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SAZETAK

Porast Stetnih Zivotnih navika uzrokuje sve ve¢i broj jetrenih oboljenja Sto povecava potrebu za
transplantacijom ili popravkom oste¢enog tkiva. Decelularizacija prirodnih tkiva obecavajuca
je metoda za dobivanje trodimenzionalne mreze za regeneraciju tkiva jer se zadrzavaju prirodna
struktura i komponente §to predstavlja bitni ¢imbenik za prezivljavanje stanica. Vrlo je bitno
razviti metodu decelularizacije koja ¢e dovoljno dobro ukloniti stanice, a opet saCuvati

komponente izvanstani¢ne matrice.

Za decelularizaciju jetrenog tkiva koriStena su dva detergenta, natrijev lauret sulfat (SLES) i
natrijev lauril sulfat (SDS). U protokolima decelularizacije ispitan je utjecaj vremena izmjene
medija i koncentracije detergenata te je ukljucena i dodatna obrada ultrazvukom u trajanju od
1, 2, 418 sati. U uzorcima su nakon decelularizacije kvantificirane biolo§ke komponente: DNK,
kolagen i glikozaminoglikani. Uzorci su nakon decelularizacije podvrgnuti digestiji te
liofilizaciji. Razlikovna pretrazna kalorimetrija provedena je na uzorcima nakon
decelularizacije 1 digestije te su utvrdene vrijednosti normalizirane entalpije te pocetne i

maksimalne temperature denaturacije.

Dobiveni rezultati pokazuju da je uzorak SDS la, obraden natrijevim lauril sulfatom
koncentracije 1 % s vremenom izmjene medija 30 minuta, najpogodniji za daljnja ispitivanja
primjene u 3D tisku. Unato€ literaturnim podacima koji ukazuju na povezanost entalpije i
temperatura denaturacije s udjelom kolagena, u provedenim mjerenjima nije uocena direktna

povezanost §to moZe biti posljedica prisutnosti drugih tvari osim kolagena.

Kljuéne rijeci: decelularizacija, natrijev lauret sulfat, natrijev lauril sulfat, izvanstani¢na

matrica



ABSTRACT
Application of differential scanning calorimetry in the characterization of biogenic material

The prevalence of unfavorable lifestyle habits is leading to a growing incidence of liver disease,
increasing the need for transplantation or repair of damaged tissue. Decellularization of natural
tissue is a promising method to maintain a three-dimensional network for tissue regeneration,
as the natural structure and components are preserved, which is an essential factor for cell
survival. It is of utmost importance to develop a decellularization method that removes the cells

well enough and still preserves the components of the extracellular matrix.

Two detergents have been used for decellularization of liver tissue — sodium laureth sulfate
(SLES) and sodium lauryl sulfate (SDS). In the decellularization protocols, the influence of
medium exchange time and detergent concentration was investigated and additional ultrasound
treatment was included for 1, 2, 4, and 8 hours. After decellularization, the biological
components in the samples were quantified: DNA, collagen, and glycosaminoglycans. After
decellularization, the samples were subjected to a digestion process and freeze-dried. After
decellularization and digestion, the samples were subjected to differential scanning calorimetry
and the values of normalized enthalpy and initial and maximum denaturation temperatures were

determined.

The results obtained show that the sample SDS 1a, treated with sodium lauryl sulfate at a
concentration of 1% with a medium change of 30 minutes, is the most suitable for further testing
for application in 3D printing. Despite evidence of a relationship between enthalpy and
denaturation temperatures with collagen content, no direct relationship was found in the

measurements, which could be due to the presence of substances other than collagen.

Key words: decellularization, sodium laureth sulfate, sodium lauryl sulfate, extracellular

matrix
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1. UVOD

Danas se pacijenti s bolesnim i oSteenim organima Cesto lijeCe transplantacijom organa.
Medutim, broj donatora organa se smanjuje dok se broj novih slu¢ajeva oboljenja organa
povecava. Tkivno inZenjerstvo je novo znanstveno podrucje koje kombinira znanost o
materijalima sa stani¢nom biologijom i jedno je od glavnih podrucja regenerativne medicine.
Bavi se razvojem bioloskih nadomjestaka koji mogu zamijeniti oStec¢ena ili bolesna tkiva, ¢ime
se smanjuju problemi s kojima se suocava tradicionalna transplantacija, kao $to je imunolosko
odbacivanje. Kako bi se pripravilo tkivo potrebno je osigurati odgovarajuce stanice,
trodimenzionalno okruzenje §to sli¢nije prirodnom, naj¢e$¢e u obliku poroznog nosaca, i
faktore rasta. Stanica sintetizira novo tkivo dok nosa¢ osigurava odgovarajuc¢e okruzenje.
Biomaterijali imaju vaznu ulogu u inZenjerstvu tkiva, proizvode se kao zamjena prirodnom
tkivu, oponasajuci bioloske i mehanicke funkcije prirodne izvanstani¢éne matrice (ECM, eng.
extracellular matrix). ECM se sastoji od strukturnih i funkcionalnih molekula koje izlucuju
stanice svakog tkiva te je stoga trodimenzionalna struktura i biokemijski sastav ECM-a razlicit
za svaki tip tkiva. [1]-[3] Decelularizacija prirodnih tkiva jedan je od obecavajuéih nacina
dobivanja biomaterijala odgovarajucih svojstava jer se zadrzava anatomska struktura te
komponente Zivuéeg tkiva. Glavni cilj je iz ECM-a ukloniti prirodne stanice i genetski
materijal, kao §to je DNK, uz o¢uvanje strukturnih, biokemijskih i biomehani¢kih svojstava
ECM-a. [4] Vrlo Cesta vrsta biomaterijala koja se koristi u tkivnom inzenjerstvu su hidrogelovi,
visoko hidratizirani materijali koji zadrzavaju posebnu trodimenzionalnu strukturu i mogu se
dobiti iz decelulariziranog tkiva. Zbog sposobnosti upijanja velikih koli¢ina vode i specifi¢nih
mehanickih svojstva imaju fizikalno-kemijska 1 mehanicka svojstva usporediva s mnogim
mekim tkivima. [5,6] Jedna od metoda karakterizacije biomaterijala je toplinska analiza,
diferencijalna pretrazna kalorimetrija (DSC, eng. differential scanning calorimetry) kojom se
proucava promjena svojstava uzorka s temperaturom dok se on kontrolirano grije ili hladi.
Pomoc¢u te metode odreduju se fizikalne 1 kemijske promjene uzorka tj. fazni prijelazi pri
kojima se mijenja vrijednost entalpije. [7,8] Cilj ovog rada je istraziti mogucnost primjene

diferencijalne pretrazne kalorimetrije u analizi materijala pripremljenog iz biogenog izvora.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. InZenjerstvo tkiva

Otkazivanje tkiva i organa zbog bolesti i ozljeda jedan je od glavnih zdravstvenih problem.
Postojece rjesSenje je koriStenje donorskih tkiva i organa, ali zbog manjka darivatelja sve je veci
broj ljudi na listama ¢ekanja. Inzenjerstvo tkiva predstavlja obecavajuce rjeSenje za ovaj
medicinski problem. [9] To je interdisciplinarno podruc¢je koje primjenjuje nacela inzenjerstva
1 biomedicinskih znanosti za razvoj bioloskih nadomjestaka koji sluze za obnavljanje ili
poboljSavanje funkcija tkiva te njegovu zamjenu. Omogucuje regeneraciju tkiva i organa
pacijenta Sto dovodi do smanjene potrebe za transplantacijom donorskih organa ¢ime se

smanjuje i problem lose biokompatibilnosti te imunoloskog odbacivanja. [1]

Glavni cilj inZenjerstva tkiva je razviti funkcionalni materijal za izradu trodimenzionalnih
poroznih nosaca koji ¢e omoguciti obnavljanje osStecenog ili nastanka novog tkiva. [10] U
tkivnom inzenjerstvu postoje razliCiti pristupi i strategije za razvoj funkcionalnih zamjena tkiva.
Glavni pristupi ukljucuju koristenje biomaterijala koji predstavljaju materijal za zamjenu bilo
kojeg tkiva ili organa i od kojih se izgraduju nosaci. Postoje razliite tehnike izrade nosaca koji
moraju posjedovati odredene karakteristike kako bi se koristili kao materijal za inzenjerstvo

tkiva. [2]

Kako bi se dobila funkcionalna 3D tkiva kombiniraju se nosaci, stanice i bioloski aktivne

signalne molekule ¢ine¢i trijadu tkivnog inzenjerstva (slika 1). [11]

Prirodni
Sintetski

Tkivno
inZenjerstvo

.
L &ib
¥
Autologne
Heterologne
Maticne
Diferencirane

o9
Citokini
Hormoni
Faktor rasta
Mehanicki signal

Slika 1. Trijada tkivnog inzenjerstva
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Slika 2. Glavni koraci u tkivnom inZenjerstvu

Na nosace se nasaduju stanice i hranjive tvari te odgovarajuéi biofizicki podrazaji koji poticu
diferencijaciju i proliferaciju nasadenih stanica. Stanica sintetizira novo tkivo, a nosac
osigurava odgovaraju¢e okruZenje za provedbu svih vitalnih funkcija stanica. [2] Nosac
nasaden stanicama ili tkivo uzgojeno in vitro implantira se na mjesto ozljede nakon Cega se

inducira regeneracija tkiva in vitro (slika 2). [11]

2.2. Biomaterijali

Biomaterijal je materijal prirodnog ili sintetskog podrijetla koji se koristi i prilagodava za
medicinsku primjenu, tj. inzenjerstvo razlicitih tkiva, kako bi se poboljsalo ljudsko zdravlje i
kvaliteta zivota. Koriste se za obnovu os$tecenih dijelova tijela kroz interakciju sa zivim
sustavima, za zamjenu komponenti ljudskog tijela te za podrsku fizioloSke funkcije. Kao takvi
u stalnoj su interakciji s Covjekovim stanicama, tkivima ili organima. [12] Osnovna uloga je
osigurati privremenu mehanicku podrsku, poticanje stani¢ne adhezije, proliferacije i1
diferencijacije te za kontrolu veli¢ina i oblika regeneriranog tkiva. [13] Biomaterijali se dijele
na: metale, keramiku, polimere (prirodni i sintetski) i kompozite. [6] Svaka pojedina¢na skupina

ima specificne prednosti i nedostatke, no najcesc¢a je upotreba kompozita. [14]



Metali imaju dobra mehanicka svojstva, visku otpornost na zamor te duktilnost, ali su kruti,
teski, imaju losu biokompatibilnost te su skloni koroziji. Nakon implantacije metali su izlozeni
tjelesnim teku¢inama pri ¢emu neki metali otpusStaju ione koji mogu biti otrovni. Najcesce se
koriste nehrdajuci celici, CoCrMo, titan, nitinol, nikal, platina 1 tantal. Primjenjuje se u

ortopedske, ortodontske te kardiovaskularne svrhe. [6]

Keramika je anorganski nemetalni materijal koji ima dobru biokompatibilonst, kemijski je
inertan i otporan na koroziju, ali je krut, ima malu vla¢nu ¢vrstocu i lomljiv je te ga je tesko
obradivati. NajceS¢e se koriste glinica, cirkonij, hidroksiapatit, beta trikalcijev fosfat i
piroliticki ugljik. Primjenjuje se za zubnu restauraciju i poboljSanje fiksacije kosti zbog izvrsne

biokemijske i biomehanicke kompatibilnosti s kostanim tkivom. [6]

Polimerni materijali mogu biti prirodnog ili sintetiCkog podrijetla. Nedavno su usli u podrucje
biometarijala, a prva je upotreba bila za omotavanje krvnih zila kako bi se sprijecilo Sirenje
aneurizme. Postoji veliki broj polimernih materijala koji se proizvode u razli¢itim oblicima s
razli¢itim fiziCkim znacajkama poput granula, vlakana, tankih listica, debelih plo¢a, od

inertnih do bioaktivnih proizvoda. [6]

Biomaterijali sintetickog podrijetla imaju nekoliko kljuénih prednosti u odnosu na prirodne, a
to su kontrola oblika, strukture i sastava za imitiranje izvanstani¢ne matrice (ECM eng.
extracellular matrix) ljudskog tkiva. Najkoristeniji sintetski polimeri za regeneraciju su
poli(alfa-hidroksi) kiseline koje ukljucuju polimlijecnu kiselinu (PLA), poliglikolnu kiselinu
(PGA) i poli(mlije¢na-koglikolu) kiselinu (PLGA). Oni pokazuju fizikalno-kemijska i
mehanicka svojstva slicna bioloSkim tkivima, ali im nedostaju mjesta stani¢ne adhezije Sto
zahtijeva kemijske modifikacije kako bi se poboljsalo stani¢no pri¢vr§éivanje. Kako bi se
izbjegla ova ogranicenja, koriste se bioloSki materijali poput kolagena, proteoglikana, fibrina,
kitozana i agaroze. Prirodni polimeri su bioloski aktivni i pospjesuju dobro prianjanje i rast
stanica. Nedostatak je taj §to pokazuju losa mehanicka svojstva. Sintetski i prirodni polimeri se
vrlo Cesto koriste za razvoj hidrogelova koji se sastoje od hidrofilnih polimernih lanaca
umrezenih kovalentnom ili nekovalentnom vezom. Fizikalno-kemijska i mehanicka svojstva
usporediva su onima prirodnog tkiva te se koriste za regeneraciju kostiju ili mekih tkiva.
Prikladni su materijal zbog moguénosti prilagodavanja mehanickih svojstava, modificiranja

kemijskog sastava i umrezavanja. [6]

Prirodni polimeri su klju¢ni podskup biomaterijala koji se koriste kao predlosci za inZenjerstvo

tkiva zbog bioaktivnosti, biokompatibilnosti, razgradnje, mehanicke kinetike te strukture sli¢ne
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izvanstani¢noj matrici (ECM) prirodnog tkiva. Nakon primjene, unutar bioloskih sustava ne
otpustaju toksi¢ne produkte tijekom razgradnje, a brzine razgradnje se prilagodava uvjetima
obrade. Velika prednost ovih materijala je njihova sposobnost odgovora na biomehanicke i
biokemijske podrazaje. Biomaterijali prirodnog podrijetla podijeljeni su u dvije skupine:
biomaterijali na bazi proteina i biomaterijali na bazi polisaharida. Biomaterijali na bazi proteina
dobiveni su iz Zivotinjskih i ljudskih izvora, a biomaterijali na bazi polisaharida ve¢inom se
dobivaju iz algi ili iz mikrobnih izvora. Druga skupina biomaterijala su decelularizirani
biomaterijali dobiveni iz tkiva koji se dobivaju eliminacijom svih stanica i genetskog materijala
iz prirodnih tkiva. Nedostaci prirodno dobivenih biomaterijala su slaba mehanicka ¢vrstoca i

nedosljednost u sastavu i svojstvima. [13]

Morski resursi imaju ogroman potencijal za razvoj biomaterijala na bazi polisaharida. Ti
materijali su lako dostupni te posjeduju izvrsnu biokompatibilnost, biorazgradivost i bioaktivna
svojstva. Biomaterijali temeljeni na morskim resursima primjenjuju se u medicinske svrhe,
prehrambenoj i kozmetickoj proizvodnji. [15] Otpad zivotinjskog podrijetla moze se prevoditi
u biomaterijale s raznolikom primjenom. Otpad od perja i ljuske jajeta mogu se Koristiti za
proizvodnju keratinoznih proteina odnosno kompozita. Ostaci govede mesne industrije mogu
se koristiti za proizvodnju hidroksiapatita za razvoj nosa¢a. Kolagen dobiven iz svinje moze se
koristi za razvoj transplantata koZze. Ov¢ji zubi mogu se koristti u proizvodnji

hidroksiapatita. [16]

Bitna svojstva biomaterijala su biokompatibilnost, biorazgradnja i odgovaraju¢a mehanicka
svojstva. [14] Biokompatibilnost je klju¢na stavka svih biomaterijala i njezina je procjena
sloZen postupak koji za cilj ima provjeriti sposobnost materijala da ispravno izvrsi predvidenu
funkciju dok je u kontaktu s bioloskim okolisem. To je sposobnost materijala da se koristi u
kontaktu sa zivim tkivom bez da izazove Stetne u¢inke. [17] Biomaterijal mora biti biorazgradiv
kako bi se nakon nekog vremena razgradio na tvari koje nisu toksi¢ne 1 koje se lako mogu
izluciti iz tijela kako bi se na njegovom mjestu razvilo novo tkivo. Struktura biomaterijala mora
biti visoko porozna da se omoguéi rast, migracija stanica te difuzija tvari i produkata. Mora se
paziti na veli¢inu pora koje moraju omoguciti migraciju stanica, ali 1 zadrZati interakciju izmedu
stanica. [18] Mehanicka svojstva biometrijala moraju biti u skladu s funkcijom koja se obavlja.
Moraju imati odgovaraju¢u mehanicku ¢vrstocu da izdrze sile i optere¢enja kako ne bi doslo do
loma te visoku otpornost na koroziju da se izbjegne otpustanje nekompatibilnih metalnih iona

u tijelo. [14]



2.3. Nosaci

Nosaci koji se koriste u tkivnom inzenjerstvu predstavljaju trodimenzionalne strukture ¢ija je
osnovna funkcija adhezija stanica te njihova diferencijacija i proliferacija. Sluze kao
privremene podloge za rast stanica dok se ne regeneriraju bioloski funkcionalna tkiva. [19]
Nosaci imitiraju funkciju izvanstanicne matrice, ECM, nasaduju se stanicama i izlazu
biofizickim podrazajima u bioreaktoru. [11] Nosa¢i moraju omoguciti transport hranjivih tvari
potrebnih za adheziju stanica, proliferaciju i diferencijaciju, rast i migraciju, mehani¢ku potporu
i kontroliranu razgradnju bez nastajanja toksi¢nih tvari. [20] Nosaci koji se primjenjuju moraju
zadovoljavati odredene uvjete. Moraju biti biokompatibilni $to podrazumijeva kompatibilnost
materijala s bioloskim sustavom §to znaci da stanice moraju normalno funkcionirati, prianjati
na materijal, migrirati po povrs$ini i kroz nosac te ne smiju izazvati upalni proces nakon ugradnje
u organizam. Nosac¢i moraju biti biorazgradivi i njihova razgradnja treba i¢i brzinom kojom
nastaje novo tkivo te produkti nastali razgradnjom ne smiju biti toksi¢ni. Mehanicka svojstva
moraju odgovarati polozaju ugradnje te moraju biti dovoljno ¢vrste strukture za kirursko
rukovanje tijekom ugradnje. Struktura nosaca iznimno je bitna. Moraju imati visoko poroznu
strukturu s dobrom povezano$¢u pora koje moraju biti odgovarajuée veli¢ine. [11] Porozna
struktura mora omogucavati difuziju otpadni tvari iz nosaa te migraciju stanica kroz cijeli
nosac¢. Ovisno o vrsti stanica 1 tkiva za koje se nosac proizvodi postoje razli€it kriti¢ni rasponi

veli¢ina pora. [21]

Nosaci se mogu podijeliti na nosace direktno izdvojene iz zivih organizama i na nosace izradene
od biomaterijala prirodnog i sintetickog podrijetla. [22] Prirodni nosaci najéesce su od
kolagena, fibrina, hitina i dr. i izrazito su biokompatibilni. Sintetski nosaci najées¢e su
polimerni ili kompozitni od polilaktido-glikolida (PLGA), polikaprolaktona (PCL),
poliglikolida (PGA) i dr. [23] Razvoj tehnologija za izradu nosaca sve je intenzivniji, a Cilj je
dobivanje najbolje tehnologije za proizvodnji trodimenzionalne strukture koja ¢e omoguciti
adheziju, rast stanica i formiranje novog tkiva. Klju¢ni faktor koji omogucuje regeneraciju i
formiranje novog tkiva je odgovarajuca okolina. [24] Postoji mnogo tehnika izrade nosaca, a
neke od njih su: ispiranje Cestica, liofilizacija, plinsko pjenjenje, odvajanje faza, a u novije
vrijeme 3D ispis i elektroispredanje. 3D ispis je proizvodni proces koji stvara trodimenzionalni
objekt sloj po sloj. Tehnike ispisa mogu biti na bazi tekuéina, krutog materijala ili praha, ovisno

0 obliku materijala.



Hidrogelovi su od posebnog interesa za tkivno inzenjerstvo zbog posebnih svojstava i strukture.
Sastoje se od trodimenzionalne mreZe koja moze apsorbirati veliku koli¢inu vode i bubriti zbog
hidrofilnih skupina koje ima. Mreza je najceS¢e izgradena od umrezenih polimernih lanaca.
Mogu biti fleksibilni i mekani $to ovisi o sposobnosti upijanja vode. Zbog takvih svojstava
hidrogelovi osiguravaju prikladno mikrookruzenje za rast stanica. Elastiéno ponaSanje i
bubrenje ¢ini hidrogelove pozeljnim za injekcijske svrhe i tehnologiju 3D bioispisa, pomocéu
koje se pripravlja trodimenzionalna struktura za izgradnju funkcionalnih tkiva ili umjetnih
organa jer zbog visokog udjela vode, mekane strukture i poroznosti hidrogelovi vrlo nalikuju
zivom tkivu. [20,25]

2.4. Izvanstani¢na matrica

Prirodna izvanstani¢na matrica (ECM) izvedena iz prirodnih tkiva ili kultiviranih stanica koristi
se u raznim oblicima nakon procesa bioproizvodnje za izradu nosaca ili trodimenzionalnih
stani¢nih kultura za primjenu u tkivnom inzenjerstvu. Proizvodi koji se temelje na ECM-u
proizvedeni su s namjenom regeneracije tkiva poput sr¢anih zalistaka, miSica i krvnih Zila te
pruzaju ubrzanu obnovu funkcije tkiva i brzu integraciju s tkivima domacina. Glavni izvori
ECM-a su prirodna ljudska i Zivotinjska tkiva te primarne stanice. Svako tkivo ima specificno
3D-okruzenje strukturne i funkcionalne ECM mreze $to pruza jedinstvene proteinske “otiske”
za stanice. [26]

ECM je slozena trodimenzionalna mreza ¢iji se elementi sastoje od vise od 300 proteina koji
pomazu pri regulaciji adhezije, proliferacije, apoptoze, diferencijacije 1 fizicke podrSke stanica.
Mreza se sastoji 0d vlaknastih proteina kolagena, elastina, fibronektina, laminina, nevlaknastih
proteina proteoglikana (PG) i glikozaminoglikana (GAG) te mnogih drugih molekula (slika 3).
[27] Kolagen i elastin pruzaju strukturnu potporu i otpornost na mehanicko opterecenje, a PG i
GAG pomazu u stanicnom razvoju interakcije s okolinom. Zbog konstrukcijske sloZenosti
ECM pruza sveobuhvatnije i biokompatibilnije mikrookruzenje stanicama i tkivima nego

prirodni polimeri ili sinteti¢ki materijali. [26]
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Kolagen je najzastupljeniji vlaknasti protein u prirodi i tkivima kao §to su vezivo tkivo, tetive,
koza, kosti 1 hrskavica. Graden je od polipeptidnih lanaca koji se rasporeduju u trostruke
uzvojnice pri ¢emu se oblikuju makromolekularne strukture od kojih je naj¢esce fibril (slika 4).
[29] Pruza mehanicku potporu te kontrolira stani¢nu adheziju, migraciju stanica te regeneraciju
tkiva. [30] Do danas je poznato najmanje 29 razli¢itih vrsta kolagena koji se grupiraju u tri

kategorije ovisno o njihovoj sposobnosti stvaranja fibrila.
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Elastin ¢ini elasti¢na vlakna Cija se struktura sastoji od pojedina¢nih podjedinica tropoelastina
koje su umrezene vanjskim slojem fibrilinskih mikrofibirla. On tkivu daje elasti¢nost i
otpornost. Koristi se kao biomaterijal u inzenjerstvu tkiva koze i tetiva.

Fibronektin je jedinstveni dimerizirani protein koji formira fibrilarne mreze unutar ECM-a. Ima
klju¢nu ulogu u stani¢noj adheziji, migraciji, proliferaciji, diferencijaciji te u zacjeljivanju rana.
Lamini su vrsta glikoproteina koja se sastoji od triju lanaca smjestenih unutar stani¢ne
membrane. Klju¢ni su u stani¢noj adheziji, regulaciji diferencijacije te migracije stanica putem
intigri. [31]

Proteoglikani (PG) su molekule koje imaju proteinsku osnovu na koju je nadodan jedan ili vise
glikozaminoglikana koji su polisaharidni lanci koje tvore disaharidi. Topivi su, nalaze se u
ECM-u ili kao integralni membranski proteini te djeluju poput ljepila u povezivanju
izvanstani¢nih i unutarstani¢nih funkcija stanica. [32]

Glikozaminoglikani (GAG) su vrlo vazna komponenta ljudskog glikoma. Oni su negativno
nabijeni nerazgranati polisaharidi koji su kovalentnim vezama vezani za protein tvoreci tako
zajedno proteoglikane. Imaju kljué¢nu ulogu u brojnim bioloskim procesima te se primjenjuju
kao terapeutici zbog svoje izvanredne bioaktivnosti i univerzalne uklju¢enosti u napredovanju
bolesti. [33] Na temelju razlike ponavljajucih disaharidnih jedinica koje GAG sadrzi moze se
podijeliti u Cetiri skupine: heparin/heparan, sulfat, kondroitin sulfat/dermatan sulfat/keratan

sulfat i hijaluron. [34]

2.5. Metode karakterizacije materijala na temelju ECM-a

Kvantifikacija bioloskih komponenata koristi se za mjerenje prisutnosti, koncentracije ili
aktivnosti bioloSkih molekula. Ova analiza omogucuje razumijevanje bioloSkih svojstava
hidrogelova na bazi ECM-a. Neke od kvantifikacija su: koncentracija proteina, DNA/RNA

analiza, aktivnost enzima, sadrzaj kolagena, sadrzaj sulfata, glikozaminoglikana i dr.

Geliranje je stvaranje trodimenzinalne mreze kemijskim ili fizickim umrezavanjem. Glavni
koraci geliranja su: hidratacija sredstva za geliranje, mijeSanje s ostalim sastojcima,
zagrijavanje 1 hladenje u kalupima kako bi se gel stvrdnuo. Tijekom geliranja razrijedena ili
viskoznija otopina polimera se pretvara u sustav beskonacne viskoznosti tj. gel koji se definira
kao vrlo elasti¢na kruta tvar. [35] Kinetika geliranja proucava kako se gel formira u ovisnosti o

vremenu i koji ¢imbenici utjecu na brzinu tog procesa. Glavni faktori koji utjeu su temperatura,
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pH vrijednost i koncentracija. Opisuje se razli¢itim modelima i pristupima ovisno o vrsti
geliranja i sustavu koji se promatra. Razumijevanje kinetike geliranja omoguc¢ava kontrolu nad

procesom geliranja i optimizaciju svojstava gelova za odredenu primjenu. [36]

Reoloska svojstva imaju veliki utjecaj na moguénost obrade i konac¢na svojstva proizvoda pa je
vazno prouciti protok, deformacijsko ponasanje materijala i njihova svojstva u ciljnom
okruzenju ovisno o njegovoj kona¢noj namjeni. Reologija je prikladna metoda za
karakterizaciju mehanickih svojstava hidrogelova jer je brza, osjetljiva, zahtjeva male veliCine
uzorka i otkriva razlike u strukturi kao $to su stupanj umreZenosti, blizina staklastog prijelaza,
strukturna homogenost/heterogenost i molekulska masa makromolekula. Glavna reoloska
tehnika za karakterizaciju hidrogelova je ispitivanje oscilatornog smicanja male amplitude
(SAOS). Mjerenje visokoelasti¢nih svojstva provodi se koriStenjem rotacijskog reometra gdje

uzorak oscilira oko svojeg ravnoteznog poloZzaja tj. stanja mirovanja. [37]

U inzenjerstvu hidrogelova klju¢no je poznavanje mikrostrukture hidrogela, odnosno strukture
i raspodjele veli¢ina pora. Za vizualizaciju nabubrenih hidrogelova ¢esto se upotrebljavaju
kriogene ili skenirajuce elektronske mikroskopije visokog vakuuma (cyo-SEM ili HVSEM).
[38] SEM koristi fokusirani snop visokoenergetskih elektrona za generiranje razlicitih signala
na povrsini krutih uzoraka koji otkrivaju informacije o uzorku uklju¢ujuéi vanjsku morfologiju,
teksturu, kemijski sastav i kristalnu strukturu te orijentaciju materijala koji ¢ine uzorak. Podaci
se prikupljaju na odredenom podrucju povrsine uzorka te se generira dvodimenzionalna slika.
[39]

Kultura stanica je tehnika koja ukljucuje inkubaciju stanica unutar hidrogelova kako bi se
procijenila njihova bioloska aktivnost unutar hidrogela. Ova tehnika omogucuje proucavanje

kompatibilnosti hidrogela i zivih stanica.

2.6. Diferencijalna pretrazna kalorimetrija

Diferencijalna (razlikovna) pretrazna kalorimetrija (DSC) temelji se na mjerenju razlike
temperatura izmedu ispitivanog i referentnog uzorka. DSC izravno mjeri toplinu koja je
potrebna da se ispitivani i referentni uzorak odrzavaju na istoj temperaturi bez obzira na

promjene koje se unutar uzorka dogadaju.

Referentni uzorak ne prolazi kroz nikakve promjene u temperaturnom ili vremenskom intervalu

mjerenja, a moze Se koristiti prazni lon¢i¢ jer koli¢ina i vrsta materijala ne utje¢u na temperaturu
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uzorka. Lon¢i¢i mogu biti od razli¢itih materijala: aluminija, nikla, platine, nehrdajuceg celika
idr. ¢iji odabir ovisi o temperaturi i tlaku mjerenja i kemijskoj kompatibilnosti s uzorkom. Dno
lon¢i¢a mora biti potpuno ravno kako bi doslo do toplinskog dodira lon¢i¢a s termoparom preko
cijele povrsine. Kako bi se osigurao dobar dodir izmedu uzorka i lonéi¢a, uzorci se trebaju

dobro stisnuti uz dno za $to se najcesc¢e koriste aluminijske posudice.

Za dobivanje pouzdanih iznosa entalpije klju¢no je to¢no odredivanje povrS$ine maksimuma tj.
povlacenje baznih linija. Bazna linija funkcija je toplinskog kapaciteta koja se za uze intervale
moze smatrati linearnom. Za integriranje povrsine najjednostavnije je povuci liniju od pocetka
do kraja maksimuma, medutim to nije pouzdano zbog moguce promjene toplinskog kapaciteta

tijekom reakcije ili faznog prijelaza. Stoga je pouzdaniji nacin povlacenje linija iterativno.

Postoje dvije vrste DSC instrumenata: DSC na principu toplinskog toka (HF-DSC) kod kojeg
se odreduje toplinski tok izmedu uzoraka i DSC na principu kompenzacije snage (PC-DSC)
kod kojeg se izravno mjeri razlika snaga mikrogrijaca koji odrzavaju stalnu temperaturu uzorka.
U HF-DSC-u kroz senzor prolazi toplinski tok ¢ija je razlika iz rezervoara prema mjernom i
referentnom uzorku proporcionalna razlici temperatura koja je izmjerena i koja se uzima kao
DSC signal. Zbog toplinskog rezervoara bolja je kontrola temperature okoline zbog ¢ega je i
bazna linija stabilnija. U PC-DSC-u nema toplinskog rezervoara, nego se grije ili hladi samo
okolina uzorka. Obje vrste instrumenta daju iste informacije i svaka od njih ima prednosti i
nedostataka. Prednosti HF-DSC-a su rad s ve¢im uzorcima, robusnost, viska osjetljivost, dobra
razluc€ivost te rad pri vrlo visokim temperaturama dok je nedostatak nemogucénost rada pri
velikim brzinama zagrijavanja. Prednosti PC-DSC-a su rad pri velikim brzinama zagrijavanja i
to Sto nije potrebna kalibracija dok su nedostaci potreba za vrlo osjetljivom elektronikom te

osjetljivost na promjene u okolisu.

DSC se primjenjuje za pracenje toplinske, oksidacijske i redukcijske degradacije i fizikalno-
kemijskih promjena te za analizu kinetike odvijane kemijske reakcije. Koristi se i za
odredivanje specificnog toplinskog kapaciteta ispitivanog materijala, taliSta Cistih tvari,

kompatibilnosti polimernih mjesavina, ¢istoce uzorka i faznih dijagrama razli¢itih tvari. [8]

U slucaju proteina, DSC se moZe koristiti za odredivanje: ravnotezne termodinamicke
stabilnosti, mehanizma savijanja, odnosno odredivanje sekundarne i tercijarne strukture,
toplinske stabilnosti kao pokazatelja za vezanje liganada ili uvjeta koji pogoduju rastu kristala.
DSC se moze koristiti i za odredivanje visine barijere za brzo-organizirajuce proteine i za

proucavanje sloZenih proteinskih smjesa kao $to je ljudska plazma.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Priprema hidrogelova

3.1.1. Decelularizacija jetre

Za pripremu hidrogelova koriStena je svinjska jetra nabavljena u mesnici. Uzorak je prvo
narezan na priblizno jednake komade veli¢ine 1x1x0,2 cm koji su zatim tri puta isprani
destiliranom vodom. Pripremljeni uzorci mijeSani su mehanickom mijeSalicom s lopatastim
mije$alom promjera 5 cm pri 400 — 450 min"u fizioloskoj otopini koja je zamijenjena svaka
dva sata ukupno tri puta. Nakon provedenog mijeSanja na mehani¢koj mijesalici uzorci su
prebaceni na magnetnu mijeSalicu s fizioloSkom otopinom. MijeSanje je provedeno pri

200 min tijekom no¢i koristeéi trbusasti magnet dug 5 cm.

Decelularizacija dijela uzorka otopinom SLES detergenta masenog udjela 0,5 % provedena je
uz koriStenje ultrazvucne kupelji (Sonorex digital 10 P, Bandeln, Njemacka). Ocijedenim
uzorcima dodana je otopina SLES-a te je svaki od Cetiri uzorka stavljen u ultrazvuénu kupelj,
koja je termostatirana na 32 = 2 °C, na 1, 2, 4 i 8 sati uz koriStenu snagu kupelji od 120 kW i

frekvenciju od 35 Hz.

Ostali dobiveni uzorci su ocijedeni te zatim mije$ani na magnetnoj mijesalici pri 200 min™ u
otopini detergenata masenog udjela 0,5 % i 1 %; natrijev lauret sulfat (SLES, eng. sodium
lauryl ether sulphate) i natrijev lauril sulfat (SDS, eng. sodium dodecyl sulfate). Otopina se
svakih 30 (uzorci oznaceni s ,,a) ili 60 (uzorci oznaceni s ,,b*) minuta zamjenjuje svjezom, a
proces se provodi dok se uzorci ne obezboje. Uzorci se potom ocijede, isperu destiliranom
vodom te mijeSaju u destiliranoj vodi dva puta po 60 min. MijeSanje se zatim provodi u
400 mL 96 %-tne otopine etanola 30 min kako bi se iz uzorka uklonile masnoce, a preko noci
se mijeSa na magnetnoj mijeSalici u destiliranoj vodi. Sljede¢i se dan mijeSanje provodi u
fosfatnom puferu (PBS, eng. phos phate buffer saline) koji se zamjenjuje 6 puta svakih jedan

sat te ponovo preko no¢i mijesa u destiliranoj vodi.

Nakon $to su svi uzorci pripremljeni, ocijede se, zamrzavaju u teku¢em dusSiku te se provodi

liofilizacija pri —100 °C i 0,2 mbar 48 sati.

U tablici 1 prikazane su oznake uzoraka i uvjeti provedbe decelularizacije.
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Tablica 1. Oznake uzoraka i uvjeti njihove pripreme

Maseni udio Vrijeme yrijeme:'
Oznaka uzorka Detergent detergenta/ % | izmjene/ min djelovanja
ultrazvuka/ h

SDS la SDS 1 30 -
SDS 1b SDS 1 60 -
SDS 0.5a SDS 0,5 30 -
SDS 0.5b SDS 0,5 60 -
SLES la SLES 1 30 -
SLES 1b SLES 1 60 -
SLES 0.5a SLES 0,5 30 -
SLES 0.5b SLES 0,5 60 -
SLES 0.5a 1h SLES 0,5 30 1
SLES 0.5a 2h SLES 0,5 30 2
SLES 0.5a 4h SLES 0,5 30 4
SLES 0.5a 8h SLES 0,5 30 8

3.1.2. Digestija tkiva

Digestija je provedena uz koriStenje enzima pepsina koji aktivno sudjeluje u procesu digestije

pri pH vrijednosti 2 na prethodno pripremljenim uzorcima jetre koji su decelularizirani te

liofilizirani. Uzorci su prvo usitnjeni 1 prebaceni u staklene posudice nakon Cega je izvagano

200 mg uzorka decelularizirane izvanstani¢ne matrice jetre kojemu je dodano 20 mg enzima

pepsina te 20 mL 0,01 M otopine klorovodi¢ne kiseline (pH = 2). Tako pripremljeni uzorci

muckaju se 48 sati na tresilici pri 300 min, a nakon 24 sata provedene digestije provjerava se

pH-vrijednost pomoc¢u univerzalnog indikatora i po potrebi namjesta na 2. Nakon digestije, pH

se dovodi do 7 kako bi se zaustavila aktivnost enzima, odnosno digestija, te se uzorci

centrifugiraju pri ¢emu dolazi do odvajanja supernatanta od precipitata kako bi se supernatant

liofilizirao na prethodno opisan nacin, a dobiveni liofilizat dalje koristio u pripremi hidrogelova.
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3.2. Metode karakterizacije

3.2.1. Kvantifikacija bioloSkih komponenata

Provedena je kvantifikacija bioloskih komponenata: DNK i kolagena na Odjelu za molekularnu
biologiju Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Za kvantifikaciju DNK
koriSten je pribor QuantiFluor dsDNA Sample Kit (Promega, SAD) te je kvantifikacija
provedena prema protokolu proizvodaca. Kako bi se kvantificirala DNK, potrebno ju je
prethodno izolirati. lzolacija je provedena pomocu pribora Monarch Genomic DNA
Purification Kit (BioLabs, Engleska) prema uputama proizvodaca. Za kvantifikaciju kolagena
koriSten je pribor Total Collagen Assay Kit (Abcam, UK) te je postupak proveden prema
uputama proizvodaca. Kvantifikacija glikozaminoglikana provedena je upotrebom pribora

Total Glycosaminoglycans Assay Kit (Abcam, UK) prema uputama proizvodaca.

3.2.2. Razlikovna pretrazna kalorimetrija

Razlikovna pretrazna kalorimetrija (DSC) provedena je na liofiliziranim uzorcima nakon
decelularizacije i digestije. U staklene je posudice odvagano oko 10 mg uzoraka. Za mjerenje
na DSC-u koristeni su aluminijski lonci¢i koji se sastoje od dva dijela, posudice i poklopca na
kojemu se pomocu igle na sredini napravi rupica. U donji dio lonciéa se stavlja uzorak, poklopi
poklopcem te hermeticki zatvara. Tako pripremljeni lon¢iéi s uzorkom se vazu te stavljaju u
DSC uredaj (DSC 823/TSO Mettler Toledo) na kojem su prethodno namjesteni uvjeti mjerenja.
Mijerenje se provodilo u struji N2 (60 mL/min) od 0 — 240 °C brzinom zagrijavanja 10 °C/min

u samo jednom ciklusu grijanja.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Kvantifikacija bioloSkih komponenata
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Slika 5. Grafi¢ki prikaz ovisnosti koli¢ine DNK zaostale u tkivu nakon decelularizacije
provedene razli¢itim metodama

Nakon postupka decelularizacije provedena je kvantifikacija DNK u uzorcima tkiva te su
dobivene vrijednosti mase DNK po jedinici mase decelulariziranog tkiva prikazane graficki na
slici 5. Promotre li se uzorci obradeni SDS-om, najveca koli¢ina DNK, tj. najlosije uklanjanje
vidljivo je kod uzorka SDS 0.5a (8,5 ng/mg) ¢ijoj je vrijednosti vrlo bliska i koli¢ini DNK kod
uzorka SDS 1a (8,2 ng/mg) dok je najmanja koli¢ina odredena kod uzorka SDS 0.5b
(1,7 ng/mg). Kod uzoraka obradenih SLES-om najveca je koli¢ina DNK kod uzorka SLES 1a
(14,4 ng/mg) dok je kod uzorka SLES 0.5b najmanja (3,8 ng/mg). Vidljivo je da se smanjenjem
koncentracije detergenta povecava uspje$nost uklanjana DNK jer su se decelularizacije s
manjom koncentracijom vodile duze. Kod oba se detergenta uocava da uzorci s duljim
vremenom zadrzavanja, odnosno duljim vremenom bez izmjene medija imaju manju koli¢inu
DNK. Promatranjem uzoraka koji su dobiveni kombiniranjem detergenta SLES-a te ultrazvuka
najveca koli¢ina zaostalog DNK se uo¢ava kod SLES 0.5a 1h (16,4 ng/mg), a najmanja kod

uzorka SLES 0.5a 4h (5,2 ng/mg). Vrijeme izlozenosti ultrazvuku ima utjecaj na uklanjanje
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DNK, ali za dobivanje najmanje koli¢ine potrebno je optimalno vrijeme. Usporedbom
decelularizacije koja je provedena samo kemijski (uzorak SLES 0.5a) s onom koja je provedena
fizi¢ki i kemijski (uzorci SLES 0.5a 1, 2 ,4 i 8h) vidljiva je manja koli¢ina zaostalog DNK kod
uzorka koji je obraden samo fizickom decelularizacijom. Usporedujuci uzorke obradivane
SDS-om s onima koji su obradivani SLES-om vidljivo je da je kod uzoraka SDS 1 zaostala
manja koli¢ina nego kod onih tretiranih sa SLES 1. Kod uzoraka tretiranih sa SDS 0.5 vrijeme
zadrZavanja U istom mediju znacajno utjece na koli¢inu DNK koja se smanjuje povecavanjem

vremena zadrzavanja. Kod uzoraka SLES 0.5 uocen je isti trend, ali je on manje izrazen.

16
14
12

10

SDS1a SDS1b SDS0.5a SDS0.5b SLES1a  SLES 1b SLES 0.5a SLES 0.5b SLES 0.5a SLES 0.5a SLES 0.5a SLES 0.5a
1h 2h 4h 8h

m(kolagen) ug/mg tkivo
[=2] (o]

=Y

[p*]

Uzorak

Slika 6. Graficki prikaz ovisnosti koli¢ine kolagena ocuvane u tkivu nakon decelularizacije

Nakon kvantifikacije DNK provedena je i kvantifikacija kolagena c¢ije su dobivene vrijednosti
izraZzene kao masa kolagena po jedinici mase tkiva. Ocuvana koli¢ina kolagena u uzorcima
tkiva prikazana je graficki na slici 6. Iz dobivenih rezultata vidljivo je najvece oCuvanje
kolagena kod uzorka SDS 1a (14,6 ng/mg) zbog ukupno najkraceg vremena decelularizacije
dok je kod ostalih uzoraka obradenih SDS-om ocuvana mala koli¢ina kolagena (< 4 pg/mg).
Kod uzoraka obradenih SLES-om do najveceg je o¢uvanja kolagena doslo kod uzorka SLES

0.5b (7,6 pg/mg), a najmanjeg kod SLES 0.5a (1,1 pg/mg). Kod ostalih uzoraka obradenih
16



SLES-om uocava se vecéa koli¢ina o¢uvanog kolagena nego kod onih obradenih SDS-om (0sim
SDS 1a). Kod uzoraka obradenih decelularizacijom koja je potpomognuta ultrazvukom do bolje
ocuvanosti kolagena doslo je kod uzoraka SLES 0.5a 1h i SLES 0.5a 8h dok kod ostalih nije
detektiran kolagena. Usporedbom s istim uzorkom ¢ija je decelularizacije provedena bez
ultrazvuka uocena je veca koli¢ina ocuvanog kolagena §to znaci da predobrada ultrazvukom
pomaze U oCuvanju kolagena, ali pri odredenom vremenu provodenja. To se slaze s prethodnim
istrazivanjima koja su dokazala da koriStenje ultrazvuka pri decelularizaciji pomaze U
selektivnom odvajanju stanica od ECM-a uz o¢uvanje glavnih proteina ukljucujuéi kolagen.
[40]

4.2. Razlikovna pretrazna kalorimetrija
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Slika 7. DSC termogrami (a) uzorci nakon decelularizacije i (b) uzorci nakon decelularizacije
i digestije
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Tablica 2. Vrijednosti normalizirane entalpije nakon decelularizacije i digestije dobivene
DSC-om

Uzorak Normalizirana entalpija Normalizirana entalpija
nakon decelularizacije/ J g nakon digestije/ J g*

SDS 1la -259,86 -164,44
SDS 1b -282,59 -270,75
SDS 0.5a -278,03 -162,42
SDS 0.5b -314,03 -269,33
SLES la -293,19 -248,46
SLES 1b -217,69 -205,76
SLES 0.5a -289,27 -194,98
SLES 0.5b -270,62 -257,89
SLES 0.5a 1h -218,01 -189,02
SLES 0.5a 2h -253,34 -260,72
SLES 0.5a 4h -183,58 -279,88
SLES 0.5a 8h -173,52 -321,62

Na slici 7 prikazani su DSC termogrami na kojima su vidljivi endotermni prijelazi koji
odgovaraju denaturaciji kolagena, a u tablici 2 prikazane su vrijednosti normalizirane entalpije
dobivene pomo¢u DSC-a nakon decelularizacije te nakon digestije tkiva. Promjena entalpije
uzorka u odnosu na referentnu posudicu je oslobodena ili apsorbirana energija koja je potrebna
da se obje posudice odrzavaju na istoj temperaturi zbog razlike toplinskih kapaciteta. Ta je
energija povezana s atomskim i molekulskim gibanjima te s energijom veze koje odrzavaju

protein u presavijenoj konformaciji. [41]

Usporedujuéi vrijednosti dobivene kod uzoraka nakon decelularizacije vidljivo je da je kod
uzoraka tretiranih SDS-om entalpija najmanja kod uzorka SDS 1la, a najve¢a kod SDS 0.5b.
Uocava se da dolazi do povecanja entalpije smanjenjem koncentracije detergenta te da se kod
uzoraka iste koncentracije entalpija povecava povecanjem vremena zadrzavanja U istom
mediju. Kod uzoraka tretiranih SLES-om najmanju entalpiju ima uzorak SLES 1b, a najvecu
SLES 1la. Kod ovog detergenta uo¢ava se da povecanjem vremena zadrzavanja dolazi do
smanjenja entalpije, obrnuto od uzoraka obradenih SDS-om. Usporedi li se uzorak SLES 0.5a
s uzorcima kod kojih je decelularizacija potpomognuta ultrazvukom (SLES 0.5a 1, 2, 4 i 8h)
kod svih je vremena djelovanja ultrazvuka vidljiva niza vrijednost entalpije te je uocen trend

opadanja vrijednosti porastom vremena izlozenosti ultrazvuku.
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Trend promjene entalpija nakon digestije isti je kao i kod entalpije nakon decelularizacije uz
iznimku uzoraka SLES 0.5a 1, 2, 4 i 8h kod kojeg je uocen porast vrijednosti entalpije porastom
vremena izlozenosti ultrazvuku. Usporede li se vrijednosti entalpije za uzorke nakon
decelularizacije i nakon digestije, svi su uzorci nakon digestije pokazali manje vrijednosti
entalpija. Kako tijekom digestije, dodatne obrade koja slijedi nakon decelularizacije dolazi do
prijelaza u gelasto stanje i dodatnog razaranja proteina ocekuje se manja normalizirana entalpija
u usporedbi s onom nakon decelularizacije. [42] Izuzetak su uzorci obradeni ultrazvukom
tijekom 2, 4 i 8 sati (SLES 0.5a 2, 4 i 8h). Razlog toga moze biti formacija strukture za koje je
potrebno dovesti ve¢u energiju kako bi popucale veze, a protein se denaturirao. [42] Time bi se
moglo zakljuciti da poveéanje vremena izlozenosti ultrazvuku povoljno utjece na uzorke nakon
digestije. Usporedujuci to s djelovanje ultrazvuka na uzorke nakon decelularizacije uocava se

da ultrazvuk kod uzoraka nakon decelularizacije smanjuje entalpiju.

Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (DSC) vrlo je koristan alat za proucavanje toplinskih
svojstava proteina, a posebice za proces denaturacije, tj. termicke razgradnje. Kad se uzorak
bogat proteinima zagrijava pojavljuju se endotermni vrhovi ¢ije je podru¢je mjera stabilnosti

proteina i karakterizira se DSC parametrima: po¢etnom i maksimalnom temperaturom. [43]

Tablica 3. Vrijednosti maksimalne i pocetne temperature uzoraka dobivene na DSC-u nakon
decelularizacije

Uzorak Maksimalna temperatura/ °C Pocetna temperatura/ °C
SDS 1a 91,3 43,6
SDS 1b 93,6 45,1
SDS 0.5a 93,0 47,5
SDS 0.5b 93,3 41,8
SLES la 96,8 40,4
SLES 1b 99,6 44,3
SLES 0.5a 72,3 22,6
SLES 0.5b 103,8 49,6
SLES 0.5a 1h 82,2 33,6
SLES 0.5a 2h 82,1 36,9
SLES 0.5a 4h 92,2 41,6
SLES 0.5a 8h 92,7 49,7
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U tablici 3 prikazane su vrijednosti pocetne i maksimalne temperature kod decelulariziranih
uzoraka tkiva. Pocetna je temperatura ona pri kojoj zapocinje denaturacija. Iz literature je
poznato kako denaturacija proteina krece pri 41 °C, kako ta temperatura nije puno visa od
tjelesne temperature od 37 °C nepovoljno je da denaturacija kre¢e pri temperaturi nizoj od
37 °C. [44] Pocetna temperatura kod uzoraka tretiranih SDS-om priblizno je jednaka kod svih
uzoraka, a krece se u rasponu od 41,8 do 47,5 °C. Kod uzoraka tretiranih SLES-om takoder je
pocetna temperatura priblizno jednaka (40,4 do 49,6 °C) izuzev uzorka SLES 0.5a kojem je
pocetna temperaturu 22 °C, $to ga ¢ini nepovoljnim za print. Usporedi li se taj uzorak (SLES
0.5a) kod kojeg je provedena samo decelularizacija s istim uzorkom kod kojeg je koristen
ultrazvuk vidljivo je da su pocetne temperature vise pri djelovanju ultrazvuka. Takoder, moze
se uociti da kako raste vrijeme izlozenosti ultrazvuku raste i pocetna temperatura uzoraka.
Djelovanje ultrazvuka imalo je za posljedicu porast pocetne temperature do potrebne
vrijednosti, iznad 37 °C, kod uzoraka SLES 0.5a 4h i SLES 0.5a 8h.

Maksimalna temperatura je maksimum denaturacije i na njega utje¢u brzina zagrijavanja,
koncentracija proteina i veli¢ina uzorka te je te varijable potrebno odrzavati konstantnima. Prati
se njegov pomak i §to je njegova vrijednost veca, materijal ¢e denaturirati pri ve¢oj temperaturi
1 bit e stabilniji prilikom printa. [43] Najvisa je maksimalna temperatura postignuta kod uzorka
SLES 0.5b (103,8 °C) prema ¢emu je on najstabilniji za print. Kod uzoraka tretiranih SDS-om
maksimalna temperatura sli¢éna je kod svih uzoraka (91,3 do 93,6 °C), a minimalno raste
porastom vremena zadrzavanja u istom mediju na temelju ¢ega se moze zakljuciti da vrijeme
izmjene nema znacajan utjecaj na maksimalnu temperaturu denaturacije. Kod uzoraka kod kojih
je koristen SLES maksimalne temperature denaturacije su vise, 0sim kod uzorka SLES 0.5a. U
usporedbi s uzorkom SLES 0.5b, koji ima dulje vrijeme zadrzavanja u istom mediju, a istu
koncentraciju, uocava se da vrijeme zadrzavanja ima vrlo velik i pozitivan utjecaj na povisenje

maksimalne temperature.
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Tablica 4. Vrijednosti maksimalne i pocetne temperature uzoraka dobivene na DSC-u nakon

digestije
Uzorak Maksimalna temperatura/ °C Pocetna temperatura/ °C
SDS la 74,3 26,1
SDS 1b 79,0 36,0
SDS 0.5a 87,0 38,1
SDS 0.5b 79,7 29,5
SLES la 80,4 32,0
SLES 1b 80,4 36,0
SLES 0.5a 86,3 44,2
SLES 0.5b 80,3 32,2
SLES 0.5a 1h 95,6 46,6
SLES 0.5a 2h 90,6 36,7
SLES 0.5a 4h 101,0 55,2
SLES 0.5a 8h 82,3 22,6

U tablici 4 prikazane su vrijednosti maksimalne i pocetne temperature kod uzoraka tkiva nakon
digestije. Kod uzoraka tretiranih SDS-om pocetna temperatura kod ¢ak tri uzorka niza je od 37
°C $to nije pogodno za print. UoCava se i da promjena vremena zadrzavanja U istom mediju
nema isti utjecaj na temperaturu kod uzoraka razli¢ite koncentracije. Kod uzorka vece
koncentracije (SDS 1) produljenjem vremena zadrzavanja temperatura raste dok je kod uzorka
manje koncentracije (SDS 0.5) obrnuto. Isti trend uocen je i kod uzoraka tretiranih SLES-om.
Uocava se i da gotovo svi uzorci tretirani SLES-om imaju temperaturu nizu od 37 °C osim
uzorka SLES 0.5a. Isti taj uzorak, kod kojeg je decelularizacija potpomognuta, ima i povecanje
1 smanjenje temperature tako da nije uoCena direktna povezanost pocetne temperature
denaturacije i vremena izlozenosti ultrazvuku. Promjena maksimalne temperature denaturacije
slijedi isti trend kao 1 po€etna temperatura te nije uocena direktna povezanost s koncentracijom,

vremenom zadrzavanja ili izloZenosti ultrazvuku.

Usporeduju li se vrijednosti dobivene kod uzoraka nakon decelularizacije i nakon digestije
vidimo da su kKod uzoraka koji su obradivani uz pomo¢ SDS-a temperature vise kod onih koji
su prosli samo decelularizaciju. Isto se to vidi i kod vecine uzoraka koji su obradivani sa SLES-
om, iznimka je SLES 0.5a. Kod uzorka SLES 0.5a gdje je decelularizacija potpomognuta

ultrazvukom vidljiv je isti trend osim kod SLES 0.5a 8h. Uocava se da digestija, kao dodatna
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obrada, nema pozitivan utjecaj na pocetnu i maksimalnu temperaturu denaturacije jer pridonosi
njenom snizavanju. Mogu¢i razlozi zbog kojih dolazi do razlike temperatura izmedu uzoraka
koji su prosli samo decelularizaciju i onih koji su prosli decelularizaciju i digestiju su promjena
strukture i molekulske mase uzorka. Tijekom procesa decelularizacije iz tkiva se uklanjaju
stanice i dio komponenata ECM-a se unistava dok tijekom digestije jo$ dolazi do razgradnje
bioloskih makromolekula na manje segmente pomocu enzima. Smanjenjem broja vecéih
makromolekula mozZe do¢i do smanjenje intenziteta termickih prijelaza Sto dovodi do smanjenja

vr$ne temperature. [45]

Pocetna temperatura denaturacije je kod decelulariziranih uzoraka visa od 37 °C $to ih ¢ini
pogodnima za print osim uzoraka SLES 0.5a, SLES 0.5a 1h i SLES 0.5a 2h. Najveca vr$na
temperature kod uzoraka nakon decelularizacije postignuta je kod uzorka SLES 0.5b i iznosi
103,8 °C, dok je kod uzorka nakon digestije postignuta kod uzorka SLES 0.5a 4h i iznosi
101,0 °C sto znaci da ti uzorci denaturiraju pri najvisSim temperaturama i da su stabilniji za 3D

ispis.
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Postoji potencijalna povezanost izmedu normalizirane entalpije te zaostale koli¢ine kolagena.
Normalizirana entalpija je toplina koja se apsorbira ili oslobada tijekom denaturacije dok je
kolagen glavni protein u tkivu te ima vaznu ulogu u mehanic¢koj ¢vrsto¢i. Veca koli€ina
kolagena moze znaciti viSe denaturiranih kolagenih molekula Sto moze dovesti do vece
oslobodene ili apsorbirane topline tj. normalizirane entalpije tijekom procesa. [46,47] Na
slici 8 prikazane su vrijednosti zaostale koli¢ine kolagena i normalizirane entalpije nakon

decelularizacije. Nije uoc¢ena direktna povezanost koli¢ine kolagena i normalizirane entalpije.
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Slika 8. Usporedba zaostale koli¢ine kolagena i normalizirane entalpije nakon decelularizacije

Vrijednosti entalpija zna¢ajno variraju, a posebno kod malih koli¢ina kolagena. Moguc¢i razlog
tome je prisutnost drugih tvari koje mogu utjecati na normaliziranu entalpiju, a ne samo
kolagen. Te tvari mogu termicki reagirati i time povecati entalpiju Sto dovodi do vece entalpije
kod uzoraka s manjom koli¢inom kolagena. [48] Budu¢i da je potrebna vecéa vrijednost entalpije
i §to veca koli¢ina ocuvanog kolagena, moglo bi se zakljuciti da je uzorak SDS 1a onaj koji ima

najveci udio kolagena te jednu od visih entalpija najpogodniji uzorak za daljnja ispitivanja.
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Takoder postoji 1 potencijalna veza izmedu zaostale koli¢ine kolagena i maksimalne 1 pocetne
temperature denaturacije. Mogucée je da veca koli¢ina kolagena znaci i vecu koli¢inu kolagena
koji je denaturirao, $to pak znaci vecu promjenu topline, a time i viSu vr$nu temperaturu. Vece
koli¢ine kolagena mogle bi povecati temperaturnu stabilnost §to moguce rezultira viSom

pocetnom temperaturom denaturacije. [49]
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Slika 9. Usporedba zaostale koli¢ine kolagena te pocetne i maksimalne temperature
denaturacije nakon decelularizacije

Na slici 9 usporedno su prikazane zaostale mase kolagena te pocetne i maksimalne temperature
denaturacije uzoraka nakon decelularizacije. Kao i u slucaju entalpije, niti ovdje nije uocena
direktna povezanost koli¢ine kolagena 1 temperature denaturacije. Takvo odstupanje moguce je
zbog prisutnost drugih tvari u uzorku $to znaci da u analiziranoj masi uzorka nije prisutan samo
kolagen ve¢ i druge tvari koje mogu utjecati na termicke karakteristike uzorka, smanjiti

stabilnost i time smanjiti temperature.

Kako je ranije pokazano, prema koli¢ini kolagena i vrijednostima entalpije, najprihvatljiviji je
uzorak SDS 1a. Takoder, s obzirom na temperature denaturacije (pocetna 43,6 °C, maksimalna
91,3 °C) uzorak se smatra dovoljno stabilnim za 3D print pa bi ga trebalo uzeti u obzir za daljnja

istrazivanja.
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5. ZAKLJUCAK

Provedena je decelularizacija jetrenog tkiva uz pomo¢ dva detergenta (SLES i SDS), digestija
te liofilizacija. Uzorci su potom analizirani razlikovnom pretraznom kalorimetrijom ¢ime su

odredene normalizirana entalpija te pocetna i maksimalna temperatura denaturacije.

Dobivene vrijednosti entalpije variraju te nije uocena direktna povezanost izmedu koli¢ine
kolagena i normalizirane entalpije, a moguci razlog je prisutnost drugih tvari koje utjecu na

entalpiju.

Nije uocena direktna povezanost koli¢ine kolagena i temperature denaturacije, a moguci razlog

takoder je prisutnost drugih tvari koje utjecu na termicke karakteristike uzorka.

Iz dobivenih rezultata zakljuceno je da je uzorak SDS 1a najpogodniji za daljnja istrazivanja i
potencijalnu primjenu za 3D tisak jer ima najvi$e o¢uvanog kolagena, jednu od visih entalpija

te dovoljno visoke temperature denaturacije.
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