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SAZETAK

Inzenjerstvo tkiva je grana inZenjerstva koja u novije vrijeme poprima sve veci znacaj
jer pruza alternativu transplantaciji organa iz ljudskih donora. Zbog rastu¢e potrebe za
transplantacijom organa i dugim listama ¢ekanja te sve starijom populacijom oc¢ekuje se da ¢e
potreba za transplantacijom organa u buduénosti rasti. Inzenjerstvo tkiva bi takoder moglo
rijeSiti pitanje etiCnosti ispitivanja lijekova na Zivotinjama jer bi nosa¢i nastali ovim
tehnologijama trebali bolje oponasati ljudsko tkivo. U tu svrhu razvijeni su nosaci napravljeni
od razli¢itih biokompatibilnih materijala koji posjeduju razlicita fizi¢ka i kemijska svojstva. Od
tih biomaterijala, poseban se znacaj pridaje decelulariziranoj izvanstani¢noj matrici jer ona ima
manju mogucnost izazivanja imunoloske reakcije te joj trodimenzionalna arhitektura poc¢etnih

tkiva ostaje bolje o¢uvana nakon decelularizacije.

U ovom radu ispitano je Sest razli¢itih uvjeta decelularizacije svinjske jetre kako bi se
utvrdio njihov utjecaj na strukturu i sastav biomaterijala. KoriStene su 1 %-tne i 0,5 %-tne
otopine natrijeva lauret sulfata (SLES), kao i 0,5 %-tna otopina detergenta SLES-a u
kombinaciji obrade ultrazvukom u vremenskom periodu od 1, 2, 4 i 8 h. Kako bi se procijenila
oCuvanost strukture dobivene izvanstanicne matrice provedena je karakterizacija bioloskih

komponenata i analiza strukture tkiva svjetlosnim mikroskopom te stereomikroskopom.

Dobiveni rezultati pokazuju da je decelularizacija uspje$no provedena u svim uzorcima
jer se udio DNK znacajno smanjio. Vrlo dobri uvjeti decelularizacije postizu se s 0,5 %-tnom
otopinom SLES-a i 0,5 %-tnom otopinom SLES-a u ultrazvuénoj kupelji u vremenskom
trajanju od 1 h. Prilikom decelularizacije u ovim uvjetima postignut je najmanji udio DNK, a
struktura izvanstani¢ne matrice je ostala oCuvana. Povecanje koncentracije SLES-a imalo je
blago djelovanje na strukturu tkiva te je znacajan udio bioloskih komponenata oStao ocuvan.
Nadalje, duljom ultrazvu¢nom obradom uzoraka nastala su znafajna oSteCenja strukture
izvanstani¢ne matrice. Iz dobivenih rezultata takoder je vidljivo da je u svim uzorcima tijekom

decelularizacije udio glikozaminoglikana pao ispod granice detekcije.

Kljuéne rije€i: inzenjerstvo tkiva, nosa¢, decelularizirana izvanstani¢na matrica, biomaterijal,

SLES



ABSTRACT

Influence of different decellularization parameters in the production of hydrogels from

extracellular matrix

Tissue engineering is a branch of engineering that has recently become increasingly important
because it offers an alternative to organ transplantation from human donors. Due to the growing
demand for organ transplants and the long waiting lists, as well as the aging population, the
need for organ transplants is expected to increase in the future. Tissue engineering could also
solve the ethical problem of drug testing on animals, as the scaffolds produced by these
technologies should better mimic human tissue. To this end, scaffolds made of various
biocompatible materials with different physical and chemical properties have been developed.
Among these biomaterials, decellularized extracellular matrix is of particular importance
because it has a lower potential to induce immune responses and its three-dimensional

architecture is better preserved after decellularization.

In this study, six different conditions for decellularization of porcine liver were investigated to
determine their effects on the structure and composition of the biomaterial. 1 and 0.5 wt%
solutions of sodium laureth sulfate (SLES) and a 0.5 wt% solution of SLES detergent in
combination with sonication for 1, 2, 4, and 8 hours were used. To evaluate the preservation of
the structure of the obtained extracellular matrix, the biological components were characterized,
and the tissue structure was analyzed using a light microscope and a stereomicroscope.

The obtained results show that decellularization was successfully performed in all samples, as
the DNA content decreased significantly. Very good decellularization conditions were obtained
with a 0.5% SLES solution and a 0.5% SLES solution with 1-hour sonication. Under these
conditions, the lowest DNA content was obtained, and the structure of the extracellular matrix
was preserved. Increasing the SLES concentration had only a minor effect on tissue structure,
as a significant portion of the biological components remained intact. Moreover, prolonged
ultrasonic treatment of the samples resulted in significant damage to the extracellular matrix
structure. It is also evident from the results obtained that the content of glycosaminoglycans in

all samples fell below the detection limit during decellularization.

Key words: tissue engineering, scaffold, decellularized extracellular matrix, biomaterial, SLES
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1. UVOD

Tkivo je vitalno za organizaciju visestanicnih organizama jer tvori razlicite organe te
ono sluzi kao glavni nosac¢ oblika tijela [1]. No tkivo se moZe oStetiti zbog pogresaka prilikom
njegova razvoja ili kao posljedica razli¢itih bolesti, ozljeda, starenja ili akumulacije Stetnih
tvari. To moze rezultirati odumiranjem tkiva te na kraju odumiranjem cijelog organa. Ljudsko
tijelo moZe popraviti i obnoviti neke organe kao S$to su koza, kost ili jetra. lako se jetra moze
obnoviti do svoje originalne veli¢ine, ona nikada viSe neée imati isti oblik. Kosti se he mogu
obnoviti same ako su znacajno oStecene, kao u slucaju osteoporoze koja zbog zivotnog stila i
sve starije populacije postaje sve ucestalija. Drugi organi, kao $to su bubrezi ili srce se ne mogu

obnoviti i u krajnjem se slu¢aju moraju zamijeniti doniranima kako bi pacijent prezivio.

No zbog nedostatka donora organa, rastuc¢eg broja ljudi koji ¢ekaju na transplantaciju i
sve stariju populaciju, ovisnost o doniranom tkivu i organima postaje neprakti¢na [2]. Zbog
kratkog vremenskog okvira, organi se ve¢inom ne mogu uspjesno transplantirati i mnogi ljudi
ne docekaju novi organ. Od kroni¢ne bolesti bubrega 2017. godine umrlo je 1,23 milijuna
ljudi [3]. Pacijenti koji docekaju i prezive transplantaciju moraju cijeli zivot uzimati
imunosupresivne lijekove koji narusavaju kvalitetu zivota kako bi sprijecili odbacivanje organa
te usprkos tomu uvijek moze do¢i do imunoloskog odgovora pacijenta i posljedi¢nog

odbacivanja primljenog organa.

U novije vrijeme se takoder ispituje eti¢nost ispitivanja lijekova na Zivotinjama te se
ulaZzu znacajna sredstva kako bi se pronasla njihova adekvatna zamjena. Iako su ispitivanja na
zivotinjama doprinijela razvoju medicine, one ne predstavljaju uc¢inkovitu zamjenu za ljuski
organizam te neki lijekovi koji su uspjesno testirani na zivotinjama ne djeluju na ljude. Pored
toga, otkriveno je da u 2D stani¢énim modelima monokultura koje se koriste u klinickim
ispitivanjima nedostaje interakcija izmedu stanica i izvanstani¢ne matrice koje su prisutna u 3D
modelu zivog organizma, a koje znacajno utjeCu na rast stanica i njihovo propadanje. Kako bi
se nosili s tim problemima razvijene su nove metode, materijali i nove znanstvene discipline

kao inzenjerstvo tkiva te regenerativna medicina.

Cilj ovoga rada je ispitati razlicite uvjete decelularizacije svinjske jetre. Provedena je
kemijska metoda (upotreba detergenata) kao i kombinacija kemijske i fizicke metode (upotreba
ultrazvuka), a djelotvornost decelularizacije procijenjena je na temelju analize strukture tkiva i

udjela preostalih bioloskih komponenata.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. InZenjerstvo tkiva

Langer i Vacanti [4] su definirali inZenjerstvo tkiva kao interdisciplinarno polje koje
primjenjuje principe inzenjerstva i znanosti kako bi se razvila bioloska zamjena koja moze
potpuno zamijeniti tkivo ili poboljsati njegovo funkcioniranje. Ono povezuje znanja iz
nanotehnologije, stani¢ne biologije, znanosti o materijalima i medicine s idejom stvaranja in
vitro zamjenskog tkiva ili organa iz stanica pacijenta kako bi se izbjegao imunoloski odgovor

organizma.

InZenjerstvo tkiva definirano je s tri glavna principa:1) usmjeravanje regeneracije tkiva
koriste¢i samo matrice, 2) ubrizgavanje samo autolognih, alogenih ili ksenogenih stanica i/ili

3) stvaranje nakupina stanica koje se stavljaju u ili na matricu.

Autologne stanice su stanice dobivene iz pacijenta, koje se nakon slozene obrade vracaju
U pacijentovo tijelo, a njihova velika prednost je nedostatak imunoloske reakcije. One imaju
ograni¢eni zivotni vijek, malu brzinu stani¢nog rasta te je teSko izdvojiti dovoljno stanica za
njihovu uporabu. Alogene stanice su stanice dobivene od druge osobe koja imaju kompatibilna
krvna tijela s pacijentovim. Kod ovih vrsta stanica moze do¢i do imunoloskog odgovora, iako
se to rijetko dogada. Mati¢ne stanice su nespecijalizirane stanice koje se mogu same obnoviti.
One mogu biti i autologene i alogene stanice, a najcesce se koriste zbog svoje velike moguénosti
da se pretvore u druge vrste stanica. Ksenogene stanice su stanice dobivene iz druge zivotinjske

vrste. Zbog nekompatibilnosti Cesto dolazi do odbacivanja ovih stanica.

Prema prvom principu nosa¢ se usaduje na zeljeno mjesto i stanice iz okolnog tkiva se
gomilaju kao bi popunile nosa¢. Prednost drugog principa je §to ima minimalnu invazivnost te
stanice mogu biti manipulirane tehnologijom rekombiniranih gena ili se mogu proSiriti
kloniranjem prije ubrizgavanja. Tre¢im principom (metodom) nakupine stanica su nasadene na
biorazgradive nosace, koji su dizajnirani kao sinteticke izvanstani¢ne matrice, a nasaduju se na

potrebno mjesto u tijelu [5].

TKivo je tesko regenerirati i svaki organ ima sloZzenu morfologiju te se svaki sastoji od
razli¢itih struktura Cija je svojstva teSko replicirati. Kako bi se tkivo uspjesno regeneriralo
potrebno je nasaditi Zive stanice na odgovaraju¢u 3D podlogu od biomaterijala koja mora

svojim mehanic¢kim i strukturnim svojstvima biti ekvivalentna tkivu, a predstavljat ¢e nosac¢ u



kojem ¢e se tkivo razvijati i rasti. Nakon nasadivanja stanica one se u bioreaktoru podvrgavaju
biomehanickim podrazajima Koji svojim djelovanjem utjeCu na stanice kao bi poboljsale
diferencijaciju stanica i njihov prostorni polozaj, a predstavljaju in vivo podrazaje kao $to su
stres ili osmotski tlak, koji utjeCu na razvoj stanica, izmjenu nutrijenata i otklanjanje toksi¢nih

tvari.

2.2. Biomaterijali

Biomaterijal je tvar osmi$ljena da preuzme takav oblik, kako bi se sama ili kao dio
slozenog sustava Koristila pri usmjeravanju tijeka bilo kojeg terapeutskog ili dijagnostickog
procesa [6]. Vazno svojstvo biomaterijala je njihova biokompatibilnost, odnosno nedostatak
imunoloske reakcije, ali i ispravno funkcioniranje u bioloskom okruzju. Primjer potonjeg je
Teflon (politetrafluoretilen) koji je bioloski kompatibilan. Medutim, kada je ugraden u ¢eljust
pacijenta moze do¢i do loma materijala sto posljedi¢no dovodi do zna¢ajne imunoloske reakcije
koja ostecuje okolna tkiva [7]. Kako bi bili sigurni za pacijenta, biomaterijali moraju zadovoljiti
mnoge preduvjete. Ne smiju biti kancerogeni, korozivni, produkti njihove razgradnje ne smiju
biti toksi¢ni, moraju biti kompatibilni sa krvi i moraju imati mehani¢ka svojstva sukladna
njihovoj namjeni, ne smiju uzrokovati upale u tijelu, grusanje krvi, nakupljanje bakterija te ne

smiju proizvesti alergijsku reakciju.

Biomaterijali se mogu podijeliti prema vrsti materijala na resorbirajuce i
neresorbirajuce, prirodne i sintetske kao i na bioinertne, bioresorbirajuce i bioaktivne i mnoge
druge. Bioinertni materijala uzrokuju minimalnu imunolosku reakciju tako $to okolno tkivo
stvara neprijanjajuéu kapsulu oko povrSine implantata. Kod bioresorbiraju¢ih materijala
povrSina implantata se kroz niz slozenih metaboli¢kih procesa resorbira i tkivo popunjava
mjesto na kojem je bio implantat. Kod bioaktivnih materijala povrSina implantata tvori vezu s

mekim tkivom ¢ime se potice njegova obnova i zacjeljivanje.

Najcesca podjela biomaterijala je prema njihovoj kemijskoj strukturi i to na:

o Metale i njihove legure
o Keramiku i staklo

o Polimere

J Kompozite.



Metali i legure posjeduju izvrsna mehanicka svojstva, izuzetno su otporni na lomljenje
I zamor materijala. U medicini se koriste u obliku proteza za kukove, koljena te za izradu Zica
I vijaka, a zbog svoje ¢vrste strukture koriste se u inZenjerstvu tkiva kao nosaci za kosti. Metali
koji se tradicionalno koriste u medicini i inzenjerstvu tkiva su neresorbirajuéi, a koriste se jer
su antikorozivni, biokompatiblini i lako se oblikuju. Nehrdajuéi ¢elik, ¢isti titan i njegove legure
te legure kobalta i kroma imaju veliki Youngov modul elasti¢nosti zbog kojega mogu
uzrokovati smanjenje gustoce kosti budu¢i da na sebe preuzimanju njezino opterecenje (engl.
stress shielding). Nakon nekog vremena potrebno ih je ukloniti iz tijela pacijenta. Nakon
ugradnje metalnih implantata dolazi do njihovog kontakta s tjelesnim teku¢inama, zbog ¢ega
metali oksidiraju. Korozija metala mozZe utjecati na njegovo fragmentiranje, otpustanje
kancerogenih iona te odbacivanje implantata. Neke od prvih titanijevih legura otpuStanjem iona
aluminija i vanadija uzrokovale su toksi¢nu reakciju [8]. Materijali bazirani na Zeljezu i
magneziju, kao i njihove legure, koriste se kao nosaci za kosti [9]. Ovi metali i legure su
resorbirajuci i poticu formiranje kostiju. Kako postoje naznake da su Zeljezni implantati toksi¢ni
in vivo, velika pozornost se pridaje magnezijevim legurama. Youngov modul magnezijevih
legura puno je blizi bioinertnim medicinskim materijalima, kao $to su titan i njegove legure,
nehrdajuéi Celik i kobaltne legure, no njihova ¢vrstoca je manja od bioinertnih metala, ali je

vecéa od bioresorbirajucih polimera [10]. Na slici 1 prikazani su nosaci napravljeni od titana.

Slika 1. Nosa¢ napravljen od titana [11]

Keramika je anorganski, nemetalni materijal koji je graden od oksida, nitrida, sulfata i
karbida metala i metaloida. Biomaterijali od keramike otporni su na koroziju i trosenje, imaju
manju gustocu, bolju poroznost i tvrdocu, veliki modul elasti¢nosti te niZzu cijenu od

biomaterijala izradenih od metala i njihovih legura. No oni se loSe sinteriraju, imaju losa
4



mehanicka svojstva i imaju loSu elektri¢nu i toplinsku vodljivost. Keramika se upotrebljava u
medicini za izradu proteza za kukove, u dentalnoj medicini za izradu zubnih implantata, a u
tkivnom inZenjerstvu za izradu nosaca za kosti. Bioinertna keramika moze se sastojati od
aluminijeva oksida, djelomi¢no stabiliziranog cirkonijeva nitrida ili karbida. Ona je
nekorozivna, ne stupa u biolosku reakciju s tkivom te samim time nije pogodna za izradu nosaca
u tkivnom inzenjerstvu ve¢ se Koristi u obliku implantata u ortopedskim pripravcima.
Bioaktivna keramika posjeduje svojstva bioinertne i bioresorbirajuce keramike [12]. Najcesce
se primjenjuje u obliku biostakla na bazi SiO2, CaO, Na2O i P.Os. U doticaju s tjelesnim
tekuc¢inama otpusta ione $to potice nastanak sloja kalcija i fosfora na povrsini biomaterijala. To
poti¢e nastanak sloja hidroksikarbonat apatita koji povezuje implantat sa kosti. Biostaklo-
keramika ima bolja mehanicka svojstva, ali loSija bioloska svojstva od biostakla.
Bioresorbiraju¢a keramika se koristi za zacjeljivanje kostiju nakon loma. Nakon ugradnje
polako se zamjenjuje s tkivom jer se kemijski raspada na manje ¢estice. Ona moze biti gradena
od hidroksiapatita, kalcijeva fosfata, kalcijeva sulfata dihidrata i koralja jer se oni uglavnom
sastoje od kalcijeva karbonata. Wang i suradnici [13] su od prirodnih koralja (slika 2) napravili
nosace oko kojih su omotali stani¢ne listove napravljene od adipoznih stanica novozelandskih
zeCeva. U deset golih miSeva su usadeni stani¢ni listovi, a u drugih deset koraljni nosaci sa
stani¢nim listovima. Iz dobivenih rezultata utvrdeno je da stani¢ni listovi, kada se
upotrebljavaju sami, ne mogu popraviti velika osteCenja kostiju jer nemaju potrebna mehanicka
svojstva. Medutim, u kombinaciji sa koraljima, koji imaju poroznu strukturu pogodnu za
prihvacanje i rast stanica te izmjenu nutrijenata, nastaju tvrde i gusce kosti te su neke kosti

nastale 1 unutar nosaca.

Slika 2. Struktura koraljnog nosac¢a na kojoj su vidljive pore prosjeéne veli¢ine od 400 pm
[13]



Polimerni biomaterijali se najcesce dijele na prirodne i sinteti¢ke. Sinteticki polimeri
mogu sadrzavati komponente keramike, metala, bionerazgradivih i razgradivih polimera. Mogu
se proizvoditi u velikim koli¢inama po niskoj cijeni, njihova trazena svojstva se lako podesavaju
tijekom proizvodnje, no oni se svojom strukturom znacajno razlikuju od tkiva i organa $to moze
utjecati na njihovu biokompatibilnost i moguénost regeneracije tkiva. Zbog procesa dobivanja
postoji moguénost da su toksi¢ni i da u tijelu izazovu nezeljenu reakciju. Brzina raspada
polimera ovisi i 0 njihovom stupnju kristalnosti, kao i 0 molekulskoj tezini [14]. Polimeri s
ve¢om molekulskom masom, tj. duljim lancem sporije ¢e se razgradivati. Ovi polimeri se
koriste u medicini za intraokularne le¢e i dobave lijekova, kao dodatak metalnim implantatima
za kukove, a u inZenjerstvu tkiva se od njih izraduju nosaci za kosti, kraljeznicu, misi¢e i mnoge
druge. NajceS¢e se upotrebljavaju polietileni i polistireni: polietilen glikol (PEG),
politetrafluoro etilen (PTFE), poliglikolna kiselina (PGA), poli(mlije¢no-glikolna) kiselina
(PLGA), polimlije¢na kiselina (PLA), polimetil metakrilat (PMMA), polikaprolakton (PCL).
Polietilen glikol se moze sintetizirati kao ravnolancasti ili razgranati polimer koji u svom
sastavu sadrzi hidroksilnu grupu. On je dobro topljiv u organskim otapalima i vodi te ne izaziva
imunolosku reakciju unoSenjem u tijelo. PEG se odupire adsorpciji proteina, Sto omogucava da
se stvore nosaci koji ¢e se na tocno zeljenom mjestu moci povezati sa stanicama [15]. Njegova
biorazgradivost se moze prilagoditi s reaktivnim grupama tiola, amina, vinil sulfona i mnogih
drugih. PEG se naj¢esce koristi u obliku hidrogelova. Hidrogelovi su hidrofilni polimeri sli¢nih
fizi¢kih svojstava tkivu, sposobni upijati 1 zadrzavati vodu, ¢ak 1 tisucu puta vece teZine nego
koju oni imaju u suhom stanju [16]. Poliglikolna kiselina ima visoku temperaturu taljenja koja
iznosi oko 200 °C, veliku vlaénu ¢vrstocu, brzo se razlaze $to utjeCe na njezina mehanicka
svojstva. Tijekom razgradnje moze do¢i do znacajnog nastanka glikolne kiseline koja uzrokuje
snaznu imunolosku reakciju. Ovaj polimer podlozan je enzimatskoj razgradnji kao i hidrolizi
bez vanjskog utjecaja zbog esterske veze u glavhom lancu. Poli(mlije¢no-glikolna) kiselina
sastoji se od poliglikolne kiseline i polimlije¢ne kiseline u razli¢itim omjerima $to utjeCe na
svojstva novonastalog polimera. PLGA se lako moZe optimizirati na potrebnu veli¢inu, brzinu
raspadanja i mehanicka svojstva te je biokompatibilna, iako njenom razgradnjom nakon
implantacije moze do¢i do imunoloske reakcije. Raspadom PLGA nastaju glikolna i mlije¢na
kiselina, koje snizavaju pH okolnog tkiva §to poti¢e upalne procese [17]. Brzina raspadanja
PLGA direktno je proporcionalna s udjelom glikolne kiseline, a ovisi i o veli¢ini i obliku. PLGA
ima brzinu raspadanja ve¢u od mnogih polimera zbog ¢ega se Cesto koristi za dobavu lijekova,

a nosaci napravljeni od ovoga polimera poticu stanice na rast i diferencijaciju.



Prirodni polimeri mogu biti polinukleotidi (RNA, DNK), polisaharidi (hitin, alginat,
glikozaminoglikan, amiloza, skrob, celuloza) ili proteini (keratin, miozin, kolagen, fibrinogen,
aktin, svila, zelatina, elastin i drugi). Oni posjeduju veliku biokompatiblnost i bioaktivnost zbog
koje mogu potaknuti stanice na prianjanje, rast i zacjeljivanje tkiva [9]. No, iako imaju mnogo
prednosti biomaterijali mogu uzrokovati imunolosku reakciju nakon implantacije, imaju loSa
mehanicka svojstva, svojstva im variraju od serije do serije $§to moze utjecati na kemijska i
mehanicka svojstva, raspadaju se pri temperaturama nizim od njihovih temperatura taljenja,
teSko ih je progistiti i ukoliko su izdvojeni iz Zivotinja mogu prenijeti bolesti na ljude. Svila je
vlakno koje proizvode neki ¢lankonosci za izgradnju mreza i kukuljica. Svileni fibroin, prirodni
protein domesticiranog dudova svilca B.mori pruza vazan skup opcija za biomaterijale i nosace
zbog svoje visoke vla¢ne ¢évrstoce, kontrolirane biorazgradivosti, hemostatskih svojstava,
netoksic¢nosti, niske antigenosti, i protuupalnih karakteristika [18]. Vlakna svile moraju se prije
primjene procisti od sericina jer on prilikom ugradnje uzrokuje imunolosku reakciju. Svila se
lako proizvodi i oblikuje u prah, hidrogel, gel ili nosa¢. Neke od primjena svile u medicini su
kao strukturni implantat, za kirur§ke Savove jer uzrokuju manje upala i infekcija nego bilo koji
drugi materijal te inZenjerstvu kostanog tkiva, ligamenata i hrskavica. Paukova svila posjeduje
vrlo raznolika kemijska i strukturna svojstva, kako zbog velikog broja vrsta pauka, tako i zbog
njihove sposobnosti da rade i do sedam razli¢itih vrsta mreza. Paukova svila ima zanimljiva
svojstva za inzenjerstvo tkiva jer je jedan od najsnaznijih biomaterijala te ne proizvodi sericin
kao dudov svilac. Medutim, zasad ju je nemoguce proizvest u velikim industrijskim koli¢inama.
Paukova svila je puno elasti¢nija od svile insekata i moze podnijeti viSe mehani¢kog stresa
uzrokovanog savijanjem, koja uz svoju memoriju oblika, omogucuje paukovoj svili da nadmasi
mnoga prirodna i sintetska vlakna u odredenim biomedicinskim primjenama [19]. Dastagir i
suradnici [20] koristili su glavnu konstrukcijsku mreznu nit svile Zenki pauka Nephila edulis
koju su paralelno ispleli unutar okvira od nehrdajuceg ¢elika. Na njih su nasadene stanice te je
sve smjesteno u bioreaktor na tri tjedna kako bi se simulirali stvarni uvjeti. Ovim istrazivanjem
dobiveni su nosaci svojstvima sli¢ni krvnim zilama. U posljednje vrijeme velika se pozornost
pridaje polimerima iz morskih organizama kao $to su hitozan i fukoidan jer su biokompatibilni,
ne mogu prenijeti bolesti na ljude, dostupni su u velikim koli¢inama te ne postoji vjerska skepsa
kao po pitanju koristenja svinjskog tkiva. Hitozan je polimer polukristali¢ne prirode koji nastaje
uklanjanjem proteina iz hitina i otapanjem kalcijeva karbonata. Ima losa mehanicka svojstva i
losu topljivost u vodi i organskim otapalima zbog jakih vodikovih veza koje formira. Dobre je
kompatibilnosti s tkivom, a njegovi su produkti razgradnje bezopasni. Djeluje antibakterijski

zbog pozitivno nabijenih amino-grupa koje mogu reagirati s negativno nabijenom povrsinom
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bakterija. Postoji mnogo dokaza da je hitozan sposoban boriti se sa Streptococcus mutans,
Actinomyces actinomycetemcomitans i Porphyromonas gingivalis [21]. Zbog ovog svojstva
postoji interes za primjenu hitozana u antibioticima za bakterije koje su otporne na uobicajene
antibiotike te u dentalnoj medicini. Lako se oblikuje za razli¢ite namjene te se zbog toga koristi
kao nosac za kosti, sredi$nji ziv€ani sustav i zglobne hrskavice. Prilikom izrade biomaterijala
obi¢no se koriste mjesavine razliCitih polimera jer biomaterijal izraden od samo jednog
polimera ne posjeduje sva zeljena mehanicka i bioloska svojstva. Svojstva polimerne mjeSavine
ovise ne samo 0 polimerima koji se koriste vec i o njihovom udjelu §to je vidljivo u istrazivanju
Perez-Puyana i suradnika [22] koji su koristili mjeSavine kolagena i hitozana. Carvalho i
suradnici [23] koristili su kolagen dobiven iz meduze Rhizostoma pulmo, fukoidan iz smede
alge Fucus vesiculosus, hitozan iz gladiusa lignje Dodiscus gigas, a kondroitin sulfat iz
hrskavice morskog psa. Pripremali su razli¢ite vrste kriogelova i ispitivali njihova svojstva.
Pokazali su da se kombinacijom razli¢itih komponenata moze utjecati na strukturu pora unutar

materijala kao i1 na reoloska svojstva gelova.

Pojam kompozitni materijal se odnosi ha kombinaciju, na mikroskopskoj razini, dva ili
viSe materijala, koji se razlikuju po sastavu ili morfologiji, kako bi se dobila specifi¢na
kemijska, fizi¢ka i mehanicka svojstva [24]. Oni se sastoje od barem dvije faze, od kojih je
jedna kontinuirana i ponasa se kao matrica, a druga je diskontinuirana i djeluje kao pojacanje.
Kompoziti uklju¢uju metal-metal, metal-polimer, keramika-keramika, keramika-polimer
nosace, keramika-hidrogel i funkcionalne kompozitne nosac¢e na osnovi keramike [9]. Neke od
primjena kompozitnih materijala su u inzenjerstvu kostanog tkiva, inZzenjerstvu sréanog tkiva i

inZenjerstvu krvnih Zila.

2.3. Nosaci

Nosaci su privremene trodimenzionalne strukture koje sluze kao izvanstani¢éna matrica,
trodimenzionalno organizirajuéi stanice i poticuci rast i nastanak zeljenog tkiva [25]. Svojom
strukturom te bioloskim i mehanickim svojstvima nosa¢i moraju osigurati prianjanje, migraciju,
proliferaciju 1 diferencijaciju stanica slicnu izvanstani¢noj matrici kako bi se nakon ugradnje u
ljudsko tijelo mogli sigurno uklopiti u okolno tkivo bez nezeljene imunoloske reakcije. Ovisno
o tkivu za koje je nosa¢ potrebno primijeniti, mogu biti kruti izradeni od keramike i sposobni
podnijeti veliko opterecenje ili fleksibilniji izgradeni od polimera koji mogu podnijeti tlak i
protok kapljevine. Nosa¢i moraju biti biokompatibilni i netoksi¢ni kako tijekom njihove
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interakcije s okolnim tkivom i razgradnje ne bi uzrokovali nepozeljne posljedice po pacijenta.
Biomaterijali od kojih su gradeni nosa¢i mogu imati bioloske signale kako bi se poboljsalo
prianjanje stanica ili njihova morfologija. Nosaci takoder mogu sluziti kao prenositelji ili
rezervoari egzogenih signala koji simuliraju rast kao faktori rasta koji ubrzavaju regeneraciju
[26]. Otpustanje biomolekula i raspad nosa¢a moraju biti vremenski kompatibilni s nastankom
novog tkiva. Na migraciju i organizaciju stanica te transport nutrijenata i otpadnih produkata

znacajan utjecaj ima arhitektura nosaca, a prije svega poroznost koja utjece na rast stanica.

o=1-L (1)
Py
gdje su ps i pp gustoca Cvrste tvari i nasipna gustoca materijala. Biomaterijali premalih veli¢ina
pora ogranic¢avaju infiltraciju stanica i migraciju do rubova, time ogranicavaju¢i izmjenu
hranjivih tvari i opskrbu kisikom, §to rezultira moguénos$cu stvaranja nekroti¢ne regije [27].
Nasuprot tomu, prevelike pore smanjuju mogucnost prianjanja stanica na nosa¢, a velike
nepravilnosti u poroznosti uzrokuju nedosljednosti u raspodijeli stanica. Mehanicka svojstva
kao zilavost 1 vlacna ¢vrstoca bitni su kako bi nosa¢ mogao oponasati Zeljeno tkivo. Stoga je
nuzno provesti kompresijske i vlacne testove, kako bi se sprijecio lom materijala koji nastaje
zbog razlike u svojstvima izmedu kostiju i implantata. Deformacija stani¢nih materijala mjeri

se Youngovim modulom elasti¢nosti (Es) koji je definiran kao:

E, = E, (;ij @)

gdje je Ep Youngov modul nasutog materijala. 1z jednadzbi (1) i (2) vidljivo je da je povecanje
poroznosti popra¢eno smanjenjem Youngovog modula, §to povecava prijenos nutrijenata no
smanjuje mehani¢ka svojstva nosaca. Nosaci s velikom poroznosti mogu imati manju
proliferaciju zbog manje gustoce stanica, a oni s manjom poroznosti imaju veéu povrsinu §to
pogoduje po€etnom prianjanju stanica. Zbog toga je potrebno optimirati nosac¢ kako bi se dobila

zeljena svojstva te se u tu svrhu mogu dizajnirati jedinicne ¢elije sloZzene geometrije (Slika 3).



Arhitektura
pora

Gustoca 38% 29% 33% 29% 34%
Arhitektura

pora
Gustoca 63% 66% 68% 66% 51%

Slika 3. Primjeri jedini¢nih ¢elija s razli¢itim omjerom gusto¢a kao

potencijalni nosaci [14]

U vecini in vitro istrazivanja zakljuceno je da je optimalna veli¢ina pora od 100 do 700
um, no polarizaciji makrofaga koji uzrokuju upalnu reakciju pogoduju pore veli¢ine vec¢e od 80
um, §to dovodi u pitanje prenosenje ovih modela u in vivo. Takoder poZeljno je da se nosaci
mogu sterilizirati zra¢enjem, toplinom ili kemijskom obradom kako bi se izbjegle infekcije.
Sterilizacija utjeCe na poroznost nosaca kao i na nasadene stanice. Proizvodnja nosaca mora biti
isplativa kako bi se mogli proizvoditi u velikim koli¢inama te kako bi se mogli proizvesti u
razli¢itim oblicima i veli¢inama.

Nosaci se uglavnom izgraduju pomocu dva pristupa, odozgo prema dolje (engl. top-
down) i odozdo prema gore (engl. bottom-up) (slika 4) [28]. U odozgo prema dolje pristupu
prvo se izraduje nosac, nakon Cega se dodaju stanice kako bi nosa¢ svojom strukturom i

mehani¢kim svojstvima mogao oponasati zeljeno tkivo. U odozdo prema gore metodi je fokus

na mikroskopsku arhitekturu nosaca kako bi mogao oponasati funkcionalnu jedinicu tkiva.
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ODOZGO PREMA DOLJE ODOZDO PREMA GORE

p— Nakupljanje  Stani¢ni g ;
Stanice Nosac slanica Tistovi Hidogel 3D Printanje

Proliferacija stanica i raspad nosaca Modularni sklop

N csseseees /

Tkivna konstrukcija

Slika 4. Dva pristupa izgradnji nosac¢a [28]

2.4. Izvanstani¢na matrica

Izvanstani¢na matrica je trodimenzionalna struktura nalik gelu koju izlucuju stanice u
obliku slozene mreze proteina i lanaca polisaharida. U trajnom je ili privremenom kontaktu sa
stanicama te ima izravan utjecaj na njihov razvoj, proliferaciju i rast te na njihovu funkciju,
pomazuci U stvaranju i strukturnoj potpori tkiva i organa te odrzavanju njihove cjelovitosti.
Izvanstani¢na matrica sastoji se 0d razli¢itih ¢lanova skupina glikozaminoglikana (GAG, engl.

glycosaminoglycans), kolagena i glikoproteina.

Glikozaminoglikani su nerazgranati lanci polisaharida koji se sastoje od ponavljaju¢ih

disaharidnih jedinica (slika 5) [29].

coo® CH,050® coo® CH, o';o3e
) & S
0s0® NHSO® 0s0® NHso3°

N-acetilglukozamin glukuronska kiselina

ponavljanje disaharida

Slika 5. Lanac ponavljaucih disaharidnih jedinica GAG-a [29]
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Kolagen je osnovna komponenta izvanstani¢ne matrice te je jedan od najces¢ih proteina
koji se moze pronac¢i kod sisavaca. Sastavljen je od tri spiralne zavojnice koje su najcesce
izgradene od aminokiselina, glicina, prolina i hidroksiprolina. Te aminokiseline zajedno ¢ine
jedan a-lanac (slika 6). Neke vrste kolagena se nakon sekrecije mogu udruziti u fibrile kolagena
koji se odupiru vla¢nim silama, a zatim u jo$§ vece nakupine koje se zovu vlakna kolagena.

Kolagen je biokompatibilan i u ljudskom tijelu razgraduje ga enzim kolagenaza.

Slika 6. Struktura kolagena, (A) jedan a-lanac u kojem je svaka tre¢a molekula glicina, a
najcesce su x prolin i y hidroksiprolin, (B) molekula kolagena izgradena od tri a-lanaca koji su svaki

prikazani razli¢itom bojom [29]

Elastin je elasti¢ni hidrofobni protein koji se sastoji od glicina i prolina. Elastin zajedno
s mikrofibrilom gradi vlakna elastina koja daju izvanstani¢noj matrici rastezljivost. On je

dominantan protein u arterijama.

Fibronektin je glikoprotein koji posjeduju svi kraljeznjaci. On je dimer koji se sastoji od
dvije podjedinice spojene na posljednjim ugljikovim atomima s disulfidnim vezama.
Fibronektin ima znacajnu ulogu u prianjanju stanica na izvanstanicnu matricu, njihovoj
proliferaciji, migraciji i diferencijaciji.

Ljudske se izvanstani¢ne matrice Svojom strukturom i funkcionalnos¢u razlikuju od
zivotinjskih, ali se i svako pojedino tkivo razlikuje svojim sastavom izvanstani¢ne matrice u
ljudskom organizmu. Posto se tkiva razlikuju ovisno o svojoj funkciji neka ¢e imati vise elastina

kao aorte, a druga pak vise GAG-a te ¢e se osim razlike u komponentama, ona razlikovati i U
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njihovoj organizaciji i podvrsti. Obradom razli¢itih tkiva mogu se dobiti izvanstani¢ne matrice
druk¢ijih svojstava koja kasnije, ovisno o svojim svojstvima, mogu posluziti kao nosaci.
Uobicajeno, izvorno tkivo je odvojeno od nezeljenoga, decelularizirano, dezinficirano, isuSeno
(ponekad), i sterilizirano kako bi se dobili izvanstani¢ni matri¢ni nosaci [30]. Nosaci izradeni
od izvanstani¢ne matrice zbog uklanjanja svih stanica imaju manju mogu¢nost od izazivanja
imunoloske reakcije 1 imaju bolju povrsinu prianjanja stanica od sintetickih biopolimera.
Trodimenzionalna arhitektura decelularizirane izvanstanicne matrice ostaje ocuvana iz
pocetnih organa/tkiva nakon decelularizacije, Sto pruza biomimetickim nosacima stabilnu
fiziCku strukturu i signale za naknadne stanica-Stanica i stanica-izvanstani¢na matrica
interakcije [31]. Zbog ovih svojstva, ona se koristi u klini¢kim testiranjima lijekova te su neke

njene primjene u inzenjerstvu tkiva kao nosaci za kozu, pluca, zivce i bubrege.

2.5. Decelularizacija

Decelularizacija je proces uklanjanja alogenskih ili ksenogenskih stani¢nih antigena iz
tkiva koji bi pokrenuli imunoloSku reakciju, istovremeno ostavljaju¢i netaknutu izvanstani¢nu
matricu [32]. Kako bi se umanjila imunoloska reakcija potrebno je decelularizacijom ukloniti
stanice 1 DNK, dok mehanic¢ka svojstva moraju biti o¢uvana. Djelotvornost uklanjanja ovih

komponenata se procjenjuje na temelju analize izvanstani¢ne matrice koja mora sadrzavati [33]:

(1) Manje od 50 ng dvolanc¢anog DNK (dsDNA) po mg suhe izvanstani¢ne matrice.
(2) Manje od 200 bp duljine fragmenata DNK.

(3) Stanicne jezgre ne smiju biti vidljive bojanjem s 4', 6-diamidino-2-fenilindolom (DAPI).

Nekoliko parametara utjece na kvalitetu procesa decelularizacije tkiva, poput gustoce
stanica, debljine matrice i morfologije tkiva [34]. Karakteristike tkiva znacajno se razlikuju
zbog Cega ne postoji jedna univerzalna metoda decelularizacije. Do sada je razvijen i koriSten
veliki broj tehnika decelularizacije koje ukljucuju fizicke/mehani¢ke, kemijske,
enzimatske/bioloske tehnike ili njihove kombinacije. Svaka od ovih metoda decelularizacije

moze u vecoj ili manjoj mjeri narusiti strukturu izvanstani¢ne matrice.

Fizicke/mehanicke metode uklanjaju nezeljeno tkivo i stanice promjenom odredene
fizicke karakteristike te uzrokuju poremecaj plazme stani¢ne membrane. Ove metode Koriste se
kako bi se izbjegle kemikalije, koje mogu djelovati toksi¢no, i kako bi se sacuvali proteini
izvanstani¢ne matrice. Kako bi ove metode bile djelotvorne, najéesce se moraju kombinirati s

upotrebom kemikalija. Zemmy i suradnici [35] su proveli decelularizacije fibroblasta koze
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upotrebom visokog hidrostatskog tlaka od 250 MPa. Ova je metoda uklanja DNK bolja od
upotrebe detergenata te ujedno sterilizira uzorke jer uslijed visokog tlaka unistava membrane
bakterija i virusa. Medutim, moze ostetiti vlakna elastina i kolagena, a time i strukturu
izvanstani¢ne matrice ako je tlak previsok. Ne moze se koristiti za tkiva s gustom
izvanstani¢cnom matricom jer uzrokuje lomljenje stani¢nog materijala. Da Palma i suradnici
[36] proveli su decelularizaciju zamrzavanjem dusikom pri -80 °C te odmrzavanjem pri 37 °C
u vodenoj kupelji. Proveli su cetiri ciklusa u kombinaciji sa SDS-om kako bi se uklonile
stani¢ne krhotine. Ovom metodom stanice se uklanjaju iz izvanstani¢éne matrice nastankom
kristala leda unutar stanica. Struktura, funkcija i komponente izvanstani¢ne matrice ostaju
sacuvane ovom metodom. Velike brzine promjene izmedu temperatura hladenja i odmrzavanja
kao 1 ispiranje s detergentom mogu oStetiti izvanstani¢énu matricu i smanjiti njezinu vla¢nu
¢vrstocu. De Wit i suradnici [37] su proveli decelularizaciju svinjskih dusnika upotrebom
superkriti¢nog fluida, ugljikova dioksida pri temperaturi od 37 °C, tlaku od 250 bara tijekom
12 sati. Ova metoda je brza, jeftina i jednostavna, a ugljikov dioksid je inertan i minimalno

ostecuje izvanstani¢nu matricu.

Kemijske metode uklanjaju stanice iz tkiva pomocu blagih detergenata, otapala za
ekstrakciju i drugih kemikalija. Cilj kemijske decelularizacije je odabrati najblazu tvar koja ¢e
oCuvati strukturu izvanstani¢ne matrice. Bez obzira koja se tvar Kkoristi, nakon ove metode
izvanstani¢na matrica se mora isprati kako bi se uklonile zaostale kemikalije. Yamanaka i
suradnici [38] su decelularizirali arterije laboratorijskih stakora uz pomo¢ 0,1 % peroctene
kiseline i koktela 0,1 % i 0,3 % peroctene kiseline i dezoksiribonukleaze 1. Peroctena kiselina
ima snazno dezinfekcijsko djelovanje te je uklonila stanice, no na implantatima su se pojavile
rupture i rascjepi. Hassanpour i suradnici [39] su uz pomo¢ 1 % ionskog detergenta natrijeva
lauret-sulfata decelularizirali ljudske jajnike tijekom 48 sati. Izvanstani¢na matrica zadrzala je
svoju strukturu, te su njezine komponente poput laminina, kolagena IV i fibronektina ostale
sacuvane. Zbog njihove polarnosti ionski detergenti se tesko uklanjaju iz izvanstani¢ne matrice.
Willemse i suradnici [40] su koristili neionski detergent triton X-100 za decelularizaciju ljudske
jetre pri tlaku jetrene arterije od 120 mm Hg. Sve stanice i stani¢ne krhotine su uklonjene, a
struktura i mehanicka svojstva izvanstani¢ne matrice ostala su o¢uvana. Decelularizacijom se
nisu uspjele ukloniti kapljice masti. Duarte i suradnici [41] su decelularizirali svinjsku
trabekularnu kost pomocu 1 % tri-n-butil fosfata (TnBP, engl. tri-n-butyl phosphate),

superkritiénog ugljikova dioksida i kombinacijom ovih dviju metoda. TnBP nije uspio ukloniti
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u potpunosti stanice, no poboljSao je mehanicka svojstva izvanstani¢ne matrice. Pretpostavlja

se da je doslo do umrezavanja vlakna kolagena.

Bioloske metode koje mogu biti enzimatske (proteaze, esteraze, nukleaze) ili
neenzimatske (kelati i toksini). Dezoksiribonukleaze su nukleaze koje imaju sposobnost
hidrolize DNK, kombiniraju se s detergentima ili ostalim kemijskim tvarima kako bi se
poboljsalo uklanjanje DNK, preostalih stani¢nih krhotina i ostataka kemikalija. Vrijeme
koriStenja dezoksiribonukleaze mora biti optimirano kako ne bi doslo do uniStavanja
komponenata izvanstani¢ne matrice kao §to su GAG, kolagen IV i laminin. Takoder, tkivo se
mora dobro isprati nakon tretmana jer ovi enzimi mogu uzrokovati imunolosku reakciju nakon
implantacije. Tripsin je proteaza koja selektivno odvaja proteine pri¢vrs¢ene na stanicama tako
Sto napada peptidne veze na karbonilnim skupinama arginina i lizina sto uzrokuje odvajanje
stanica od tkiva. Pretpostavlja se da prevelika koli¢ina ili predugo izlaganje tripsinom mogu
umanjiti mehanicka svojstva izvanstaniéne matrice. Tripsin se Cesto koristi s
etilendiamintetraoctenom kiselinom (EDTA, engl. ethylenediaminetetraacetic acid) sto je
vidljivo u istrazivanju Kamalvanda i suradnika koji [42] su za decelularizaciju koze ribe amura
prvo koristili zamrzavanje pri -20 °C tijekom 30 min i odmrzavanje na sobnoj temperaturi.
Zatim su komade koze ispirali otopinom tritona X-100 ili tripsin-EDTA nakon ¢ega je slijedila
liofilizacija. EDTA veze divalentne katione na mjestu prianjanja stanica na izvanstani¢noj
matrici, a koristi se jer ima sposobnost deaktiviranja enzima proteaza koje svojim djelovanjem

mogu oSstetiti izvanstani¢nu matricu.

Decelularizacija ultrazvukom je fizicka/mehani¢ka metoda koja ultrazvu¢nim valovima
uklanja stanice upotrebom sonde ili u kupelji. Sto je frekvencija ultrazvuénih valova niza to je
veci utjecaj valova na stanice [43]. Forouzesh i suradnici [44] decelularizirali su koljena i
kukove ovaca u 7 grupa. Prva grupa decelularizirala se 55 h s PBS-om, druga i tre¢a s 0,1 % i
1% SDS-atijekom 5 h, ¢etvrta i petas 0,1 % i 1 % SDS-a u ultrazvucnu kupelji koja ima snagu
170 W i frekvenciju 42 kHz tijekom 5 h, Sesta s 0,1 % SDS-a upotrebom sonde snage 80 W i
frekvencije 12 kHz tijekom 1 h i sedma s 0,1 % SDS-a upotrebom sonde snage 80 W i
frekvencije 24 kHz tijekom 2 h. Decelularizacija se poboljsala upotrebom ultrazvuéne kupelji i
sonde, s time da su bolji rezultati dobiveni s ultrazvu¢nom kupelji, kolagen i GAG ostali su vise
ocuvani. Takoder, bolji rezultati dobiveni su pri nizim frekvencijama rada sonde (12 kHz u
odnosu na 24 kHz) ¢ime je potvrdena Cinjenica da nize frekvencije ultrazvuka prodiru dublje u

tkivo.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

Natrijev lauret-sulfat (M = 288,38 g/ mol, Biosynth, Slovacka) (engl. sodium lauryl
ether sulphate, SLES) je anionski surfaktant. To je natrijeva sol koja se dobiva
etoksilacijom natrijeva lauril-sulfata (engl. sodium lauryl sulphate, SLS) [45]. SLES je
jedan od komercijalo najéeSce koristenih ionskih surfaktanata jer se njegova svojstva
mogu poboljsati dodatkom polimera i aditiva. U kozmetic¢koj industriji korist se jer ne
iritira znac¢ajno kozu te je njegova proizvodnja jeftina.

e Destilirana voda

e Etanol

e Fizioloska otopina fosfatnog pufera (PBS, engl. phosphate-buffered saline)

3.1.2. Mehanicki instrumenti

Tehnicka vaga (PB602-S, Mettler Toledo)
Ultrazvu¢na kupelj SONOREX DIGITAL 10 P, Bandelin, Berlin, Njemacka
Magnetska mijeSalica C-MAG HS 7 digital, IKA, Staufen, Njemacka

3.2. Decelularizacija

Prije decelularizacije svinjska jetra nasjeckana je na komade debljine 1 mm te je ispirana
fizioloSkom otopinom kako bi se uklonila krv. Uzorci su podijeljeni u pet grupa koje su
obradivani razli¢itim postupcima. Prva i druga grupa uzoraka stavljeni su u 1 %-tnu otopinu i
0,5 %-tnu otopinu SLES-a (oznake SLES 1 i SLES 0.5). Treca, Cetvrta i peta grupa uzoraka
stavljene su u 0,5 %-tnu otopinu SLES-a i prenesene u ultrazvuénu kupelj SONOREX
DIGITAL. Uzorci su obradivani u kupelji snage 120 W pri frekvenciji 35 kHz i temperaturi
30£1°C tijekom 1 sata (SLES 0.5 1), 2 sata (SLES 0.5 2), 4 sata (SLES 0.5 4) i 8 sati (SLES
0.5 8). Nakon ultrazvuc¢ne obrade uzorci su stavljeni u 1,6 L 0,5 %-tne otopine SLES-a. Svi
uzorci su mijesani 30 minuta pomoc¢u magnetske mijesalice pri 200 o/min. Izmjena medija
ponavljana je toliko dugo dok komadi jetre nisu postali bijeli. Kako bi se uklonio detergent

uzorci su ispirani destiliranom vodom tijekom 16 sati. Zatim se uzorci ispiru s 96 %-tnim
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etanolom 30 minuta kako bi se uklonile sve organske tvari te se ponovno ispiru u destiliranoj
vodu 16 sati. Nakon toga, jetra se ispire otopinom PBS-a tijekom 8 sati. Uzorci se zamrzavaju

za daljnju analizu.

3.3. Metode karakterizacija

Provedena je kvantifikacija bioloskih komponenata: DNK i kolagena na Odjelu za
molekularnu biologiju Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucili§ta u Zagrebu. Za
kvantifikaciju DNK kori$ten je pribor QuantiFluor dsSDNA Sample Kit (Promega, SAD) te je
kvantifikacija provedena prema protokolu proizvodaca. Kako bi se kvantificirala DNK, bilo ju
je potrebno prethodno izolirati. Izolacija je provedena pomocu pribora Monarch Genomic DNA
Purification Kit (BioLabs, Engleska) prema uputama proizvodaca. Kako bi se kvantificirao
kolagen, koriSten je pribor Total Collagen Assay Kit (Abcam, UK) te je postupak proveden
prema uputama proizvodaca. Za kvantifikaciju glikozaminoglikana koristen je pribor Total

Glycosaminoglycans Assay Kit (Abcam, UK) te je kvantifikacija slijedila upute proizvodaca.

Struktura uzoraka karakterizirana je svjetlosnim mikroskopom BA 200 Motic, Kina, te

stereomikroskopom SZX 16 Olympus, Japan.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Svrha rada je pripremiti biomaterijal koji ¢e nakon razli¢itih uvjeta decelularizacije
svinjske jetre pokazati najbolja svojstva. Primijenjene su dvije metode decelularizacije:
kemijska uz upotrebu dvije koncentracije detergenta SLES-a (0,51 1 %) i kombinacija kemijske
metode s fizickom metodom koja ukljucuje primjenu ultrazvuka frekvencije 35 kHz. Analiza
mikrografija uzoraka SLES 0.5 2 (slika 7d), SLES 0.5 4 (slika 7e) i SLES 0.5 8 (slika 7f)
pokazala je mjestimi¢n0 oStecenje i gubitak tkiva. Na uzorcima SLES 1 (slika 7a), SLES 0.5
(slika 7b) i SLES 0.5 1 (slika 7c) nisu vidljiva ostec¢enja. Svi uzorci su smede boje, a u strukturi
tkiva uzorka SLES 0.5 8 (slika 7f) vidljivi su mjehuri¢i vode $to moze biti posljedica dugog

izlaganja ultrazvuku.

Slika 7. Mikrografije strukture tkiva dobivene svjetlosnim mikroskopom za razli¢ite uvjete
decelularizacije: (a) SLES 1, (b) SLES 0.5, (¢) SLES 0.5 1, (d) SLES 0.5 2, () SLES 0.5 4
i (f)SLES0.58

lonski detergenti, poput SLES-a, uklanjaju stanice tako $to narusavaju protein-protein

interakcije i otapaju stani¢éne membrane [46]. lako se SLES smatra blagim detergentom, on
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narusava strukturu kolagena, a samim time sastav, strukturu i funkcionalnost izvanstani¢ne

matrice.

Slika 8. Mikrografije strukture tkiva dobivene stereomikroskopom za razli¢ite uvjete
decelularizacije: (a) SLES 1, (b) SLES 0.5, (c) SLES 0.5 1, (d) SLES 0.5 2, (¢) SLES 0.5 4
i () SLES0.58

Na slici 8 prikazane su mikrografije strukture tkiva za razli¢ite uvjete decelularizacije,
dobivene stereomikroskopom. Vidljivo je da decelularizacija sa SLES 0.5 (slika 8b) nije
znacCajno ostetila strukturu izvanstani¢ne matrice. Medutim, povecanjem koncentracije SLES-
a doslo je do slabljenja strukture izvanstani¢éne matrice $to je uzrokovala pucanje tkiva (slika
8a). Ultrazvucna kupelj koristila se kako bi se poboljsalo prodiranje i kako bi se smanjila
koli¢ina upotrijebljenog SLES-a zbog toksi¢nog djelovanja njegovih ostataka nakon ispiranja.
U¢inak ultrazvuka u decelularizaciji prvenstveno ovisi o fenomenu kavitacije, u kojem se
stvaraju mjehuri¢i koji fizicki odvajaju molekule [47]. Kavitacija uzrokuje fizicke i kemijske
efekte. Kemijski efekt ukljucuje pirolizu vode i molekula surfaktanata ¢ime nastaju slobodni
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radikali koji svojim djelovanjem dodatno oSte¢uju stanice. U fizickom efektu, urusSeni
kavitacijski mjehuri¢i uzrokuju intenzivne Sok valove koji se prenose u okolnom tekucem
mediju i uzrokuju smi¢no naprezanje na povrsini membrane tkiva [48]. Promotre li se uzorci
obradeni ultrazvukom, vidljivo je da je tkivo SLES 0.5 1 (slika 8c) zadrzalo svoju strukturu,
dok je dulja decelularizacija u ultrazvuc¢noj kupelji oStetila strukturu izvanstani¢ne matrice
(slike 8d, 8e i 8f). Manja ostecenja koja su vidljiva u strukturama tkiva SLES 0.5 1 SLES 0.5 1
mogla su nastati zbog velike brzine mijesanja na magnetskoj mijesalici tijekom decelularizacije.

Svi uzorci su tanki 1 kroz njih je vidljiva podloga, te su krvne zile ostale mjestimi¢no oCuvane.

Vrijednosti masenog udjela i standardnih devijacija DNK, kolagena i GAG-a nakon

decelulariziracije uzoraka prikazane su u tablici 1.

Tablica 1. Sastav decelularizirane izvanstani¢ne matrice uzoraka (udjeli i standardne devijacije)

IME UZORKA DNK KOLAGEN GAG
m(DNK)/m(tkiva), m(kolagen)/m(tkiva), m(GAG)/m(tkiva),

ng/mg ug/mg ng/mg
SLES 1 14,423 + 0,013 6,065 + 0,012 0
SLES 0.5 4,309 + 0,012 1,073+ 0,284 0
SLES0.51 16,397 + 0,007 2,658 + 0,280 0
SLES0.52 7,304 + 0,005 0+0 0
SLES 0.5 4 5,229 + 0,005 0+£0 0
SLES0.58 7,029 + 0,005 4,932 + 0,258 0

Decelularizacija tkiva sa SLES 0.5 pokazala se najdjelotvornijom po pitanju uklanjanja
DNK (masa DNK iznosi 4,309 + 0,012 ng/mg suhog tkiva). U uzorcima SLES0.51i SLES 1
zaostalo je najvise DNK materijala (16,397 £ 0,007 i 14,423 + 0,013 ng/mg suhog tkiva). Ostali
uzorci imaju bliske vrijednosti DNK (slika 9). Jedan od ¢esto spominjanih kriterija ocjene
uspjesnosti decelularizacije je kolicina DNK po mg suhe izvanstani¢ne matrice. Smatra se da
koli¢ina DNK mora biti manja od 50 ng kako bi se sprijecila imunoloSka reakcija [33].
Medutim, Padma i suradnici [49] dokazali su da je moguce uspjesno transplantirati tkivo s vise
od 50 ng DNK po mg suhe izvanstani¢ne matrice, §to omogucuje manju uporabu kemikalija i
posljedicno vece ocuvanje strukture i funkcionalnosti izvanstanicne matrice. Rezultati
karakterizacije svih uzoraka pokazali su znatno manju koli¢inu DNK od one spomenute u

kriteriju. Tako bi veée koncentracije detergenta trebale ukloniti vise DNK, pokazalo se da je kod

20



uzorka SLES 1 uklonjeno manje DNK nego kod uzorka SLES 0.5. Ovo odstupanje moguce je
objasniti ve¢im brojem izmjene medija koje su bile potrebne prilikom obrade sa SLES 0.5 kako
bi tkivo postalo bijelo. 1z prilozenih podataka takoder je vidljivo da je produljeno vrijeme

ultrazvuéne obrade smanjilo koli¢inu DNK jer je ono omogucilo dublje prodiranje detergenta.
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Slika 9. Grafic¢ki prikaz dobivenih vrijednosti DNK i standardne devijacije za svih Sest uvjeta
decelularizacije

Kolagen je glavni strukturni element izvanstani¢ne matrice koji osigurava vlaénu
¢vrstocu, regulira prianjanje stanica, podrZzava kemotaksiju i migraciju stanica, usmjerava
razvoj tkiva, a njegov gubitak moze oslabiti angiogenezu [50]. Kod uzorka SLES 1 ostalo je
ocuvano najvise kolagena u izvanstani¢noj matrici, 6,065 + 0,012 ng/mg suhog tkiva. Znacajna
koli¢ina kolagena ostala je sa¢uvana i kod uzorka SLES 0.5a 8, 4,932 + 0,258 ug/mg. U
uzorcima SLES 0.5 2 i SLES 0.5 4 koli¢ina kolagena se smanjila ispod granice detekcije $to se
moze objasniti duljim ultrazvuénom obradom ovih uzoraka ili ve¢im brojem izmjena medija.
Iz dobivenih podataka vidljivo je da SLES 1 imala blaZe djelovanje na strukturu tkiva jer je
ostala veca koli¢ina DNK i kolagena, nego prilikom upotrebe manje koncentracije SLES-a.
Nadalje, iako je ocekivano da ¢e daljnja obrada ultrazvukom (SLES 0.5 8) rezultirati
smanjenjem koli¢ine kolagena ispod razine detekcije i slijediti prethodni trend, u izvanstani¢noj
matrici ostala je o€uvana znacajna koli¢ina kolagena. Moguce je da je dulja ultrazvu¢na obrada
smanjila koli¢inu enzima proteaze koji moze narusiti strukturu vlakna kolagena ili su prilikom
decelularizacije uklonjeni ostali stani¢ni proteini, poput GAG-a, zbog Cega je povecan udio
kolagena kao postotni iznos po masi suhe tvari [48].
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Slika 10. Graficki prikaz dobivenih vrijednosti kolagena i standardne devijacije za svih Sest uvjeta
decelularizacije

GAG omogucava izvanstani¢noj matrici da podnese velike tla¢ne sile, te utjece na
prianjanje stanica i njihovu migraciju i proliferaciju [29]. Uklanjanje GAG-a prati smanjenje
faktora rasta, ometaju¢i naknadnu migraciju i diferencijaciju stanica [51]. Medutim, uklanjanje
GAG-a moze povecati poroznost decelulariziranog tkiva i potaknuti migraciju stanica u nosac.
Svi uvjeti decelularizacije uzrokovali su potpuni nestanak ili smanjenje koncentracije GAG-a
ispod granice detekcije. Mogucée je da je tijekom decelularizacije SLES poremetio proteinske
veze GAG-a, te da je zbog njegove velike topljivosti u vodenoj otopini detergenta doslo do

njegovog znacajnog uklanjanja [48].

Gubitak kolagena i GAG-a mijenja strukturu i uzrokuje slabljene mehanickih svojstva
izvanstani¢ne matrice [41]. Ostecenja tkiva vidljiva na slikama 7 i 8 mogla su nastati tijekom

decelularizacije kao posljedica gubitka ove dvije komponente.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu koriSteno je Sest razlicitih uvjeta decelularizacije kako bi se usporedila

struktura izvanstani¢ne matrice i kako bi se odabrala ona najefikasnija.

Najucinkovitijom se pokazala decelularizacija uzoraka s 0,5 %-tnom otopinom SLES-a

kod koje je postignut najmanji udio DNK, a struktura izvanstani¢ne matrice je ostala ocuvana.

Upotreba ultrazvuc¢ne kupelji tijekom jednog sata pokazala je ocCuvanje strukture
izvanstanicne matrice decelularizirnog uzorka uz ocuvanje kolagena, ali i DNK. Duljim

izlaganjem materijala ultrazvuku nastala su vidljiva oSte¢enja strukture izvanstani¢ne matrice.

Kako bi se potvrdila uspjesnost decelularizacije s 0,5 %-tnom otopinom SLES-a, kao i
djelovanjem ultrazvuka u trajanju od 1 h potrebna su daljnja istrazivanja po pitanju mehanickih
i strukturnih svojstava izvanstani¢ne matrice. Takoder, potrebno je ispitati brzinu njezinog
raspadanja te moguénost prianjanja stanica, kao i toksi¢nost zaostalih molekula SLES-a na

stanice te opéenito biokompatibilnost dobivenog biomaterijalala.
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7. POPIS SIMBOLA | KRATICA

Simboli
Eb
Es

phb

Kratice
EDTA
GAG
PBS
PCL
PEG
PGA
PLA
PLGA
PMMA
PTFE
SLES
SLS
TnBP

Youngov modul razasutog materijala

Youngov modul stani¢nog materijala

poroznost
nasipna gusto¢a materijala

gustoca Cvrste tvari

etilendiamin tetra-octena kiselina, engl. ethylenediaminetetraacetic acid
glikozaminoglikani, engl. glycosaminoglycans

fizioloSka otopina fosfatnog pufera, engl. phosphate-buffered saline
poli(e-kaprolakton), engl. poly e-caprolactone

polietilen glikol, engl. polyethylene glycol

poliglikolna kiselina, engl. polyglycolic acid

polilaktatna kiselina, engl. polylactic acid

poli(lakti¢no-glikolna) kiselina, engl. poly lactic-co-glycolic acid
polimetil metahidrat, engl. polymethyl methacrylate
poltetrafluoroetilen, engl. polytetrafluoroethylene

natrijev lauret-sulfat, engl. sodium lauryl ether sulphate

natrijev lauril-sulfat, engl. sodium lauryl sulphate

tri-n-butil fosfat, engl. tri-n-butyl phosphate
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