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SAŽETAK 

 

Organoidi mozga u istraživanju bolesti živčanog sustava 

Tihana Salopek, 2022. 

 

Organoidi mozga specifične su trodimenzionalne kulture koje oblikuju komadiće tkiva 

povezivanjem stanica i na taj način imitiraju male dijelove mozga. Budući da se sastoje od nekoliko 

vrsta stanica organiziranih na način da oponašaju citoarhitekturu mozga in vivo, predstavljaju 

najvjerniji in vitro model mozga.  

Organoidi mozga mogu se uzgojiti od embrionalnih matičnih stanica i induciranih pluripotentnih 

matičnih stanica koje se zatim mogu na nekoliko načina potaknuti na diferencijaciju u stanice 

živčanog sustava i oblikovanje trodimenzionalnih struktura. 

Organoidi mozga dosad su pokazali svoj potencijal u istraživanju razvojnih i neurodegenerativnih 

poremećaja mozga, kao i tumora. Također, imaju kapacitet za otkrivanje i testiranje novih oblika 

terapije i lijekova. Zbog karakteristika sličnih mozgu in vivo, kao što su trodimenzionalnost, sastav 

od različtih vrsta stanica te specifična citoarhitektura i mikrookoliš, organoidi mozga imaju mnogo 

prednosti u odnosu na tradicionalne dvodimenzionalne kulture i životinjske modele. Istovremeno, 

organiodi imaju i mnogo nedostataka, kao što je nepostojanje vaskularizacije koje ograničava 

njihov rast te nedostatan razvoj moždanih vijuga što otežava istraživanje kompleksnijih bolesti 

kore mozga. 

U ovom su diplomskom radu prikazane prednosti i mogućnosti uporabe organoida mozga, kao i 

njihovi nedostatci i ograničenja, s naglaskom na studije o zikavirusnoj infekciji, glioblastomu, 

Alzheimerovoj i Parkinsonovoj bolesti. 

 

 

Ključne riječi: organoidi mozga, matične stanice, modeli bolesti, zika virus, glioblastom, 

Alzheimerova bolest, Parkinsonova bolest 



 
 

SUMMARY 

Brain organoids in research of neurological diseases 

Tihana Salopek, 2022. 

 

Brain organoids are specific three-dimensional cultures that by connecting cells form pieces of 

tissue and in that way imitate small parts of the brain. Since they consist of several types of cells 

organized in such a way as to mimic the cytoarchitecture of the brain in vivo, they represent the 

most faithful in vitro model of the brain. 

Brain organoids can be grown from embryonic stem cells and induced pluripotent stem cells, 

which can then be induced in several ways to differentiate into nervous system cells and form 

three-dimensional structures. 

Brain organoids have so far shown their potential in the research of developmental and 

neurodegenerative disorders of the brain, as well as tumors. They also have the capacity to discover 

and test new forms of therapy and drugs. Due to brain-like characteristics in vivo, such as three-

dimensionality, composition of different cell types, and specific cytoarchitecture and 

microenvironment, brain organoids have many advantages over traditional two-dimensional 

cultures and animal models. At the same time, organoids have many disadvantages, such as the 

absence of vascularization, which limits their growth, and the insufficient development of cerebral 

gyri, which makes it difficult to research more complex diseases of the cerebral cortex. 

This thesis presents the advantages and possibilities of using brain organoids, as well as their 

disadvantages and limitations, with emphasis on studies on Zika virus infection, glioblastoma, 

Alzheimer's and Parkinson's disease.  

 

 

Keywords: brain organoids, stem cells, disease modeling, Zika virus, glioblastoma, Alzheimer's 

disease, Parkinson's disease
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1. UVOD 

1.1 Razvoj mozga čovjeka 

Odrasli se ljudski mozak sastoji od otprilike 86 bilijuna neurona koji su raspodijeljeni u kori 

velikog mozga, malom mozgu i subkortikalnim jezgrama (1). Cerebralni korteks sadrži oko 20% 

svih neurona (oko 16 bilijuna) i čini oko 80% mase mozga zbog velikih neurona, velikog broja 

dendrita, aksona i sinapsi (2). Cerebralni korteks ima ukupnu površinu od 1843 ± 196 cm2 (3). 

Debljina mu je u prosjeku 2.6 mm, ali varira ovisno o kortikalnom području (4). 

Ljudski mozak započinje svoj razvoj iz neuralne cijevi. Neuralna se cijev sastoji od prekursora 

progenitornih stanica koje se nazivaju neuroepitelne stanice (5). Zatvaranjem se neuralne cijevi 

rostralno formiraju tri primarna mjehurića, prednji, srednji i stražnji, dok se iz kaudalnog dijela 

razvija kralježnična moždina (6). Prednji se i stražnji mjehurić dijele na sekundarne mjehuriće, 

telencephalon/diencephalon i myelencephalon/metencephalon, koji kasnije oblikuju specifične 

moždane strukture, dok se cerebralni korteks uglavnom razvija iz dorzalnog dijela telencephalnona 

(6).  

U neuralnoj se cijevi nalazi šupljina ispunjena tekućinom koja se kasnije razvije u moždane 

komore (7). Apikalni dio neuralne cijevi, koji se nalazi uz komore, mitotički je aktivan i mora 

proći interkinetičku nuklearnu migraciju, proces tijekom kojeg se jezgre stanica neuralnog epitela 

pomiču prema apikalnoj strani neuroepitela (8). Prije neurogeneze neuroepitelne stanice postaju 

stanice radijalne glije (5). Neurogeneza započinje u 5-6 tjednu gestacije (9). U to vrijeme stanice 

radijalne glije počinju proizvoditi bazalne progenitorske stanice (intermedijarne progenitorske 

stanice i bazalne stanice radijalne glije) koje migriraju prema bazalnoj strani neuroepitela gdje će 

stvoriti subventrikularnu zonu. Upravo je ta zona mnogo veća u ljudi u usporedbi s drugim vrstama 

(7). Sve vrste neuralnih progenitorskih stanica stvaraju neurone koji migriraju bazalno pomoću 

izdanaka stanica radijalne glije te se smještaju u organiziranim slojevima na način da su najstariji 

neuroni u najdubljim slojevima. Tako u konačnici nastaje kortikalna ploča koja se sastoji od šest 

slojeva stanica (7). 

Cerebralni je korteks kompleksna struktura koja sadrži različite vrste neurona posložene u šest 

slojeva i organizirane po regijama u visoko specijalizirana područja (6). Kortikalni se slojevi 

pojavljuju tijekom embrionalnog razvoja na način iznutra prema van kako se progenitori prednjeg 
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mozga dijele i proliferiraju (6). Stanice radijalne glije, koje potječu od stanica neuroepitela, 

prekursori su kortikalnih progenitora i na početku kortikogeneze povećavaju svoj broj 

umnažanjem (6). Kako kortikogeneza napreduje, kortikalni progenitori postupno prolaze kroz 

dijeljenje kako bi ili generirali neurone direktno (direktna neurogeneza) ili indirektno putem 

stvaranja intermedijarnih progenitora koji se dalje dijele (indirektna neurogeneza) (6). Sudbina je 

stanica radijalne glije regulirana tijekom cijele kortikogeneze i ovisi o vanjskim signalima i 

ekspresiji intrinzičnih faktora (6).  

Evolucija se neokorteksa smatra najvažnijim dijelom evolucije mozga jer je omogućila značajan 

napredak u kognitivnim funkcijama (10). Neokorteks se značajno razlikuje u obliku, veličini i 

broju neurona između vrsta što ovisi o organizaciji neuralnih progenitorskih stanica tijekom 

embrionalnog razvoja (10). Cerebralni je korteks dominantna struktura mozga ljudi i ima važnu 

ulogu u raznim oblicima ponašanja, uključujući percepciju, voljne pokrete, kogniciju, memoriju i 

emocije te je vitalan za sposobnosti kao što su jezik i uporaba alata (2). Nedavni su modeli razvoja 

neokorteksa većinom temeljeni na znanstvenim studijama na miševima i štakorima čiji neokorteks 

pokazuje ključne značajke neokorteksa sisavaca, kao što je organizacija u šest slojeva i podjela na 

senzorni, motorni i asocijativni dio. Međutim, budući da je neokorteks glodavaca malen i ne sadrži 

vijuge (lisencefalija), ne može poslužiti kao vjerodostojan model većih i girencefaličnih 

neokorteksa, kao što je onaj u Homo sapiensa (10). 

Kortikalna ekspanzija i preklapanje korteksa ključan su proces u mozgu sisavaca za razvoj i 

povećanje intelektualnih sposobnosti (11). To je kompleksan proces reguliran brojnim faktorima, 

proteinima i signalnim putovima koji imaju specifičnu spaciotemporalnu ekspresiju (11). 
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Slika 1. Karakteristike razvoja neokorteksa ljudi. Prema Lui JH i suradnici, 2011, Figure 2 (10) 

U vrsta koje imaju moždane vijuge (girencefaličan mozak) kao što su ljudi i majmuni, količina 

apikalnih stanica radijalne glije puno je veća nego u vrsta s glatkim korteksom, kao što su miševi, 

što je rezultat veće količine neuroepitelnih staanica u ranijim stadijima (11). Uz veliku 

ventrikularnu zonu, najvažnija je odlika vrsta s girencefaličnim mozgom zadebljana SVZ u kojoj 

se nalazi veliki broj bazalnih progenitora, ponajviše u kasnijim fazama neurogeneze kada su 

brojniji od apikalnih progenitora (11). Zbog velikog broja bazalnih progenitora i zadebljanja 

subventrikularne zone, dolazi do njena razdvajanja u unutarnji i vanjski sloj te takva podjela 

izdvaja kortikogenezu primata od kortikogeneze drugih vrsta, npr. nije nađena u miševa (11). 

OSVZ sadrži veliki broj različitih progenitorskih stanica s velikim potencijalom za amplifikacaiju 

što omogućuje kortikalnu ekspanziju i presavijanje i ima važnu ulogu u razvoju mozga viših 

sisavaca (11). 
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Slika 2. Matične stanice u razvoju cerebralnog korteksa girencefaličnog mozga i njihova 

molekularna regulacija. Prema Fernández V i suradnici, 2016., Figure 1 (11) 

 

1.2 Metode istraživanja bolesti živčanog sustava 

Razvoj svakog novog postupka s potencijalom liječenja bolesti živčanog sustava vrlo je dugotrajan 

i kompleksan. Sve započinje bazičnim-pretkliničkim istraživanjima u kojima se testiraju početne 

ideje i traži neki novi postupak koji ima terapijski potencijal.  

Kao i u drugim područjima biomedicine, pretklinička se istraživanja služe in vitro i in vivo 

pristupom. U in vitro istraživanjima najčešće se koriste dvodimenzionalne kulture stanica. 

Stanične se kulture koriste od početka 20. stoljeća i vrlo su česta metoda zbog brojnih razloga: 

uzgoj raznih vrsta stanica razmjerno je jednostavan, a mnoge vrste stanica nisu financijski 

zahtjevne. Budući da se stanice nalaze u identičnim kontroliranim uvjetima, varijacije su u 

rezultatima minimalne. Budući da u jedan inkubator stanu desetci posuda za uzgoj, statistička se 
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obrada radi na mnogo većim brojevima u odnosu na one koji se rabe u radu sa životinjama. 

Nadalje, unapređenje metoda vizualizacije živih stanica omogućuje promatranje unutarstaničnih 

zbivanja u realnom vremenu. Također je bitno da stanice uglavnom ne nose etičke dvojbe te se 

mogu jednostavno genetički manipulirati i na taj način omogućiti istraživanje rijetkih bolesti i 

bolesti koje se ne očituju u životinjama.  

Međutim, stanične kulture imaju i svoje nedostatke. Dobiveni se rezultati ne mogu lako 

poistovjetiti s procesima u ljudskom organizmu zbog njihove jednostavnosti, manjka 

citoarhitekture, dvodimenzionalnosti te nedostatka interakcija između stanica te stanica i okoliša.  

S druge strane, in vivo istraživanja su bliža testiranju na ljudima, dobar su model fiziologije i 

kompleksnosti živog organizma, ali su zato i mnogo skuplja i vremenski zahtjevnija. Također 

postoje i velike etičke dvojbe. Treba uzeti u obzir i da su životinjski modeli ograničeni 

specifičnostima svoje vrste i da postoje mnoge razlike između njih i ljudi, pogotovo u 

kompleksnom organu kao što je mozak (npr. vanjska subventrikularna zona, koja ima važnu ulogu 

u razvoju ljudskog mozga, nedostaje u mozgu miševa) (12). Također je teško prikazati heterogenu 

ljudsku populaciju na uzgojenim životinjama određenih i sličnih karakteristika (12).  

Za daljnji je napredak u istraživanju mozga potreban model koji bi posjedovao prednosti i 

dvodimenzionalnih staničnih kultura i životinjskih modela uz što veću sličnost mozgu in vivo i 

veliku primjenjivost na ljudski organizam. Većinu tih karakteristika imaju organoidi. 
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2. ORGANOIDI MOZGA 

Termin organoid označava skupinu različitih vrsta stanica koje rastu i razvijaju se u 

trodimenzionalnom okolišu in vitro (13). Organoidi mozga imaju anatomska i fiziološka svojstva 

različitih regija mozga i najvjerniji su in vitro model ljudskog mozga dosad. Sastoje se od više 

vrsta stanica koje se mogu naći u moždanom tkivu, kao što su progenitorne stanice, neuroni i 

stanice glije. Trodimenzionalnost im omogućava razvoj kompleksnijih struktura i organizaciju u 

slojeve, što nije moguće u dvodimenzionalnim kulturama. Mogu se uzgojiti od embrionalnih 

matičnih stanica, induciranih pluripotentnih matičnih stanica i neonatalnih ili adultnih matičnih 

stanica (13).  

Kao jedan od pokazatelja koliko su organoidi slični živom mozgu je elektroencefalografijom 

dokazana spontana živčana aktivnost slična onoj u mozgu nedonoščadi (14). Isto tako, 

fotosenzitivni neuroni retine u organoidima mozga mogu reagirati na svjetlosne podražaje (15). 

Također, analiza ekspresije gena pokazala je veliku sličnost između kortikalnih organoida i 

moždanog tkiva pa je tako obrazac ekspresije gena u organoidima prednjeg mozga nakon 100 dana 

u kulturi jako sličan onom prefrontalnog korteksa u 22. gestacijskom tjednu (16). 

Organodi mogu imati značajke različitih dijelova mozga. Tako su dosad uzgojeni organoidi retine, 

dorzalnog korteksa, koroidnog pleksusa, hipokampusa i srednjeg mozga. Organoidi se mozga 

mogu koristiti u istraživanju razvoja mozga, neuroloških bolesti, novih lijekova te u razvoju 

personalizirane i regenerativne medicine (12). Zasad su se koristili u istraživanju nasljednog oblika 

mikrocefalije uzrokovanog mutacijom CDK5RAP2 gena, mikrocefalije uzrokovane zika virusom, 

nasljednog oblika lizencefalije, tumora kao što je glioblastom, poremećaja iz spektra autizma te 

neurodegenerativnih bolesti kao što su Alzheimerova i Parkinsonova bolest (13). 

2.1 Postupci dobivanja i uzgoja organoida 

Organoidi mozga, kao i organoidi općenito, mogu se uzgojiti od embrionalnih matičnih stanica, 

induciranih pluripotentnih matičnih stanica i neonatalnih ili adultnih matičnih stanica (13). Te 

stanice mogu biti od zdravih pojedinaca ili od pacijenata s određenom bolesti čija je patologija u 

tom slučaju prikazana u organoidu. 

Dvije su metode razvijene za uzgoj organoida mozga, a to su nevođene metode („unguided 

methods“) i vođene metode („guided methods“) (16). Glavna je razlika što se nevođene metode 
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temelje na intrinzičnoj signalizaciji i sponatnoj morfogenezi humanih pluripotentnih matičnih 

stanica oponašajući mozak u razvoju, dok se vođene metode oslanjaju na vanjske faktore rasta 

kako bi se matične stanice vodile u smjeru diferencijacije prema određenim tipovima stanica (16). 

Nevođene metode za razvoj gastrointestinalnih organoida inspirirale su grupu koju je vodio 

Knoblich (17) da razviju protokol za razvoj organoida mozga na sličan način. Metoda započinje 

razvojem embrioidnih tjelešaca koja se kasnije ugrade u kapljice Matrigela kako bi se stanicama 

dala potrebna potpora (12). Nakon određenog vremena kulture u zdjelici, kapljice Matrigela 

premjestili su u vrteći bioreaktor kako bi se poboljšao prijenos nutrijenata i kisika te potaknulo 

širenje tkiva i neuralna diferencijacija (16). U nevođenoj je metodi vanjsko interferiranje 

minimalno pa takvi organoidi imaju veliku slobodu za razvoj i sastoje se uglavnom od heterogenog 

i manje organiziranog tkiva zbog čega imaju obilježja različitih regija mozga. Sastoje se od stanica 

različitog podrijetla u rasponu od prednjeg, srednjeg i stražnjeg mozga do retine, koroidnog 

pleksusa i mezoderma (18, 19). 

Za vođenu su metodu zaslužni Sasai i suradnici koji su razvili seriju protokola temeljenih na 

kulturama embrioidniih tjelešaca bez seruma (20,21,22,23,24,25). Budući da se u vođenim 

metodama koriste različiti faktori rasta u različitim fazama razvoja organoida oponašajući 

određene uvjete tijekom razvoja mozga, takve stanice organoida imaju mnogo usmjerenija i 

određenija obilježja te uglavnom imitiraju jednu regiju mozga, kao što je cerebralni korteks, 

hipokampus i srednji mozak (26, 27, 28, 29, 30). U vođenoj se metodi vanjski faktori rasta mogu 

primijeniti i samo u ranoj fazi diferencijacije kako bi se progenitorske stanice usmjerile s ciljem 

minimalne heterogenosti organoida (16). Nakon toga se vanjski faktori ukanjaju i daljnja 

diferencijacija slijedi intrinzične programe slične onima u in vivo razvoju mozga (16). Takvi se 

organoidi nazivaju i sferoidi i specifični su za određene dijelove mozga te se oni mogu spajati i 

stvarati asembloide koji služe kao modeli interakcija između različitih dijelova mozga, npr. 

sferoidi koji se sastoje od stanica korteksa i talamusa, koji zatim spajanjem pokazuju interakcije 

tih regija (16). 

Uzgoj se organoida mozga još može podijeliti ovisno o tipu i obliku medija za kultivaciju. 

Organoidi mogu imati strukturalnu potporu kako bi se mogli razviti u trodimenzionalne kulture 

bez fizičkog kontakta s posudom (13). To se postiže biološkim ili sintetičkim hidrogelom sličnog 

sastava kao ekstracelularni matriks (13). Najčešće tu ulogu ima Matrigel koji je želatinozna smjesa 
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proteina koju izlučuju Engelbreth-Holm-Swarm stanice sarkoma miša i sastoji se od adhezivnih 

proteina kao što su kolagen, entaktin, laminin i heparin sulfat proteoglikani što pruža strukturalnu 

potporu stanicama i omogućuje prijenos faktora rasta (31, 13). Drugi je način uzgoja bez 

strukturalne potpore koji uključuje kultiviranje stanica u kapljicama određenog medija tako da na 

njih djeluju gravitacija i površinska napetost (32).   

2.2 Prednosti korištenja kultura organoida 

Organoidi mozga posjeduju mnoge ključne značajke ljudskog mozga u razvoju na molekularnoj, 

staničnoj, strukturnoj i funkcionalnoj razini (16). U usporedbi s tradicionalnim kulturama stanica, 

organoidi pokazuju izraženije interakcije između stanica i između stanica i matriksa te bolje 

prikazuju stanične funkcije i signalne puteve u tkivima (12). Također, ne postoje odstupanja koja 

se javljaju u životinjskim modelima zbog razlika u vrsti. Iz tih su razloga organoidi mozga pokazali 

značaj kao vjerodostojan model u istraživanju više različitih bolesti. Posebno su korisni u 

modeliranju kongenitalnih malformacija mozga koje nastaju zbog genetičkih mutacija ili zaraznih 

bolesti (16). Jedna je od tih bolesti nasljedni oblik mikrocefalije zbog mutacije gena CDK5RAP2. 

Organoidi mozga uzgojeni od induciranih pluripotentnih matičnih stanica osoba s tom mutacijom 

pokazivali su poremećaj u dijeljenju stanica i smanjenu veličinu organoida, što je slično 

karakteristikama mikrocefalije nađenim i in vivo (33, 34, 19), dok se mozak miševa s tom 

mutacijom nije se razlikovao od mozga miševa bez te mutacije (35, 36, 37). Suprotno tome, 

delecija tumor supresorskog gena PTEN u humanim pluripotentnim matičnim stanicama rezultira 

prekomjernom proliferacijom i odgođenom neurogenezom stanica u organoidima te su zbog toga 

organoidi mozga bili značajno veći oponašajući makrocefalije (38).  

Organoidi mozga pokazuju i veliki potencijal u modeliranju psihijatrijskih poremećaja kao što su 

autizam i shizofrenija zbog formirane neuralne mreže, iako još uvijek ima mnogo mjesta za razvoj 

kompleksnosti tih međustaničnih mreža (16). Ipak, organoidi prednjeg mozga dobiveni od stanica 

osoba s poremećajem iz spektra autizma pokazuju nesrazmjer i promjene u broju ekcitatornih i 

inhibitornih neurona (27, 41). Sličnost s in vivo patologijom su i defekti u migraciji neurona 

primijećeni u asembloidima prednjeg mozga osoba s Timothyjevim sindromom čije je obilježje 

mutacija gena za L-tip kalcijevih kanala (42). Također, organoidi hipotalamusa obećavajući su 

model metaboličkih poremećaja i pretilosti (43, 44). Nadalje, organoidi mozga predstavljaju bolji 

model neuroloških bolesti od tradicionalnih staničnih kultura jer su za istraživanje patofiziologije 
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bolesti kao što su Parkinsonova bolest, poremećaji iz spektra autizma, Alzheimerova bolest i 

bipolarni poremećaj često potrebne mutacije više gena te dolazi do zahvaćanja više vrsta stanica i 

više regija mozga što je prekomplicirano za reproduciranje u dvodimenzionalnim kulturama, dok 

organoidi u tome pokazuju uspjeh (12). Daljnji se potencijal organoida mozga istražuje u 

modeliranju ishemije mozga u zamjenu za životinjski model kod okluzije srednje cerebralne 

arterije (12). Uspjeh bi tada u kliničkim ispitivanjima bio veći zbog zaobilaska razlika između 

vrsta, a i etički aspekt je povoljniji (12). 

Organoidi mozga dobiveni od induciranih pluripotentnih matičnih stanica pacijenata predstavljaju 

odličan model neurorazvojnih bolesti koje u svojoj podlozi imaju poremećaje u regulaciji 

progenitornih stanica, kao što je njihova prerana diferencijacija, smanjena proliferacija i disrupcija 

staničnog ciklusa (16). Također, vrlo su dobar model za bolesti i poremećaje koji se zbog 

komplicirane etiopatogeneze ili razlike među vrstama teško mogu replicirati u životinjskim 

modelima i tradicionalnim kulturama stanica (12). Posebno su uspješni u prikazivanju patoloških 

promjena u ranim razvojnim stadijima zbog velike sličnosti s mozgom rane i srednje gestacijske 

dobi, mozgom koji je u toj dobi teško dostupan znanstvenicima (16). 

Organoidi mozga također pružaju mogućnost boljeg razumijevanja razvoja i evolucije ljudskog 

mozga u usporedbi s drugim vrstama (16). Tako se organoidi mozga ljudi mogu usporediti s 

organoidima mozga čovjekolikih majmuna, čiji uzorci mozga, kao i oni od ljudi, nisu inače lako 

dostupni (16). 

Moguća je daljnja manipulacija organoida pomoću CRISPR/Cas sustava ili virusnih vektora kako 

bi se promijenio genetički materijal „zdravog“ ili „bolesnog“ organoida mozga u skladu s tijekom 

istraživanja. Također, na taj je način moguće ispitivanje funkcije točno određenih proteina i 

patoloških mehanizama u uvjetima sličnim onima in vivo (16). 

Iako su mnoge supstance pokazivale potencijal u liječenju neuroloških bolesti u glodavaca i u 

klasičnim staničnim kulturama, ipak su odbačene u kliničkim ispitivanjima (12). Kompleksnost 

mozga, time i neuroloških bolesti, te njihova multifaktorska etiopatogeneza koja se temelji na 

brojnim genetskim i okolišnim čimbenicima, otežava pronalazak novih i učinkovitih oblika 

terapije, a pri tome ne pomažu ni nepouzdani modeli za ispitivanje lijekova. Organoidi mozga kao 

trodimenzionalne strukture s anatomskim i fiziološkim karakteristikama mozga predstavljaju 

povoljniji model za ispitivanje terapijskih metoda. Također, mogućnost njihova uzgoja od stanica 
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dobivenih od pacijenata značajan je pomak u razvoju personalizirane medicine i bržeg pronalaska 

individualizirane terapije, a time i većeg preživljenja pacijenata. 

Organoidi mozga bi još jednu ulogu mogli naći i u regenerativnoj medicini. Budući da se organoidi 

sastoje od matičnih stanica i imaju potencijal razvoja u cijele organe, mogu poslužiti kao izvor 

tkiva za transplantaciju (12). Već su se izvele transplantacije nekih organoida, kao što su 

gastrointestinalni organoidi i organoidi jetre, i to s velikim uspjehom (12). Iako nije bilo puno 

takvih studija s organoidima mozga, smatra se da imaju veliki potencijal u regenerativnoj medicini 

zbog velikog broja neuralnih progenitorskih stanica (12). Također, zbog velikog broja različitih i 

potpuno funkcionalnih stanica, mogli bi naći primjenu u liječenju neurodegenerativnih bolesti, 

npr. transplantacija organoida srednjeg mozga s dopaminergičkim neuronima u Parkinsonovoj 

bolesti (12). 

Biobanka organoida mozga, tj. kolekcija raznih patološki promijenjenih organoida dobivenih od 

stanica pacijenata s različitim neurološkim bolestima, bila bi neprocjenjiv izvor informacija o 

različitim patološkim mehanizmima bolesti i potencijalnim metama terapije (45). Budući da je 

tkivo mozga teško dostupno i da još uvijek postoji puno nepoznanica o neurološkim poremećajima, 

biobanke bi uz tehnologiju organoida bile veliki korak naprijed u znanosti. 

 

2.3 Nedostatci primjene organoida mozga 

Iako organoidi mozga posjeduju mnoge ključne značajke ljudskog mozga u razvoju, neki aspekti 

razvoja mozga, kao što je formiranje kortikalnih neuralnih slojeva, stvaranje vijuga i razvoj 

kompleksnih veza između neurona, nisu u potpunosti prisutni (16). Iako su ekscitatorni i 

inhibitorni neuroni kortikalnih organoida funkcionalni, manje su zreli u usporedbi s odraslim 

neuronima (16). Budući da su korikalni organoidi modeli ranih i srednjih faza embrionalnog 

razvoja, ta se pojava uspoređuje s razvojem i sazrijevanjem neuralnih funkcija tijekom embrionalih 

faza in vivo, ali, ipak, neuroni u zrelijim organoidima pokazuju znatno spontano ekcitacijsko 

izbijanje (16).  

Još je jedan problem s organoidima mozga nedostatak ne-neuralnih stanica koje se inače nalaze u 

mozgu, kao što su glija stanica, imunološke i vaskularne stanice, zbog čega u ovom trenutku nije 

moguće modelirati poremećaje posredovane interakcijama između ne-neuralnih stanica ili ne-
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neuralnih i neuralnih stanica (45). Iz tog razloga manjak imunosnih stanica otežava modeliranje 

bolesti u kojima postoji neuroinflamatorna komponenta. Manjak vaskularizacije predstavlja veliko 

ograničenje u rastu i razvoju organoida pa tako organoidi mozga mogu narasti do 4 mm u promjeru, 

ali samo one stanice koje se nalaze dovoljno blizu površini mogu primiti dovoljno kisika i 

nutrijenata difuzijom (16). Kako organoid raste i kako se vanjski slojevi šire, tako se više 

metabolički zahtjevni progenitori u središtu s vremenom iscrpe nakon oko 100 dana inicijalne 

kulture te dolazi do nekroze središta organoida, što je posebno vidljivo u kasnijoj fazi neurogeneze 

(12, 16, 46). Manji broj progenitora znači smanjenje proliferacije i manji broj novih stanica zbog 

čega dolazi do strukturne dezorganizacije u dugotrajnim kulturama (16). Taj se problem u 

organoidima mozga može riješiti po uzoru na pokušaje s drugim organoidima (12). Tako su 

kokultivacijom mezenhimalnih matičnih stanica iz koštane srži i endotelnih stanica iz pupkovine, 

endotelne stanice formirale zrele vaskularne mreže in vivo nakon 4 do 7 dana (12). Bioprintanje, 

kojim se u organoid unose slojevi stanica koje oblikuju krvne žile, drugi je način na kojim se 

pokušava uspostaviti vaskularizacija (12).  

Još je jedan nedostatak organoida izostanak kortikalnog preklapanja, tj. stvaranja girusa i sulkusa 

(16). U girincefaličnih se sisavaca povećanje kortikalne neurogeneze u vanjskoj subventrikularnoj 

zoni smatralo poticajem za girifikaciju, ali kortikalni organoidi koji imaju razvijenu oSVZ ne 

pokazuju znakove girifikacije (16). Mogući razlog za to je nedostizanje razvojnog stadija u kojem 

dolazi do tih promjena in vivo jer se primarni girusi stvaraju u 23. tjednu gestacije, a sekundarni u 

trećem trimestru (16). Unatoč brojnim pokušajima poticanja girifikacije u organoidima, nijedan 

nije bio uspješan (16).  

Najveći je problem u razvoju organoida što se ne odvija u identičnim uvjetima kao razvoj mozga 

in vivo što znači da nedostaju esencijalni razvojni čimbenici koji su potrebni za razvoj u potpuno 

formiran i zreo organ (46). Manjak osovine djeluje na organoide tako da, iako se razviju određene 

regije mozga, nisu organizirane na način kao in vivo (46). Također, prisutan je i tzv. batch 

syndrome što znači da se različite serije organoida razlikuju u kvaliteti i razvijenim regijama 

mozga zbog razlika u uvjetima uzgajanja (17). Kako bi se to izbjeglo, moraju se detaljno definirati 

„zlatni standardi“ i najbolji protokoli kultiviranja organoida tako da se mogu imitirati i ponoviti u 

drugim studijama te kako bi se rezultati takvih studija mogli usporediti (47). Varijabilnost među 

organoidima može biti posljedica načina izoliranja i pročišćavanja stanica dobivenih iz primarnih 
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tkiva, npr. klinički uzorci mogu imati drugačije vrijeme uzorkovanja prije upotrebe, proteaze 

korištene za disocijaciju tkiva mogu biti različito učinkovite te se uvjeti sortiranja stanica mogu 

razlikovati, ili problem mogu biti uvjeti u kojima se organoidi kultiviraju, kao što su različiti faktori 

rasta i različita izloženost kisiku, stoga je važno da se svi tehnički detalji uključe u protokole i 

definiraju (47). 

Nadalje, in vitro je potpora organoida relativno jednostavna i nedostaju razni faktori, dok je in vivo 

ponašanje matičnih stanica strogo i detaljno određeno mikrookolišem (12). Neki suplementi koji 

se koriste za razvoj organoida mozga potječu od životinja, kao što je fetalni bovini serum u 

proizvodnji embrioidnih tjelešaca i Matrigel koji se dobiva iz Engelbreth‐Holm Swarm stanica 

sarkoma miša (12). Utjecaj životinjskih suplemenata na organoide mozga nije poznat te je moguće 

da pridonosi njihovoj heterogenosti (12). 

Budući da su organoidi samo kultura stanica koja predstavlja samo dio mozga, pomoću njih nije 

moguće istaživati kompleksne funkcije mozga u cjelini te u odnosu na cijeli organizam (47). U 

usporedbi sa životinjskim modelima, organoidi nude samo aproksimaciju biologije jednog organa, 

a ne ulogu tog organa naspram cijelog organizma (47). Također, nedostaju im važne in vivo 

značajke kao što je definirana os tijela, funkcionalni imunosni sustav i potpuna fiziologija, stoga 

se rezultati studija provedenih na organoidima trebaju uspoređivati s ljudskim razvojem mozga, 

organizacijom tkiva i fiziologijom in vivo (47).  
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3. PRIMJENA ORGANOIDA MOZGA 

3.1 Istraživanje mikrocefalije uzrokovane zikavirusnom infekcijom 

Zika je virus arbovirus iz porodice Flavivirusa (39). Srodan je virusu žute groznice, virusu dengue 

i virusu zapadnog nila (48). Prvi se puta opisuje u literaturi 1947. kada je otkriven u uzorcima krvi 

febrilnih Rhesus majmuna u Zika šumi u Ugandi tijekom studije o žutoj groznici (39, 49). Iako su 

zaražene osobe najčešće asimtomatske ili s blagim simptomima, zabrinutost izaziva povezanost 

infekcije zika virusom s fetalnom mikrocefalijom (40). Mikrocefalija je teška malformacija kojoj 

je glavna značajka smanjen ospeg mozga. Pacijenti imaju niz poremećaja koji zahvaćaju motorne 

i kognitivne funkcije te sluh i vid (50). Mikrocefaliju fetusa tijekom trudnoće može uzrokovaiti 

niz genetičkih faktora i mnogi vanjski uzroci koji ugrožavaju razvoj mozga in utero, npr. kao u 

ovom slučaju razne infekcije (50). Iako je brazilski soj zika virusa pronađen u placenti i amnijskoj 

tekućini dviju žena čiji su fetusi imali mikrocefaliju te u moždanom tkivu i retini novorođenčadi s 

mikrocefalijom, što upućuje na povezanost između infekcija zika virusom i mikrocefalije (39), 

ostalo je nejasno kako virus uzrokuje ovu konkretnu malformaciju. 

Organoidi mozga omogućili su prikazivanje patoloških karakteristika ovog poremećaja te 

smanjenje veličine kao najznačajnije. Garcez i suradnici (50) proveli su studiju koja se sastojala 

od 6 ljudskih organoida mozga zaraženih zika virusom i 6 koji su bili kontrolne skupine. Njihova 

se veličina mjerila tijekom perioda od 11 dana in vitro razvoja. Primijetili su smanjenje veličine 

organoida zaraženih zika virusom za 40% u usporedbi s kontrolnim skupinama. Iste su rezultate 

dobili i Qian i suradnici (43) koji su izložili organoide prednjeg mozga afričkom soju zika virusa. 

Ishod je bio smanjenje veličine organoida i povećanje lumena ventrikula zbog izražene stanične 

smrti i supresije proliferacije.  
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Slika 3. Smanjenje brzine rasta organoida mozga uzrokovano zikavirusnom infekcijom. A – 

kontrola, B – zaraženi organoid. Prema Garcez PP i suradnici, 2016., Figure 4 (50)   

Osim praćenja promjena u opsegu, moguće je analizirati i koje su točno vrste stanica zahvaćene i 

u kojim zonama organoida (40). Gabriel i suradnici (51) proveli su istraživanje s američkim i 

azijskim sojem zika virusa na organoidima mozga te primijetili da virus ima tropnost prema 

proliferativnoj ventrikularnoj zoni. Kao glavni fenotipski efekt naveli su preranu diferencijaciju 

neuralnih progenitora povezanu s neispravnim centrosomima što dovodi do neučinkovite 

neurogeneze i stanjivanja korteksa. Qian i suradnici (42) izložili su zika virusu organoide mozga 

koji su imali i progenitorni i neuralni sloj. Kao rezultat zikavirusna je infekcija dovela do značajnog 

smanjenja debljine i ventrikularne zone i neuralnog sloja što korelira s patološkim promjenama u 

mikrocefaliji. Također, otkrili su kako većinu zaraženih stanica u njihovim organoidima mozga 

čine SOX2 pozitivne živčane matične stanice što upućuje na afinitet zika virusa prema određenim 

tipovima stanica. 
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Osim gore navedenih istraživanja, neka su uključivala i genetičke manipulacije koje mogu pomoći 

razjasniti kako pojedini protein zika virusa ili nekodirajuća RNA utječu na organoid mozga, tako 

i na sam mozak in vivo, i na njegov razvoj (40). Naime, smatralo se da AXL receptor tirozin kinaze 

ima funkciju receptora za zika virus jer je izrazito izražen u ljudskim stanicama radijalne glije (52). 

Kako bi testirali tu hipotezu gen AXL je izbačen, ali to nije imalo utjecaja na infekciju organoida 

čime je dokazano da AXL nema funkciju u infekciji zika virusom (53).  

Organoidi mozga također su se koristili kao model u usporedbi zikavirusne infekcije s infekcijama 

drugih virusa i virusa koji također uzrokuju morbiditet novorođenčadi. Kod usporedbe djelovanja 

zika virusa i herpes simplex virusa koje su proveli Marrazzo i suradnici (54) uočeno je da su obama 

virusima glavna meta neuroprogenitorne stanice. Zikavirusna je infekcija rezultirala smanjenjem 

lumena, dok je infekcija herpes simplex virusom uzrokovala veća oštećenja i povećanje lumena. 

Oba su virusa umanjila interferonski odgovor, i to jače u organoidima nego u dvodimenzionalnim 

staničnim kulturama, što korelira sa smanjenom imunosnom reakcijom u mikrocefaličnih 

pacijenata zaraženih zika virusom. Moguća je i usporedba virusa iz iste porodice te su, kako bi 

otkrili sličnosti i razlike srodnijih virusa, Garcez i suradnici (50) usporedili infekciju neurosfera i 

cerebralnih organoida zika virusom i virusom dengue 2 (DENV2). Njihovi su rezultati pokazali da 

zika virus, ali ne i virus dengue, usporava rast neuralnih progenitora, što znači da to nije generalna 

značajka porodice Flavivirusa.  

Organoidi mozga drugih vrsta također su poslužili u razumijevanju sposobnosti prilagodbe zika 

virusa i razlika između sojeva virusa, pogotovo jer je prvi put nađen u majmuna, a tek kasnije u 

ljudi. Kako bi istražili adaptivni potencijal brazilskog i afričkog soja, Cugola i suradnici (39) 

izložili su im organoide mozga od stanica čimpanzi. Nakon 24 i 96 sati, uočili su da brazilski soj 

nije smanjio broj TBR1 i CTIP2 pozitivnih stanica, dok se virus afričkog soja replicirao bez 

poteškoća u stanicama čimpanzi. Također zarazili su ljudske organoide mozga brazilskim i 

afričkim sojem zika virusa i usporedili ih nakon istog perioda. Organoidi zaraženi brazilskim 

sojem imali su smanjen broj TBR1 i CTIP2 pozitivnih stanica i manju debljinu kortikalne ploče 

nego organoidi zaraženi afričkim sojem što upućuje na značajne razlike između sojeva virusa i na 

njihovo različito značenje u ljudskoj epidemiologiji. 

Organoidi mozga korišteni su i za procjenu novih i mogućih antiviralnih lijekova. Jedan od njih je 

OGG1 inhibitor koji djeluje na Hsp70 šaperone i interferira sa životnim ciklusom zika virusa te na 
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taj način onemogućava oslobađanje čestica virusa (54). Uz to, terapija enoksacinom pokazala je 

interferiranje s RNA molekulama prevenirajući gubitak stanica i smanjenje organoida mozga 

zaraženih zika virusom (55). Krenn i suradnici (56) dodatno ističu učinkovitost interferona β u 

ublažavanju fenotipa organoida zaraženih zika virusom. Štoviše, metilensko modrilo, koje se prije 

koristilo u liječenju malarije, inhibira aktivnost proteina NS2B-NS3 te se pokazalo učinkovito 

protiv infekcije organoida zika virusom tako da uzorci u kojih je primijenjen 1.5 μM metilenskog 

modrila nisu pokazivali znakove produkcije viriona (54). 

 

3.2 Glioblastom 

Glioblastom je najčešći i najagresivniji primarni moždani tumor (57). Unatoč desetljećima 

intenzivnog istraživanja, prosječno je vrijeme preživljavanja 12 do 15 mjeseci nakon dijagnoze 

(57). Više od desetljeća standardan je oblik terapije maksimalna resekcija popraćena 

kemoterapijom temozolomidom i radioterapijom (58). Kirurška je resekcija rijetko potpuna jer 

tumor agresivno infiltrira mozak te se stanice povezuju dugim protruzijama membrane 

(„microtubes“) te tako nastala mreža omogućava međustaničnu komunikaciju i povećava 

izdržljivost tumora na uništenje stanica i radioterapiju (57). Budući da je petogodišnje 

preživljavanje manje od 5%, hitno su potrebni novi modeli za razvoj terapije (59).  

Glavna je karakteristika glioblastoma velika genetička, epigenetička i transkripcijska inter- i 

intratumorska heterogenost (57,60) što znatno ograničava trenutačne in vitro modele koji ne 

pokazuju toliku raznolikost. Također, problem je i manjak vjerodostojnog modela koji bi prikazao 

invaziju u okolno tkivo mozga (58). Budući da su se organoidi dosad koristili kao model raznih 

tumora, uključujući pankreasa, prostate, jetre, dojke, jajnika i gastrointestinalnog sustava (61, 62, 

63, 64, 65, 66, 67), počinju se koristiti i u istraživanju glioblastoma. Organoidi glioblastoma imaju 

histološka svojstva, staničnu raznolikost, ekspresiju gena i mutacijski profil svojih parentalnih 

tumora (57). Mogu se generirati brzo s velikom učinkovitošću i pokazuju brzu i agresivnu 

infiltraciju nakon transplantacije u mozak odraslog glodavca (58).  

Jedno od primjera istraživanja koje to dokazuje je ono koje su proveli Jacob i suradnici (58) tako 

što su uzgojili organoide glioblastoma iz svježih uzoraka tumora. Važno je naglasiti da su ti 

organoidi pokazivali inter- i intratumorsku heterogenost te posjedovali glavne značajke svojih 
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parentalnih tumora. Zatim su organoide glioblastoma uspješno transplantirali u mozgove odraslih 

imunodeficijentnih miševa te je nađena značajna ispilateralna i kontralateralna infiltracija stanica 

organoida u okolno tkivo mozga. Također, gotovo su svi ksenografti organoida glioblastoma 

razvili vlastitu vaskularnu mrežu od endotelnih stanica domaćina 2 mjeseca nakon transplantacije, 

što je u skladu s velikom sposobnosti glioblastoma za angiogenezu uočenoj u pacijenata. 

 

Slika 4. Histološki prikaz organoida glioblastoma i sličnosti s njihovim parentalnim tumorima. 

Prema Jacob F i suradnici, 2020, Figure 1 (58) 
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Još je jedan mogući način proučavanja glioblastoma pomoću matičnih stanica glioma koje se 

kokultiviraju s organoidima mozga te se takve strukture nazivaju GLICO modeli. Važnost su 

takvog modela dokazali Linkous i suradnici (59) koji su kokultivirali fluorescentno obilježene 

matične stanice glioma s potpuno formiranim organoidima mozga. Nakon jednog tjedna matične 

su stanice glioma invadirale normalno tkivo, i to na morfološki sličan način opažen u pacijenata 

od kojih potječe taj uzorak. Kako bi dalje utvrdili sličnost između glioblastoma pacijenata i 

njihovih GLICO modela, Linkous i suradnici analizirali su fosforilaciju 49 različitih receptora 

tirozin kinaze te su im rezultati pokazali da postoji velika sličnost između uzoraka signalizacije 

između GLICO modela i njihovih parentalnih tumora.  

Drugi je način primjene matičnih stanica glioma proučavanje njihove interakcije s organoidima 

mozga u različitim okolnostima. Takvo su istraživanje proveli Goranci-Buzhala i suradnici (68) 

kako bi demonstrirali drugačije metode invazivnog ponašanja glioblastoma u organoidima te su 

njihove metode uključivale simultanu kokulturu GSC-a s organoidima, dodavanje GSC-a u obliku 

raspršenih stanica organoidima i fuziju GSC-a kao kompaktnih sfera s organoidima. Pri tome su 

koristili matične stanice glioma dobivene od tri primarna i tri rekurentna tumora. Matične su 

stanice glioma bile više difuzno raspoređene u prvoj metodi, dok su u druge dvije tvorile nakupine. 

Na taj su način otkrili da su prisutni različiti oblici invazije kao što je difuzija, integracija i 

interakcija s organoidima. Također, uočena je razlika u invazivnoj sposobnosti primarnih i 

rekurentnih tumora. 

Osim toga, organoidi mozga omogućuju proučavanje pojedinih komponenti specifičnih za 

glioblastome kao što je sustav mikrocijevi. Točno to su napravili Krieger i suradnici (57) tako što 

su organoide mozga kokultivirali sa stanicama glioblastoma dobivenih od pacijenata. Tumorske 

su stanice invadirale organoide i formirale su protruzije prema drugim stanicama što je u korelaciji 

s formiranjem mikrocijevi opaženim u reseciranim primarnim tumorima i u miševa in vivo. Stanice 

s većim invazivnim kapacitetom pokazivale su duže mikrocijevi što je povezano s nalaskom in 

vivo da mikrocijevi omogućuju lakšu diseminaciju tumora tako što stanice glioblastoma izmjenjuju 

citoplazmatske molekule. Ovakvi rezultati i nađena sličnost s ponašanjem tumorskih stanica in 

vivo potvrđuju da su organoidi mozga u kokulturi s tumorskim stanicama glioblastoma dobar 

model za invaziju i formiranje mikrocijevi. 
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Osim istraživanja patofiziologije glioblastoma, organoidi mozga također pokazuju potencijal u 

testiranju lijekova, uključujući i razvoj personalizirane terapije. Jacob i suradnici (58) izložili su 

organoide glioblastoma jednostrukoj dozi zračenja od 10 Gy s istovremenom primjenom 

temozolomida (50 μM) tijekom jednog tjedna. Terapijski se učinak mjerio određivanjem postotka 

stanica koje izražavaju biljeg KI67 koji se povezuje s preživljavanjem pacijenata. Dio organoida 

glioblastoma pokazivao je smanjene postotke KI67 pozitivnih stanica nakon takve terapije. Jacob 

i suradnici napominju da su potrebne daljnje studije s većim broj ispitanika i uzoraka kako bi se 

bolje utvrdila veza i sličnosti između odgovora pacijenta i organoida glioblastoma na terapiju. 

Linkous i suradnici (59) su, kako bi istražili razliku između odgovora GLICO modela i 

dvodimenzionalnih staničnih kultura na ionizirajuće zračenje i kemoterapeutike (TMZ i BCNU), 

primijenili različite doze Gy, TMZ-a i BCNU-a na oba tipa kulture i zapazili značajno manju 

učinkovitost smanjenja rasta i proliferacije stanica tumora u GLICO modelima nego u 

dvodimenzionalnim kulturama. Takav je učinak na GLICO modele sličniji onom in vivo te su zbog 

toga organoidi vjerodostojniji model ispitivanja moguće terpije.  

Kao važan izvor podataka o patologiji glioblastoma i odgovoru na liječenje predstavljaju biobanke 

koje sadrže organoide glioblastoma različitih pacijenata. Proučavanje tih organoida, kao i 

mogućnost testiranja različitih oblika terapije na njima, omogućuju bolje razumijevanje 

glioblastoma i razvoj peronalizirane terapije, što je iznimno važno s obzirom na veliku 

heterogenost tumora i nisku stopu preživljavanja.   

 

3.3 Parkinsonova bolest 

Parkinsonova je bolest kronična i progresivna neurodegenerativna bolest koja se prezentira velikim 

brojem motornih (bradikinezija, tremor u mirovanju, rigor, i posturalna nestabilnost) i nemotornih 

simptoma (poremećaji autonomnog živčanog sustava, poremećaji spavanja, neuropsihijatrijski 

poremećaji, demencija) (69, 70). Predstavlja drugu najčešću neurodegenerativnu bolest, a, s 

obzirom na to da se uglavnom javlja u starijih osoba, postaje sve veći problem i opterećenje 

zdravstvenog sustava zbog globalnog starenja stanovništva (69). Otprilike 10% slučajeva 

Parkinsonove bolesti nastaje zbog genetske mutacije koja se prenosi u obitelji, dok su ostali 

slučajevi nejasne etiologije. Obiteljski se slučajevi povezuju s mutacijama gena SNCA, LRRK2, 

PINK1, PARK2 i GBA1 (71). Glavne patološke promjene mozga specifične za Parkinsonovu 
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bolest su degeneracija i gubitak dopaminergičkih neurona nigrostrijatalnog puta te prisutnost 

Lewyjevih tjelešaca koja se sastoje od α-sinukleina (69).  

Zbog komplicirane etiopatogeneze Parkinsonove bolesti, raznovrsnosti simptoma te manjka i 

nepouzdanosti modela za istraživanje, trenutačne terapijske opcije za liječenje Parkinsonove 

bolesti nisu zadovoljavajuće (69).  

Organoidi nalik srednjem mozgu prvi su se puta uspješno razvili 2016. godine i otad su u središtu 

pozornosti kao mogući modeli Parkinsonove bolesti (26). Jo i suradnici (26) pri tome su koristili 

humane matične stanice embrija. Velika je sličnost uočena 35. dan razvoja kada su nađena sva tri 

sloja (proliferativna ventralna zona, intermedijarna i mantle zona) koja se nalaze u ranim 

razvojnim stadijima mozga koji se razvija in vivo. Važno su otkriće crno-smeđi depoziti pozitivni 

na Fontana-Masson bojanje u organoidima nakon 2 mjeseca te se njihov broj s vremenom još više 

povećavao. Elektronskom su se mikroskopijom tih depozita uočile morfološke sličnosti s 

granulama neuromelanina iz ljudskih postmortalnih uzoraka mozga što je od velike važnosti za 

daljnja istraživanja Parkinsonove bolesti jer se takve granule nisu uspjele dokazati u klasičnim 

dvodimenzionalnim kulturama dopaminergičkih neurona i u humanim cerebralnim organoidima. 

Daljnja su istraživanja na organoidima pokazala da imaju sposobnost proizvodnje neuromelanina 

i stvaranja funkcionalnih neuralnih mreža (71). Tako su Monzel i suradnici (72) napravili model 

za proučavanje etiopatogeneze Parkinsonove bolesti pomoću neuroepitelnih matičnih stanica za 

razvoj organoida koje su već usmjerene prema razvoju u srednji mozak. Njihovi su se organoidi 

pokazali kao vjerodostojan model Parkinsonove bolesti jer su se sastojali od dopaminergičkih 

neurona, stvarali su funkcionalne sinaptičke veze, pokazivali spontanu neuralnu aktivnost te 

sadržavali oligodendrocite i astrogliju zbog čega imaju veliki potencijal u otkrivanju razvojnih 

poremećaja i karakteristika Parkinsonove bolesti koje se ne mogu otkriti u dvodimenzionalnim 

kulturama (71). 
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Slika 5. Analiza neuromelanina u humanim organoidima srednjeg mozga. Prema Jo J i suradnici, 

2016, Figure 3 (26) 
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Upotreba genetičke manipulacije organoida srednjeg mozga pridonijela je razjašnjavanju mutacija 

povezanih s razvojem Parkinsonove boelsti. Jedna je od tih mutacija G2019S mutacija u LRRK2 

genu koju su proučavali Kim i suradnici (73) prvo ju izazvavši pomoću CRISPR/Cas9 sustava u 

humanim induciranim pluripotentnim stanicama koje su onda poslužile za razvoj organoida. Kim 

i suradnici odlučili su se za tu mutaciju jer su besmislene mutacije u LRRK2 genskom lokusu 

najčešći poznati uzrok kasne obiteljske i sporadične Parkinsonove bolesti (73), ali nijedan 

životinjski model ni dvodimenzionalna kultura s tom mutacijom nisu pokazivali patologiju 

Parkinsonove bolesti (74) što predstavlja problem u modeliranju te mutacije. Organoidi u studiji 

koju su provodili Kim i suradnici pokazivali su iste patološke značajke kao i mozak pacijenata s 

tom mutacijom kao što je povećano nakupljanje α-sinukleina i njegovo nepotpuno uklanjanje te 

smanjena ekspresija markera dopaminergičkih neurona.  

Budući da je Parkinsonova bolest karakteristična za stariju dob, problem u prikazivanju specifičnih 

patoloških promjena u organoida njihova je sličnost s mozgom fetalnog razdoblja. Kako bi zaobišli 

tu poteškoću i postigli veću sličnost mozgu starijih osoba, Kim i suradnici (73) držali su organoide 

srednjeg mozga u BDNF i GDNF bez antioksidansa tijekom 60 dana. Uzgojeni su organoidi od 

45. dana pokazivali veliku sličnost sa zrelim srednjim mozgom, a 60. je dan nađena značajna 

količina neuromelanina u organoidima, povećana ekspresija gena koji su inače izraženi u mozgu 

starijih osoba te fosforilacija histona, koja je marker oštećenja DNA povezan sa starenjem. Takvi 

rezultati znatno reduciraju ograničenja upotrebe organoida u istraživanjima Parkinsonove bolesti, 

ali i drugih neuroloških bolesti povezanih sa starenjem. 

Organoidi koji imitiraju Parkinsonovu bolest isto se tako koriste za testiranje terapije. Tako su se 

Jo i suradnici (26) odlučili na tretman organoida nalik srednjem mozgu s 50 μM L-dope ili 50 μM 

dopamina. Tretman je trajao 10 dana, nakon čega su se mjerili rezultati te je primijećen povećan 

broj i gusta raspodjela neuromelanina. Za razliku od toga, u organoidima nalik srednjem mozgu 

koji nisu treatirani l-dopom ili dopaminom i organoidima mozga tretiranih l-dopom nisu uočene 

granule melanina. Kim i suradnici (73) testirali su još jedan oblik potencijalne terapije. Primijenili 

su inhibitore LRRK2 kinaze na organoide s LRRK2 mutacijom. Na taj je način značajno smanjena 

akumulacija fosforiliranog α-sinukleina te se ekspresija markera dopaminergičkih neurona 

djelomično obnovila.   
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Iz prikazanih se istraživanja može zaključiti da su organoidi pouzdan model za istraživanje 

etiopatogeneze i patologije Parkinsonove bolesti, kao i za testiranje novih oblika terapije.   

 

3.4 Alzheimerova bolest 

Alzheimerova je bolest najčešći oblik demencije karakteriziran progresivnim gubitkom pamćenja 

i kognitivnom disfunkcijom povezanom s raznim promjenama mozga kao što su poremećaji u 

funkciji sinapsi, smrt neurona, inflamatorne promjene u mozgu i akumulacija proteina u obliku 

ekstracelularnog beta-amiloidnog plaka i intracelulalarnih neurofibrilarnih čvorova koji se sastoje 

od hiperfosforiliranog tau proteina 1 (75, 76, 77).  

Oko 95% slučajeva Alzheimerove bolesti čini kasni sporadični oblik koji je uglavnom nejasne 

etiologije, a rizičnim se faktorima smatraju starija životna dob i mnogi genetski faktori (77). 

Ostalih 5% čine pacijenti s obiteljskim oblikom Alzheimerove bolesti koja je povezana s 

mutacijama gena, uključujući gene za presinilin 1 i 2 te APP gen (77).  

Incidencija je Alzheimerove bolesti u porastu zbog globalnog starenja populacije i postala je jedan 

od glavnih zdravstvenih problema modernog društva (77). U 2019. je godini Alzheimer’s Disease 

International (ADI) procijenilo da je broj oboljelih na globalnoj razini veći od 50 milijuna ljudi, 

dok će do 2050. godine taj broj biti do 152 milijuna (77).  

Trenutačna je terapija samo palijativna jer ne zaustavlja ni usporava napredovanje bolesti (75). 

Mnoge su kliničke studije imale nezadovoljavajuće rezultate nakon pozitivnog učinka u 

pretkliničkim studijama (75). Otkrivanje patoloških mehanizama i razvoj učinkovitih lijekova još 

su uvijek problematični jer dostupni životinjski modeli i stanične kulture ne mogu u potpunosti 

prikazati sve patološke promjene Alzhemierove bolesti, stoga postoji potreba za eksperimentalnim 

modelom koji će u potpunosti imati osnovne patološke osobine nađene u ljudskim stanicama (75, 

77).  

Organoidi su dosad pokazali svoj potencijal u istraživanju etiopatogeneze, patologije i mogućih 

lijekova za Alzheimerovu bolest. Organoidi mozga u mogućnosti su modelirati i sporadične i 

obiteljske oblike Alzheimerove bolesti. Primjer istraživanja sporadičnog oblika je istraživanje koje 

su proveli Chen i suradnici (78). Vodili su se teorijom da je propusnost krvno-moždane barijere 
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rizični čimbenik za sporadični oblik Alzheimerove bolesti te su, kako bi to dodatno istražili, 

odlučili organoide mozga izložiti ljudskom serumu oponašajući takve uvjete in vivo. Izloženost 

serumu dramatično je povećala Aβ razine u organoidima mozga u usporedbi s kotrolnim 

organoidima mozga koji nisu bili izloženi. Organoide mozga zatim su obojali za sinapsin-1 kako 

bi provjerili broj sinapsi. Njihovi su rezultati indicirali da bi izloženost serumu mogla uzrokovati 

gubitak sinapsi što je važna odlika Alzheimerove bolesti. Ukupno, organoidi mozga izloženi 

ljudskom serumu u ovom istraživanju pokazivali su patološke promjene slične onima u 

Alzheimerovoj bolesti uključujući Aβ agregate, fosforilaciju mikrotubula povezanu s razinom tau-

proteina, smanjen broj sinapsi i potaknut imunosni odgovor astrocita.  

Organoide reprezentativne za obiteljski oblik Alzheimerove bolesti proučavali su Raja i suradnici 

(79). Stanice za uzgoj organoida mozga dobili su od pacijenata s obiteljskim oblikom 

Alzheimerove bolesti s duplikacijom amiloid prekursor proteina (APP) ili mutacijom presenilina 

1 (PSEN1). Takvi su organoidi pokazivali patološke promjene specifične za Alzheimerovu bolest 

kao što je agregacija amiloida, hiperfosforilirani tau protein i abnormalnosti endosoma. Ovakve su 

patološke promjene primijećene u ovisnosti o dobi organoida, a incidencija je patologije bila 

konzistentna u nekoliko linija organoida koji su imali iste mutacije. Važno je istaknuti da su se u 

ovom istraživanju modeli dobili bez genetske manipulacije i egzogenih toksina što predstavlja 

izvrstan temelj za daljnja istraživanja etiopatogoeneze.  
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Slika 6. Organoidi uzgojeni od stanica pacijenata s Alzheimerovom bolesti pokazuju sukladne 

patološke promjene. Prema Raja WK i suradnici, 2016, Figure 1 (79). 

Daljnja istraživanja na organoidima uzgojenim od stanica pacijenata proveli su Gonzalez i 

suradnici (80). Istraživali su pokazuju li organoidi mozga od pacijenata s obiteljskim tipom 
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Alzheimerove bolesti i Downovim sindromom patološka obilježja Alzheimerove bolesti kao što 

su Aβ i p-tau proteinski agregati. Nađene su ekstracelularne Aβ nakupine, dok ih u kontrolnim 

organoidima nije bilo. Također, usporedili su svoje nalaze s organoidima pacijenata s drugim 

neurodegenerativnim bolestima, kao što je obiteljski oblik Creutzfeldt-Jakobove bolesti, kao i s 

organoidima od induciranih pluripotentnih i embrionalnih matičnih stanica miševa. U tom slučaju 

takvi nalazi nisu nađeni zbog čega Gonzalez i suradnici zaključuju da je za razvoj takve patologije 

potrebna genetska predispozicija (kao što je u obiteljskom obliku Alzheimerove bolesti i Downovu 

sindromu). Gonzalez i suradnici ističu da su potrebne daljnje studije s većim brojem pacijenata 

uključenim i drugačijim mutacijama kako bi se točnije potvrdio ovaj zaključak. 

Daljnja istraživanja genetičkih mutacija povezanih s razvojem Alzheimerove bolesti uključivala 

su i mutaciju APOE4 koja predstavlja najveći rizik za sporadični oblik Alzheimerove bolesti. 

Takvo su istraživanje proveli Lin i suradnici (81) kako bi utvrdili mogu li APOE4 organoidi 

pokazivati obilježja slična onima u ogranoidima od pacijenata s obiteljskim oblikom Alzheimerove 

bolesti. APOE4 organoidi pokazivali su Aβ akumulaciju i tau fosforilaciju veću u usporedbi s 

APOE3 organoidima te su iz takvih rezultata Lin i suradnici zaključili da APOE4 varijanta može 

sama uzrokovati patološke promjene Alzheimerove bolesti. Nakon toga su pomoću CRISPR/Cas9 

sustava homozigotne stanice za APOE4 varijantu modificirali u homozigotne za APOE3 kako bi 

testirali može li takva konverzij ublažiti promjene vezane uz Alzheimerovu bolest. Lin i suradnici 

dokazali su da je ta mutacija dovoljna za ublažavanje patologije Alzheimerove bolesti u 

organoidima. 

Drugi pokušaji testiranja drugačijih oblika terapije uključuju primjenu raznih supstanci. Jedna je 

od tih supstanci CKD-504 čiji su terapijski učinak proučavali Choi i suradnici (82). CKD-504 

visoko je selektivni inhibitor HDAC6 s mogućnošću prolaska krvno-moždane barijere te je u ovoj 

studiji uspješno modificirao acetilaciju u organodima mozga. CKD-504 inhibira HDAC6 zbog 

čega je došlo do promjena u interakcijama tau-proteina sa šaperonima i E3 ligazama te ubrzane 

proteosomske razgradnje tau-proteina. Iz tih rezultata proizlazi da CKD-504 ima potencijal u 

mogućem budućem liječenju Alzheimerove bolesti.  

Drugi su oblik obećavajuće terapije β- i γ-sekretaze koje su proučavali Raja i suradnici (79). Njihov 

su učinak analizirali nakon tretiranja organoida od 30 dana starosti tijekom 30 dana te su uočili 
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značajno smanjenje agregata amiloida ovisno o dozi, a zatim i nakon daljnjih 30 dana i smanjenje 

imunoreaktvinosti p-tau proteina.  
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4. ZAKLJUČAK 

Organoidi mozga zbog svoje kompleksne trodimenzionalne strukture predstavljaju najvjerniji in 

vitro model ljudskog mozga. Prednosti organoida mozga nad dvodimenzionalnim staničnim 

kulturama i životinjskim modelima, kao što su trodimenzionalnost, velika stanična, strukturna i 

funkcionalna sličnost ljudskom mozgu te kompatibilnost iste vrste, dosad su dokazane u mnogim 

istraživanjima. Tako su npr. organoidi mozga donijeli vrlo značajna otkrića u području 

Parkinsonove i Alzheimerove bolesti te u istraživanjima utjecaja virusa na razvoj mozga. Ipak, 

organoidi mozga imaju i nedostatke, kao što su potreba za vrlo dugotrajnim, višemjesečnim 

uzgojem, manjak vaskularizacije i imunosnih stanica te izostanak oblikovanja moždanih vijuga. 

Za očekivati je kako ćemo daljnjim napretkom protokola za dugotrajni uzgoj i povećanjem 

kompleksnosti uzgajanog tkiva (npr. dodavanjem glija i imunosnih stanica) dobiti još bolje in vitro 

modele ljudskog mozga, što će nam omogućiti još brži napredak u razumijevanju bolesti mozga te 

otkrivanje novih terapijskih postupaka. 
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