su s DMSO (0,1 %)
umjesto spojevima. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=6
iz 3 miSa. One-Way ANOVA s Dunnett-ovim post hoc testom. K — kontrolni prerezi, TGFf —
prerezi tretirani s TGFP, SB — prerezi tretirani spojem SB525334, N — prerezi tretirani

nintedanibom.

4.5 Odredivanje vijabilnosti prereza ljudskih pluc¢a

Vijabilnost prereza ljudskih plu¢a odredena je tijekom viSe dana inkubacije ex vivo i
usporedena sa svjeze pripremljenim prerezima, sli¢no kao $to je radeno u prerezima misjih
pluca. Napravljena je histoloska karakterizacija prereza ljudskih pluca, fluorescencijsko
obiljeZzavanje i vizualizacija Zivih 1 mrtvih stanica u prerezima te biokemijske metode mjerenja
metaboli¢ke aktivnosti stanica (redukcija reagensa Alamar Blue) i propusnosti stani¢nih

membrana (aktivnost enzima LDH u inkubacijskom mediju prereza).

4.5.1. HistoloSka karakterizacija prereza ljudskih pluca tijekom inkubacije ex vivo

Prerezi ljudskih pluc¢a obojani su hematoksilin-eozinom (HE), vizualizirani svjetlosnim
mikroskopom 1 analizirani od strane patologa kako bi se karakterizirala struktura tkiva i
vijabilnost stanica tijekom inkubacije ex vivo. Prerezi plu¢a koriSteni su za histolosku
karakterizaciju odmah nakon pripreme (dan 0) te svaki dan tijekom 7 dana inkubacije ex vivo,

s po 3 prereza na svakom vremenu inkubacije. Reprezentativne slike jednog donora nalaze se
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na Slika 39 1 Slika 40, a histoloska analiza napravljena je na prerezima pluca iz 4 donora tkiva

koriste¢i razlicita vremena inkubacije ex vivo od 1 dan do ukupno 5 ili 7 dana.

Prerezi plu¢a su na dan pripreme imali potpuno ocuvanu morfologiju bronhijalnog i
alveolarnog epitela koja je nalikovala normalnim ljudskim plu¢ima. U nekim prerezima je u
alveolarnom epitelu primijeéena prisutnost stani¢nog otpada i apoptoznih tjelesaca. Nakon 1 i
2 dana inkubacije ex vivo, morfologija prereza pluca je bila usporediva s morfologijom na dan
pripreme, uz dodatnu pojavu apoptoznih stanica i u bronhijalnom epitelu. Nakon 3 i 4 dana
inkubacije ex vivo, broj apoptoznih stanica i stani¢nog otpada uglavnom je bio veéi nego na
prethodnim vremenima inkubacije, medutim morfologija tkiva i stanica i dalje su bili ocuvani.
Kod nekih prereza primijecena je proliferacija stanica nakon 4 dana inkubacije ex vivo. Tek
nakon 4-5 dana inkubacije ex vivo primije¢ene su morfoloske promjene stanica alveolarnog i
bronijalnog epitela, uz pojavu vakuolarne degeneracije i displazije stani¢nih jezgri. Sli¢ne
promjene primijecene su nakon 6 i 7 dana inkubacije ex vivo, uz dodatnu proliferaciju stanica.
Generalno, bronhijalni epitel je pokazao ocuvaniju morfologiju i vijabilnost u usporedbi s
alveolarnim epitelom, a veéina opisanih morfoloskih promjena u vise donora tkiva bila je

zamijecena nakon 4 ili 5 dana inkubacije ex vivo.
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Slika 39. Reprezentativne slike alveola u prerezima ljudskih plu¢a iz donora 001 obojanih
hematoksilin-eozinom (HE). Prerezi pluca fiksirani su i pripremljeni za bojanje odmah nakon

pripreme (A) te nakon 3 dana (B), 5 dana (C) 1 7 dana (D) inkubacije ex vivo. Poveéanje 5 puta.
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Slika 40. Reprezentativne slike bronhiola u prerezima ljudskih pluca iz donora 001 obojanih
hematoksilin-eozinom (HE). Prerezi pluca fiksirani su i pripremljeni za bojanje odmah nakon

pripreme (A) te nakon 3 dana (B), 5 dana (C) 1 7 dana (D) inkubacije ex vivo. Povecanje 5 puta.

4.5.2. Fluorescenciijsko obiljeZavanje i vizualizacija Zivih i mrtvih stanica u prerezima

ljudskih pluéa tijekom inkubacije ex vivo

Prisutnost zivih i mrtvih stanica u prerezima ljudskih plu¢a kvalitativno je odredena
fluorescencijskim bojanjem uz vizualizaciju konfokalnim mikroskopom. Kalcein fluorescira
zeleno u metabolicki aktivnim stanicama, dok etidij homodimer fluorescira crveno u stanicama
s oSte¢enim stanicnim membranama. Bojanje Zivih i mrtvih stanica tijekom 7 dana inkubacije
ex vivo radeno je na prerezima pluca iz Cetiri donora ljudskog tkiva, a reprezentativne slike
jednog od donora prikazane su na Slika 41. Prerez pluca inkubiran u mediju s 1 % Tritonom-X
tijekom 30 min koriSten je kao kontrola narusene vijabilnosti obzirom da bi nakon tretmana
Tritonom-X sve stanice u prerezu trebale biti lizirane 1 imati oSte¢ene membrane. Na Slika 41F

prikazan je navedeni kontrolni prerez pluca gdje se vide samo crveni signali etidij homodimera
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za mrtve stanice, dok nema zelenog signala kalceina. Na dan pripreme, cijeli prerez fluorescira
zeleno $to potvrduje prisutnost velikog broja zivih stanica, uz manji broj rasprsenih i tockastih
crvenih signala mrtvih stanica (Slika 41A). Sli¢ni rezultati dobiveni su i nakon 1, 3 1 5 dana
inkubacije ex vivo, s dominantno ve¢im brojem Zzivih stanica u prerezima (Slika 41B-D). Nakon
7 dana inkubacije ex vivo takoder je prisutan velik broj zivih stanica, medutim primijeceno je
da se povecao broj mrtvih stanica u odnosu na prethodne dane (Slika 41E). Crveni signali
mrtvih stanica su nakon 7 dana inkubacije grupirani, za razliku od uglavnom tockastih crvenih

signala na prethodnim danima.

Slika 41. ObiljeZavanje Zivih 1 mrtvih stanica u prerezima ljudskih plu¢a na dan pripreme (A)
te nakon 1 dan (B), 3 dana (C), 5 dana (D) i 7 dana (E) inkubacije ex vivo. Kao kontrola za
mrtve stanice, u prerezu tretiranom 1 % Tritonom-X 30 min obojane su zive i mrtve stanice (F).
Prerezi su pripremljeni iz donora 001. Zive stanice obiljeZzene su zeleno (kalcein), mrtve stanice

obiljeZene su crveno (etidij homodimer). Povecanje 10 puta.
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4.5.3. Metabolicka aktivnost i propusnost membrana prereza ljudskih plucéa tijekom

inkubacije ex vivo

Metodom Alamar Blue mjerena je metaboliCka aktivnost prereza ljudskih pluca
pripremljenih iz dva donora tkiva. Prerezi plu¢a iz donora 002 inkubirani su ex vivo tijekom 1,
2 1 3 dana te je izmjeren porast metabolicke aktivnosti s viemenom inkubacije (p = 0,051 p =
0,001 nakon 2 i 3 dana) (Slika 42A). Stoga je vrijeme inkubacije ex vivo produljeno do 7 dana
koriste¢i prereze pluca iz donora 003. U prerezima plucéa iz donora 003 takoder je zabiljezen
blagi porast metaboli¢ke aktivnosti nakon 7 dana u odnosu na prvi dan inkubacije ex vivo (p =
0,04) (Slika 42B). Na ostalim izmjerenim vremenima inkubacije nije bilo statisti¢ki znacajne
razlike u metabolickoj aktivnosti u odnosu na prvi dan inkubacije (p = 0,95, p> 0,99 1 p = 0,45

nakon 2, 3 i 4 dana).

Aktivnost LDH u inkubacijskom mediju prereza ljudskih pluca iz dva donora (donori
001 1 005) tkiva mjerena je svaki dan tijekom 7 dana inkubacije ex vivo. Kod prereza pluca iz
oba donora primijeeno je povecavanje otpustanja enzima LDH u inkubacijski medij s
vremenom inkubacije. Kod donora 005, statisti¢ki znacajno povecana aktivnost LDH izmjerena
jenakon 4, 5, 6 1 7 dana inkubacije ex vivo u odnosu na prvi dan inkubacije (p = 0,4, p = 0,22,
p=0,02, p=0,007, p=0,006 1 p=0,003 nakon 2, 3, 4, 5, 6 1 7 dana) (Slika 43A). Usporedivi
rezultati dobiveni su 1 kod prereza i1z donora 001, sa statisti¢ki znacajno ve¢om aktivnosti LDH
nakon 5, 6 1 7 dana inkubacije ex vivo u odnosu na prvi dan inkubacije (p > 0,99, p=0,88, p =

0,14, p=10,03,p=0,007 i p= 0,003 nakon 2, 3, 4, 5, 6 i 7 dana) (Slika 43B).
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Slika 42. Redukcija reagensa Alamar Blue kao mjera metabolicke aktivnosti prereza ljudskih

pluca pripremljenih iz donora 002 (A) i donora 003 (B) tijekom viSe dana inkubacije ex vivo.

76



Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=3 iz svakog donora.

One-Way ANOVA s Dunnett-ovim post hoc testom, *p < 0,05.
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Slika 43. Aktivnost LDH (mU/mL) u inkubacijskim medijima prereza ljudskih pluca
pripremljenih iz donora 005 (A) i donora 001 (B) tijekom viSe dana inkubacije ex vivo. Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=3 iz svakog donora. One-Way

ANOVA s Dunnett-ovim post hoc testom, *p < 0,05, **p < 0,01.

4.6 Stimulacija prereza ljudskih plu¢a s TGFp

Prerezi ljudskih pluéa pripremani su iz tkiva bolesnika koji nemaju dijagnosticiranu
pluénu fibrozu kako bi se ispitala mogucnost izazivanja profibroznih procesa ex vivo. Za
stimulaciju profibroznih procesa u prerezima ljudskih plu¢a koriSten je TGFp, a odreden je
njegov utjecaj na ekspresiju gena COLIAI, FNI, ACTA2, MMP12, TIMPI 1 PAIll, kao i u

prethodno opisanim eksperimentima na prerezima misjih pluca.

4.6.1. Ekspresijagena COLIAIL, FN1, ACTA2, MMPI12, TIMPI i PAIl u prerezima ljudskih

pluéa tijekom razli¢itog vremena stimulacije s TGFf ex vivo

Prerezi ljudskih pluc¢a stimulirani su s TGF u koncentraciji 10 ng/mL, a kao kontrola
koriSteni su nestimulirani prerezi. Svi prerezi inkubirani su ex vivo. Prerezi plu¢a dobiveni od
donora 004 inkubirani su ex vivo 1, 2 1 3 dana, dok je na prerezima pluc¢a dobivenih od donora

005 vrijeme inkubacije ex vivo produljeno na 1, 3 1 5 dana.
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U prerezima pluca (donor 004) nakon 1 i 2 dana inkubacije ex vivo nije bilo statisticki
znacajne razlike u ekspresiji gena COL 1A 1 izmedu prereza stimuliranih s TGFf 1 nestimuliranih
prereza (oba p > 0,99) (Slika 44A). Sli¢ni rezultati dobiveni su i u prerezima pluca iz donora
005 (p > 0,99) nakon 1 dana inkubacije ex vivo (Slika 44B). PoviSena ekspresija gena COLIA1
izmjerena je nakon 3 dana inkubacije ex vivo u prerezima pluca stimuliranim s TGFf iz oba
donora (p = 0,01 i p < 0,001) (Slika 44A i B). U uvjetima produljene inkubacije (5 dana) ex
vivo, u prerezima pluca stimuliranim s TGF (donor 005) ekspresija gena COLIA1 je i dalje
bila veca u prerezima pluca stimuliranim s TGFB (p < 0,001) (Slika 44B). Primijeceno je
takoder povecanje relativne ekspresije gena COL1A41 tijekom inkubacije ex vivo od 1 do 5 dana

u prerezima plué¢a dobivenih od donora 005 (Slika 44B).

U prerezima pluca dobivenih od donora 004 stimuliranih s TGFf 1 nestimuliranih nije
utvrdena razlika u ekspresiji gena FNI niti na jednom vremenu inkubacije (p > 0,99, p > 0,99,
p =0,19), iako je nakon 3 dana primijecen trend povecane ekspresije u stimuliranim prerezima
(Slika 45A). Sli¢ni rezultati dobiveni su i u prerezima pluc¢a dobivenih od donora 005, odnosno
stimulacija s TGFp nije izazvala promjenu ekspresije gena FN/ u odnosu na nestimulirane
prereze niti u jednom od testiranih vremena inkubacije ex vivo (p = 0,46, p > 0,99, p = 0,27)

(Slika 45B).

Ekspresija gena ACTA2 bila je statisticki znacajno poviSena u prerezima stimuliranim s
TGFp u odnosu na nestimulirane prereze samo u uzorcima dobivenih od donora 005 nakon 5
dana inkubacije ex vivo (p = 0,002), dok u ostalim vremenima inkubacije nije bilo znacajne
razlike (p > 0,99, p = 0,25) (Slika 46B). U uzorcima dobivenim od donora 004, nije bilo
statistiCki znaCajne razlike u ekspresiji gena ACTA2 izmedu stimuliranih i nestimuliranih

prereza niti u jednom vremenu inkubacije (p = 0,05, p > 0,99, p = 0,14) (Slika 46A).

Statisticki znacajna razlika u ekspresiju gena MMP12 izmedu prereza stimuliranih s
TGFB 1 nestimuliranih prereza dobivenih od donora 004 nije utvrdena niti na jednom vremenu
inkubacije (svi p > 0,99) (Slika 47A). U prerezima dobivenima od donora 005 takoder nije bilo
razlike u ekspresiji gena MMP12 nakon 1. 1 3. dana inkubacije (oba p > 0,99), dok je nakon 5
dana inkubacije ekspresija gena MMP[2 ¢ak bila niza u prerezima stimuliranim s TGFf u

odnosu na nestimulirane prereze (p = 0,008) (Slika 47B).

Ekspresija gena TIMP1 bila je veca u prerezima stimuliranim s TGF[3 (donor 004) nakon
1 (p =0,03) 12 dana (p = 0,04) inkubacije ex vivo, dok nakon 3 dana inkubacije razlika nije
utvrdena (p > 0,99) (Slika 48A). U prerezima dobivenim od donora 005 nije bilo razlike u
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ekspresiji gena TIMPI izmedu stimuliranih i nestimuliranih prereza niti u jednom vremenu

inkubacije (p = 0,14, p = 0,87, p > 0,99) (Slika 48B).

Ekspresija gena PAII bila je ve€a u prerezima stimuliranim s TGFB u odnosu na
nestimulirane prereze nakon 1. dana inkubacije (donor 004: p = 0,002; donor 005: p = 0,04),
dok u ostalim vremenima inkubacije nije bilo znacajne razlike izmedu prereza (donor 004: p =

0,5, p = 0,64; donor 005: oba p > 0,99) (Slika 49A 1 B).
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Slika 44. Ekspresija gena COLIAI u prerezima ljudskih pluéa stimuliranim s TGFf
koncentracije 10 ng/mL. Ekspresija gena odredena je nakon (A) 1, 2 i 3 dana inkubacije ex vivo
u prerezima dobivenim od donora 004, n=4., te nakon (B) 1, 3 1 5 dana inkubacije ex vivo u
prerezima dobivenim od donora 005, n=3. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost =
standardna devijacija. Two-Way ANOVA s Bonferroni post hoc testom, *p < 0,05, ***p <
0,001. K — kontrolni prerezi, TGF — prerezi tretirani s TGFp.
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Slika 45. Ekspresija gena FNI u prerezima ljudskih plu¢a stimuliranim s TGF koncentracije
10 ng/mL. Ekspresija gena odredena je nakon (A) 1, 2 i 3 dana inkubacije ex vivo u prerezima
dobivenim od donora 004, n=4., te nakon (B) 1, 3 1 5 dana inkubacije ex vivo u prerezima
dobivenim od donora 005, n=3. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. Two-Way ANOVA s Bonferroni post hoc testom. K — kontrolni prerezi, TGFp —

prerezi tretirani s TGF.
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Slika 46. Ekspresija gena ACTA2 u prerezima ljudskih pluca stimuliranim s TGFf} koncentracije
10 ng/mL. Ekspresija gena odredena je nakon (A) 1, 2 i 3 dana inkubacije ex vivo u prerezima
dobivenim od donora 004, n=4., te nakon (B) 1, 3 i 5 dana inkubacije ex vivo u prerezima
dobivenim od donora 005, n=3. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. Two-Way ANOVA s Bonferroni post hoc testom, **p < 0,01. K — kontrolni prerezi,
TGFp — prerezi tretirani s TGFp.
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Slika 47. Ekspresija gena MMPI2 u prerezima ljudskih pluéa stimuliranim s TGFf
koncentracije 10 ng/mL. Ekspresija gena odredena je nakon (A) 1, 2 i 3 dana inkubacije ex vivo
u prerezima dobivenim od donora 004, n=4., te nakon (B) 1, 3 1 5 dana inkubacije ex vivo u
prerezima dobivenim od donora 005, n=3. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija. Two-Way ANOVA s Bonferroni post hoc testom, **p < 0,01. K —
kontrolni prerezi, TGFP — prerezi tretirani s TGF.
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Slika 48. Ekspresija gena TIMP1 u prerezima ljudskih pluc¢a stimuliranim s TGF3 koncentracije
10 ng/mL. Ekspresija gena odredena je nakon (A) 1, 2 i 3 dana inkubacije ex vivo u prerezima
dobivenim od donora 004, n=4., te nakon (B) 1, 3 i 5 dana inkubacije ex vivo u prerezima
dobivenim od donora 005, n=3. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. Two-Way ANOVA s Bonferroni post hoc testom, *p < 0,05. K — kontrolni prerezi,
TGFp — prerezi tretirani s TGFp.
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Slika 49. Ekspresija gena PA// u prerezima ljudskih pluc¢a stimuliranim s TGF[3 koncentracije
10 ng/mL. Ekspresija gena odredena je nakon (A) 1, 2 1 3 dana inkubacije ex vivo u prerezima
dobivenim od donora 004, n=4., te nakon (B) 1, 3 i 5 dana inkubacije ex vivo u prerezima
dobivenim od donora 005, n=3. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. Two-Way ANOVA s Bonferroni post hoc testom, *p < 0,05, **p <0,01. K —kontrolni
prerezi, TGF — prerezi tretirani s TGFp.

4.6.2. Testiranje razlicitih koncentracija TGFp tijekom 3 i 5 dana stimulacije ex vivo i

utjecaj na ekspresiju gena COLIAl, FN1, ACTA2, TIMPI, MMP12 i PAIl

Za stimulaciju profibroznog odgovora u prerezima ljudskih plu¢a, TGFp je testiran u
vise koncentracija. Utjecaj na ekspresiju biljega fibroze odreden je nakon 3 1 5 dana inkubacije
ex vivo, obzirom da se u prethodnim pokusima pokazalo da u tim vremenima inkubacije dolazi
do povisene ekspresije nekih od biljega kao odgovor na stimulaciju s TGF koncentracije 10
ng/mL. TGFJ je testiran u koncentracijama 20, 10, 5, 1, 0,51 0,1 ng/mL, dok su nestimulirani

prerezi koriSteni kao kontrola.
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Ekspresija gena COLIAI bila je povisena u prerezima stimuliranim s TGFp u
koncentracijama 20 ng/mL (p = 0,002), 10 ng/mL (p =0,03) i 5 ng/mL (p = 0,01) nakon 3 dana
inkubacije ex vivo, s usporedivim povecanjem sa sve tri navedene koncentracije TGFf u odnosu
na nestimuliranu kontrolu (Slika 50A). Nakon 5 dana inkubacije ex vivo, ekspresija gena
COL1A]1 bila je povisena u koncentracijama TGFf od 20 ng/mL do 0,5 ng/mL (p < 0,001, p =
0,04, p = 0,005, p = 0,004, p = 0,02), s najve¢im povecanjem u koncentraciji 20 ng/mL (Slika
50B). Kao i u prethodnim pokusima na prerezima iz drugih donora, relativna ekspresija gena
COLIAI raste s vremenom inkubacije ex vivo u prerezima stimuliranim s TGFB i

nestimuliranim prerezima (Slika 50A 1 B).

Ekspresija gena FNI bila je poviSena nakon 3 1 5 dana stimulacije ex vivo s TGFB u
koncentracijama 20 ng/mL (p = 0,001, p <0,001), 10 ng/mL (p = 0,02, p <0,001) i 5 ng/mL (p
= 0,001, p =0,008) (Slika 51A i B). Sli¢no povecanje ekspresije FNI primije¢eno je sa sve tri
navedene koncentracije TGFp nakon 3 dana inkubacije, dok je nakon 5 dana inkubacije
povecanje bilo najveée s 20 ng/mL koncentracijom TGFp. Sli¢no kao i ekspresija COLIAI,

relativna ekspresija FN/ je rasla s viemenom inkubacije ex vivo.

Ekspresija gena ACTA2 bila je statisticki znaCajno poviSena samo u prerezima
stimuliranim s TGFf u koncentraciji 20 ng/mL nakon 5 dana inkubacije ex vivo (p = 0,007),
dok u ostalim testiranim uvjetima nije bilo razlike u odnosu na nestimuliranu kontrolu (Slika

52A1B).

U prerezima stimuliranim s TGFf u koncentracijama 20 ng/mL, 10 ng/mL 1 5 ng/mL
primijecen je trend smanjene ekspresije gena MMPI2 u odnosu na nestimulirane kontrolne
prereze nakon 3 1 5 dana inkubacije ex vivo, iako statisticki znacajna razlika nije utvrdena (Slika

53).

Ekspresija gena TIMPI bila je poviSena u prerezima stimuliranim s TGFfB samo u
najvisoj koncentraciji od 20 ng/mL, nakon 3 1 5 dana inkubacije ex vivo (p = 0,05, p = 0,001),
dok pri ostalim testiranim koncentracijama TGFf nije utvrdena statisticki znacajna razlika u

odnosnu na nestimulirane prereze (Slika 54A 1 B).

Nakon 3 1 5 dana inkubacije ex vivo, prerezi stimulirani s TGFf} u koncentracijama 20
ng/mL (p < 0,001, p <0,001), 10 ng/mL (p <0,001, p<0,001) 1 5 ng/mL (p =0,03, p <0,001)
pokazali su povecanu ekspresiju gena PA/I u odnosu na nestimulirane prereze (Slika 55A 1 B).
Nakon 3 dana inkubacije porast ekspresije PAI/l bio je isti s 20 ng/mL i 10 ng/mL

koncentracijama TGFp, dok je nakon 5 dana inkubacije bio nesto ve¢i s 20 ng/mL u odnosu na
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10 ng/mL TGFp. Izmjerena relativna ekspresija PAII u prerezima stimuliranim s TGFp i

nestimuliranim prerezima bila je sli¢na nakon oba vremena inkubacije ex vivo.
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Slika 50. Ekspresija gena COLIAI u prerezima ljudskih plu¢a od donora 006 stimuliranim s
TGFp u viSe koncentracija nakon 3 dana (A) 1 5 dana (B) inkubacije ex vivo. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=5. One-Way ANOVA s Dunnett-
ovim post hoc testom, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. K — kontrolni prerezi, TGFf —

prerezi tretirani s TGFp.
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Slika 51. Ekspresija gena F'N/ u prerezima ljudskih plu¢a od donora 006 stimuliranim s TGFf3
u viSe koncentracija nakon 3 dana (A) i 5 dana (B) inkubacije ex vivo. Rezultati su prikazani

kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=5. One-Way ANOVA s Dunnett-ovim post
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hoc testom, *p < 0,05, **p <0,01, ***p <0,001. K — kontrolni prerezi, TGFf — prerezi tretirani
s TGFP.
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Slika 52. Ekspresija gena ACTA2 u prerezima ljudskih plu¢a od donora 006 stimuliranim s
TGFP u vise koncentracija nakon 3 dana (A) i 5 dana (B) inkubacije ex vivo. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=5. One-Way ANOVA s Dunnett-

ovim post hoc testom, **p < 0,01. K — kontrolni prerezi, TGFf — prerezi tretirani s TGF.
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Slika 53. Ekspresija gena MMP12 u prerezima ljudskih plu¢a od donora 006 stimuliranim s
TGFp u viSe koncentracija nakon 3 dana (A) i 5 dana (B) inkubacije ex vivo. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=5. One-Way ANOVA s Dunnett-

ovim post hoc testom. K — kontrolni prerezi, TGF — prerezi tretirani s TGFp.
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Slika 54. Ekspresija gena 7/MPI u prerezima ljudskih plu¢a od donora 006 stimuliranim s
TGFP u vise koncentracija nakon 3 dana (A) i 5 dana (B) inkubacije ex vivo. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=5. One-Way ANOVA s Dunnett-

ovim post hoc testom, *p < 0,05, **p < 0,01. K — kontrolni prerezi, TGFp — prerezi tretirani s

TGFB.
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Slika 55. Ekspresija gena PA/1 u prerezima ljudskih plu¢a od donora 006 stimuliranim s TGF[3
u vise koncentracija nakon 3 dana (A) i 5 dana (B) inkubacije ex vivo. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=5. One-Way ANOVA s Dunnett-ovim post

hoc testom, *p < 0,05, ***p <0,001. K — kontrolni prerezi, TGFf — prerezi tretirani s TGFp.
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4.6.3. Testiranje razlicitih koncentracija TGFp tijekom 3 i 5 dana stimulacije ex vivo i

utjecaj na koncentraciju pro-kolagena 1al i fibronektina

Utjecaj stimulacije s TGFP na koncentracije pro-kolagena 1al i fibronektina odreden je

u inkubacijskom mediju prereza pluc¢a u kojima je odredena ekspresija gena.

U prerezima stimuliranim s TGFf koncentracije 20 ng/mL koncentracija pro-kolagena
lal je bila poviSena u odnosu na nestimulirane prereze nakon 3 dana inkubacije ex vivo (p =
0,006), dok je nakon 5 dana inkubacije koncentracija bila poviSena u prerezima stimuliranim s
TGFP koncentracija 20 ng/mL (p = 0,03) 1 10 ng/mL (p = 0,05) (Slika 56A 1 B). Iako je nakon
5 dana inkubacije stimulacija s TGF u koncentraciji 5 ng/mL takoder pokazala trend povecanja
koncentracije pro-kolagena lal, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u odnosu na
nestimulirane prereze (p = 0,08) (Slika 56B). Koncentracija pro-kolagena 1al u inkubacijskom
mediju TGFp stimuliranih i nestimuliranih prereza pluca bila je visa nakon 5 dana inkubacije u

odnosu na 3 dana inkubacije ex vivo.

Sli¢ni rezultati dobiveni su za fibronektin, ¢ija koncentracija je bila znacajno povisena
u prerezima stimuliranim s TGFf koncentracija 20 ng/mL (p < 0,001), 10 ng/mL (p = 0,002) i
5 ng/mL (p = 0,02) nakon 5 dana inkubacije ex vivo (Slika 57B), dok na ranijem vremenu
inkubacije od 3 dana nije utvdrena statisticki znacajna razlika izmedu prereza stimuliranih s
TGFP 1 nestimuliranih prereza (Slika 57B). Takoder je primijeceno da su koncentracije
fibronektina u inkubacijskom mediju svih uzoraka bile viSe nakon 5 dana inkubacije u odnosu

na 3 dana inkubacije ex vivo.
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Slika 56. Koncentracija pro-kolagena lal u inkubacijskom mediju prereza ljudskih pluca

(donor 006) stimuliranih s TGFf u viSe koncentracija nakon 3 dana (A) i 5 dana (B) inkubacije
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ex vivo. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=5. One-Way
ANOVA s Dunnett-ovim post hoc testom, *p < 0,05, **p < 0,01. K — kontrolni prerezi, TGFf3

— prerezi tretirani s TGF.
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Slika 57. Koncentracija fibronektina u inkubacijskom mediju prereza ljudskih pluc¢a (donor
006) stimuliranih s TGFp u vise koncentracija nakon 3 dana (A) i 5 dana (B) inkubacije ex vivo.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=5. One-Way ANOVA s
Dunnett-ovim post hoc testom, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. K — kontrolni prerezi,

TGFp — prerezi tretirani s TGFp.

4.7 Aktivnost antifibroznih spojeva u prerezima ljudskih plu¢a stimuliranim s TGFp

Utjecaj nintedaniba i spoja SB525334 na ekspresiju biljega fibroze u prerezima ljudskih
pluca odreden je koristeci prethodno uspostavljene uvjete stimulacije s TGF. Za stimulaciju je
TGFp koriSten u koncentraciji 10 ng/mL, koja je povecala ekspresiju ve¢ine mjerenih biljega
usporedivo s najviSom testiranom koncentracijom od 20 ng/mL. Prerezi su tretirani
nintedanibom i spojem SB525334 u vise koncentracija, nakon ¢ega su stimulirani s TGFf, a

ekspresija biljega fibroze odredena je nakon 3 1 5 dana inkubacije ex vivo.

4.7.1. Utjecaj antifibroznih spojeva na ekspresiju gena COLIAl, FN1, ACTA2, MMPI12,
TIMPI i PAII u prerezima ljudskih plucéa stimuliranim s TGFf

Utjecaj antifibroznih spojeva odreden je na ekspresiju gena COLIAI, FNI, ACTA2,
MMPI2, TIMPI1 i PAll, ¢ija ekspresija je bila pracena i u prethodnim pokusima.
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Ekspresija gena COLIA]I bila je povecana u prerezima pluca stimuliranim s TGF u
odnosu na kontrolne prereze nakon 3 1 5 dana inkubacije ex vivo (oba p < 0,001) (Slika 58).
Prerezi stimulirani s TGF i tretirani nintedanibom imali su zna¢ajno manju ekspresiju gena
COLI1A]I u odnosu na prereze stimulirane s TGFP nakon 3 i 5 dana inkubacije ex vivo. Nakon
3 dana inkubacije, nintedanib je smanjio ekspresiju COL1A41 u koncentracijama od 10 uM (p <
0,001), 2 uM (p = 0,02), 0,4 uM (p = 0,008) i 0,08 uM (p = 0,006), dok je nakon 5 dana
inkubacije ekspresija bila smanjena u koncentracijama od 10 uM (p < 0,001) i 2 uM (p = 0,02)
(Slika 58). Spoj SB525334 smanjio je ekspresiju gena COLIAI u odnosu na prereze stimulirane
s TGF, u slicnim koncentracijama nakon oba vremena inkubacije od 3 1 5 dana. SB525334 je
u koncentracijama od 5 uM (p < 0,001), 1 uM (p < 0,001), 0,2 uM (p < 0,001) 1 0,008 uM (p
=0,006) smanjio ekspresiju COLIA41 nakon 3 dana inkubacije, dok je nakon 5 dana inkubacije
to bilo vidljivo u koncentracijama od 5 uM (p < 0,001), 1 uM (p < 0,001), 0,2 uM (p < 0,001)
10,04 uM (p = 0,02) (Slika 58).

Ekspresija gena FNI takoder je bila pove¢ana nakon 3 i 5 dana stimulacije ex vivo s
TGFP u odnosu na kontrolne prereze (oba p <0,001) (Slika 59). Prerezi tretirani nintedanibom
u koncentraciji od 10 uM (p < 0,001) imali su smanjenu ekspresiju FNI nakon 3 dana
inkubacije, dok ostale testirane koncentracije nintedaniba nisu imale utjecaja u odnosu na
prereze stimulirane s TGFf. Nakon 5 dana inkubacije, nintedanib je smanjio ekspresiju FNI u
koncentracijama od 10 pM (p < 0,001) 1 2 uM (p < 0,001), dok je i pri najniZoj testiranoj
koncentraciji od 0,016 uM (p = 0,03) uocena smanjena ekspresija (Slika 59B). Tretman spojem
SB525334 smanjio je ekspresiju /NI u svim testiranim koncentracijama od 5 uM (p < 0,001),
1 uM (p <0,001), 0,2 uM (p < 0,001), 0,04 uM (p = 0,02) 1 0,08 uM (p < 0,001) nakon 3 dana
inkubacije, te u 5 uM (p < 0,001), I uM (p < 0,001) i 0,2 uM (p < 0,001) nakon 5 dana
inkubacije (Slika 59).

Prerezi stimulirani ex vivo s TGFf imali su povecanu ekspresiju gena ACTA2 nakon 3
dana (p < 0,001) i 5 dana (p = 0,008) inkubacije u odnosu na kontrolne prereze (Slika 60).
Nakon 3 dana inkubacije, tretman nintedanibom smanjio je ekspresiju gena ACT42 u 10 uM
koncentraciji (p = 0,05), dok je u koncentraciji od 0,4 uM (p = 0,003) ekspresija ACTA2 bila
povecana u odnosu na prereze stimulirane s TGFB (Slika 60A). Nakon 5 dana inkubacije,
tretman nintedanibom nije imao utjecaja na ACT7A2 ekspresiju niti u jednoj od testiranih
koncentracija (Slika 60B). Tretman spojem SB525334 smanjio je ekspresiju gena ACTA2 nakon
315 dana inkubacije, u istim koncentracijama od 5 uM (p < 0,001 ip=0,01), 1 uM (p < 0,001
ip=0,006)10,2 uM (p <0,001 i p=0,01) (Slika 60).
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Ekspresija gena MMPI2 imala je suprotan trend od ostalih izmjerenih gena, sa
smanjenom ekspresijom u prerezima stimuliranim s TGF u odnosu na nestimulirane prereze.
lako smanjenje ekspresije MMPI12 nije bilo statisticki znacajno, trend je uocen i nakon 31 5
dana inkubacije ex vivo (p = 0,26 i p = 0,06) (Slika 61). Nakon 3 i 5 dana inkubacije, tretman
spojem SB525334 u koncentracijama 5 uM (p = 0,003 1 p = 0,02) i 1 uM (oba p < 0,001)
povecao je ekspresiju gena MMPI2 u odnosu na kontrolne prereze stimulirane s TGFp (Slika
61). Prerezi tretirani nintedanibom nisu imali utjecaja na ekspresiju gena MMP12 u odnosu na

kontrolne prereze stimulirane s TGFf (Slika 61).

Ekspresija gena TIMP]I bila je poveéana nakon 3 dana (p = 0,004) i 5 dana (p = 0,01)
stimulacije ex vivo s TGFp (Slika 62). Tretman nintedanibom u 10 uM koncentraciji (p = 0,001)
smanyjio je ekspresiju TIMP1 nakon 3 dana inkubacije, dok nakon 5 dana inkubacije nije imao
utjecaja na ekspresiju 7/MP1 niti pri jednoj od testiranih koncentracija (Slika 62). Nakon 3 dana
inkubacije, tretman spojem SB525334 smanjio je ekspresiju 7IMPI u svim testiranim
koncentracijama od 5 uM (p <0,001), 1 uM (p <0,001), 0,2 uM (p = 0,03), 0,04 uM (p = 0,02)
10,08 uM (p=0,002) (Slika 62A). Nakon 5 dana inkubacije, tretman spojem SB525334 smanjio
je ekspresiju TIMPI samo u koncentraciji od 1 uM (p = 0,006), dok u ostalim testiranim

koncentracijama nije imao utjecaja na ekspresiju 7IMP1 (Slika 62B).

Ekspresija gena PAI] bila je pove¢ana nakon 3 dana (p < 0,001) i 5 dana (p = 0,002)
stimulacije prereza s TGFp (Slika 63). Tretman spojem SB525334 smanjio je ekspresiju PA//
u koncentracijama 5 uM (p <0,001) 1 1 uM (p = 0,008) nakon 3 dana inkubacije, te u 5 uM (p
=0,002), 1 uM (p = 0,001) 1 0,2 uM (p = 0,003) nakon 5 dana inkubacije ex vivo (Slika 63).
Tretman nintedanibom smanjio je ekspresiju P4// samo u koncentraciji 10 uM (p =0,01) nakon
3 dana inkubacije, dok ovo nije primije¢eno nakon 5 dana inkubacije ex vivo. Tretman
nintedanibom u jednoj od srednjih testiranih koncentracija, 0,4 uM, pokazao je povecanje
ekspresije PAI1 u odnosu na kontrolne prereze stimulirane s TGF (p < 0,001) nakon 5 dana

inkubacije (Slika 63B).
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Slika 58. Ekspresija gena COLIAI u prerezima ljudskih plué¢a (donor 007) nakon 3 dana (A) i
5 dana (B) inkubacije ex vivo sa spojem SB525334 ili nintedanibom te s TGFp (10 ng/mL).
TGFp stimulirana i nestimulirana kontrola (K) tretirane su s DMSO (0,1 %) umjesto spojevima.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=3. One-Way ANOVA s
Dunnett-ovim post hoc testom u odnosu na TGFf kontrolu, *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001.
K — kontrolni prerezi, TGF — prerezi tretirani s TGFp.
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Slika 59. Ekspresija gena FNI u prerezima ljudskih plu¢a (donor 007) nakon 3 dana (A)1i 5
dana (B) inkubacije ex vivo sa spojem SB525334 ili nintedanibom te s TGFP (10 ng/mL). TGFf
stimulirana i nestimulirana kontrola (K) tretirane su s DMSO (0,1 %) umjesto spojevima.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=3. One-Way ANOVA s
Dunnett-ovim post hoc testom u odnosu na TGFB kontrolu, *p < 0,05, ***p < 0,001. K —

kontrolni prerezi, TGF — prerezi tretirani s TGF.
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Slika 60. Ekspresija gena ACTA2 u prerezima ljudskih plu¢a (donor 007) nakon 3 dana (A) 15
dana (B) inkubacije ex vivo sa spojem SB525334 ili nintedanibom te s TGFP (10 ng/mL). TGFf
stimulirana i nestimulirana kontrola (K) tretirane su s DMSO (0,1 %) umjesto spojevima.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=3. One-Way ANOVA s
Dunnett-ovim post hoc testom u odnosu na TGFf kontrolu, *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001.

K — kontrolni prerezi, TGF — prerezi tretirani s TGFp.
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Slika 61. Ekspresija gena MMP12 u prerezima ljudskih pluca (donor 007) nakon 3 dana (A) i
5 dana (B) inkubacije ex vivo sa spojem SB525334 ili nintedanibom te s TGFP (10 ng/mL).
TGF stimulirana 1 nestimulirana kontrola (K) tretirane su s DMSO (0,1 %) umjesto spojevima.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=3. One-Way ANOVA s
Dunnett-ovim post hoc testom u odnosu na TGFf kontrolu, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.

K — kontrolni prerezi, TGFf — prerezi tretirani s TGF[.
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Slika 62. Ekspresija gena T/MP1 u prerezima ljudskih plu¢a (donor 007) nakon 3 dana (A) 15
dana (B) inkubacije ex vivo sa spojem SB525334 ili nintedanibom te s TGFP (10 ng/mL). TGFf
stimulirana i nestimulirana kontrola (K) tretirane su s DMSO (0,1 %) umjesto spojevima.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=3. One-Way ANOVA s
Dunnett-ovim post hoc testom u odnosu na TGFf kontrolu, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.

K — kontrolni prerezi, TGF — prerezi tretirani s TGFp.
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Slika 63. Ekspresija gena P4/ u prerezima ljudskih plu¢a (donor 007) nakon 3 dana (A) 15
dana (B) inkubacije ex vivo sa spojem SB525334 ili nintedanibom te s TGFP (10 ng/mL). TGFf
stimulirana 1 nestimulirana kontrola (K) tretirane su s DMSO (0,1 %) umjesto spojevima.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=3. One-Way ANOVA s
Dunnett-ovim post hoc testom u odnosu na TGFf kontrolu, *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001.

K — kontrolni prerezi, TGFf — prerezi tretirani s TGF[.

4.7.2. Utjecaj antifibroznih spojeva na koncentracije pro-kolagena lal i fibronektina u

prerezima ljudskih pluéa stimuliranim s TGFf

Koncentracije pro-kolagena lal i fibronektina odredene su metodom ELISA u
inkubacijskom mediju prereza ljudskih pluca tretiranih spojevima SB525334 i nintedanibom te
stimuliranih s TGF. Za analizu je koriSten inkubacijski medij istih prereza plu¢a u kojima je
prethodno odredena ekspresija gena. Koncentracije proteina izmjerene su u uzorcima tretiranim
samo najvisSim koncentracijama spojeva SB525334 (5 uM) i nintedaniba (10 pM), kao i u

kontrolnim prerezima tretiranim s DMSO, nakon 3 i 5 dana inkubacije ex vivo.
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Nije utvrdena statisticki znaCajna razlika u koncentraciji pro-kolagena lal u
inkubacijskom mediju prereza stimuliranih s TGFf u odnosu na nestimulirane prereze nakon 3
dana (p = 0,2) i 5 dana inkubacije ex vivo (p = 0,09), no na oba vremena inkubacije primije¢en
je trend povecane koncentracije nakon stimulacije s TGFp. Tretman prereza spojem SB525334
pokazao je trend smanjene koncentracije pro-kolagena 1ol nakon 3 dana inkubacije ex vivo (p
= 0,13), dok je nakon 5 dana inkubacije znacajno smanjio koncentraciju pro-kolagena lal u
odnosu na kontrolne prereze stimulirane s TGF (p = 0,007). Tretman nintedanibom takoder je
smanjio koncentraciju pro-kolagena lal nakon 5 dana inkubacije (p = 0,03), dok to nije uoceno

na ranijem vremenu od 3 dana inkubacije ex vivo (p = 0,74) (Slika 64).

Usporedivi rezultati dobiveni su za koncentraciju fibronektina koja je imala samo trend
povecane koncentracije u inkubacijskom mediju prereza stimuliranih s TGFB u odnosu na
nestimulirane prereze, no bez znacajne razlike nakon 3 dana (p =0,12) 1 5 dana inkubacije (p =
0,1). Tretman spojem SB525334 smanjio je koncentraciju pro-kolagena lal na oba vremena
inkubacije (p = 0,04 i p = 0,02). Tretman nintedanibom smanjio je koncentraciju pro-kolagena

lal samo nakon 5 dana inkubacije ex vivo (p = 0,02), no ne i nakon 3 dana inkubacije (p =

0,12) (Slika 65).
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Slika 64. Koncentracija pro-kolagena 1ol u prerezima ljudskih plu¢a (donor 007) nakon 3 dana
(A) 1 5 dana (B) inkubacije ex vivo sa spojem SB525334 (5 uM) ili nintedanibom (10 uM) te s
TGFPB (10 ng/mL). TGFP stimulirana 1 nestimulirana kontrola (K) tretirane su s DMSO (0,1 %)
umjesto spojevima. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=3.

One-Way ANOVA s Dunnett-ovim post hoc testom u odnosu na TGF kontrolu, *p < 0,05, **p
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< 0,01. K — kontrolni prerezi, TGFP — prerezi tretirani s TGFp, SB — prerezi tretirani spojem
SB525334, N — prerezi tretirani nintedanibom.
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Slika 65. Koncentracija fibronektina u prerezima ljudskih pluc¢a (donor 007) nakon 3 dana (A)
1 5 dana (B) inkubacije ex vivo sa spojem SB525334 (5 uM) ili nintedanibom (10 uM) te s
TGFP (10 ng/mL). TGF stimulirana i nestimulirana kontrola (K) tretirane su s DMSO (0,1 %)
umjesto spojevima. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. n=3.
One-Way ANOVA s Dunnett-ovim post hoc testom u odnosu na TGFf kontrolu, *p < 0,05. K
— kontrolni prerezi, TGFp — prerezi tretirani s TGFf, SB — prerezi tretirani spojem SB525334,

N — prerezi tretirani nintedanibom.

4.7.3. Utjecaj antifibroznih spojeva na vijabilnost prereza ljudskih pluca stimuliranih s
TGFp

Otpustanje enzima LDH u inkubacijski medij prereza ljudskih plu¢a tretiranih
spojevima SB525334 i nintedanibom izmjereno je kako bi se odredio njihov utjecaj na
propusnost stani¢nih membrana 1 time vijabilnost prereza. Prerezi ljudskih pluca tretirani su
spojevima u vise koncentracija i stimulirani s TGFp te inkubirani 3 dana i 5 dana. Analiziran je

inkubacijski medij istih prereza pluc¢a u kojima je prethodno odreden utjecaj na biljege fibroze.

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u koli¢ini LDH u inkubacijskom mediju
prereza tretiranih spojem SB525334 u koncentracijama od 5 uM do 0,008 uM u odnosu na

kontrolne prereze tretirane s DMSO i stimulirane s TGF[, nakon 3 i 5 dana inkubacije. Takoder,
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prerezi tretirani nintedanibom u koncentracijama od 10 uM do 0,016 uM nisu pokazali znac¢ajne
razlike u koli¢ini otpuStenog LDH u inkubacijskom mediju u odnosu na kontrolne prereze niti
nakon jednog vremena inkubacije (Slika 66). Ovi rezultati potvrduju da tretman spojevima
SB525334 1 nintedanibom nije utjecao na vijabilnost prereza ljudskih plu¢a nakon 3 1 5 dana

inkubacije ex vivo.

LDH (mU/mL)
R

K TGFB § 1 0.2 0.04 0.008 10 2 0.4 0.08 0.016
L J L J
SB525334 (uM) + TGFB Nintedanib (uM) + TGFB

LDH (mU/mL)

K TGFB § 1 0.2 0.04 0.008 10 2 0.4 0.08 0.016
L [ )

SB525334 (uM) + TGFB Nintedanib (uM) + TGFB

Slika 66. Aktivnost LDH u inkubacijskim medijima prereza ljudskih plu¢a (donor 007)
tretiranih ex vivo spojem SB525334 1 nintedanibom te stimuliranih s TGFf (10 ng/mL) tijekom
3 dana (A) 1 5 dana (B) ex vivo. TGF stimulirana i nestimulirana kontrola (K) tretirane su s
DMSO (0,1 %) umjesto spojevima. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. n= 3. One-Way ANOVA s Dunnett-ovim post hoc testom. K — kontrolni prerezi,
TGFp — prerezi tretirani s TGFf, SB — prerezi tretirani spojem SB525334, N — prerezi tretirani

nintedanibom.
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5. RASPRAVA

5.1 Prerezi plu¢a iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom

Kako bi se istrazile mogucnosti koriStenja prereza pluc¢a kao modela plu¢ne fibroze ex
vivo, cilj prvog dijela istrazivanja bio je opisati prereze pluca pripremljene iz misSeva s pluénom
fibrozom izazvanom bleomicinom in vivo. Ovaj model pluéne fibroze in vivo, koriSten jer je
dobro okarakteriziran i najceS¢e koriSten misji model in vivo, prikazuje neke od najbitnijih
karakteristika IPF-a 1 nezaobilazan je u pretklinickim ispitivanjima novih antifibroznih spojeva
(Jenkins i sur., 2017). Razvoj pluéne fibroze in vivo nakon primjene bleomicina misevima
temelji se na nastanku mnogobrojnih oStecenja i apoptozi stanica u plu¢ima te posljedicno
aktivacije popravka oStecenja (Moeller i sur., 2008). Smatra se da je fibroza deregulirani proces
popravka oStecenja, a plu¢na fibroza izazvana bleomicinom pokazuje sli¢ne karakteristike IPF-
u kod ljudi (Cai i sur., 2013; R. Peng i sur., 2013; Sueblinvong i sur., 2012). U ovom istrazivanju
misevima su uzimana pluca za pripremu prereza 14 dana nakon primjene bleomicina in vivo jer
je nakon tog vremena, prema literaturi, fibroza ve¢ uspostavljena (Della Latta i sur., 2015;
Jenkins 1 sur., 2017). Razvoj fibroze 14 dana nakon primjene bleomicina potvrden je i u
prethodno optimiranom in vivo modelu koji je koristen u ovom istrazivanju (Anzulovi¢ Santa i
sur., 2023). Prerezi mi§jih plu¢a pripremljeni 14 dana nakon primjene bleomicina inkubirani su
ex vivo tijekom vise dana kako bi se najprije ispitala vijabilnost prereza, a zatim 1 prisutnost te

postojanost fibroznih promjena u uvjetima ex vivo.

Prerezi su netom nakon pripreme imali jako dobro oCuvane alveolarne i1 bronhijalne
strukture s normalnom morfologijom stanica, §to je potvrdeno histoloskom analizom Crossman
trikrom obojanih prereza. HistoloSka analiza prereza inkubiranih 3 i 5 dana ex vivo potvrdila je
takoder da su plu¢ne strukture 1 dalje bile dobro ocuvane sli¢no kao u svjeZe pripremljenim
prerezima. Dobra o¢uvanost tkiva nakon inkubacije ex vivo potvrdena je u prerezima iz zdravih
misSeva kao 1 u onima iz misSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom. Dodatne biokemijske
metode mjerenja vijabilnosti tkiva koriStene su kako bi se nadopunile histoloske analize i
detaljnije okarakterizirali prerezi plu¢a tijekom inkubacije ex vivo. Osim toga, biokemijske
metode mjerenja vijabilnosti tkiva tehnic¢ki su manje zahtjevne 1 brZe izvedive nego histoloske
analize, §to je potencijalno vazan ¢imbenik u buducim istrazivanjima. U ovom je istrazivanju
odredena metabolicka aktivnost prereza plu¢a mjerenjem sposobnosti redukcije reagensa
Alamar Blue, dok je integritet i propusnost staniénih membrana odreden mjerenjem aktivnosti
enzima LDH u inkubacijskom mediju prereza pluca. Navedene metode spadaju u jedne od

najcesSc¢e koriStenih za opisivanje vijabilnosti stanica 1 tkiva, a medusobno se nadopunjuju s
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obzirom na to da prate razli¢ite procese (metabolicku aktivnost i propusnost membrana). Prerezi
pluca pripremljeni iz zdravih miSeva zadrzali su metabolicku aktivnost tijekom 7 dana
inkubacije ex vivo, sa slicnom redukcijom reagensa Alamar Blue nakon 1, 3, 5 1 7 dana
inkubacije. Metabolicka aktivnost prereza iz miseva s fibrozom izazvanom bleomicinom
takoder je bila dobro oCuvana tijekom svih 7 dana inkubacije ex vivo, a blagi pad od otprilike
20 % u odnosu na 1. dan uocen je 3.1 7. dana inkubacije. Li i sur., 2020 takoder su potvrdili da
prerezi pluca iz istog soja misSeva koji je koriSten u ovom istrazivanju (C57BL/6N), zadrzavaju
metabolicku aktivnost tijekom dugotrajne inkubacije u uvjetima ex vivo, ¢ak do 12 dana, uz pad
metaboli¢ke aktivnosti od 40 % u odnosu na prvi dan. Nadalje, rezultati mjerenja aktivnosti
enzima LDH u ovom istrazivanju nisu pokazali porast u propusnosti stanicnih membrana
tijekom 7 dana inkubacije ex vivo, §to je u skladu s rezultatima metabolicke aktivnosti i
histoloske analize ovih prereza plu¢a. Najveca aktivnost enzima LDH izmjerena je nakon svega
jednog dana inkubacije, i kod prereza iz zdravih miSeva kao i onih dobivenih od miSeva s
fibrozom izazvanom bleomicinom. Moguce je da je povecana aktivnost LDH u 1. danu
posljedica oSteéenja stanica uslijed rezanja tkiva tijekom pripreme prereza, kao Sto su primijetili
1 NuBBbaum i sur., 2022. Zaklju¢no, sve provedene analize upucuju na dobro o¢uvanu vijabilnost
prereza misjih pluca tijekom 7 dana inkubacije ex vivo jer nije uo€en trend koji bi upucivao na
znaCajan gubitak ukupne vijabilnosti u testiranom vremenu. Ovi rezultati su klju¢ni jer
omogucuju koriStenje ovako pripremljenih prereza misjih pluca u daljnjim pokusima

istrazivanja fibroznih procesa koji ukljucuju inkubacije u uvjetima ex vivo do 7 dana.

S obzirom na to da su metodom Crossman trikrom obojane 1 niti kolagena, moguce ju
je koristiti 1 za pracenje fibroznih promjena u tkivu. Neposredno nakon pripreme, prerezi
dobiveni od miSeva s pluénom fibrozom izazvanom bleomicinom oc¢ekivano su imali povecane
koli¢ine kolagena i zadebljane alveolarne stijenke, §to je jasno vidljivo na slikama histoloskih
prereza te u usporedbi s prerezima pripremljenim iz zdravih miSeva. Povecane koli¢ine
kolagena uz infiltrirane imunosne stanice bile su organizirane u fibrozna zarista, $to je jedna od
karakteristika samog modela fibroze izazvane bleomicinom in vivo, ali i jedna od glavnih
patofizioloskih karakteristika u IPF-u. Nadalje, navedene su fibrozne promjene bile prisutne i
u prerezima koji su bili inkubirani u uvjetima ex vivo tijekom 3 1 5 dana. Isto je potvrdeno
konfokalnom mikroskopijom imunofluorescencijskim obiljezavanjem kolagena 1 i
fibronektina. Nakon 3 dana inkubacije ex vivo, koli¢ina kolagena 1 i fibronektina bila je znatno
veéa u prerezima pripremljenim iz pluéa miseva s fibrozom izazvanom bleomicinom u

usporedbi s prerezima pripremljenim iz zdravih miSeva. Ovi rezultati potvrduju da 1 tijekom
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inkubacije ex vivo prerezi pripremljeni iz miseva s fibrozom izazvanom bleomicinom

zadrZavaju promijenjenu strukturu tkiva uz vidljivo nakupljanje kolagena 1 i fibronektina.

Nadalje je ispitana ekspresija vise razli¢itih biljega fibroze i remodeliranja tkiva, a kako
bi se opisala postojanost fibroznih procesa u prerezima pluéa. Ovo je istrazivanje bilo
usmjereno na ogranicen set biljega fibroze, ali koji su bili izabrani na nacin da prac¢enje njihove
ekspresije omoguc¢i pouzdane informacije o razli¢itim procesima bitnim za fibrozu, a to su
aktivacija miofibroblasta, proizvodnja sastavnica izvanstani¢nog matriksa 1 ¢imbenika koji
utjecu na remodeliranje izvanstani¢nog matriksa. Za karakterizaciju prereza plu¢a kao modela
fibroze nuzno je razumjeti nastavljaju li se fibrozni procesi koji su zapoceli tijekom in vivo faze
i u prerezima ex vivo, §to je omoguéeno analizom ekspresije gena. Pracena je ekspresija gena
COL1A411FNI koji kodiraju glavne sastavnice izvanstani¢nog matriksa — kolagen 1 fibronektin,
a za koje je poznato da su prekomjerno eksprimirani i nakupljaju se u plu¢ima u mi§jem modelu
fibroze izazvane bleomicinom, kao i kod bolesnika s IPF-om (Della Latta i sur., 2015; Jenkins
i sur., 2017; Tian i sur., 2019). Pracena je ekspresija gena ACTA2, koji kodira protein aSMA,
glavni biljeg miofibroblasta odgovornih za prekomjernu proizvodnju sastavnica izvanstanicnog
matriksa u fibrozi (King 1 sur., 2001). Nadalje, pracena je ekspresija gena MMP12 (matriksna
metaloproteinaza 12), TIMPI (inhibitor matriksnih metaloproteinaza 1) 1 P4/l (inhibitor
plazminogenskog aktivatora 1) ¢iji se produkti smatraju kljunim biljezima remodeliranja
izvanstani¢nog matriksa. Poremecena ravnoteza u ekspresiji ovih biljega dovodi do smanjene
razgradnje prekomjerno sintetiziranih sastavnica izvanstani¢nog matriksa. Na dan pripreme
prereza pluca, ekspresija gotovo svih izmjerenih gena bila je povecana u prerezima iz miSeva
tretiranth bleomicinom u usporedbi s prerezima dobivenih iz zdravih miSeva. Najveci porast
ekspresije uocen je za gene COLIAI 1 FNI, zatim MMP12, PAII te naposlijetku TIMP1. Jedino
ekspresija gena ACTA2 nije bila znaCajno povecana u prerezima iz miSeva tretiranih
bleomicinom, iako je 1 za ovaj gen uocen trend povecane ekspresije. Porast ekspresije gena
COLIAL, FNI, MMPI12, TIMPI 1 PAIl u prerezima pluca dobivenih iz miSeva tretiranih
bleomicinom u skladu je sa studijama koje su pokazale da je njihova ekspresija povecana u
modelu pluéne fibroze izazvane bleomicinom in vivo (Q. Wang i sur., 2023). Povecane
ekspresije navedenih gena upucuju na prekomjernu proizvodnju sastavnica izvanstanicnog
matriksa do 14 dana nakon administracije bleomicina kada su plu¢a uzeta za pripremu prereza.
Aktivacija fibroblasta u miofibroblaste koji eksprimiraju aSMA jedan je od pocetnih dogadaja
u razvoju pluéne fibroze izazvane bleomicinom, a uglavnom zapocinje oko 7 dana nakon

primjene bleomicina (Della Latta i1 sur., 2015; Jenkins i sur., 2017). Moguce je stoga, da je
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uoceni trend porasta ekspresije gena ACTAZ2, ali bez statisticke znacajnosti, u prerezima iz
miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom posljedica prolaska vrhunca procesa diferencijacije
u miofibroblaste koji bi trebao biti oko 10 dana nakon administracije bleomicina (Strunz i sur.,
2020). Analizom ekspresije ovih biljega na dan pripreme prereza definiran je pocetni fibrozni
profil prereza pluca, $to je omogucilo daljnje pracenje njihove ekspresije tijekom inkubacije ex
vivo. Ekspresija gena COLIA1, FN1, MMPI12 i TIMPI nakon 1, 3 i 5 dana inkubacije ex vivo
ostala je povecana u prerezima dobivenim iz miseva s fibrozom izazvanom bleomicinom u
odnosu na prereze iz zdravih miSeva, Sto je usporedivo s rezultatima dobivenima na dan
pripreme prereza. Uocen je trend smanjenja relativne ekspresija gena FNI, MMPI12 i TIMPI
tijekom inkubacije ex vivo, s obzirom na to da je nesto niza nakon 5 dana u odnosu na ranija
vremena inkubacije. To je moguéa indikacija da fibrozni procesi u prerezima plu¢a nakon 5
dana polako slabe. U prerezima pluca iz miSeva tretiranih bleomicinom utvrdene su povecane
koli¢ine kolagena 1 i fibronektina u izvanstani¢énom matriksu nakon 3 dana inkubacije ex vivo.
Dodatne analize medija u kojem su prerezi pluca bili inkubirani tijekom 3 dana potvrduju da je
doslo do de novo sinteze proteina biljega fibroze. Koncentracija pro-kolagena 1al, odnosno N-
1 C-terminalnih propeptida na novosintetiziranim, jo§ neprocesiranim molekulama kolagena 1,
je bila znacajno povecana u prerezima pluca iz miSeva tretiranih bleomicinom u usporedbi s
prerezima iz zdravih miSeva, jednako kao i1 koncentracija fibronektina. Isti su rezultati dobiveni
za koncentracije MMP12 1 TIMPI1, §to upucuje na aktivno remodeliranje izvanstani¢nog
matriksa. Ovi rezultati skupno potvrduju hipotezu da procesi fibroze ostaju aktivni tijekom

barem 3 dana inkubacije prereza ex vivo.

Iz dobivenih rezultata, u daljnjim pokusima u ovom istrazivanju koriSteno je vrijeme od
3 dana inkubacije ex vivo kako bi se ispitao ucinak spojeva s poznatim antifibroznim
djelovanjem 1 na taj nacin istrazio potencijal koriStenja prereza pluca za testiranje novih
spojeva. Ispitan je utjecaj nintedaniba, odobrenog lijeka za IPF, te spoja SB525334 koji je
inhibitor receptora TGF tipa I (ALKS). TGFp je jedan od klju¢nih profibroznih ¢imbenika, a
inhibicija njegove aktivnosti kod IPF pacijenata ve¢ je pokazala uspjeSnost u klinickim
istrazivanjima (Peng i sur., 2022; Shi i sur., 2022). Nintedanib je uspjesno inhibirao ekspresiju
gena COLIAI, FN11MMPI2 uprerezima pluca iz miSeva tretiranih bleomicinom nakon 3 dana
inkubacije ex vivo. Znacajna inhibicijska aktivnost nintedaniba na ekspresiju navedenih gena
izmjerena je u Sirokom rasponu koncentracija pocevsi od 10 pM. Usporedive rezultate dobili
su Lehmann i sur., 2018 koji su pokazali da je nintedanib u koncentracijama od 10 pM i 1 pM

inhibirao ekspresiju gena COLIAI i FNI nakon 2 dana inkubacije s prerezima iz miSeva
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tretiranih bleomicinom. Inhibitor ALKS, spoj SB525334, takoder je smanjio ekspresiju veéine
gena Ciji su proteinski produkti biljezi fibroze, odnosno gena COLIA1, FNI, TIMPI, pa ¢ak i
gena ACTA2 za koji nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu kontrolnih prereza iz zdravih i
miSeva tretiranih bleomicinom. Uz navedeno, uocen je i trend inhibicije ekspresije gena
MMP12. Izmjerena aktivnost inhibitora ALKS na smanjenje biljega fibroze u prerezima pluca
iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom upucuje na to da je signalni put TGFp aktiviran
u ovim prerezima te da sudjeluje u povecavanju mjerenih biljega fibroze, premda u ovom
istrazivanju nije mjerena koli¢ina TGFB za potvrdu. Primijeéeno je takoder da je relativna
ekspresija gena COLIAI, FNI 1 ACTA2 u prerezima tretiranim spojem SB525334 pri najvisoj
koncentraciji od 5 uM bila ispod razine relativne ekspresije u prerezima iz zdravih miseva. Ovaj
rezultat, zajedno sa samom ¢injenicom da SB525334 inhibira i ekspresiju gena ACTA2 koja se
nije razlikovala izmedu zdravih i miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom, moze znaciti da
je u odredenoj mjeri signalni put TGFP bio bazalno aktiviran u svim prerezima, ukljucujuci i
onima iz zdravih miSeva. Ova pretpostavka mogla bi se potvrditi u daljnjim istrazivanjima
testiranjem inhibitora ALKS u prerezima iz zdravih miSeva. Postoji moguénost da je sama

priprema prereza rezanjem tkiva dovela do odredene razine aktivacije signalnog puta TGF.

Inhibicijski u€inak nintedaniba i inhibitora ALKS na genskoj razini, o¢itovao se i na
proteinskoj razini, odnosno smanjenoj koncentraciji pro-kolagena lal, fibronektina, MMP12 i
TIMP, §to dodatno potvrduje njihov antifibrozni utjecaj u prerezima pluca iz miSeva s fibrozom
izazvanom bleomicinom. Primijeceno je da rezultati mjerenja koncentracija navedenih proteina
metodom ELISA imaju vece standardne devijacije nego rezultati mjerenja ekspresije gena.
Razlog tome je vjerojatno manjak normalizacije izmjerenih koncentracija proteina u
inkubacijskom mediju, $to je bitno kod modela ex vivo jer se sastav stanica moZe razlikovati

medu pojedinim prerezima.

Rezultati testiranja spojeva u prerezima iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom
vazni su jer potvrduju da je moguce inhibirati fibrozne procese u prerezima pluca ex vivo, ¢ime
se otvara put njihovoj upotrebi u testiranju novih spojeva s potencijalno antifibroznim
djelovanjem te predstavlja prvo takvo istraZzivanje. Ovaj model prereza pluca ex vivo za
testiranje novih spojeva takoder ima potencijal nadopuniti in vivo pokuse na miSevima kao
relevantni model za probir spojeva prije testiranja u modelima in vivo, ¢ime bi se moglo
pridonijeti smanjenju ukupnog broja zZivotinja potrebnih za istrazivanje, u skladu s 3R nacelima

kojima je cilj zamijeniti, smanjiti 1 poboljSati upotrebu zivotinja u istraZzivanjima.
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5.2 Prerezi miSjih pluca stimulirani s TGFp

Cilj drugog dijela istrazivanja bio je prouciti mogucnost aktivacije fibroznih procesa u
prerezima misjih plu¢a stimulacijom ex vivo, bez prvotnog izazivanja pluéne fibroze in vivo.
Karakterizacija prereza misjih plu¢a stimuliranih ex vivo bitan je translacijski korak prema
prerezima ljudskih pluca za koje je takoder korisStena stimulacija fibroznih procesa ex vivo, a
zbog ograni¢ene dostupnosti i uznapredovane fibroze pluca bolesnika s IPF-om. Prerezi su
pripremani iz pluéa netretiranih, zdravih miSeva, a za stimulaciju fibroze ex vivo koristen je
TGFB, jedan od klju¢nih profibroznih ¢imbenika u IPF-u (Derynck i Zhang, 2003; Fernandez i
Eickelberg, 2012). TGFp se Cesto koristi za stimulaciju fibroznih promjena u in vitro modelima
2D stani¢nih kultura (Hostettler i sur., 2014; Lehtonen i sur., 2016), a Liu 1 sur., 2025 su razvili
model prereza pluca ex vivo pripremljenih iz transgeni¢nih miSeva koji pojacano eksprimiraju

TGFp.

U ovom istrazivanju su nakon stimulacije prereza misjih plu¢a s TGF praceni isti
biljezi fibroze kao u prerezima iz miseva s fibrozom izazvanom bleomicinom. Stimulacija ex
vivo prereza misjih pluéa s TGFB primijenjenim u koncentraciji 10 ng/mL povecala je
ekspresiju gena COLIAI, FNI 1 ACTA2 $to potvrduje proizvodnju sastavnica izvanstani¢nog
matriksa kao odgovor na egzogeni TGFf. Vremenski profil ekspresije ovih biljega medusobno
se razlikovao. Porast ekspresije gena COLIA1 uocen je ve¢ nakon 1 dan stimulacije s TGFp te
se zadrzala na usporedivoj razini tijekom 3 dana stimulacije. S druge strane, ekspresija gena
FNI se povecavala s vremenom stimulacije, a ekspresija gena ACTA2 je bila najvisa nakon 2
dana stimulacije. S obzirom na to da je ekspresija svih navedenih biljega fibroze bila povecana
3 dana nakon stimulacije s TGFB, ovo vrijeme inkubacije koriSteno je nadalje za analizu
koncentracije pro-kolagena 1al 1 fibronektina. Utvrdeno je da je njihova koncentracija takoder
bila povecana u inkubacijskom mediju prereza stimuliranih s TGFf. Povecanje ekspresije gena
TIMP1 i PAI nakon stimulacije prereza s TGF je bilo izmjereno samo u nekim pokusima $to
moze upucivati da je remodeliranje izvanstani¢nog matriksa kao odgovor na stimulaciju s TGFf3
manje izrazeno. Moguce je da procesi remodeliranja matriksa zahtijevaju duze vrijeme od 3

dana stimulacije s TGFf.

Spoj SB525334, inhibitor receptora TGFp tipa I (ALKS), u ovom modelu stimulacije
prereza s TGFP sluzio je kao kontrola, s obzirom na to da inhibira samu aktivaciju signalnog
puta TGFp. U skladu s time, prerezi tretirani spojem SB525334 imali su smanjenu ekspresiju
gena Cija ekspresija je bila stimulirana s TGFB — COL1A41, FNI 1 ACTA2. SB525334 je dodatno

smanjio ekspresiju PAIl za koju nije utvrdena znaCajna razlika izmedu prereza stimuliranih s
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TGFP 1 nestimuliranih prereza. Uz to, ekspresija gena COLIAI i FNI u prerezima tretiranim
spojem SB525334 bila je ispod razine ekspresije u nestimuliranim prerezima, Sto je vec
primijeceno i tijekom pokusa u prerezima iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom. To
dodatno upucuje na zakljucak da je signalni put TGFB aktivan i u bazalnim uvjetima u

prerezima pluca.

Povecana ekspresija nekih od biljega fibroze, COLI1AI, FN1, te manje izrazeni porast
uocen za gene TIMPI 1 PAIl, u prerezima stimuliranim s TGFB u skladu je s rezultatima u
prerezima iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom. Ovi rezultati upucuju na zakljucak da
je stimulacija ex vivo samo jednim cimbenikom, TGFp, dovoljna da zapo¢nu neki od
profibroznih procesa u prerezima pluca, nalik fibroznim procesima u prerezima iz miseva s
fibrozom izazvanom bleomicinom. Izazivanje fibroze bleomicinom in vivo je kompleksniji
sustav gdje se aktivira viSe profibroznih procesa i signalnih puteva, ukljucujuéi TGFf (Moeller
isur., 2008). S obzirom na pleiotropnu ulogu TGFf, moze se pretpostaviti da stimulacija prereza
ex vivo ovim ¢imbenikom takoder aktivira i druge signalne puteve ukljucene u profibrozne
procese. U prilog tome govori Cinjenica da je nintedanib, Cija su terapijska meta receptori za
trombocitni faktor rasta, faktor rasta fibroblasta i vaskularno endotelni faktor rasta, inhibirao
ekspresiju gena COLIAI 1 FNI, kao 1 koncentracije proteinskih produkata ovih gena, pro-

kolagena lal i fibronektina u prerezima stimuliranim s TGFp ex vivo.

Jedna od uocenih razlika izmedu prereza misjih pluca stimuliranih ex vivo s TGFp 1
prereza iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom bila je u ekspresiji gena MMP12. Dok je
njegova ekspresija bila poviSena u prerezima iz miseva s fibrozom izazvanom bleomicinom, to
nije uo¢eno nakon stimulacije prereza s TGFf. Kako su alveolarni makrofagi jedne od glavnih
stanica koje proizvode elastazu MMP12 (Chulid-Peris i sur., 2022), moguce je da povecana
ekspresija u prerezima iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom potjece od povecane
koliCine infiltriranih makrofaga, $to se odvija tijekom imunosnog odgovora na in vivo tretman

bleomicinom (Moeller i sur., 2008).

Zakljucno, stimulacija prereza misjih pluc¢a s TGFp tijekom 3 dana ex vivo potaknula je
fibrozne promjene, pracene aktivacijom miofibroblasta i pove¢anom proizvodnjom sastavnica
izvanstani¢nog matriksa, slicno prerezima iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom. U
slucaju stimulacije s TGFp tijekom 3 dana utvrden je manje izraZzen odgovor na dodatne procese

remodeliranja izvanstanicnog matriksa, pracene ekspresijom gena MMP12, TIMPI i PAll.
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5.3 Prerezi ljudskih pluéa stimulirani s TGFp

Prerezi pripremljeni iz ljudskih plu¢a vrijedan su model ex vivo jer omogucuju
istrazivanje procesa fibroze kao i farmakoloska ispitivanja izravno na ljudskom materijalu.
Velik broj novih spojeva koji su pokazali antifibroznu aktivnost u pretklinickim ispitivanjima
na misjim modelima nisu bili aktivni u klinickim studijama na bolesnicima, $to upucuje na
potrebu za razvojem novih ljudskih modela bolesti in vitro 1 ex vivo (Sundarakrishnan 1 sur.,
2018). Prerezi plu¢a mogu se pripremati iz tkiva pacijenata s IPF-om, $to je opisano u literaturi
i pokazalo se kao koristan model za identificiranje novih terapijskih meta (Belli i sur., 2023);
Mercer i sur., 2016; Decaris 1 sur., 2021). Medutim, radi ogranic¢ene dostupnosti tkiva pluca
bolesnika s IPF-om, kao i Cinjenice da se takvo tkivo dobiva uglavnom od bolesnika u
odmaklom stadiju bolesti, pozornost se usmjerava na razvoj modela prereza zdravih (ne
fibroznih) plu¢a u kojima se nastanak fibroznih promjena izaziva tretmanima ex vivo, kao §to
je ve¢ opisano u nekim studijama (Alsafadi i sur., 2017; Lehmann 1 sur., 2018). Cilj ovog dijela
istrazivanja bio je okarakterizirati fibrozne promjene u prerezima ljudskih plu¢a stimuliranim s
TGFp. U ovom istrazivanju je stoga omogucena usporedba izmedu prereza iz miseva s plu¢nom
fibrozom 1zazvanom bleomicinom, prereza iz misjih te iz ljudskih plucéa stimuliranih s TGFf,
Sto je bitno za translaciju iz mi§jih modela prema ljudskom modelu pluéne fibroze ex vivo 1

prvo je takvo cjelokupno istrazivanje.

Najprije je odredena vijabilnost prereza ljudskih pluca tijekom inkubacije ex vivo, kao
Sto je opisano i za mi§je prereze. Histoloska karakterizacija prereza ljudskih plu¢a na dan
pripreme te tijekom 7 dana inkubacije ex vivo omogucila je pracenje vijabilnosti i morfoloskih
promjena stanica u tkivu prereza. Rezultati histoloske karakterizacije prereza iz vise donora
pluca potvrdili su dobro ocuvanu morfologiju bronhijalnog i alveolarnog epitela do otprilike 4
1 5 dana inkubacije ex vivo, nakon ¢ega su se pocele pojavljivati morfoloSke promjene stanica,
kao Sto su vakuolarna degeneracija i displazija stani¢nih jezgri. Uz to je zamijecena i
proliferacija stanica, Sto je mogu¢i odgovor na nastale promjene. Fluorescencijska
karakterizacija vijabilnosti Zivih stanica kalceinom te mrtvih stanica etidij homodimerom u
prerezima ljudskih pluca bila je u skladu s histoloSkom karakterizacijom. Na dan pripreme
prereza te do otprilike 5 dana inkubacije ex vivo, u prerezima je detektiran velik broj Zivih
stanica uz prisutnost manjeg broja mrtvih stanica. Nakon 7 dana inkubacije ex vivo i dalje je
bio vidljiv velik broj zivih stanica, no uz povecan broj mrtvih stanica grupiranih u odredenim

podruc¢jima intersticija.
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Metabolicka aktivnost prereza ljudskih plu¢a pra¢ena je metodom redukcije reagensa
Alamar Blue, koja je pokazala blagi porast metabolicke aktivnosti kroz 7 dana inkubacije ex
vivo, §to moze biti rezultat proliferacije stanica primijecene tijekom histoloske karakterizacije.
Vijabilnost prereza odredena je i mjerenjem propusnosti stanicnih membrana metodom
mjerenja aktivnosti LDH u inkubacijskom mediju prereza. Otpustanje LDH u inkubacijski
medij bilo je povecano pocevsi od otprilike 4 i . dana pa sve do 7 dana inkubacije ex vivo, kada
je bilo zadnje mjereno vrijeme. Ovi rezultati zajedno s histoloSkom karakterizacijom i
fluorescencijskim obiljeZavanjem stanica potvrduju da je vijabilnost prereza ljudskih pluca
dobro ocuvana tijekom otprilike 4 do 5 dana inkubacije ex vivo 1 nalikuje svjeZe pripremljenim
prerezima, Sto je kod prereza misjih pluéa bilo dovoljno vremena za stimulaciju fibroznih
promjena. Proliferacija stanica i porast metabolicke aktivnosti istovremeno s povecanim
otpustanjem LDH u inkubacijski medij moze znaliti da se gubitak dijela oStec¢enih stanica
pokusava nadomjestiti proliferacijom neosStecenih stanica, no to bi trebalo provjeriti dodatnim
istrazivanjima. Druge studije potvrdile su takoder dobro ocuvanu vijabilnost prereza ljudskih
plué¢a (metodama kao $to su bojanje hematoksilin-eozinom i histoloskom analizom, bojanjem
zivih 1 mrtvih stanica, mjerenjem metabolicke aktivnosti metodom MTS) tijekom 5 ili 7 dana
inkubacije ex vivo u kojem vremenu su radena ispitivanja (Roach i sur., 2018; Uhl i sur., 2015),
dok su dugotrajne inkubacije prereza ljudskih plu¢a provodene ¢ak do 14 1 28 dana ex vivo s 1
dalje ouvanom vijabilnosti prereza (PreuB3 i sur., 2022; Temann 1 sur., 2017). Medutim, bitno
je naglasiti da postoje razlike u uvjetima inkubacije ex vivo medu studijama, primjerice u

hranjivom mediju koriStenom za inkubaciju, kao i veli¢ini i debljini pripremljenih prereza.

Nadalje je ispitana mogucnost stimulacije fibroznih promjena u prerezima ljudskih
pluca, koristeci vrijeme inkubacije ex vivo do 5 dana s obzirom na to da je u tom vremenu
vijabilnost bila dobro ocuvana. Kao i u prerezima misjih plu¢a, TGF koriSten je za stimulaciju
prereza ljudskih pluca, a mjerena je ekspresija razli¢itih gena povezanih s fibrozom, COLIAI,
FNI,ACTA2, MMPI12, TIMPI 1 PAll. Ekspresija ve¢ine mjerenih gena, COLIAI, FNI1,ACTA2,
TIMPI1 i PAIl, bila je znaCajno povecana ili je pokazala trend povecanja nakon 3 i 5 dana
stimulacije s TGFf koncentracije 10 ng/mL, §to je potvrdeno u prerezima pripremljenim iz dva
donora tkiva plu¢a. U ranijim vremenima, odnosno 1 i 2 dana stimulacije s TGFf3 uglavnom jo$
nije doslo do porasta ekspresije mjerenih gena. Stoga je ispitan produljeni u¢inak vise razlic¢itih
koncentracija TGFf na ekspresiju odabranih gena, odnosno uzorci su stimulirani ex vivo 31 5
dana, a kako bi se odredila optimalna koncentracija TGFf za stimulaciju. Stimulacija s TGFf3

u koncentracijama 20 ng/mL, 10 ng/mL 1 5 ng/mL znaCajno je povecala ekspresiju gena
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COLIAI, FNI1 i PAII dok je ekspresija gena ACTA2 1 TIMP] bila statisticki znacajno povecana
samo s 20 ng/mL TGFp. Ipak, vazno je napomenuti da je trend povecanja ekspresije ovih gena
bio uo€en i pri nizim koncentracijama TGFf, ali promjene nisu bile statisti¢ki znacajne.
Aktivacija ekspresije biljega fibroze s TGFp potvrdena je i na proteinskoj razini, odnosno
utvrdeno je povecanje koncentracija pro-kolagena lal i fibronektina nakon stimulacije s TGF
u koncentracijama od 20 ng/mL i 10 ng/mL. S obzirom na to da je ekspresija ve¢ine mjerenih
biljega bila usporediva kada je TGFp je bio primijenjen u koncentracijama od 20 ng/mL i 10
ng/mL koncentracije TGFp koriStene za stimulaciju u daljnjim pokusima stimulacije i testiranja
antifibroznih spojeva izabrana je niza koncentracija od 10 ng/mL. Ovi rezultati skupno
potvrduju da je stimulacija s TGFp aktivirala profibrozne procese u prerezima ljudskih pluca
ve¢ nakon 3 dana inkubacije, i to prvenstveno aktivaciju miofibroblasta te proizvodnju
sastavnica i remodeliranje izvanstani¢nog matriksa. Reproducibilnost odgovora na stimulaciju
s TGFp potvrdena je u prerezima iz viSe donora tkiva. Poznato je da TGFf kao jedan od glavnih
profibroznih ¢imbenika utjece na navedene procese, a rezultati ovog istrazivanja u skladu su sa
sli¢nim istrazivanjima u kojima je koriStena stimulacija prereza ljudskih plu¢a s TGFp

(Machahua i sur., 2025; Roach i sur., 2021).

Kao 1 u prethodnim pokusima na prerezima misjih pluca, tretman nintedanibom koriSten
je kako bi se ispitala mogucnost inhibicije fibroznih promjena u prerezima pluca relevantnim,
klini¢ki odobrenim lijekom, dok je spoj SB525334 koji je inhibitor receptora TGFp tipa I
(ALKYS) koriSten kao kontrola za inhibiciju same aktivacije signalnog puta TGFp. Tretman
inhibitorom ALKS oc¢ekivano je inhibirao stimulaciju s TGFf s obzirom na to da je ekspresija
svih mjerenih biljega, na genskoj razini (COLIAI, FNI, ACTA2, TIMPI, PAl) kao i na
proteinskoj razini (koncentracija pro-kolagena lal i fibronektina) bila inhibirana. Tretman
nintedanibom u nekim je od testiranih koncentracija smanjio ekspresiju svih mjerenih biljega
fibroze koji su bili povecani kao odgovor na stimulaciju s TGF, odnosno inhibirao je
ekspresiju gena COLIAI, FNI1, ACTA2, TIMPI i1 PAIl. Ovi rezultati aktivnosti nintedaniba u
uvjetima stimulacije TGFB su usporedivi s rezultatima dobivenim u prerezima misjih pluca
stimuliranih na isti na¢in. S obzirom na to da nintedanib nije izravni inhibitor signalnog puta
TGFP, ovi rezultati dodatno potvrduju da je stimulacija samo jednim ¢imbenikom, TGFj, u
ovako kompleksnom sustavu koji sadrzi razlicite tipova stanica, dovoljna da se pokrene kaskada
aktivacije i drugih signalnih puteva. Osim toga, ovi su rezultati vazni jer pokazuju da je moguce

koristiti prereze miS§jih i1 ljudskih plu¢a stimulirane s TGFf za testiranje ucinka spojeva s
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razliitim terapijskim metama, a kako bi se procijenilo njithovo potencijalno antifibrozno

djelovanje.

Stimulacija s TGFB smanjila je ekspresiju gena MMP12 u svim pokusima. Specifi¢nost
ovog efekta dodatno je potvrdena tretmanom inhibitorom ALKS5 koji je inhibirao smanjenje
ekspresije gena MMP12 tijekom stimulacije s TGFf ljudskih prereza plu¢a. MMP12 razgraduje
kolagen IV i elastin te sudjeluje u pojacavanju upalnog odgovora i privla¢enju neutrofila (Nénan
1 sur., 2005), a u IPF-u je njegova aktivnost deregulirana te stoga pridonosi dodatnim
oSte¢enjima bazalne membrane 1 alveolarnog epitela (Pardo i Selman, 2006). Aktivacija
signalnog puta TGFp inhibira proupalni fenotip alveolarnih makrofaga koji je karakteriziran
ekspresijom proteina MMP12, a §to onda posljedi¢no dovodi do smanjenja njegove ekspresije

(Feinberg i sur., 2000).

Rezultati mjerenja ekspresije gena MMPI2 u prerezima misjih i ljudskih pluca
stimuliranim s TGFf u suprotnosti su od rezultata ekspresije u prerezima iz miseva s fibrozom
izazvanom bleomicinom gdje je ekspresija gena MMP12 bila povecana. Ovi rezultati upucuju
na vaznu razliku izmedu ovih modela, a to je uloga upalne faze u razvoju pluéne fibroze
izazvane bleomicinom. Naime, aktivacija upalnog odgovora 1 infiltracija imunosnih stanica su
prvi stadij u razvoju plu¢ne fibroze izazvane bleomicinom, s vrhuncem oko 7 dana nakon
primjene bleomicina (Moeller 1 sur., 2008). Ekspresija MMP12 je povecana u pocetnoj fazi
razvoja fibroze u ovom mi§jem modelu in vivo (Swaisgood i sur., 2000). S obzirom na to da je
u ovom istraZivanju ekspresija gena MMP12 bila povecana u prerezima pripremljenim 14 dana
nakon administracije bleomicina in vivo, za pretpostaviti je da je dio upalnog odgovora i dalje
bio prisutan i u prerezima ex vivo. Mjerenje koncentracije nekih od upalih biljega, kao Sto su
TNFa i IL-6, u postoje¢im uzorcima bi bilo korisno kako bi se provjerila prisutnosti upalne
komponente. Za razliku od pluéne fibroze izazvane bleomicinom, stimulacija s TGFp mozZe

odmah pokrenuti proces fibroznog remodeliranja (Roach 1 sur., 2018).

Prerezi mi§jih 1 ljudskih plu¢a opcenito govoreci jesu pokazali usporediv odgovor na
stimulaciju s TGFp, sa znacajno povecanom ekspresijom sastavnica izvanstanicnog matriksa,
kolagena i fibronektina na genskoj 1 proteinskoj razini. U prerezima ljudskih pluca stimuliranim
s TGFp bila je povecana i ekspresija gena koji kodira a-SMA, biljeg aktiviranih miofibroblasta,
te gena koji kodiraju za biljege remodeliranja izvanstani¢nog matriksa, inhibitor matriksnih
metaloproteinaza 1 (7/MP1) i inhibitor plazminogenskog aktivatora 1 (P4/1). Istovremeno, u
misjim su prerezima ove promjene bile uocene samo u nekim pokusima, upucujuéi na to da su
ovi procesi izrazeniji u prerezima ljudskih plué¢a. U prerezima pluca iz miSeva s fibrozom
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izazvanom bleomicinom ekspresija sastavnica izvanstani¢nog matriksa, kolagena, fibronektina
1 inhibitor matriksnih metaloproteinaza 1 na genskoj razini (COLIAI, FNI i TIMP]I), je takoder
bila poveéana Sto potvrduje da je glavno obiljezje fibroze — prekomjerno nakupljanje i
proizvodnja izvanstani¢nog matriksa, bio prisutan u sva tri ispitivana modela prereza pluc¢a. Ovi
rezultati stimulacije misjih i ljudskih prereza s TGFf skupno pokazuju da je u prerezima pluca
moguée izazvati fibrozne procese tretmanom samo jednim ¢imbenikom, u potpunosti u
uvjetima ex vivo, s obzirom na to da su usporedivi s rezultatima fibroznog remodeliranja
opazenim u prerezima pripremljenim iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom. Aktivnost
nintedaniba upucuje na to da su u misjim i ljudskim prerezima stimuliranim s TGFf uz ovaj,
posljedi¢no aktivirani i drugi signalni putevi. Antifibrozni u¢inak nintedaniba kao odobrenog
lijeka za IPF potvrden je u sva tri modela prereza pluca, §to sugerira da se ovi modeli mogu
koristiti u pretklini¢kim ispitivanjima novih lijekova. Prerezi plu¢a iz miSeva s fibrozom
izazvanom bleomicinom potencijalno bi se mogli koristiti za probir spojeva s antifibroznim
ucinkom prije testiranja u modelu in vivo, §to moze smanjiti potreban broj Zivotinja u skladu s
3R nacelima. Nadalje, usporedba antifibroznog ucinka spojeva u prerezima ljudskih pluca
stimuliranim s TGFP moZe pridonijeti boljoj translaciji iz pretklini¢kih u klini¢ka ispitivanja.
Jedna od glavnih razlika izmedu ovih modela prereza jest u upalnoj komponenti koja ima ulogu
u razvoju fibroze izazvane bleomicinom u modelu in vivo te je potencijalno 1 dalje u odredenoj
mjeri prisutna 1 u prerezima pluca iz ovog modela. U daljnjim bi se istrazivanjima, u
uspostavljenim modelima prereza plu¢a, mogao usporediti antifibrozni ucinak veceg broja

spojeva, prvenstveno drugih odobrenih lijekova za IPF, pirfenidona i nerandomilasta.
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6. ZAKLJUCCI

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Inkubacija prereza misjih i ljudskih pluéa tijekom 5 dana inkubacije ex vivo, ne utjece
na vijabilnost, s obzirom na o¢uvane pluéne strukture i normalnu morfologiju vecine
stanica te o¢uvanu metaboli¢ku aktivnost

Prerezi plu¢a iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom zadrzavaju fibrozne
promjene modela in vivo iz kojeg su pripremljeni, uz povecanu ekspresiju gena
COLIAL, FNI,MMPI21TIMPI,kao i de novo sintezu proteinskih produkata ovih gena
tijekom 3 dana inkubacije ex vivo

Prerezi pluca iz miSeva s fibrozom izazvanom bleomicinom su vrijedan model za
ispitivanje antifibroznog u¢inka novih spojeva i probir prije testiranja u modelu in vivo
s ciljem smanjenja broja zivotinja potrebnog u pretklini¢kim istrazivanjima, $to je
potvrdeno inhibitornim u¢inkom nintedaniba i inhibitora ALKS na biljege fibroze

U prerezima mi§jih 1 ljudskih pluca, tretmanom TGF moguce je izazvati medusobno
usporedive fibrozne promjene ve¢ nakon 3 dana inkubacije ex vivo, uz povecanu
proizvodnju i remodeliranje izvanstani¢nog matriksa

Fibrozne promjene i aktivnost nintedaniba u mi§jim i1 ljudskim prerezima pluca
stimuliranim s TGFp ex vivo usporedivi su s prerezima iz miseva s fibrozom izazvanom
bleomicinom, pa se stoga mogu koristiti kao model za odredivanje antifibroznog uc¢inka
spojeva

Sva tri uspostavljena modela prereza plu¢a mogu se koristiti za usporedbu ucinka
antifibroznih spojeva, §to omogucuje bolju translaciju rezultata iz pretklinickih u

klinicka ispitivanja
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