Karakterizacija hidrogelova pripravljenih iz biogenog
izvora za primjenu u inzenjerstvu tkiva

Zrno, Julijan

Master's thesis / Diplomski rad
2024

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Chemical Engineering and Technology / SveucilisSte u Zagrebu, Fakultet
kemijskog inzenjerstva i tehnologije

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:149:116027

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-12-29

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Chemical Engineering and
Technology University of Zagreb

FKIT]

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:149:116027
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.fkit.unizg.hr
https://repozitorij.fkit.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/fkit:2646
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/fkit:2646
https://dabar.srce.hr/islandora/object/fkit:2646

SVEUCILISTE U ZAGREBU
FAKULTET KEMIJSKOG INZENJERSTVA I TEHNOLOGIJE

SVEUCILISNI DIPLOMSKI STUDIJ

Julijan Zrno

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, lipanj 2024.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
FAKULTET KEMIJSKOG INZENJERSTVA | TEHNOLOGIJE
POVJERENSTVO ZA DIPLOMSKE ISPITE

Kandidat  Julijan Zrno

Predao je izraden diplomski rad dana: 04. lipnja 2024.

Povjerenstvo u sastavu:

Prof. dr. sc. Gordana Matijasi¢, Sveudiliste u Zagrebu
Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije

Prof. dr. sc. Jasna Prli¢ Kardum, Sveuciliste u Zagrebu
Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije

Prof. dr. sc. Mirela Leskovac, Sveuciliste u Zagrebu Fakultet
kemijskog inzenjerstva i tehnologije

izv. prof. dr. sc. Vesna Oceli¢ Bulatovi¢, Sveuciliste u
Zagrebu Fakultet kemijskog inzenjerstva i tehnologije
(zamjena)

povoljno je ocijenilo diplomski rad i odobrilo obranu diplomskog
rada pred povjerenstvom u istom sastavu.

Diplomski ispit odrzat ¢e se dana: 07. lipnja_2024.




SVEUCILISTE U ZAGREBU
FAKULTET KEMIJSKOG INZENJERSTVA I TEHNOLOGIJE

SVEUCILISNI DIPLOMSKI STUDIJ

Julijan Zrno

Karakterizacija hidrogelova pripravljenih iz biogenog izvora za

primjenu u inZenjerstvu tkiva

DIPLOMSKI RAD

Voditelj rada: prof. dr. sc. Gordana Matijasi¢

Clanovi povjerenstva:
Prof. dr. sc. Gordana Matijasi¢
Prof. dr. sc. Jasna Prli¢ Kardum

Prof. dr. sc. Mirela Leskovac

Zagreb, lipanj 2024.



Diplomski rad izraden je u Zavodu za mehanicko i toplinsko procesno inZenjerstvo Fakulteta

kemijskog inZzenjerstva i tehnologije Sveucilista u Zagrebu.



SAZETAK

Tkivno inZenjerstvo uvelike je istrazivano podrucje kojem znanstvenici posvecuju sve vecu
pozornost. Ono omogucuje regeneraciju oSteCenih tkiva i organa, smanjujuci potrebu za
transplantacijama i donorima. Decelularizirana izvanstanicna matrica (dECM) koristi se u
tkivnom inzenjerstvu jer pruza prirodnu podlogu koja podrzava regeneraciju tkiva, zadrzavajuci
biokemijske i biomehanicke faktore potrebne za rast stanica. Takoder, smanjuje rizik od
imunoloSkog odbacivanja jer ne sadrzi stani¢ne komponente koje bi mogle izazvati imunolosku
reakciju. Hidrogelovi od decelularizirane izvanstani¢ne matrice kombiniraju biokompatibilnost
i prirodnu bioaktivnost dECM-a s mehanickim svojstvima hidrogela, omogucujuéi optimalnu

podrsku za rast i diferencijaciju stanica.

Za decelularizaciju jetrenog tkiva koriSten je deterdzent natrijev lauret sulfat (SLES).
Decelularizirani uzorci dodatno su obradeni ultrazvukom u trajanju od 1, 2, 4, 8 1 16 sati.
Takvim uzorcima kvantificirane su bioloske komponente DNK i kolagen. Provedena je i
diferencijalna pretrazna kalorimetrija kako bi se odredila termicka stabilnost proteina.
Pripravljeni hidrogelovi od dECM-a karakterizirani su mjerenjem promjene apsorbancije u
vremenu kako bi se dobio uvid u kinetiku geliranja te infracrvenom spektroskopijom s
Fourierovom transformacijom (FTIR) kako bi se identificirala i potvrdila prisutnost specifi¢nih

biokemijskih komponenti unutar hidrogela.

Provedenim ispitivanjima moze se zakljuciti da je decelularizacija uspjeSno provedena s
obzirom da se kvantifikacijom utvrdio znatno smanjen sadrzaj DNK, ali i visok sadrZaj
kolagena. Najbolje vrijednosti pokazuje uzorak SLES 0.5b 8h, §to potvrduje 1 FTIR analiza, pa
je taj uzorak potencijal za daljnja istrazivanja budu¢i da ima i zadovoljavajucu kinetiku

geliranja te maksimalnu temperaturu denaturacije.

Kljucne rijeci: tkivno inZenjerstvo, decelularizirana izvanstanicna matrica (dECM),

hidrogelovi, ultrazvuk, SLES



ABSTRACT

Characterization of hydrogels made from biogenic source for tissue engineering

applications

Tissue engineering is a largely researched field to which scientists are paying more and more
attention. It enables the regeneration of damaged tissues and organs, reducing the need for
transplants and donors. Decellularized extracellular matrix (dECM) is used in tissue
engineering because it provides a natural substrate that supports tissue regeneration, retaining
biochemical and biomechanical factors necessary for cell growth. Also, it reduces the risk of
immune rejection because it does not contain cellular components that could cause an immune
reaction. Decellularized extracellular matrix hydrogels combine the biocompatibility and
natural bioactivity of dECM with the mechanical properties of hydrogels, enabling optimal

support for cell growth and differentiation.

The detergent sodium laureth sulfate (SLES) was used to decellularize the liver tissue.
Decellularized samples were additionally treated with ultrasound for 1, 2, 4, 8 and 16 hours.
The biological components of DNA and collagen were quantified with such samples.
Differential scanning calorimetry was also performed to determine the thermal stability of
proteins. Prepared dECM hydrogels were characterized by measuring the change in absorbance
over time to gain insight into gelation kinetics and by Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR) to identify and confirm the presence of specific biochemical components within the

hydrogel.

Based on the research, it can be concluded that the decellularization was successful, since the
quantification showed a significant decrease in the DNA content, but also a high collagen
content. The best values are shown by the sample SLES 0.5b 8h, which is also confirmed by
the FTIR analysis, so this sample has the potential to be considered in further research since it

has satisfactory gelling kinetics and the maximum denaturation temperature.

Key words: tissue engineering, decellularized extracellular matrix (dECM), hydrogels,

ultrasound, SLES
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1. UVOD

Problemi koje donosi tradicionalna transplantacija organa zahtijevaju moderna rjeSenja te se
radi toga brojni danasnji znanstvenici usmjeravaju u podrucju tkivnog inZenjerstva, discipline
koja povezuje nacela znanosti i1 inzenjerstva. Unutar tkivnog inZenjerstva istrazuju se razni
materijali s ciljem razumijevanja njihovih svojstava i potencijalne primjene u regenerativnoj
medicini.

Jedan od ciljeva tkivnog inzenjerstva je stvaranje bioaktivnih nosaca koji mogu poduprijeti rast
stanica 1 stvaranje novog tkiva. Takvi nosaci predstavljaju trodimenzionalno okruzenje koje
mora biti sli€no prirodnom tkivu. Velika paznja posvecena je biomaterijalima koji pokazuju
dobra povrsinska, mehanic¢ka, biokompatibilna i biorazgradiva svojstva za primjenu u ove
svrhe. Zbog svojih fizi¢kih svojstava koja su vrlo bliska onima zivih tkiva, hidrogelovi su vrlo
istrazivani u ovom podrucju. Razvijanje hidrogelova od decelularizirane izvanstani¢ne matrice
(dECM) prirodnih tkiva uvelike se istrazuje u tkivnom inZenjerstvu budu¢i da izvanstani¢na
matrica ima veliki znacaj u proliferaciji, diferencijaciji i migraciji stanica. Decelularizacijom se
uklanja imunogeni dio tkiva i osigurava prostor za infiltraciju novih stanica.

Raznim analizama dobivaju se potrebne informacije o ovim materijalima. Infracrvena
spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR) daje uvid u prisutnost molekula na
povrsini uzorka, diferencijalna pretrazna kalorimetrija (DSC) omogucuje jasan prikaz svojstava
materijala dok podlijeZe temperaturnim promjenama, a kvantifikacijom bioloskih komponenata
dobiva se podatak o koli¢ini genetskog materijala i kolagena u uzorku. Analizom hidrogelova
od dECM-a, pomoc¢u mjerenja apsorbancije, doznaju se vazni parametri koji opisuju proces
geliranja 1 ukazuju na brzinu istog. Ove metode omogucuju dublje razumijevanje karakteristika
biomaterijala, $to je vrlo vazno za optimizaciju njihove primjene u biomedicini. Cilj ovog rada
je provesti karakterizaciju hidrogelova pripravljenih iz biogenog izvora uz pomo¢ navedenih

metoda.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. TKivno inZenjerstvo

Inzenjerstvo tkiva je novo i brzorastu¢e multidisciplinarno podrucje istrazivanja koje kombinira
principe inzenjerstva, biomedicine i znanosti o materijalima za razvoj bioloskih nadomjestaka
koji mogu obnoviti, odrzati ili poboljsati funkciju oStecenih ili bolesnih tkiva 1 organa. Konac¢ni
cilj tkivnog inzenjerstva je stvoriti funkcionalna i odrziva tkiva za transplantaciju, izbjegavajuci
ogranic¢enja i1 komplikacije povezane s tradicionalnom transplantacijom organa. InZenjerstvo
tkiva usko je povezano s podrucjem regenerativne medicine koja je usmjerena na popravak ili
zamjenu oStecenih tkiva i1 organa. Tkivno inzenjerstvo i regenerativha medicina imaju
zajednicki cilj, iskoriStavanje prirodne sposobnosti pojedinih tkiva da se regeneriraju. Tkivno
inzenjerstvo je fokusirano na razvoj bioaktivnih podloga, odnosno nosaca (eng. scaffold) za
stani¢ni rast i stvaranje novog tkiva. Zadovoljavajuéi nosa¢ mora imati dobra povrsinska i
mehanicka svojstva kako bi doslo do §to bolje adsorpcije, umnazanja i diferencijacije stanica te
visoku poroznost kako bi se nesmetano mogao odvijati prijenos kisika, hranjivih tvari i
metabolickog otpada. Svojstva nosaca bi trebala ostati ista tijekom cijelog vremena njegovog
trajanja. Vrlo bitno svojstvo koje nosa¢, odnosno materijal od kojeg je on napravljen, mora
zadovoljiti je biokompatibilnost i biorazgradljivost, budu¢i da su nosa¢i samo privremeni
oslonac koji degradira tijekom rasta novog tkiva. Brzina njegove razgradnje trebala bi biti

jednaka brzini regeneracije tkiva. [1]

P —
AN Izolacija stanica
A= iz tiva ili organa

Transplantacija

(kirurski zahvati) Direktno

injektiranje

Slika 1. Osnovni koraci u tkivnom inZenjerstvu [2]



Glavne korake u inzenjerstvu tkiva prikazuje slika 1. Izolirane stanice iz prirodnog tkiva
nasaduju se na odabrani nosa¢ nakon ¢ega se primjenjuju potrebni biokemijski podrazaji koji
simuliraju razvoj i diferencijaciju stanica. U opisanim in vitro uvjetima pomocu signalnih
molekula (proteina i faktora rasta) simuliraju se fizioloski uvjeti te dolazi do procesa izmjene
hranjivih tvari i nusprodukata. Nakon implantiranja takvog nasadenog nosaa na mjesto

ostecenja, regeneracija tkiva inducira se in vivo. [2]

2.2. Materijali u tkivnom inZenjerstvu

Vazni ¢imbenici u inZenjerstvu tkiva su materijali i tehnike izrade nosaca. U posljednja dva

desetljeca proucavani su razli¢iti materijali za izradu nosaca, kao $to su metali 1 njihove legure,

2.2.1. Metali

Do sada su se metali i njihove legure koristili kao materijali u ortopediji zbog svojih vrhunskih
mehanickih svojstava poput duktilnosti, krutosti te otpornosti na habanje i koroziju. Nosaci na
bazi metala kao $to su titan, Zeljezni oksid, zlato, srebro i magnezij koriste se u inZenjerstvu
tvrdih tkiva u obliku $ipki, kuglica, Zica, ljuski, Cestica ili vlakana. Metali imaju svojstva koja
im omogucuju lako dobivanje zeljenih oblika, dimenzija 1 sastava. Medutim, ovi materijali se
ne smatraju biokompatibilnima, a nedostatak je 1 njithova inertnost te u pojedinim slu¢ajevima

potreba za vadenjem takvih implantata $to iziskuje dodatan operativni zahvat. [3]

2.2.2. Keramika

Odredene vrste keramickih nanocestica, kao $to su hidroksiapatit (HA) 1 TCP (trikalcijev fosfat)
nanocestice, imaju komponente sli¢ne kostima, $to ih ¢ini savrSenim kao nadomjesni materijal.
Biokeramika se u ljudskom tijelu moZe ponaSati na tri razli¢ita nacina: (1) bez izravne
interakcije s fizioloskim medijem, Sto ukazuje na bioinertno ponasanje; (2) podvrgavajuci se
kemijskim reakcijama te interakcija s okolnim tkivom, pokazujuéi bioaktivna svojstva; (3) kao
bioresorptivan materijal koje tijelo s vremenom apsorbira nakon Sto izvrsi svoju funkciju u
popravku tkiva. S obzirom na visoku adsorpcijsku sposobnost, izvrsnu biokompatibilnost i

dobru biorazgradljivost, CaP (kalcijev fosfat) nanocestice mogu se koristiti u izradi nosaca ¢ija



je uloga dostaviti lijek u oSte¢ene stanice pacijenta. Zbog krhke strukture i poteskoca u
podesavanju brzine biorazgradnje, primjena keramike u svrhe inZenjerstva tkiva je za sada

ogranic¢ena. [3-5]

2.2.3. Polimeri

Polimeri su se takoder pokazali kao dobri materijali koji mogu oponasati izvanstani¢nu matricu
(ECM, eng. extracellular matrix), a ovisno o podrijetlu mogu se podijeliti na prirodne i
sintetske. Dok su prirodni polimeri ukljuc¢eni u stani¢nu adheziju, tj. sudjeluju u interakciji
izmedu stanica, odnosno izmedu stanica i izvanstanicne matrice (ECM), sintetski polimeri su
bioinertni. Medutim, sintetski polimeri zbog svog sastava ne mogu toliko dobro imitirati
izvanstani¢nu matricu pa su tako interakcije izmedu stanica i nosaca nesto slabije. Ono §to je
takoder nedostatak kod ovih polimera je to §to se ponekad u njihovoj pripremi koriste agresivna,
pa Cak 1 toksi¢na otapala. S druge strane, polimeri prirodnog podrijetla teZe su obradivi te imaju
losija mehanicka svojstva i nedosljednost u sastavu. Nepozeljna strana ovih polimera je i ta §to,
usadivanjem u organizam, moze do¢i do nepozeljne imunoloske reakcije. Buduci da obje vrste
imaju odredene prednosti 1 nedostatke, kako bi se poboljsala fizikalno-kemijska i1 bioloska

svojstva, razli€iti materijali mogu se kombinirati zajedno, odnosno upotrijebiti kao kompozit.

[6]

2.2.3.1. Sintetski polimeri

Medu sintetskim polimerima, poliesteri se nasiroko proucavaju za primjene u inZenjerstvu
tkiva. Poznati primjeri koji se ¢esto koriste su polimlijecna kiselina (PLA), poliglikolna kiselina
(PGA) 1 polikaprolakton (PCL). Razgradnja ovih poliestera dogada se hidrolizom njihovih
esterskih veza. PGA je hidrofilni polimer i njegova razgradnja je brza i in vitro 1 in vivo. PLA
je hidrofobniji od PGA zbog dodatne metilne skupine u jedinicama koje se ponavljaju pa se
zbog toga razgraduje sporije. Kako bi se dobio polimer s brzinom razgradnje izmedu brzina
razgradnje PLA 1 PGA, priprema se kopolimer polimlije¢ne 1 poliglikolne kiseline (PLGA).
PCL se zbog svoje sporije razgradnje u odnosu na PLA, PGA i PLGA moze upotrijebiti za
izradu nosaca koji ¢e imati dugotrajniju primjenu, odnosno dugorocno oslobadati lijek.
Medutim, ovi poliesteri relativno su kruti i imaju vrlo ogranicenu fleksibilnost, §to pak

ogranicava njihovu primjenu na tkiva poput hrskavice, tetiva, ligamenata, krvnih Zila, koze i



misiéa. Takoder, oni mozda neée poduprijeti rast stanica dugoroéno. Sto se ti¢e 3D-ispisa,
spomenuti poliesteri zahtijevaju organska otapala, a mogu i degradirati pri visokim

temperaturama. [7, 8]

PCL je hidrofobni poliester koji se odlikuje visokom plasticno$¢u i malom brzinom degradacije.
Spora razgradnja PCL-a moze poboljsati strukturnu stabilnost nosaca i uravnoteziti brzu
razgradnju prirodnih polimera. [9] Dodavanje PCL-a nosa¢ima moze osigurati zadovoljavajuca
biomehanicka svojstva i omoguciti 3D-ispis. [10] PCL je zbog svojih svojstava, kao Sto su
viskoelasti¢nost, mala cijena i izvrsna kompatibilnost prilikom mijesanja, jedan od atraktivnijih
materijala za 3D-ispis. Medutim, ograni¢enja primjene su posljedica njegove hidrofobnosti i
nedostatka bioaktivne povrSine zbog ¢ega je razvijeno nekoliko pristupa za svladavanje ovih
nedostataka. Kako bi se povecala stanicna adhezija i1 proliferacija primjenjuje se nekoliko
metoda za poboljSanje povrSine PCL nanovlakana, kao §to je obrada plazmom, fizikalna

adsorpcija te graft-polimerizacija. [11]

Zbog svoje biorazgradljivosti 1 efekta pamcéenja oblika, poliuretani se smatraju dobrim

materijalima za 3D-biotisak. [12]

2.2.3.2. Prirodni polimeri

Materijali ekstrahirani iz bioloSkih sustava kao §to su biljke, mikroorganizmi, alge 1 Zivotinje
poznati su prirodni polimeri koji se od nedavno upotrebljavaju u podrucju biomaterijala.
Polimeri na prirodnoj bazi kao netoksi¢ni materijali vrlo su sli¢ni tkivima domacina te stoga
mogu poboljSati migraciju, adheziju, proliferaciju 1 diferencijaciju stanica. [13] Nedostaci
prirodnih polimera su visoko-temperaturna osjetljivost i slabija mehanicka svojstva. Osim toga,
nepozeljan imunoloski odgovor, koji je uzrokovan endotoksinima ili nefistoama te
nedosljednost u svojstvima od uzorka do uzorka takoder su nedostaci ovih polimera. [14] Kako
bi se njihovi nedostaci sveli na minimum potrebni su posebni pristupi proizvodnji,
procis¢avanju, kontroli degradacije i mehanickih svojstava te povecanju kompatibilnosti
prirodnih polimera. Ovi bioloSki materijali se primjenjuju u tkivhom inZenjerstvu za
regeneraciju razliCitih tkiva kao $to su hrskavica, kosti, miSi¢i, koZa, jetra i guSteraca.
Biomaterijali prirodnog podrijetla dijele se u dvije skupine, a to su materijali na bazi proteina i

oni na bazi polisaharida. [15]



Proteini

Kolagen koji se sastoji od polipeptidnih lanaca ekstrahira se iz izvanstani¢ne matrice razli¢itih
tkiva Zivotinja kao Sto su hrskavica, jetra, kost, tetiva i koza. Zbog svojih brojnih prednosti
poput visoke biokompatibilnosti, niske antigenosti, enzimske digestije u tijelu i izvrsne
interakcije sa stanicama, nasao je razne primjene u ovom podrucju. Mala mehanicka ¢vrstoca i
brza razgradnja dva su glavna ogranic¢enja kolagena, a kombiniranje sa sintetskim polimerima

uvelike poboljsava njegova mehanicka svojstva. [16, 17]

Zelatina je takoder proteinski biomaterijal koji se hidrolizom dobiva iz kolagena, &ime su
eliminirani potencijalni patogeni. Stoga su njezina kemijska 1 mehanicka svojstva vrlo sli¢na
kolagenu. Prethodna istrazivanja pokazala su da koristenje zelatine bez ikakvog umrezivaca
ne¢e imati dovoljna mehanicka svojstva za primjenu u tkivnom inzenjerstvu. Kako bi se
savladala niska mehanicka ¢vrstoca i brzo otapanje zelatine u vodenom mediju, koristena su
sredstva za umreZavanje kao Sto je glutaraldehid. No koriStenje glutaraldehida ima nedostatke
kao S$to su toksi¢ni ucinci, smanjenje tlacne ¢vrstoce i promjene u mikrostrukturi. Kao rezultat

toga potrebno je koristiti druge umrezivace za pripremu zelatinskih nosaca. [18]

Jos neki od zanimljivih materijala na bazi proteina su fibrin i fibroin svile. Fibrin igra vaznu
ulogu u homeostazi tako da ima vitalnu ulogu u spontanom obnavljanju oStecenih tkiva, a u

medicini se koristi kao fibrinsko ljepilo. [19, 20]

Fibroin svile se zbog svoje visoke mehanicke ¢vrstoce koristi za tkiva koja zahtijevaju visoku

mehanicku stabilnost. [21]
Polisaharidi

Hitin kao drugi najzastupljeniji prirodni polimer, nakon celuloze, ekstrahira se iz mnogih algi
1 ve€ine gljiva, kao 1 insekata i1 rakova. Hitin 1 njegovi derivati su netoksi¢ni, biorazgradivi,

hidrofilni, a takoder imaju veliku ¢vrstocu 1 visoku reaktivnost. [22, 23]

Hitozan je zajednicki naziv za sve deacetilirane oblike hitina koji se medusobno razlikuju po
stupnju deacetilacije i molekulskoj masi. Zbog svoje biokompatibilnosti, biorazgradljivosti i
bioadhezivnosti ima vrlo vaznu primjenu u medicini. Danas se razvijaju razni pripravci u
kojima je hitozan nosa¢ djelatne tvari, a rezultati pokazuju veliki uspjeh u postizanju
kontroliranog 1 kontinuiranog oslobadanja lijeka koji je uklopljen u hitozansku matricu. S
obzirom da je vrlo primjenjiv kao nosac djelatne tvari, to potice brojna znanstvena istraZzivanja

ovog biomaterijala na podruc¢ju farmaceutskih i medicinskih znanosti. Hitozan s polianionima
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tvori gelove tako da je odli¢no sredstvo u izradi nosaca koji se koriste u tkivnom inzenjerstvu.
[24] Porozna struktura hitozana je obecavajuca karakteristika za razvoj i optimizaciju raznih
tkivnih nosaca. Reguliranje poroznosti i morfologije pora nosaca na temelju hitozana klju¢no
je za kontrolu stani¢ne adhezije i organizacije unutar modificiranog tkiva. Dodavanje hitozana

u kolagenske nosa¢e moze znacajno povecati veli¢inu pora i njegov modul stlacivosti. [25, 26]

Jos neki od zanimljivih prirodnih biomaterijala koji se koriste u tkivnom inzenjerstvu su

hijaluronska kiselina, bakterijska (nano)celuloza i alginati. [15]

2.3. Hidrogelovi

Jedan od najistrazivanijih biomaterijala za pripremu nosaca su hidrogelovi. Hidrogelovi su
hidrofilne polimerne mreze s trodimenzionalnom strukturom koje imaju sposobnost bubriti u
vodi ili bioloskim teku¢inama. Mogu biti umrezeni kemijskim ili fizickim putem te apsorbirati
velike koli¢ine vode bez otapanja i gubitka svog oblika. Sto je polimer koji formira hidrogel
hidrofilniji, hidrogel apsorbira vecu koli¢inu vode. Takoder, visi stupanj umrezenja hidrogela
rezultira nizim stupnjem bubrenja gela. [27] Razlicita svojstva hidrogelova kao S$to su
propusnost, mehanicka svojstva, povrsinska svojstva 1 biokompatibilnost, ovise o sadrzaju vode
u strukturi. Prednost hidrogelova pred drugim biomaterijalima proizlazi iz njihovih fizi¢kih
svojstava koja su vrlo sli¢éna onima Zivih tkiva. Ta se sli¢nost temelji na njihovom sadrzaju
vode, meko¢i i fleksibilnosti te minimalnoj medupovrSinskoj napetosti s vodom ili bioloskim
teku¢inama. U nabubrenom stanju hidrogelovi su mekani 1 elasti¢ni, slicni Zivom tkivu. Kao
Sto je ve¢ spomenuto, hidrogelovi se mogu pripremiti iz Sirokog spektra materijala prirodnog
podrijetla, iz dijelova biljaka 1 Zivotinja, te sintetskih materijala, kao 1 materijala pripremljenih

modifikacijom tvari poput proteina i polisaharida. [28] Na slici 2 dan je prikaz hidrogela. [29]

Hidrogelovi se primjenjuju u medicini visSe od pedeset godina, a medu prvima je razvijen
hidrogel baziran na poli(2-hidroksietil metakrilatu) koji je imao uporabu u izradi kontaktne lece.
Nakon toga, njegova primjena se znacajno istrazivala i proSirila, naro€ito u posljednja dva
desetljeca, pa se tako koristi kao sredstvo protiv opeklina, kod izrade umjetnih hrskavica, u

obliku flastera itd. [27]



Slika 2. Hidrogel

2.3.1. Svojstva hidrogelova

Hidrogel mora biti napravljen tako da $to bolje oponasa izvanstani¢nu matricu i na taj nacin
potice stvaranje novoga tkiva. To podrazumijeva osiguravanje prijenosa hranjivih tvari koje su
potrebne za rast stanica, proliferaciju i diferencijaciju, stani¢nu adheziju i migraciju. Takoder
je nuzno osigurati mehanicku potporu i razgradnju uz uvjet da ne dolazi do stvaranja toksi¢nih
produkata. [30] Drugo iznimno vazno svojstvo koje hidrogel mora zadovoljiti je
biokompatibilnost. To znac¢i da u dodiru sa Zivim tkivom nosac ne smije izazvati oStec¢enje tkiva

ili alergijske reakcije organizma.

Kada je u pitanju struktura, hidrogelni nosa¢i moraju biti visoke poroznosti s dobrom
povezanosti pora kako bi se omogucila pravilna funkcija stanica. [31] S obzirom na veli¢inu
pora, hidrogelovi se dijele na: neporozne (1-10 nm), mikroporozne (10-100 nm) i makroporozne
(100-1000 nm). Osim stupnja poroznosti, vazni su i parametri poput volumena pora, veli€ine 1

raspodjele veli¢ina pora te njthova medusobna povezanost. [27]

Mehanicka svojstva hidrogelova prvenstveno ovise o njihovom sastavu i strukturi, a u mnogim
slu¢ajevima su slaba, zbog ¢ega se mnogi od ovih materijala ne mogu koristiti za zamjenu
ostecenih tkiva. lako koli¢ina vode apsorbirane u polimernoj matrici hidrogela igra vrlo vaznu
ulogu u njegovim svojstvima difuzije 1 propusnosti te biokompatibilnosti, u mnogim
slu¢ajevima ona moZe negativno utjecati na njegova mehanicka svojstva. Nadalje, udio vode u
hidrogelu takoder utjeCe na njegova mehanicka svojstva, jer povecanje udjela vode koja se

smrzava u gelu uzrokuje pogorSanje njegove mehanicke otpornosti, budué¢i da ¢e ta voda

8



djelovati kao plastifikator, smanjuju¢i temperaturu staklastog prijelaza. Strategije za
poboljsanje mehanickih svojstava hidrogelova uglavnom su umrezavanje i kopolimerizacija s

hidrofobnim monomerima. [28]

2.3.2. Metode izrade nosaca

Do sada je razvijen velik broj metoda za pripremu hidrogelova, a ovisno o pristupu i uvjetima

izrade dobivaju se hidrogelovi razli€itih struktura i svojstava.

Lijevanje otapalom (eng. solvent casting) je metoda u kojoj se polimer otapa u prikladnom
otapalu i dodaje se netopljiva sol. Nakon isparavanja otapala dobiva se sol-polimerni kompozit.
Uranjanjem ovog kompozita u vodu ispire se sol, $to rezultira vrlo poroznom strukturom. Ovom
tehnikom moguce je proizvesti strukture velike poroznosti i kontrolirane veli¢ine pora, ali samo
jednostavnih struktura poput ravnih ploca i cijevi. Osim toga, zaostala otapala predstavljaju

rizik od toksi¢nosti za stanice i tkiva. [32-34]

U liofilizaciji (eng. freeze drying) prvi korak ukljucuje otapanje polimera u otapalu 1 njegovo
izlijevanje u kalup. Otopina se zatim ohladi ispod svoje tocke smrzavanja Sto rezultira
skrutnutim otapalom koje se potom podvrgava isparavanju sublimacijom. Ovim procesom se
dobiva nosa¢ Cvrste strukture i medusobno povezanih pora. Stvrdnjavanje se dogada pri
temperaturi izmedu -20 °C 1 -80 °C, a proces smrzavanja omogucuje podeSavanje veli¢ine pora.
Prednost ove tehnike je nepostojanje visokih temperatura koje bi mogle ugroziti bioloske
komponente u nosacu. Medutim, nedostaci ukljuuju nepravilne veli¢ine pora (15 pm — 35

um), dugotrajan proces, visoku potro$nju energije 1 upotrebu citotoksi¢nih otapala. [35-38]

Toplinski inducirana fazna separacija (TIPS) je tehnika koja predstavlja namjerno
induciranje odvajanja homogene polimerne otopine u razliite faze smanjenjem njegove
topljivosti kroz smanjenje temperature. Tijekom ovog procesa nastaju dvije faze: faza
siromasna polimerima i faza bogata polimerima. Faza siromasna polimerima je eliminirana, a
skru¢ivanjem faze bogate polimerima nastaje vlaknasta mreza nano-razine s velikom
poroznoScu, koja se koristi kao nosa€. TIPS pracena liofilizacijom omogucuje proizvodnju
nosaca s porozno$¢éu ve¢om od 95 %. Nedostaci ove metode su ogranicen izbor materijala za
izradu 1 nedovoljna razluc€ivost. Dodatno, njegova primjenjivost u inZenjerstvu kostanog tkiva

je ogranicena jer dobiveni materijal nema odgovarajuce velicine pora. [38-42]



Elektroispredanjem (eng. electrospinning) se dobivaju netkane mreze ¢ija vlakna mogu biti
promjera od nekoliko desetaka nanometara pa sve do nekoliko desetaka mikrometara. Proces
elektropredenja odvija se uvodenjem taline ili otopine polimera u elektrostatsko polje visokog
napona. Uredaj za kapilarno predenje spojen je na jednu visokonaponsku elektrodu, dok je
druga elektroda povezana na zaslon (metalnu plocu ili valjak) za skupljanje vlakana. Elektri¢no
polje uzrokuje ubrzavanje i stanjivanje nabijenog mlaza taline (ili otopine). Pod utjecajem
elektrostatskih sila i velikih brzina deformacije iz nastalih vlakana nastaju snopovi. Promjer
ovih vlakana znatno je manji od promjera uobicajenih vlakana. Zbog svojih smanjenih
dimenzija, vlakna proizvedena elektropredenjem imaju zadovoljavaju¢u mikrostrukturu, Sto

rezultira specifi¢nim uporabnim svojstvima. [43]

Aditivna proizvodnja jedna je od novijih tehnika za izradu poroznih nosaca za tkivno
inzenjerstvo. Poznatiji kao 3D-ispis, ovaj princip temelji se na dizajniranju Zeljenog modela u
racunalnom programu (eng. computer aided design, CAD) gdje se podesavaju razli¢ita svojstva
poput Zeljenih dimenzija, poroznosti itd. Potom se, uz pomo¢ 3D-pisaca, materijal nanosi sloj
po sloj, sve do konacnog proizvoda. Ovisno o tehnologiji dobivanja slojeva i upotrijebljenim
materijalima, koji mogu biti u krutom, tekué¢em i praskastom stanju, razvijeno je vise postupaka
aditivne proizvodnje, od kojih svaki otiskuje proizvod nesto drugacije strukture i rezolucije.
Glavna prednost upotrebe ove tehnike je mogucénost proizvodnje prilagodenog nosaca, tj.
specificnog za svakog pacijenta, kao i mogucnost izrade predmeta vrlo kompleksne geometrije.
Razli¢ite tehnike aditivne proizvodnje, od kojih su najpoznatije stereolitografija (SLA), Polyjet
(rasprSivanje materijala) i selektivno lasersko sinteriranje (SLS), mogu se definirati kao biotisak
ako ukljucuju uporabu nekog biomaterijala ili stanica. [44, 45] Na slici 3 prikazan je model srca

ispisan 3D tehnikom. [46]

Slika 3. 3D-ispisan model srca

10



2.4. Izvanstani¢na matrica

Izvanstani¢na matrica (ECM) se sastoji od strukturnih i1 regulatornih proteina zajedno s

polisaharidima, a proizvode ju i odrzavaju stanice. ECM igra klju¢nu ulogu u kontroli razli¢itih

stani¢nih funkcija poput proliferacije, migracije i diferencijacije. Svaki organ i tkivo posjeduje

jedinstveni ECM s razli¢itim biokemijskim sastavom i strukturnim rasporedom. Svojstva ECM-

a vrlo su znacajna u podrucjima tkivnog inzenjerstva i1 regenerativne medicine, buduci da se u

tim podruc¢jima cesto nastoji oponasati njen sastav i struktura. [47] ECM je sloZzena

trodimenzionalna mreza sastavljena od makromolekula od kojih su glavne kolagen, elastin,

fibronektin 1 laminin. Njihove funkcije opisane su u tablici 1.

Tablica 1. Popis glavnih proteinskih komponenti u ECM-u. [48]

Protein

Tkiva

Funkcija

Kolagen

Elastin

Fibronektin

Laminin

Matricelularni
proteini

Kostani sustav 1 ve¢ina mekih
tkiva

Vecina mekih tkiva, poput
krvozilnog sustava i miSica

Vecina organa/tkiva

Hrskavica, mi$i¢i

Krvozilni sustav

Omogucuju vlacnu ¢vrstocu,
povezuju strukturu tkiva/organa,
utjecu na raspored tipova stanica.

Pruzaju elasti¢nost, prilagodavaju
mehanicka svojstva.

Reguliraju ponasanje i funkciju
stanica, reguliraju morfogenezu.

Poticu stani¢nu adheziju i migraciju,
osiguravaju bioaktivna mjesta za
umrezavanje.

Sadrze vezna mjesta za ECM
strukturne proteine i stani¢ne
povrsinske receptore te moduliraju
aktivnosti specifi¢nih faktora rasta.
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2.4.1. Decelularizirana izvanstani¢na matrica

Unato¢ S$irokoj upotrebi 1 brzom napredovanju razli¢itth nosaca razvijenih tkivnim
inzenjerstvom, uklju¢uju¢i one temeljene na prirodnim i sintetskim polimerima, njihova
sposobnost da pomognu kod oste¢enog tkiva ograni¢ena je zbog poteSkoca u repliciranju
mikrookruzenja in vivo te postizanju mehanickih ili biokemijskih svojstava usporedivih s onima
izvornih organa ili tkiva. Medutim, upotreba nosaca od decelularizirane izvanstani¢ne matrice
(dECM) uvelike se istrazuje u tkivnom inzenjerstvu s obzirom da takvi nosaci oponaSaju
idealno okruzenje s izvornim trodimenzionalnim strukturama i nizom bioaktivnih komponenti,

a dobivaju se uklanjanjem stani¢nih komponenti ECM-a raznim metodama decelularizacije.

[48]

2.4.1.1. Metode decelularizacije

Cilj decelularizacije je temeljito uklanjanje stani¢nih komponenti uz ocuvanje originalne
strukture, sastava, kao i biokemijskih te mehani¢kih svojstava izvorne izvanstani¢éne matrice
(ECM). Trenutacno ne postoji zlatni standard za decelularizaciju, budu¢i da ona ovisi o vise
¢imbenika povezanih s izvornim tkivom, kao §to su vrsta i dob, anatomska lokacija te veli¢ina.
Unato¢ tome, istrazivaci su osmislili niz protokola za decelularizaciju, ukljucujuc¢i metode
poput fizickih, kemijskih, enzimskih tretmana i kombinacije tih metoda (slika 3). U tablici 2

navedene su fizikalne metode decelularizacije. [48]
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Slika 3. Osnovne metode decelularizacije [48]
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Tablica 2. Fizikalne metode decelularizacije

Metode

Prednosti

Nedostaci

Ciklusi zamrzavanja

Agitacija

Perfuzija

Remete stanicnu membranu i
izazivaju razaranje stanica
stvaranjem intracelularnih

kristala leda.

Razara tkiva i stanice te odvaja
stanice od bazalnih membrana.

Uklanja stanice iz ECM-a te
pomaze u uklanjanju stani¢nih
komponenti i ostataka unutar

Narusavaju mikrostrukturu ECM-a
kristalima leda. Zahtijevaju se
naknadni tretmani za uklanjanje
stani¢nog sadrzaja.

Moze inducirati smi¢no naprezanje
koje moze ostetiti ECM. Nepotpuna
decelularizacija. Gubitak bioaktivnih

molekula.

Rukovanje perfuzijskim uredajima
zahtijeva visoku razinu
sofisticiranosti.

prirodne vaskulature organa.

Kemijski tretmani koriste deterdzente i kemijska sredstva za naruSavanje stanicne veze i

uklanjanje stani¢ne komponente.

Deterdienti

Topljivi amfifili poznati kao deterdZenti, koji ukljucuju ionske, neionske 1 zwitterionske tipove,
posjeduju sposobnost ometanja hidrofobno-hidrofilnih interakcija medu molekulama. Oni
igraju klju¢nu ulogu u uklanjanju imunogenih stani¢nih komponenti solubilizacijom stani¢nih
membrana i odvajanjem DNK (deoksiribonukleinska kiselina) od proteina. Ovisno o jakosti,
deterdzenti mogu biti agresivni 1 blagi. Iako su u€inkoviti, agresivni deterdZzenti mogu imati
negativne ucinke na izvanstanicnu matricu ometanjem i razdvajanjem proteina. Medu njima,
ionski deterdZenti, kao §to su natrijev dodecil sulfat (SDS), natrijev deoksikolat (SDC) i drugi,
posebno su ucinkoviti za decelularizaciju. To postizu prekidanjem interakcija lipid-lipid, lipid-
protein, DNK-protein i protein-protein, $to dovodi do eliminacije stanica 1 genetskog sadrZaja.
Koncentracija deterdZenata je kritiCan ¢imbenik u procesu decelularizacije. ViSe koncentracije
rezultiraju nizim preostalim sadrzajem DNK i smanjenom mehani¢kom c¢vrstocom u
decelulariziranim ECM nosac¢ima, dok niZe koncentracije dovode do veceg zadrzavanja
kolagena, manje denaturacije ECM proteina i povecanih citotoksi¢nih u¢inaka s vise preostalih

stani¢nih komponenata. Unato€ svojoj ucinkovitosti, ionski deterdZenti imaju Stetan utjecaj na
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ECM strukturu 1 bioaktivne komponente zbog njihovog ometanja interakcija protein-protein.
Dodatno, izazov uklanjanja zaostalog deterdzenta i dalje postoji s obzirom da snazno stupa u
interakciju s ECM proteinima, potencijalno inducirajuci citotoksi¢nost u recelulariziranim

stanicama. [48]

Nasuprot tome, neionski deterdzenti nude blazi pristup solubilizaciji stani¢nih membrana i
odvajanju DNK od proteina bez oStecenja strukture i orijentacije kolagena. Medutim, njihova
blaza priroda ih ¢ini nedovoljnima za potpuno uklanjanje jezgri i DNK. Stoga se ovi deterdzenti
koriste u kombinaciji s drugim sredstvima za decelularizaciju kako bi se osiguralo potpuno

uklanjanje stani¢nih komponenti. [48]

Kiseline i luZine

Metode decelularizacije koje koriste kiseline i luzine hidroliticki razgraduju biomolekule,
citoplazmatske komponente i nukleinske kiseline. Za decelularizaciju se obi¢no koriste
peroctena kiselina (PAA), klorovodi¢na kiselina i octena kiselina. Naime, PAA pokazuje
germicidno djelovanje protiv Sirokog spektra bakterija, virusa i gljivica. Unato¢ njihovoj
ucinkovitosti, kiseline takoder mogu ostetiti mikrostrukturu ECM-a, smanjiti sadrzaj kolagena
1 smanjiti ¢vrstocu tkiva. Stoga je vazno pazljivo odabrati odgovarajuce kiseline 1 optimalne

koncentracije. [49-51]

Decelularizacija pomoc¢u luzina ukljucuje denaturaciju DNK i pocetak raspadanja stanica.
Alkalne otopine, osobito one s pH iznad 11, u¢inkovite su u uklanjanju stani¢nih ostataka zbog
osjetljivosti DNK na denaturaciju. Ipak, izlozenost alkalnim otopinama moze nepovoljno
utjecati na strukturu izvanstanicne matrice, promijeniti mehanicka i viskoelasti¢na svojstva,
smanyjiti sadrzaj glikozaminoglikana te dovesti do uklanjanja faktora rasta unutar tkiva. Nadalje,
alkalne otopine s rasponom pH od 10 do 12 mogu uzrokovati znatna oSte¢enja kolagenih
vlakana, fibronektina i glikozaminoglikana, izazivaju¢i ozbiljne reakcije imuniteta i poti¢uci

stvaranje fibroznih tkiva. [52]

Hipertonicne i hipotonicne otopine

Kroz osmotske ucinke, metode koje koriste ove otopine postizu decelularizaciju tkiva poti¢uci
razaranje stanice, tj. dehidraciju, pucanje membrane i smrt. Potvrdeno je da hipertoni¢ne
otopine mogu ucinkovito eliminirati proteine, dok hipotonicne otopine mogu olaksati
uklanjanje jezgri i DNK. Nadalje, te se otopine lakse ispiru s tkiva, ¢ime se smanjuje moguénost

stani¢ne toksi¢nosti od bilo koje preostale otopine. Dodatno, otopine soli s hipertoni¢nim ili
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hipotoni¢nim svojstvima, poput natrijeva klorida, pokazale su se u¢inkovitima u uklanjanju
zaostalih kemikalija i stani¢nih ostataka iz ECM-a. [53]-[55] Medutim, pucanje membrane u
hipotoni¢nim otopinama moze uzrokovati rasprSenje antigena u tkivima i rezultirati oticanjem
tkiva. Unato¢ tome Sto hipertonicne/hipotoni¢ne otopine mogu pomoc¢i u stani¢noj smrti, ne
mogu posti¢i potpunu eliminaciju stani¢nih ostataka ako se ne kombiniraju s drugim

deterdzentima ili enzimima. [53, 56]

Enzimatske metode

Enzimatske metode pruzaju visoku specificnost za uklanjanje stani¢nih komponenti i
nepozeljnih komponenata ECM-a cijepanjem specificnih lanaca unutar stani¢nih dijelova.
Osnovne enzimatske metode, zajedno s njihovim mehanizmom i nedostacima, prikazane su u

tablici 3. [48]

Tablica 3. Enzimatske metode decelularizacije

Metode Prednosti Nedostaci
Nukleaza Katalizira hidrolizu unutarnjih ili  Izaziva ozbiljno izobli¢enje strukture
terminalnih veza RNK ECM-a. Nepotpuno se uklanja te
(ribonukleinska kiselina) i DNK moze sprijeéiti recelularizaciju i
i pomaze u potpunom uklanjanju transplantaciju.
zaostalih nukleinskih kiselina.
Tripsin Cijepa peptidne veze na Tesko se postize dovoljna
karboksilnoj strani arginina i decelularizacija. Potrebno je dugo
lizina. vrijeme inkubacije. Remeti strukturu
elastina i kolagena.
Fosfolipaza Razgraduje fosfolipidni dvosloj Znacajno smanjuje koncentraciju
stani¢ne membrane i Cini stanice glikozaminoglikana.
topivim.

Prethodno navedene metode (fizikalne, kemijske i1 enzimske) imaju svoje prednosti i
nedostatke. Sve one mogu u odredenoj mjeri ukloniti staniéne komponente, ali i naStetiti
sastavu, strukturi 1 svojstvima izvanstani¢éne matrice. Upotreba samo jednog od ovih tretmana

nije dovoljna za minimiziranje Stetnih u¢inaka na ECM 1 djelotvorno uklanjanje stani¢nog
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sadrzaja pa se zbog toga preporucuje kombinacija viSe metoda. [48] Na slici 4 prikazana je

svinjska jetra obradena decelularizacijom. [57]

Slika 4. Decelularizirana svinjska jetra
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali
Koristeni materijali i kemikalije tijekom izrade eksperimentalnog dijela ovog rada su:

e Svinjska jetra (kupljena u mesnici) — svinjska jetra odabrana je za istrazivanje u ovom
radu s obzirom da je anatomski i fizioloski vrlo sli¢na ljudskoj jetri

e Enzim pepsin — za razgradnju proteina

e 0,01 M otopina klorovodi¢ne kiseline

e 0,1 M otopina natrijeva hidroksida

e 10x PBS otopina (fosfatni pufer, eng. phosphate-buffered saline) — za odrzavanje

konstantne pH vrijednosti

3.2. Uredaji
Za provedbu eksperimentalnog dijela koristeni su sljedeci instrumenti:

e Tehnicka vaga (PB602-S, Mettler Toledo)

e Magnetska mijeSalica (C-MAG HS 7 digital, IKA, Staufen, Njemacka)

e UV-Vis spektrofotometar (Shimadzu UV-1280) — instrument za odredivanje
apsorbancije

e DSC 823/TSO Mettler Toledo — instrument za diferencijalnu pretraznu kalorimetriju

e ATR-FTIR Brucker Vertex 70 — instrument za infracrvenu spektroskopiju s

Fourierovom transformacijom

17



3.3. Priprema uzoraka

3.3.1. Decelularizacija

Decelularizacija uzoraka prethodno je provedena na sitno narezanim komadima svinjske jetre.

Uzorci su obradeni uz pomo¢ mijesalice u fizioloSkoj otopini, a zatim u otopini deterdzenta

natrijeva lauret-sulfata (SLES, engl. sodium lauryl ether sulphate), masenog udjela 0,5 %.

Pet uzoraka obradeno je u ultrazvucnoj kupelji snage 120 W pri frekvenciji 35 kHz i temperaturi
od 30 £ 1°C u trajanju od 1 sata (SLES 0.5b 1h), 2 sata (SLES 0.5b 2h), 4 sata (SLES 0.5b 4h),
8 sati (SLES 0.5b 8h) i 16 sati (SLES 0.5b 16h). Sesti uzorak, SLES 0.5b, nije obraden pomo¢u

ultrazvuka, ve¢ je mijeSan na mijeSalici u 0,5 %-tnoj otopini SLES-a. Otopina se svakih 60

minuta zamjenjuje novom, sve do obezbojenja uzoraka. Nakon toga, uzorci se zavr§no obraduju

destiliranom vodom, 96 %-tnim etanolom i otopinom PBS-a. Uzorci se potom zamrzavaju za

daljnju provedbu eksperimenta.

U tablici 4 prikazane su oznake uzoraka i uvjeti provedbe decelularizacije.

Tablica 4. Oznake uzoraka i uvjeti pripreme

. Maseni udio Vrijeme Vrij eme

Oznaka uzorka | Deterdzent b v artin () | P oo it ultrazvucne

obrade (h)
SLES 0.5b SLES 0,5 60 -
SLES 0.5b 1h SLES 0,5 60 1
SLES 0.5b 2h SLES 0,5 60 2
SLES 0.5b 4h SLES 0,5 60 4
SLES 0.5b 8h SLES 0,5 60 8
SLES 0.5b 16h SLES 0,5 60 16
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3.3.2. Digestija

Digestija je provedena na prethodno decelulariziranim i liofiliziranim uzorcima svinjske jetre.
Nakon $to se usitni, izvaze se 200 mg uzorka dECM i doda 20 mg enzima pepsina te 20 mL
0,01 M otopine klorovodi¢ne kiseline. Pripremljeni uzorci muckaju se na tresilici 48 sati pri
300 okretaja u minuti. Nakon 48 sati potrebno je pH dovesti do 7 kako bi se zaustavila aktivnost
enzima. Uzorci se potom centrifugiraju kako bi se izdvojio supernatant koji se koristi u daljnjoj

provedbi eksperimenta.

3.3.3. Priprema hidrogelova

Ispitivani hidrogelovi pripremljeni su tako da se u kivetu doda 16 mg liofiliziranog digestata
decelularizirane izvanstani¢ne matrice te 1,62 mL 0,01 M otopine klorovodi¢ne kiseline (pH =
2). Nakon mijeSanja i otapanja digestata provodi se neutralizacija na ledu uz dodatak 180 pL
0,1 M otopine natrijeva hidroksida. Na kraju se dodaje 200 uL 10x PBS otopine. Tako
pripremljeni hidrogelovi u kivetama stavljeni su u staklenu posudu ispunjenu vodom sobne

temperature koja ima ulogu izolatora s obzirom na njen visok toplinski kapacitet.

3.4. Metode karakterizacije

3.4.1. Kinetika geliranja

Kinetika geliranja pripremljenih hidrogelova analizirana je turbidimetrijskom analizom
pomocu UV-Vis spektrofotometra (Shimadzu UV-1280). Ova se tehnika temelji na mjerenju
zamucenja tijekom odredenog vremena te samim time i povecanju apsorbancije do koje dolazi
tijekom geliranja. Pripremljeni uzorci stavljeni su u laboratorijski suSionik pri temperaturi od
37 °C, a analiza je provedena u trajanju od 90 minuta, pri ¢emu se apsorbancija analizirala

svakih 5 minuta pri valnoj duljini A = 405 nm.
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3.4.2. Diferencijalna pretrazna kalorimetrija

Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (DSC; eng. differential scanning calorimetry) provedena
je pomocu uredaja DSC 823/TSO Mettler Toledo. Mjerenje je provedeno na liofiliziranim
uzorcima (nakon digestije i decelularizacije) u struji dusika uz protok 60 mL/min u
temperaturnom rasponu od 20 do 170 °C brzinom zagrijavanja 5 °C/min. Za analizu se koriste
aluminijski lon¢i¢i koji se, nakon $to se u njih stavi uzorak, hermeticki zatvaraju i postavljaju
u instrument u kojem se nalazi i prazan referentni lonc¢i¢ pomocu kojeg se osigurava pouzdano

mjerenje te kalibracija samog uredaja.

3.4.3. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom

Radi jasnijeg uvida u kemijsku strukturu uzoraka provedena je infracrvena spektroskopija s
Furierovom transformacijom (FTIR; eng. Fourier transform infrared spectroscopy). Spektri su
snimljeni na instrumentu ATR-FTIR Brucker Vertex 70 u apsorpcijskom rezimu u rasponu 400

— 4000 cm! 32 puta s rezolucijom 4 cm™! pri temperaturi od 20 °C.

3.4.4. Kvantifikacija bioloSkih komponenata

Kvantifikacija bioloSkih komponenata provedena je na Odjelu za molekularnu biologiju
Sveucilista u Zagrebu Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta. Za kvantifikaciju DNK koristen
je pribor QuantiFluor dsDNA 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.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Kvantifikacija bioloSkih komponenata
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Slika 5. Grafi¢ki prikaz koli¢ine DNK u tkivu nakon decelularizacije

Nakon postupka decelularizacije provedena je kvantifikacija bioloSkih komponenata u
uzorcima tkiva, a na slici 5 prikazane su vrijednosti mase DNK po jedinici mase
decelulariziranog tkiva. Iz grafickog prikaza vidljivo je kako je u nativnom uzorku (uzorku koji
nije obraden niti jednim tretmanom) sadrzana najveca koli¢ina DNK (125,85 ng/mg), dok je
kod uzorka SLES 0.5b 8h vidljivo najbolje uklanjanje DNK (2,62 ng/mg), a slicna vrijednost
dobivena je 1 kod uzorka SLES 0.5b koji nije obraden ultrazvukom (3,75 ng/mg). lako uzorak
SLES 0.5b 16h odstupa od ostalih, za uzorke SLES 0.5b 1h — SLES 0.5b 8h vidljiv je
kontinuiran pad mase DNK, odnosno §to je uzorak bio dulje izloZen ultrazvuku to je
ucinkovitost uklanjanja DNK bila vec¢a. Ovakav trend dobili su i Crapo i1 sur. koji su u svojem

radu takoder ispitivali utjecaj ultrazvuka na decelularizaciju. [58]
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Niskom koncentracijom DNK u takvom tkivu postize se smanjena imunogenost, ¢ime se
izbjegava rizik od upale i antigenosti nakon implantacije u tijelo pacijenta. [59] Temeljem
brojnih istrazivanja u kojima se provodila decelularizacija razli¢itih vrsta tkiva, odreden je
minimalni kriterij za zadovoljavaju¢u decelularizaciju. Tkivo mora sadrzavati manje od 50 ng
DNK/mg tkiva i manje od 200 bp duljine fragmenata DNK kako bi se ono smatralo uspjesno
decelulariziranim. [58] Shodno navedenom, moze se utvrditi da je decelularizacija uspjesno

provedena s obzirom da decelularizirani uzorci odgovaraju postavljenom kriteriju.

20
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Nativni SLES0.5b  SLES0.5b  SLES0.5b  SLES0.5b  SLES0.5b  SLES0.5b
1h 2h 4h 8h 16h

Uzorak

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

Slika 6 prikazuje koli¢inu kolagena u uzorcima tkiva nakon decelularizacije, a vrijednosti su
iskazane kao masa kolagena po jedinici mase tkiva. Analizom je utvrdeno da je najveca koli¢ina
kolagena o¢uvana u uzorku SLES 0.5b 8h (17,83 pg/mg), a pribliznu vrijednost ima i uzorak
SLES 0.5b 2h (17,35 pg/mg). Za uzorak SLES 0.5b 16h pretpostavlja se da je doSlo do greske
mjerenja zbog Cega je koli¢ina kolagena bila ispod razine detekcije. Nije uocen trend
porasta/smanjenja mase kolagena s obzirom na pripremu uzoraka. Sto se ti¢e uzorka SLES 0.5b
(uzorak koji nije obraden ultrazvukom), vidljivo je da njegov sadrzaj kolagena nije izrazito
visok u odnosu na uzorke podvrgnute ultrazvuku (osim uzorka SLES 0.5b 1h), a taj rezultat

odgovara rezultatima prethodnih istrazivanjima gdje se proucavao utjecaj ultrazvuka na ECM
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uzorke te je uoceno da porastom intenziteta i vremena ultrazvuka raste sadrzaj kolagena u tkivu.
Medutim, agresivni uvjeti ultrazvuka mogu znacajno ostetiti strukturu tkiva i smanjiti sadrzaj
proteina, pa je potrebno optimizirati uvjete kako ne bi doslo do gubitka bitnih komponenti u

ECM-u. [60, 61]

Jetra je sloZen organ sastavljen od razli¢itih komponenti, a hepatociti, glavne funkcionalne
stanice jetre, zauzimaju vecinski dio volumena tkiva. Kako ove stanice ne sadrze vlakna
kolagena, njegov postotak je vrlo nizak u nativnom, neobradenom uzorku. Uklanjanjem stanica
moze do¢i do smanjenja volumena tkiva, ali koli¢ina kolagena bi trebala ostati ista. Posljedica

je povecana koncentracija kolagena po jedinici volumena u usporedbi s nativnim tkivom. [62]

4.2. Diferencijalna pretrazna kalorimetrija
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SLES0.5b SLES0.5b SLES0.5b SLES0.5b SLES0.5b SLES0.5b
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Slika 7. DSC termogrami za uzorke nakon decelularizacije
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Integriranjem povrSine iznad pika na termogramu (slika 7) moguce je odrediti vrijednosti
entalpije i temperature pri kojoj se dogada najveéa endotermna promjena. Sirina pikova

posljedica je sve veceg broja proteina koji denaturiraju zbog kontinuiranog zagrijavanja. [63]

Tablica 5. Vrijednosti entalpija i maksimalnih temperatura

Uzorak AH/ Wg! Tmax / °C
SLES 0.5b -20,91 87,75
SLES 0.5b 1h -17,55 76,86
SLES 0.5b 2h -16,15 75,00
SLES 0.5b 4h -12,82 69,47
SLES 0.5b 8h -13,06 68,86
SLES 0.5b 16h -13,98 62,14

Pregledom vrijednosti temperatura u tablici 5 moze se primijetiti kako se mijenja maksimalna
temperatura denaturacije s obzirom na pripremu uzoraka. Sto je uzorak dulje izloZen tretmanu
ultrazvukom, to je maksimalna temperatura denaturacije niza. S obzirom na trend promjene
temperature, moguce je da produljena izlozenost ultrazvuku rezultira smanjenjem same
stabilnosti proteina. Ovakvi rezultati odgovaraju rezultatima istraZivanja u kojem je takoder
promatran utjecaj ultrazvuka na entalpiju 1 temperaturu denaturacije. [64] Promatrajuci
vrijednosti entalpija, vidi se da najvecu vrijednost entalpije ima uzorak SLES 0.5b koji nije
obraden ultrazvukom. Veca entalpija obi¢no ukazuje na vecu koli¢inu energije koja je potrebna
za odredeni termodinamicki proces, odnosno promjenu. Uzorak koji ima vecu vrijednost
entalpije moZze imati sloZeniju ili stabilniju strukturu s viSe intramolekularnih veza i interakcija,

pa je samim time potrebna i veca energija za razbijanje strukture. [64]

Promjene u vrijednostima entalpija u skladu su s promjenama temperatura denaturacije
ispitivanih uzoraka. Kako se naruSava struktura zbog ultrazvuka, Tmax s€ smanjuje jer su
denaturirani proteini termicki manje stabilni. Tijekom denaturacije proteina dolazi i do
agregiranja proteina, a uzorci koji su obradeni ultrazvukom, zbog manje stabilnosti, su skloniji
agregiranju pa to moZe uzrokovati blagi porast entalpije kod uzoraka SLES 0.5b 8h 1 SLES 0.5b
16h. [63]
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4.3. Kinetika geliranja
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Slika 8. Promjena normaliziranih vrijednosti apsorbancije u vremenu

Nakon $to se provede analiza na spektrofotometru, normalizirane vrijednosti apsorbancije

izracunaju se pomocu sljedeceg izraza:
NA = (4 — Ao) / (Amax — Ao)
gdje je
NA — normalizirana apsorbancija,
A — apsorbancija u odredenom vremenu,
Ao— pocetna apsorbancija,

Amax — maksimalna apsorbancija.
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Na slici 9 prikazane su normalizirane vrijednosti apsorbancije u ovisnosti o vremenu za sve

ispitivane uzorke. Za bolje razumijevanje kinetike geliranja odreduju se tri parametra:

S — brzina geliranja; ., — faza odgode (eng. lag time) tj. period od pocetka mjerenja do
znacajnog povecanja apsorbancije; t12 — vrijeme u kojem vrijednost normalizirane apsorbancije
iznosi 0,5. Trajanje faze odgode (1ag) racuna se tako da se linearni dio krivulje ekstrapolira na
x-0s 1 u tocki gdje je NA=0 odredi se vremenska vrijednost. RaCunanjem nagiba linearnog dijela
krivulje odreduje se tre¢i parametar, brzina geliranja (S). [47] Vrijednosti ovih parametara

prikazane su u tablici 6.

Tablica 6. Parametri kinetike geliranja

Uzorak S (min) t12 (min) hag (min)

SLES 0.5b 0,019 26,3 0
SLES 0.5b 1h 0,009 53,2 0
SLES 0.5b 2h 0,018 28,4 0
SLES 0.5b 4h 0,030 16,7 0
SLES 0.5b 8h 0,054 18,6 9,3
SLES 0.5b 16h 0,029 17,1 0

SLES 0.5b 1h

0,2
<ZE 0.1 y = 0,0094x O
R2= 0,9734 ...........
................. ’
0 &
0 5 ) 10 15
t/min

Slika 9. Primjer odredivanja parametara u Excel programu
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Racunanje vrijednosti parametara kinetike geliranja provedeno je u programu Microsoft Excel
pomocu regresijske analize, a primjer odredivanja brzine geliranja prikazan je na slici 10.
Linearni dio krivulje aproksimira se pravcem Cciji nagib predstavlja brzinu geliranja (S).
Racunanjem navedenih parametara moguce je dobiti bolji uvid u kinetiku geliranja pojedinog
uzorka. Proces geliranja krece nakon Sto su stvoreni uvjeti za formiranje gela, kao npr. promjena
temperature, pH vrijednosti, dodatak odredenog agensa itd. Umrezavanju kolagenskih fibrila u
trodimenzionalnu mrezu, koja je osnova strukture kolagenskog gela, uvelike doprinose
vodikove veze te hidrofobne i elektrostaticke interakcije. 1z rezultata je vidljivo da je kod svih
uzoraka fiag = 0, osim kod uzorka SLES 0.5b 8h (#1a¢ = 9,3 min), §to znac¢i da vrlo brzo dolazi
do rasta fibrila i proces geliranja zapoc¢inje odmah, bez faze odgode. Naime, tijekom faze
odgode ne dolazi do znatnog grupiranja molekula kolagena pa nema niti znacajnih promjena
apsorbancije. Inicijalna faza pojavljuje se samo kod uzorka koji je 8 sati bio pod djelovanjem
ultrazvuka te stvaranje gela krece kasnije nego kod ostalih uzoraka, odnosno molekule se
grupiraju nesto teze i sporije dolazi do formiranja mreze. Zbog kompleksnosti mehanizma
geliranja tesko je odrediti zasto bas kod ovog uzorka postoji faza odgode, medutim uocena je
potencijalna veza s entalpijom denaturacije ovog uzorka, koja je niza u odnosu na vrijednosti
entalpija ostalih uzoraka. Ultrazvu¢na obrada moZe takoder imati 1 negativan utjecaj i oStetiti
strukturu proteina $to dovodi do smanjenja entalpije denaturacije i produljenja incijalne faze
geliranja zbog promjena u strukturi, slabih interakcija za grupiranje molekula 1 sl. Kako bi se
dobilo visSe informacija o svemu navedenom, potrebno je provesti dodatna istraZivanja, poput

npr. mikroskopske analize. [64, 65]

Nadalje, promatrajuci vrijednosti #1» moze se uoc€iti najmanja vrijednost za uzorak SLES 4h
UZV (16,7 min) te priblizna vrijednost za uzorak SLES 16h UZV. Ti uzorci ukazuju na vecu
brzinu geliranja jer je potrebno manje vremena da se postigne odredena razina formiranja gela.
S druge strane, uzorak SLES 1h UZV ima najvecu vrijednost 12 te samim time moze se reci da

je njegova brzina geliranja najmanja.

Inicijalna faza popracena je fazom u kojoj se svojstvo mijenja linearno kako geliranje
napreduje. Linearni dio krivulje ukazuje na stalnu stopu promjene svojstva gela tijekom
vremena. Kao §to je spomenuto, brzina geliranja, S, moZze se odrediti raCunanjem nagiba koji
predstavlja brzinu kojom se svojstvo gela mijenja po jedinici vremena tijekom cijelog procesa.
Usporedujuci rezultate, moze se zakljuciti da uzorci koji su bili pod djelovanjem ultrazvuka
dulje od 2 sata imaju manje vrijednosti #12 1 vece vrijednosti parametra S te samim time brze

geliraju. Potencijalni razlog toga je ve¢ spomenuta agregacija proteina. Dulje izlaganje
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ultrazvuku povecava vjerojatnost denaturacije proteina. Denaturirani proteini izlazu svoje
hidrofobne i reaktivne skupine koje mogu lakSe medusobno djelovati, $to dovodi do brzeg
geliranja. Ovi parametri su iznimno znacajni, pa ovisno o specificnoj primjeni te Zeljenim
svojstvima konacnog proizvoda znanstvenici i inzenjeri ¢esto proucavaju i optimiziraju brzine
geliranja kako bi postigli Zeljene rezultate u razli¢itim podruc¢jima. Primjerice, Kuo i sur. [66]
dokazali su kako je sporije geliranje bolje jer rezultira homogenijom strukturom hidrogela te

boljim mehanickim svojstvima. [64-66]

4.4. FTIR analiza
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Slika 10. FTIR spektar decelulariziranih uzoraka

Naslici 11 dan je FTIR spektar za ispitivane uzorke. Spektar pokazuje snazne vibracijske vrpce
na 1630 cm™!, 1540 cm™ i 1240 cm™, a to su ujedno i karakteristi¢ne skupine za amide I, 11 i III.
Amide [ karakterizira vibracija istezanja C=0 veza iz proteina, za amide II karakteristi¢ne su
vibracije savijanja N — H veza 1 vibracije istezanja C — N veza, dok su za amide III

karakteristi¢ne vibracije veza u podrucju 1200 — 1300 cm™'. [58] Takoder su vidljive nesto
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slabije vibracijske vrpce za C — H veze pri 2915 cm™ i za N — H veze pri 3290 cm™. U podrudju
oko 1000 cm™! vidljivi su i glikozaminoglikani (GAGs). Ovom analizom daje se jasniji uvid u
kemijsku strukturu uzoraka. Podatci su obradeni u racunalnom programu OriginLab. Spektar
uzorka SLES 0.5 b (bez ultrazvuka) pokazuje vidljivu razliku u intenzitetu pikova u odnosu na
pikove kod drugih spektara. Naime, u tome spektru pikovi su znaajno manji. Razlog tome je
Sto kolagen zbog svoje strukture i elektrostatskih interakcija (vodikove veze, Van der Waalsove
sile itd.) nema slobodu istezanja, Sto rezultira pikovima niskog intenziteta. Denaturacijom
dolazi do promjene u strukturi i raspetljavanju lanaca sto omogucuje vece istezanje ili savijanje
veza pa su i pikovi veceg intenziteta. Spektar uzorka SLES 0.5b 8h pokazuje najintenzivnije
pikove. Razlog tome moze biti taj sSto je i kvantifikacijom bioloskih komponenata utvrdeno da

upravo taj uzorak sadrzi najvecu koli¢inu kolagena. [67]
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5. ZAKLJUCAK

U sklopu ovog rada provedena je karakterizacija hidrogelova pripravljenih od decelulariziranog
1 digestiranog tkiva svinjske jetre. Turbidimetrijskom analizom istrazena je kinetika geliranja,

a provedene su i DSC i FTIR analize uzoraka, kao i kvantifikacija bioloSkih komponenata.

Identifikacijom bioloskih komponenata nakon decelularizacije utvrdeno je da je najveca
ocuvana koli¢ina kolagena sadrzana u uzorku koji je obraden ultrazvukom u trajanju od 8 sati,
a to je potvrdeno i podatcima FTIR spektra gdje su uo€eni najintenzivniji pikovi za ovaj uzorak,

a koji ukazuju na vibracije veza u molekuli kolagena.

Porastom vremena obrade ultrazvukom uocen je kontinuiran pad mase DNK, koja je svuda

ispod granice od 50 ng DNK/mg tkiva $to upucéuje na uspjesnu decelularizaciju.

Analizom kinetike geliranja zakljucuje se da uzorci koji su bili dulje od 2 sata pod obradom

ultrazvuka brze geliraju, a mogucéi razlog je agregacija denaturiranih proteina.

Diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom odredene su normalizirane vrijednosti entalpija te
maksimalna temperatura denaturacije. S obzirom na trend promjene temperature, postoji

mogucénost da produljena izlozenost ultrazvuku rezultira smanjenjem same stabilnosti proteina.

Usporedujuéi sve rezultate, uzorak SLES 0.5b 8h se potencijalno moze razmotriti za daljnja
ispitivanja s obzirom na najmanju koli¢cinu DNK nakon decelularizacije, zadovoljavajucu
ocuvanu koli¢inu kolagena, Sto pokazuje i FTIR analiza, te dobru kinetiku geliranja i

zadovoljavajucu temperaturu denaturacije.
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7. POPIS SIMBOLA I KRATICA

Simboli

A

S

t2

tlag

AH

Kratice

CaP

dECM

DNK

DSC

FTIR

GAGs

HA

PAA

PBS

PCL

PGA

PLA

PLGA

apsorbancija

brzina geliranja
poluvrijeme reakcije
faza odgode
promjena entalpije

valna duljina

kalcijev fosfat, eng. calcium phosphate

decelularizirana izvanstani¢na matrica, eng. decellularized extracellular matrix
deoksiribonukleinska kiselina, eng. deoxyribonucleic acid

diferencijalna pretrazna kalorimetrija, eng. differential scanning calorimetry

infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom, eng. Fourier

transform infrared spectroscopy

glikozaminoglikani, eng. glycosaminoglycans

hidroksiapatit, eng. hydroxyapatite

peroctena kiselina, eng. peracetic acid

fizioloSka otopina fosfatnog pufera, eng. phosphate-buffered saline
polikaprolakton, eng. polycaprolactone

poliglikolna kiselina, eng. polyglycolic acid

polimlije¢na kiselina, eng. polylactic acid

poli (mlije¢na-ko-glikolna) kiselina, eng. poly (lactic-co-glycolic) acid
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RNK ribonukleinska kiselina, eng. ribonucleic acid

SDC natrijev deoksikolat, eng. sodium deoxycholate

SDS natrijev dodecil sulfat, eng. sodium dodecyl sulfate

SLA stereolitografija, eng. stereolithography

SLES natrijev lauret-sulfat, eng. sodium lauryl ether sulphate

SLS selektivno lasersko sinteriranje, eng. selective laser sintering

TCP trikalcijev fosfat, eng. tricalcium phosphate

TIPS toplinski inducirana fazna separacija, eng. thermally induced phase separation
UV-Vis ultraljubicasta i vidljiva spektrometrija, eng. ultraviolet and visible spectrometry
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