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SaZetak

Strategija inZenjerstva tkiva oslanja se na kompleksne interakcije stanica i biomaterijala
(nosaca) kako bi se ostvarila uspjesna regeneracija ostecenog tkiva. U tu svrhu biomaterijali
su podvrgnuti ispitivanjima, naro¢ito onima koja se odnose na procjenu biokompatibilnosti,
odnosno sposobnosti materijala za obavljanje svoje terapeutske funkcije bez izazivanja
nepozeljnih (upalnih) reakcija u tijelu pacijenta. In vitro testiranje je pokusaj simuliranja in

Vivo okruzenja u strogo kontroliranim uvjetima.

U ovom radu, dan je literaturni pregled izdvojenih bioloskih metoda koje se
upotrebljavaju za ispitivanje pogodnosti primjene materijala u inzenjerstvu kostanog tkiva.
Kolorimetrijske metode najcesée su koriStene metode za brze testove citotoksi¢nosti
materijala. Testovi kojima se utvrduje umnazanje (proliferacija) i razvoj (diferencijacija)
stanica temelje se na kvantitativnom odredivanju specifi¢nih proteina (osteogenih markera),

imunoloskim fluorescentnim metodama bojanja te na histoloskom snimanju biomaterijala.



Summary

Bone tissue engineering strategy relies on the complex interactions between cells and
biomaterials (scaffolds) to achieve a successful regeneration of the bone tissue. For this
purpose, biomaterials undergo testing, especially those for the assessment of material‘s
biocompatibility, i.e. the ability of biomaterial to perform its desired therapeutically function,
without eliciting any undesirable response. In vitro testing is an attempt to simulate the in vivo

situation in a strictly controlled environment.

In this work, several biological methods that are used for materials assessment as
candidate in tissue engineering have been described. Colorimetric methods are mostly used
for quick cytotoxicity assays of materials. Tests that determine the cell proliferation and
differentiation are based on quantification of specific proteins (osteogenic markers),

immunological fluorescence staining methods, and on histological evaluation of biomaterials.
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1. Uvod

InZenjerstvo tkiva (eng. tissue engineering, TE) relativno je mlado znanstveno podrucje
koje donosi novi interdisciplinarni koncept obuhvacajuéi podruéje stani¢ne biologije,
medicine i inzenjerstva biomaterijala. Svrha ovog pristupa je proizvodnja funkcionalnih tkiva
i organa pomoc¢u uzgoja odgovarajucih stanica na nosacu (eng. scaffold). Stanice se izoliraju
iz tijela pacijenta i umnozavaju u kulturi pri odgovaraju¢im uvjetima uzgoja. Kada je
postignuta dovoljna staniCna masa, stanice se premjeStaju na umjetni biorazgradivi,
biokompatibilan nosa¢ na kojem stanice zapocinju stvarati funkcionalno tkivo (in vitro
uzgajanje). Tkiva razvijena in vitro osiguravaju terapeutske mogucnosti u podru¢ju medicine

presadivanja tkiva kao 1 U podrucju razvoja ,,umjetnih* organa.

Prilikom izrade umjetnih organa nuzno je poznavanje svojstava materijala koji ¢e
posluziti kao biorazgradivi nosac za §to bolje prihvacanje i rast stanica te njihovo udruzivanje
u funkcionalni bioloski sustav. Zbog potrebe za u¢inkovitom optimizacijom uzgoja stanica,
injzenjerstvo tkiva zahtjeva sustavan bioinzenjerski pristup koji ¢e jamditi aktivnost i

odrzivost bioloskog proizvoda.



2. Op¢i dio

2.1. Kratki osvrt na inZenjerstvo tkiva

InZenjerstvo tkiva je napredno interdisciplinarno znanstvno polje razvijeno kako bi se
zadovoljila potraznja za sigurnim, funkcionalnim i lako dostupnim zamjenama za nepovratno
ostecena tkiva [1]. Strategija inzenjerstva tkiva temelji se na popravku i regeneraciji tkiva.
Stanice se biopsijom uzimaju iz tijela pacijenta, izoliraju i proSiruju na dvodimenzijske
posude za uzgoj ili se direktno nasaduju na trodimenzijski porozni biorazgradivi nosaé
(slika 1). Nosa¢ mora biti biokompatibilan s nasadenim stanicama kako bi se omoguéilo
vezanje stanica, proliferacija (umnazanje), migracija i razvoj u svrhu stvaranja novog tkiva
[2]. Prvi materijali koji su se koristili bili su dvodimenzijskog oblika, gdje se prijanjanje
stanica odvijalo samo na povr$ini nosac¢a te su bili trajni tj. nisu se bioloski razgradivali
tijekom Zivota pacijenta. Nasuprot tome, materijale nove generacije odlikuje trodimenzijska
porozna struktura koja poti¢e povezanost, rast i diferencijaciju (razvoj) stanica unutar
materijala, uz postupnu istovremenu biolosku razgradnju i regeneraciju funkcionalnog
tkiva [1].

Znanstveno TE podrucje oslanja se na upotrebu trodimenzijskih biorazgradivih poroznih
nosaca koji pruzaju pogodno okruzenje za regeneraciju tkiva i organa. Nosac¢ koji sluzi kao
predlozak za stvaranje tkiva najcesce je nasaden stanicama i faktorima rasta (proteinima) te
podvrgnut biofizikalnim podrazajima u bioloskim reaktorima [3]. Sluzi kao privremena
potpora stanicama izoliranih iz prirodnog tkiva koje se potom uzgajaju i izrastaju u novo tkivo
prije ugradivanja u pacijenta [4]. Nosac se u tijelu pacijenta zamjenjuje prirodno natalozenom
izvanstani¢énom matricom (engl. extracellular matrix, ECM) koju taloZe stanice tijekom svog
razvoja, odnosno diferencijacije. Izvanstani¢na matrica je prirodni idealni bioloski materijal

za stvaranje tkiva te je u dinamickoj ravnotezi s okolnim mikrookolisem [5].



Princip inZenjerstva tkiva
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Slika 1. Princip inZenjerstva tkiva. Stanice izvadene biopsijom se izoliraju iz biomase,

uzgajaju na nosacu, Koji se ispituje in vitro te ugraduje u tijelo pacijenta [6].

Nosaci mogu biti gradeni od raznih biomaterijala i proizvedeni raznim tehnikama [3].
Nosaci nastoje djelomi¢no oponasati prirodnu izvanstani¢énu matricu. Stoga je utvrdivanje
odgovarajucih Kkarakteristika biomaterijala za smjeStaj stanica kljucan korak pri stvaranju
umjetnog tkiva. Biomaterijal se definira kao sintetski ili prirodni materijal koji se upotrebljava
kao zamjena za dijelove Zivog sustava tako da funkcionira u bliskom kontaktu sa Zivim

tkivom. Njegova prisutnost u bioloskoj okolini ne uzrokuje oste¢enja [7].

Svi materijali koji su namijenjeni za ugradnju u ljudski organizam, kao $to su umjetni
organi, proteze ili medicinski uredaji, podvrgnuti su reakciji tkiva na strano tijelo [8]. Tri su
individualne grupe biomaterijala koje se najCesce koriste u podru¢ju inzenjerstva tkiva:
keramika (bioaktivna ili bioinertna), sinetski i prirodni polimeri. Svaka grupa biomaterijala
ima specificne prednosti i nedostatke, stoga se sve vise koriste kompozitni nosaci sastavljeni

od kombinacije razli¢itih materijala [3].



2.2. Kriteriji biomaterijala u inZenjerstvu tkiva

Neovisno o vrsti tkiva, prilikom dizajniranja biomaterijala za umjetna tkiva, vazno je da

materijal zadovoljava klju¢ne kriterije kao S$to su biokompatibilnost, biorazgradivost,

poroznost (struktura) i ¢vrsto¢a materijala [3].

Biokompatibilnost

Prvi kriterij koji potencijalni materijal za umjetna tkiva mora zadovoljiti je
biokompatibilnost. Biokompatibilnost je mjera kompatibilnosti materijala s bioloskim
sustavom. Svrha provodenja testova biokompatibilnosti je uvid u ponaSanje materijala,
tj. ima li materijal potencijalno opasne ucinke u ljudskom tijelu. Stanice moraju
prijanjati na materijal, normalno funkcionirati, migrirati po povrsini i kroz nosac te se
umnozavati na materijalu. Nakon ugradnje u ljudsko tijelo, nosa¢ ne smije izazvati
imunolosku reakciju kako bi se sprijeCilo bilo kakav upalni proces koji bi mogao

smanjiti ozdravljenje ili prouzro€iti odbacivanje materijala od strane tijela [3].

Biorazgradivost

Jedan od ciljeva inZenjerstva tkiva je omoguditi stanicama pacijenta da zamijene
ugradeni nosac tijekom odredenog perioda. Nosaci nisu namijenjeni kao trajni umetci
ve¢ privremeno ostaju u tijelu pacijenta. Stoga bi takav materijal trebao biti u
potpunosti biorazgradiv. Nusprodukti bioloske razgradnje ne smiju biti toksi¢ni i
moraju izaci iz tijela bez interakcija s drugim organima. Stoga bi se takav materijal
trebao razgradivati kontroliranom brzinom razgradnje koja odgovara brzini stvaranja
novog tkiva [3].



1. Mehanicka svojstva

U idealnom slucaju, nosac¢ bi trebao imati mehanicka svojstva u skladu s anatomskim
poloZzajem u koji se treba ugraditi i dovoljno ¢vrste strukture za kirusko rukovanje
tijekom same ugradnje. Pored zahtjeva ugradnje, nosac bi trebao zadrzavati stabilnost i
tijekom bioloSke razgradnje. Izrada nosaca s adekvatnim mehani¢kim svojstvima

predstavlja veliki izazov za inZenjerstvo kostiju i hrskavice [3].

IV.  Struktura

Struktura nosac¢a je od iznimne vaznosti. Nosa¢i moraju imati visoko poroznu
strukturu s dobrom medusobnom povezanoséu pora radi osiguranja prohodnosti
stanica, hranjivih tvari i metaboli¢kog otpada. Porozna strukura treba omoguditi
difuziju otpadnih tvari iz nosaca i migraciju stanica kroz cijeli volumen nosaca.
Postoje razli¢iti kriti¢ni rasponi veli¢ina pora ovisno o vrsti stanica i tkiva za koje se

nosac proizvodi [3].

Rast novog tkiva ovisi o neposrednom okruzenju kojem je nosa¢ podvrgnut. Cimbenici koji
mogu utjecati na rast su temperatura, sastav bioloSskog medija za uzgajanje i mehanicko
okruzenje. Najjednostavniji bioreaktori za uzgajanje su laboratorijske zdjelice (Petrijeva
zdjelica) i tikvice. Oni pruzaju sterilno okruzenje za ispitivanje i jednostavnu primjenu.
Medutim, daju samo stati¢ko dvodimenzijsko okruzenje i zahtjevaju individualno rukovanje

pri zamjeni medija, nasadivanju stanica itd. [9]

U cilju da se dobije jasna bioloSka informacija o stanicama koje su u doticaju s
materijalom, isklju¢ivo se koriste in vitro metode ispitivanja. In vitro ispitivanja pruzaju
informacije o citotoksi¢nosti (utjecaju materijala na stanice), stani¢noj proliferaciji i
diferencijaciji. In vitro ispitivanja lakse su standardizirana i kvanititativnija za razliku od in
vivo [5]. Biolosko ispitivanje materijala za procjenu biokompatibilnosti, smatra se srediSnjom
temom koja se odnosi na klinicki uspjeh primjene materijala u inZenjerstvu tkiva. U bioloskoj
procjeni materijala kao zamijene za kostana oSteCenja koriste in vitro uzgajanja sa stanicama

preosteoblasta (stanicama koje izgraduju izvanstani¢nu matricu kostanog tkiva) [10].



In vitro testiranja koriste se kao prvi stupanj ispitivanja toksi¢nosi i stani¢ne
biokompatibilnosti kako bi se izbjeglo koriStenje zivotinja u testiranju neprikladnih materijala.
Medutim, ispitivanja ne pokazuju bioloski odgovor tkiva na materijale, stoga Su ograni¢ena na

odgovor odredenih stani¢nih vrsta [7].

3. Bioloske metode ispitivanja materijala in vitro

Karakterizacija materijala i analiza njegovih komponenata provode se prije bioloskog
testiranja [11]. lzolacija primarnih stanica, njihov uzgoj i umnozavanje u laboratoriju
preduvjet je za proizvodnju tkiva in vitro. Prije ugradnje medicinskog nadomjestka u zivi
organizam, mora se provesti niz in vitro testova kako bi se ustanovila biokompatibilnost
materijala te time osiguralo uéinkovito lijeCenje pacijenta ugradnjom in vivo. Testovima
biokompatibilnosti in vitro dobivaju se podaci o toksi¢énom ucinku na stanice. Na taj se nacin
eliminiraju materijali koji s tog aspekta nisu zadovoljili, $to je ujedno i smanjenje rizika za
pacijenta tj. povecanje bioloske sigurnosti. Ispitivanja biokompatibilnosti materijala in vitro

odvijaju se na nekoliko razina:

¢+ Citotoksic¢nost, pri cemu se ispituje zivotna aktivnost stanica (vijabilnost stanica) u
doticaju s materijalom;

% Analiza rasta stanica kojom se ispituje prijanjanje stanica i njihovo umnozavanje na
poroznom nosacu,

¢+ Funkcionalnost kojom se istraZzuje utjecaj materijala na normalne stani¢ne funkcije
[12].

Ispitivanje biokompatibilnosti provodi se pri temperaturi ljudskog tijela (37 °C) te u
atmosferi zraka s 0,05 atm CO,. In vitro testiranja su vazna zbog mogucnosti kontrole
eksperimentalnih uvjeta i smanjuju potrebe testiranja na pokusnim Zzivotinjama [13]. Kod

ispitivanja biokompatibilnosti materijala nuzna je usporedba dobivenih rezultata s pozitivnom



I negativnom kontrolom. Pozitivna kontrolna materijala daje ponovljivi citotoksi¢ni odgovor,

dok negativna kontrola ne posjeduje Stetan utjecaj na stanice [12].

3.1. Citotoksic¢nost

Citotoksi¢nost je moguénost neke tvari da inducira stani¢nu smrt. Detaljne studije
ovisnosti koncentracije i vremena o toksi¢énom ucinku, zajedno s promatranjem ucinaka na
stani¢ni ciklus, mogu pruziti vrijedne informacije o mehanizmima i vrstama toksi¢nosti [14].
Stanice su viSe osjetljivije na toksi¢nost u in vitro okruzenju nego in vivo, tj. u ljudskom
organizmu. Stoga, ako je materijal toksic¢an in vitro, najvjerojatnije ¢e rezultirati djelomi¢nom

toksi¢nosc¢u u in vivo okruzenju [15].

Tretiranje stanica s citotoksi¢énim spojem moze dovesti do razli€itih stani¢nih stanja:

% Nekroze — gubitak cjelovitosti membrane koji vodi prema brzem stani¢énom
odumiranju;

% Citostati¢kog ucinka — prestanak stani¢nog rasta i dijeljenja ¢ime se Smanjuje stani¢na
vijabilnost,

% Apoptoze — aktiviranje genetski programirane stani¢ne smrti.

Citotoksi¢nost biomaterijala moze se mjeriti preko zivotne aktivnosti stanica na dva nacina:

% lzravno testiranje pri kojem se broje zive stanice (mikroskopskim metodama);

% Neizravno testiranje pri kojem se procjenjuje broj stanica pomocu mjerenja
metaboli¢ke aktivnosti, propusnosti membrane itd. (spektrofotometrijskim metodama)
[16].

3.1.1. Metoda procjene Zivotne aktivnosti

,Live/dead” jedna je od najéeS¢e primjenjenih metoda ispitivanja citotoksi¢nosti i
kvantifikacije sposobnosti stanica da prezive u doticaju s materijalom na kojem su uzgajane.
Metoda omogucuje fluorescentno odredivanje zivih i mrtvih stanica metodom bojanja.

Rezultati bojanja analiziraju se pomocu fluorescentnog mikroskopa. Stanice koje su prezivjele



uzgajanje na biomaterijalu obojat ¢e se zelenom bojom, dok stanice s oS§teCcenom membranom
I mrtve stanice prikazat ¢e se crvenom bojom (slika 2). Najprikladnije boje za fluorescentno
odredivanje Zivotne aktivnosti stanica su acetometoksi kalcein (kalcein AM) i etidijev
homodimer (EthD-1). Polianionska boja, kalcein AM, dobro se zadrZzava u zivim stanicama te
se na mikroskopskoj analizi uocava kao zeleno obojenje. EthD-1 ulazi u stanice s oste¢enom
membranom te nakon vezanja s nukleinskim kiselinama prizvodi crvenu boju koja upucuje na

stani¢nu smrt [17].
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Slika 2. Fluorescentne mikrografije procjene citotoksi¢nosti materijala ,,live/dead metodom.
Zdrave stanice pokazuju zelenu fluorescenciju, dok se mrtve stanice s o§teéenom membranom

prikazuju u crvenoj boji [18].

Za razliku od vecine standardnih ispitivanja citotoksi¢nosti, ,,live/dead test omogucuje
istovremeno odredivanje dvaju kljuénih aspekata zdravlja stanica: propusnosti i enzimske
funkcije [18]. Koriste¢i kombinaciju kalcein AM i EthD-1 boja postize se brza procjena

zivotne aktivnosti U populaciji stanica primjenom standardne fluorecentne mikroskopije [12].



3.1.2. Test vijabilnosti stanica

Neovisno o vrsti stanica i nacinu ispitivanja, potrebno je kvantitativno odredivanje
broja prezivjelih stanica. Postoje razli¢ite metode koje se mogu koristiti za procjenu broja

zivih eukariotskih (Zivotinjskih) stanica [19].

MTT test citotoksi¢nosti in vitro je pogodna metoda za procjenu odrZivosti stanice u
doticaju s biomaterijalom. Glavne karakteristike ove metode su njena jednostavnost, to¢nost i
brza detekcija toksi¢nosti te je koristan alat u procjeni rizika na ljudsko zdravlje. MTT test je
kolorimetrijska metoda za ispitavanje stani¢éne metabolicke aktivnosti uz bojanje (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol bromid) bojom. MTT test daje kvantitativnu procjenu
citotoksi¢nosti i proliferacije (umnazanja) stanica mjerenjem aktivnosti mitohondrijskih
enzima Kkoji reduciraju tetrazonijeve soli (MTT) u kristale formazana koji se otapaju
zakiseljenim izopropilnim alkoholom. Rezultirajuca ljubicasta otopina spektrofotometrijski se
kvantificira na  ¢itau za  mikrotitarske  plo¢ice  pri  valnoj  duljini  od
570 nm (slika 3) [18].

otna ativnost/ %,
8

ZIv

o 8 5 8 8

tnﬂsiﬁa n ‘t ?‘

materijal netoksiéni materijali

Slika 3. Slika lijevo: mikrotitarska plocica s obojenim medijem za spekrofotometrijsku
analizu [20]. Slika desno: Graficki prikaz kvantitativne analize MTT-om. Materijal se smatra

citotoksi¢nim ako zivotna aktivnost stanica padne ispod 70 % [18].



Stani¢ni mitohondriji osjetljivi su na toksi¢ne spojeve zbog svoje klju¢ne uloge u odrzavanju
stani¢ne strukture i funkcija putem aerobne proizvodnje ATP-a (adenozin trifosfata). Veci
intenzitet razvijene ljubicaste boje ukazuje na veci broj zivih stanica §to znaci da je ispitivani

biomaterijal pogodan za primjenu u inZenjerstvu tkiva [16].

MTT test moZze se provesti na 2 nacina:

¢+ Ekstrakcijskom metodom

Temelji se na ispitivanju utjecaja ekstrakta bioloskog medija u kojem se ispitivani
biomaterijala namakao. Nakon odredenog vremena namakanja materijala, medij se
ekstrahira te koristi za hranjenje i uzgajanje stanica u mikrotitarskoj plocici (slika 4).
Nakon odredenog perioda uzgajanja, na stanice se stavlja MTT boja te
spektrofotometrjski se dobiva informacija o broju Zivih stanica, odnosno toksi¢nosti

materijala.

ekstrakt
materijala
staniéni
. . medij
stanica

Slika 4. Hranjenje uzgojenih stanica ektraktom medija biomaterijala [16].

7

% lzravna metoda

Citotoksi¢nost se ispituje izravno na materijalu. Stanice se nasaduju na
trodimenzijski porozni biomaterijal te uzgajaju kroz odredeni period (slika 5).
Nakon inkubacije, na biomaterijal se stavlja MTT boja. Centrifugiranjem uzorka

dobiva se obojeni medij koji se potom analizira na spektrofotometru.



materijal stanicni

stanica

Slika 5. Odredivanje citotoksi¢nosti izravnim kontaktom materijala sa stanicama [16].

Prilikom ispitivanja citotoksi¢nosti, vrSe se ispitivanja pozitivne i negativne probe [19].

3.2. Proliferacija i diferencijacija

Materijali koji se upotrebljavaju za dizajniranje umjetnih tkiva trebaju imati takvu
povrsinu koja ¢e omoguciti adheziju stanica, proliferaciju i diferencijaciju. Proliferacija se
odnosi na proces povecanja broja stanica kako bi se stvorilo tkivo potrebne veli¢ine. Stani¢na
diferencijacija je proces kod kojeg se stanice mijenjaju iz jednog oblika stanice u drugi, tj.
proces razvoja u konacan oblik stanice. Mogucnost proucavanja proliferacije 1 diferencijacije
in vitro izuzetno je vazno za razumijevanje osnovnih mehanizama tih procesa i razvoja

inzenjerstva tkiva [10].

3.2.1. InZenjerstvo kostanog tkiva

Vaznost podrucja inZenjerstva tkiva posebno se uocava kod regeneracije koStanog tkiva

gdje se javlja velika potreba za zamjenskim dijelovima. Vazno je razviti biomaterijal koji



moze kemijski 1 strukturno oponaSati prirodnu izvanstanicnu matricu  kosti.
Pri tome kombiniraju se uzgojene osteogene (kostane) stanice, osteoblasti izolirani iz
pacijenta ili donora, nasadene na porozni nosa¢ u svrhu stvaranja kostanog tkiva. Za razvoj

kostanih nadomjestaka u svrhu zacjeljivanja oSte¢enog podrucja primjenjuju se dva pristupa:

1. Prvi pristup ukljucuje izolaciju osteogenih stanica na nosacu te neposrednu ugradnju

nosaca in vivo s ciljem poticanja i usmjeravanja razvoja tkiva in situ;

2. U drugom pristupu izvodi se in vitro uzgajanje kako bi se odredilo Sirenje stanica i
osteogena diferencijacija na nosacu. To rezultira viSim stupnjem zacjeljivanja kosti u
odnosu na pristup neposredne ugradnje. U ovom pristupu, osteogene stanice se
nasaduju na trodimenzijske porozne biorazgradive nosace zeljenog oblika koji
odgovara koStanom oSteCenju. Stanice se uzgajaju u pogodnom okruzenju kako bi se
utvrdio rast stanica i diferencijacija istih. Kona¢no, nosa¢ s razvijenim stanicama se
ugraduje na mjestu ozljede kako bi se izazvao i usmjerio rast kosti s kontroliranom
razgradnjom materijala [21].

U svrhu uspjes$ne integracije koStanog nadomjestka sa okolnim tkivom, materijal bi
trebao biti osteogeni (s karakteristikama kostanog tkiva), osteoinduktivni (inicirati stvaranje

izvanstani¢ne matrice) i osteokonduktivni (poticati daljnje stvaranje kosStane matrice) [22].

Kost je dinamicko, prokrvljeno tvrdo tkivo koje sluZzi za vitalne funkcije kod
kraljeSnjaka. Kao glavna komponenta koStanog sustava, kost podrzava teZinu tijela,
omogucava kretanje i §titi vitalne organe te djeluje kao spremiste raznih ionskih vrsta (kalcija,
fosfora, magnezija, fluora itd.) koji su neophodni za mineralnu homeostazu (funkcijsku
ravnotezu) i druge metabolicke procese. Organska matrica kosti ¢ini 20 — 40 % mase i
uglavnom se sastoji od kolagena tipa I. Osim kolagena, u proteinskoj matrici nalaze se
proteoglikani, glikoproteini i y-karboksi glutaminske kiseline koji odreduju strukturnu
organizaciju, posreduju kod vezivanja stanica i reguliraju mineralizaciju matrice. Stanice
odgovorne za taloZenje mineralizirane matrice kostiju zovu se osteoblasti, izvorno
proizvedeni iz mati¢nih stanica. Osteoblasti imaju potencijal za proliferaciju i sposobnost da
diferenciraju u nekoliko tipova stanica vezivnog tkiva [22]. Diferencijacija mati¢nih stanica

uglavnom slijedi niz:



mati¢ne stanice = nezreli osteoprogenitor - zreli osteoprogenitor - preosteoblast - zreli
osteoblast = osteocit (stanica zrele kosti) [23].

Dovoljna koli¢ina kostanih stanica lako je dosupna, te je vec¢ina osteoblastih stani¢nih
linija izvedeno iz misa (MC3T3-E1 preosteoblasti). Ovakvi preosteoblasti diferenciraju u
osteoblaste koji proizvode temeljne enzime poput alkalne fosfataze i specifiéne proteine kao
§to su osteopontin, osteokalcin, kostani sijaloprotein, kolagen tip | koji su izvrsni lokatori i

sustavni markeri osteodiferencijacije i mineralizacije.

In vitro pridruzivanje odredenih stani¢nih svojstava, poput stani¢ne pokretljivosti,
proliferacije i diferencijacije, sluzi kao pokazatelj stani¢nog sazrijevanja. U slijedu
sazrijevanja osteogenih stanica smanjuju se stani¢na pokretljivost i proliferacija, a povecava
diferencijacija, Sto rezultira stvaranjem zrelih osteoblasta. Osim toga, brza i1 ufinkovita
stani¢na adhezija nuzna je za daljnju diferencijaciju stanica. Stoga su istrazivanja jasno
dodjelila odredenu stani¢nu morfologiju i organizaciju citoskeleta odredenim stupnjevima

sazrijevanja osteogenih stanica i biokompatibilnosti supstrata [24].

3.2.2. Kvantitativno odredivanje osteogenih markera

Pri analizi materijala umjetnog tkiva ili proucavanju interakcija izmedu stanica i
materijala, potrebno je kvantificirati u¢inak materijala u uvjetima in vitro i in vivo. Mjerenja
se obi¢no izvode na makroskopskoj i mikroskopskoj razini. Medutim, ¢esto je potrebno
mijeriti utjecaj materijala na molekulskoj razini poput odredivanja ekspresije odredenih gena
[25]. Mjerenjem ekspresije gena moze se identificirati tip stanice ili tkiva, otkriti pojedine
razine iste stanice u odredenom bioloskom stanju (npr. bolest, razvoj, diferencijacija) te otkriti

promjenu u razini ekspresije kao odziv na specifi¢ni bioloski podrazaj (npr. faktor rasta) [26].

Svaka stanica prisutna u tkivu nosi informaciju u svojem DNA koja se prepisuje u
mRNA tijekom stani¢ne diferencijacije. Kad su tkivne konstrukcije uzgojene u in vitro

okruZenju, trebaju se usporediti s odgovaraju¢im organskim tkivom. Kroz takvu usporedbu



moze se pokazati da, stanice koje su izolirane iz tijela pacijenta i proliferirale i diferencirale u

materijalu, sadrzavaju koli¢inu mRNA koja je potrebna za sintezu odredenih proteina.

PCR analiza (eng. polymerase chain reaction) je biokemijski alat koji detektira stani¢nu
proizvodnju mRNA na razini transkripcije [10]. Real-time PCR (eng. real time polymerase
chain reaction) metoda omogucuje preciznu kvantifikaciju pojedinih nukleinskih kiselina. To
se postize nadgledanjem ciljane sekvence RNA u realnom vremenu pomocu fluorescentne
tehnologije. Kvantifikacija pomocu ,real-time PCR*“ moze biti relativna ili apsolutna.
Relativno kvantificiranje se provodi s normaliziranom razinom ekspresije promatranih gena u
odnosu na originalne gene. Medutim, relativnom kvantifikacijom dobiva se samo omjer
promatranih gena, a ne broj kopija u definiranoj koncentraciji mMRNA populacije. Apsolutna
kvantifikacija oslanja se na standardnom nacrtu iz poznatih koncentracija standardnih
predlozaka i odgovarajucoj razini ,real-time PCR* podataka. Vrijednost se kvantificira
spektroskopski pri valnoj duljini od 260 nm ili pomo¢u DNA fluorescentne boje te pretvara u

broj kopija pomoc¢u molekulske tezine RNA ili sekvence DNA [25].

,Real-time PCR* analiza je vrlo korisna metoda za odredivanje ekpresije specifi¢énih markera
pri diferencijaciji osteogenih stanica (preosteoblasta) u osteoblaste. Odgovarajuc¢a koli¢ina
specificnih markera diferencijacije potvrduje osteogeni signal biomaterijala, tj. pogodnost
njegove primjene u inzenjerstvu kostanog tkiva. U odnosu na druge metode kvantificiranja
ekspresije gena, ,,real-time PCR* koristi relativno male koli¢ine uzorka potrebne za analizu,

daje brze i to¢ne podataka te analizira vise gena odjednom [26].

Osteoblastne stani¢ne linije i uzgojeni sustavi nalaze $iroku primjenu u istrazivanju razvoja
kostiju te u stani¢noj biologiji u laboratorijskom okruzenju. Najcesce osteoblastne stani¢ne
linije koje se koriste kao model proucavanja diferencijacije koStanih stanica i1 bioloskog
mehanizma kalcifikacije (okoStavanja) in vitro su preosteoblastne misje stanice (MC3T3-E1).
Proliferacija stanica utvrduje se odredivanjem ukupne koli¢ine DNA koju stanice proizvode
tijekom ispitivanja. Nakon faze proliferacije stanice, slijedi faza diferencijacije koja se
utvrduje mjerenjem koli¢ina ranih markera diferencijacije. Tijekom diferencijacije
osteoblasta, u in vitro i in vivo modelima, dolazi do ekspresije nekoliko proteina tipicnih za
stvaranje kostiju 1 mineralizaciju izvanstani¢cne matrice. ,Real-time PCR*“ metodom
detektiraju se tipi¢ni proteini (slika 6) poput alkalne fosfataze koji se ubraja u rane markere
osteogenog fenotipa, osteokalcina koji je obi¢no ukljuéen u gradnju nove izvanstani¢ne

matrice te osteonektina i kolagena tipa | [27].
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Slika 6. Ekpresija alkalne fosfaze (ALP) pomocu ,,real-time PCR* analize: A) apsolutna
kvantifikacija; B) relativna kvantifikacija proteina tijekom diferencijacija osteoblasta na

razli¢itim nosacima [28].

,,Real-time PCR* jednostavna je metoda kada su poznati proteini koji bi se trebali otkriti.
Kako bi se na morfoloskoj razini pojasnila proizvodnja mRNA, provodi se in situ
hibridizacija tkiva koja podlijeZu optickoj 1 elektronskoj mikroskopiji. Prisutnost specificnih
proteina moze se prikazati metodom bojanja tkiva (npr.Wester bloting, imunocitokemijske

metode) uz pomo¢ specifi¢nih antitijela [10].

3.2.3. Imunoloske metode

Detekcija imunoloskim metodama temelji se na specificnom antigen-antitijelo vezanju.
Imunohistokemijska metoda je metoda otkrivanja tkivnih antigena (proteina, glikoproteina,
lipoproteina) sa specificnom in situ imunodetekcijom, dok se imunocitokemijska metoda
odnosi na otkrivanje povrsinskih antigena (markera) na izoliranim stanicama [29]. Pri analizi
markera koriste se specifi¢na antitijela za detekciju jezgre stanica, citoskeleta (aktina) i

specificnog proteina (markera). Odredivanje morfologije i organizacije citoskeleta moze



posluziti kao pokazatelj prvih znakova utjecaja funkcionalnih supstrata na pojacano

sazrijevanje osteogenih stanica [24].

Imunofluorescentna tehnika bojanja s konfokalnom mikroskopijom snazan je alat za stani¢nu
biologiju. Konfokalnim mikroskopom omoguéeno je snimanje trodimenzijskih struktura.
Medu najces$¢im bojama jezgre stanica je Dapi (4',6-diamidin-2-fenilindol) boja plavog
obojenja [31].

Aktinski citoskelet je spoj izmedu izvanstani¢ne matrice i unutarstani¢ne reakcije te je vazan
za stani¢nu adheziju i migraciju. Osim toga, regulacija prenoSenja signala za proliferaciju 1
stani¢nu diferencijaciju u unutra$njost stanice obavlja se preko aktinskoga signalnog puta od
izvanstanicne matrice do odgovaraju¢ih unutarstani¢nih odjeljaka. Mnoga istraZivanja
pokazala su da su spomenuta svojstva osteoblastnih stanica, poput adhezije i diferencijacije,
usko povezana s njihovom karakteristicnom stani¢nom morfologijom [24]. Citoskelet ima
ulogu u transportu organela, stani¢ne diobe i pokretljivosti. Bojanje aktina s fluorescentnim
antitijelima sluzi kao pokazatelj Zivih i fiksiranih stanica pomocu fluorescentne slike.
Falacidin je biciklicki peptid koji se konjugiran u fluorescentnu boju upotrebljava za detekciju
aktina [30].

Imunoloskim metodama dokazuje se prisutnost i raspodijela specifi¢nih proteina u uzgojenom
tkivu. Imuno-bojanje je op¢i pojam u podrucju biokemije koje se odnosi na metodu primjene
antitijela za detekciju specifi¢nog proteina u uzorku. Nakon stani¢nog uzgajanja na nosacu U
kontroliranim in vitro ili in vivo uvjetima, uzorci tkiva se fiksiraju otopinom formalina i
fosfatnog pufera te inkubiraju s primarnim antitijelima. Specifi¢ni proteini oboje se bojom
koju sadrzi odgovarajuce antitijelo za vezanje doti¢nog proteina. Na slici 7 prikazan je primjer
rezultata imunoloskog bojanja uzgojenog tkiva dobivenih konfokalnom mikroskopijom.
Jezgre stanica obojane su plavom DAPI bojom, dok je detekcija citoskeleta aktina postignuta
primjenom konjugiranog falacidina s tetrametilirodaminom. Detekcija specifi¢nog proteina
osteokalcina pomocu antitijela konjugiranih s Alexa Fluor 488 fluorescentnom bojom,

ukazuje na stvaranje izvanstani¢ne matrice, odnosno okostavanje [32].



aktin jezgre

Slika 7. Imunoloska kvalitativna metoda bojanja sa specificnim antitijelima: a) osteokalcin

(osteogeni marker); b) aktin (citoskelet); ¢) stani¢na jezgra; d) preklapanje kanala [32].

3.2.4. Histolosko snimanje

Kolagen je vecinski protein izvanstani¢ne matrice koji pruza stukturni okvir mnogim
tkivima u ljudskom tijelu te je odgovoran za njihov oblik i biomehanicka svojstva. Kod
kralje$njaka je identificirano 27 razli¢itih vrsta kolagena, a svaki od njih ima svoj jedinstveni
biokemijski sastav i strukturnu znacajku. Medu svim tim proteinima, kolagen tipa | je
najobilniji kolagen koji se nalazi u kostima, koZi, tetivama, ligamentima, roznici i drugim
tkivima ljudskog tijela [22]. Kako kolagen igra vaznu ulogu u odrzavanju tkiva, metode
odredivanja i kvantifikacije kolagena su od iznimne vaznosti za ispitivanje sposobnosti
materijala za stvaranje umjetnih tkiva in vitro [33]. Nakon ugradnje materijala in vivo vazno

je nadgledati rast tkiva i njegovu integraciju s okolnim tkivom.

Analiza kolagena u tkivu razvijenom na ugradenom skeletu zajedno s okolnim tkivom temelji
se na mikroskopskoj analizi obojanog uzorka. Histolosko ispitivanje materijala s nasadenim
stanicama provodi se radi utvrdivanja rasta stanica, citokompatibilnosti i stani¢ne Zivotne
aktivnosti. Ukoliko se oko stanica nasadenih na nosacu stvara mrezasta struktura kolagena,
materijal je pogodan za in vivo testiranje. Tkiva koja pod mikroskopom ne pokazuju mrezastu

strukturu posjeduju mrtve stanice [34].

Jedne od glavnih boja koje se primjenjuju u histoloskim ispitivanjima su hematoksilin (HE),

eosin i ,,picrosirius red” boja. Hematoksilin posjeduje plavo-ljubi¢astu boju te se njime bojaju



nukleinske kiseline u jezgrama stanica tkiva. Eosin je roza boje kojom se detektiraju proteini,
odnosno kolagen tipa I. U tkivu, jezgre su obojane plavom bojom, dok citoplazma i

izvanstani¢na matrica posjeduju razlicite nijanse roza boje (slika 8) [35].
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Slika 8. Bojanje materijala hematoksilinom. Slika A prikazuje mrezastu strukturu oko stanice
i stanice su zive. Slika B prikazuje izostanak mrezaste strukture Sto upucuje

na smrt stanica [34].

,Picrosirius red boja Cesto Se koristi kao histoloska tehnika za odredivanje raspodjele
kolagena u zdravom dijelu tkiva pomocéu svjetlosnog ili polariziraju¢eg mikroskopa.
Medutim, odredivanje kolagena polariziraju¢om mikroskopijom je vrlo slozeno te se ne
primjenjuje za brze analize. Pod svjetlosnim i fluorescentnim mikroskopom kolagen je obojen
u crvenu boju, dok Zive stanice imaju izrazitu zelenu fluorescenciju pod fluorescentnim
mikroskopom (slika 9) [33].



Kompozit = Zive stanice
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Slika 9. Bojanje tkiva ,,picrosirius red*“ bojom pod svjetlosnim i fluorescentnim mikroskopom:

kolagen (crveno); zive stanice (zeleno) [33].



4. Zakljucak

In vitro metode ispitivanja biokompatibilnosti imaju veliku ulogu u procjeni materijala
za stvaranje umjetnih tkiva. Kako bi se neki materijal mogao smatrati potencijalnim
materijalom za primjenu u inZenjerstvu tkiva, mora zadovoljavati odredene kriterije poput
biorazgradivosti i poroznosti, omoguditi prijanjanje stanica, njihovo Sirenje kroz materijal i

razvoj u konacan oblik stanice.

U kontroliranom in vitro okruzenju, trodimenzijski materijal i stanice dolaze u doticaj,
nakon ¢ega slijedi biolosko ispitivanje njihove interakcije. Materijal ne smije biti citotoksican,
tj. ne smije izazivati stani¢nu smrt. Metode koje se koriste za ispitivanje citotoksi¢nosti
materijala mogu biti kvalitativne, poput ,live/dead i kvantitativne, poput MTT

spektofotometrijske metode kojom se odreduje broj zivih stanica na materijalu.

Materijal potencijalan za inzenjerstvo koStanog tkiva mora posjedovati osteogeni
signal koji se moze utvrditi odredivanjem ekspresije (koli¢ine) specifiénih markera (proteina)
pri diferencijaciji stanica. Imunoloske metode kvalitativne su metode koje uz pomoc
konfokalnog fluorescentnog mikroskopa i fluorescentnih boja vezanih s antitijelima daju
informaciju o postojanju specificnih markera na materijalu nastalih tijekom diferencijacije.
Kvantitativna metoda kojom se mjeri ukupna koli¢ina specificnih markera je ,,real-time PCR

analiza. Dokaz o proliferaciji i diferencijaciji stanica daje i histolosko odredivanje kolagena.

In vitro metode su jeftine, brze i korisne za biolosku karakterizaciju materijala, tj.
njegovih interakcija sa stanicama. Nakon uzgoja tkiva in vitro slijedi ugradnja in vivo.
Testiranjem materijala in vitro smanjuje se i broj testiranja nepovoljnih materijala na

zivotinjskim vrstama.
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