UNIVERZITET U BEOGRADU
TEHNOLOSKO-METALURSKI FAKULTET

Jovana S. Zvicer

PRIMENA BIOMIMICNIH BIOREAKTORA U
DIZAINIRANJU | KARAKTERIZACIJI NOVIH
BIOMATERIJALA ZA INZENJERSTVO TKIVA

doktorska disertacija

Beograd, 2020.



UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF TECHNOLOGY AND METALLURGY

Jovana S. Zvicer

APPLICATION OF THE BIOMIMETIC
BIOREACTORS IN DESIGN AND
CHARACTERIZATION OF NOVEL

BIOMATERIALS FOR TISSUE ENGINEERING

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2020.



Mentor:

Dr Bojana Obradovi¢, redovni profesor
Tehnolosko-metalurski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Clanovi komisije:

Dr Porde Janackovi¢, redovni profesor
Tehnolosko-metalurski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Dr Vesna Miskovi¢-Stankovié, redovni profesor
Tehnolosko-metalurski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Dr Jasmina Stojkovska, naucni saradnik
Inovacioni centar TehnoloSko-metalurSkog fakulteta u Beogradu

Dr Nenad Ignjatovi¢, nau¢ni savetnik
Institut tehni¢kih nauka SANU

Datum odbrane doktorske disertacije: , Beograd




Veliku zahvalnost na ukazanom poverenju, inspiraciji, nesebicnoj pomodi i savetima prilikom izrade,
a posebno na razumevanju i beskrajnom strpljenju prilikom pisanja ove doktorske disertacije, dugujem

svojoj mentorki prof. dr Bojani Obradovic.

Dragim ¢lanovima komisije, prof. dr Vesni Miskovic-Stankovic, prof. dr Dordu Janackovicu i
dr Nenadu Ignjatovicu zahvaljujem na posvecenosti i merljivom doprinosu koji su pruzili prilikom izrade

ove disertacije svojim strucnim savetima i komentarima.

Dr Jasmini Stojkovskoj posebno hvala na podeljenom znanju, cestim razmenama ideja i sveukupnoj

pomodi i podrsci tokom izrade i pisanja disertacije.
Zahvaljujem:

Dr Predragu Petrovicu, dr DPordu Veljovicu, dr Milosu Petrovicu, dr Kati Tritkovié, dr Ivani

Jevremovic, Katarini Nesovic, dr Salji Jevtic na pomoci prilikom sprovodenja analiza.

Prof. dr Sasi Novak, dr Ani Medi¢; dr Urski Potocar i dr Lenardu Girondu na znanju i iskustvu koje

sam stekla prf]i](om ]{rat]mg boravka u S]ovemji.

Saradnicima iz ]aboratonje: Srdanu Vidovicu, dr Danije]i Kosti¢, Mii Raa’onjic’, dr Andrei

Osmokrovic i Jeleni Petrovi¢ na pomodi prilikom eksperimentalnog rada.

Prof dr Novaku Blecicu na vremenu ](oje je posvetfo é’tanju, komentarima i SIgestI]'ama oko pisanja

teze.

Prg'ate]jima na Strp]jenju I podrsvcf.

Mojim roditeljima i porodici!

Hvala na pruzenoj ljubavi.

Jovana Zvicer



PRIMENA BIOMIMICNIH BIOREAKTORA U DIZAJNIRANJU I KARAKTERIZACIJI
NOVIH BIOMATERIJALA ZA INZENJERSTVO TKIVA

REZIME

Cil]j istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji je bila primena biomimicnih bioreaktora za
sveobuhvatnu i fizioloSki relevantnu karakterizaciju novih bioaktivnih biomaterijala za potencijalnu
primenu u inZenjerstvu tkiva, a time i razvoj novih metodologija za pouzdanu evaluaciju
biomaterijala. Ispitani su nanokompozitni hidrogelovi alginata sa nanocesticama srebra za
inZenjerstvo tkiva artikularne hrskavice 1 hidrogelovi gelanske gume sa nanocesticama bioaktivnog
stakla za inzenjerstvo tkiva kosti i osteohondralnog tkiva primenom dva biomimi¢na bioreaktora:
proto¢nog 1 bioreaktora sa dinamickom kompresijom. Poseban cilj ove disertacije je bio i1 razvoj
novog bioreaktora za inzenjerstvo tkiva intervertebralnog diska.

Ispitivanja nanokompozitnih Ag/alginatih hidrogelova baziranih na dve vrste alginata
pokazala su da polazni sastav alginata uti¢e na veli¢inu i kinetiku otpustanja nanocestica srebra i
mehanicke karakteristike hidrogelova u fizioloski relevantnim bioreaktorskim uslovima, na osnovu
kojih je odredena njihova potencijalna primena. Kinetika otpusStanja srebra je uspesno modelovana
prenosom mase difuzijom i konvekcijom.

Makroporozni hidrogelovi na bazi gelanske gume i bioaktivnog stakla sa otvorenim porama
su dobijeni unapredenom procedurom, a u fizioloski relevantnim uslovima u protocnom bioreaktoru
doslo je do znacajnog formiranja Kkalcijum fosfata i poboljSanja mehanickih karakteristika.
Razvijena je i jednostavna metoda za dobijanje dvofaznih osteohondralnih implantata sa dobrom
integracijom izmedu slojeva.

Rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji su potvrdili znacaj i Siroki potencijal primene
biomimi¢nih bioreaktora 1 sprovedene metodologije u viSe nauénih oblasti, od razvoja novih
biomaterijala i inZenjerstva tkiva do nanotoksikologije 1 biologije ¢elija.

Klju¢ne reci: biomimicni bioreaktori, 3D modeli, fizioloski relevantna karakterizacija, in vitro — in
Vivo jaz, nanocestice srebra, nanokompozitni hidrogelovi, kinetika otpustanja srebra, citotoksi¢nost
u 2D i 3D sistemu, bioaktivno staklo, osteohondralni implantati

Nauéna oblast: TEHNOLOSKO INZENJERSTVO
UZa nauéna oblast: HEMIJSKO INZENJERSTVO
UDK broj:



APPLICATION OF THE BIOMIMETIC BIOREACTORS IN DESIGN AND
CHARACTERIZATION OF NOVEL BIOMATERIALS FOR TISSUE ENGINEERING

ABSTRACT

The aim of this doctoral dissertation was application of biomimetic bioreactors for
comprehensive and physiologically relevant characterization of novel, bioactive biomaterials
intended for tissue engineering (TE), and, consequently development of new methodologies for
reliable biomaterial evaluation, as well. The focus was on nanocomposite alginate hydrogels with
silver nanoparticles (AgNPs) for articular cartilage TE and gellan gum hydrogels with bioactive
glass nanoparticles (GG-BAG) for bone and osteochondral TE, while two biomimetic bioreactors
were applied: perfusion and a bioreactor with dynamic compression. The specific goal of this
dissertation was also development of a novel bioreactor for intervertebral disc TE.

Investigation of nanocomposite Ag/alginate hydrogels based on two alginate types has
shown that the initial alginate composition affects the size and release kinetics of AgNPs, as well as
hydrogel mechanical properties under physiologically relevant bioreactor conditions, which
indicated the potential use for each alginate hydrogel type. The silver release kinetics was
successfully modeled by mass transfer by diffusion and advection-diffusion.

Macroporous GG-BAG hydrogels with open pores were obtained by a novel procedure.
Physiologically relevant conditions in perfusion bioreactors enhanced calcium phosphate formation
and improved hydrogel mechanical properties. Also, a simple method was developed for obtaining
biphasic osteochondral implants with good integration between layers.

The obtained results indicate the significance and vast potentials of biomimetic bioreactors
and methodologies developed in this doctoral dissertation for applications in different scientific
fields from biomaterials science and TE to nanotoxicology and cell biology.

Keywords: biomimetic bioreactors, 3D models, physiologically relevant characterization, in vitro —
in vivo gap, silver nanoparticles, nanocomposite hydrogels, silver release kinetic, cytotoxicity in 2D
and 3D systems, bioactive glass, osteochondral implants
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UvOoD

Biomimicni bioreaktori su neizostavan deo strategije in vitro razvoja tkivnih ekvivalenata
jer obezbeduju deo neophodnih uslova potrebnih ¢elijama da vrSe svoju prirodnu funkciju. U prvom
redu oni omogucavaju dopremanje nutrijenata i metabolita do centralnih delova 3D in vitro ¢elijskih
konstrukata, prevazilaze¢i difuziona ograni¢enja u konvencionalnim statickim studijama. Takode,
bioreaktori na definisan nafin oponasaju jedan ili viSe biofizickih signala karakteristi¢nih za
odredeno tkivo ili organ, te omogucavaju sistematsko izucavanje celijskog odgovora u odnosu na
razli¢ite biomehanicke i biohemijske signale, ili njihovo sinergisticko dejstvo, u karakteristicnom
3D okruzenju.

Pored vaznosti i relevantnosti u bioloskim ispitivanjima, biomimic¢ni bioreaktori
omogucavaju dalji razvoj inZenjerstva tkiva i biomedicine, pronalaze¢i mesto i u karakterizaciji
potencijalnih biomaterijala u fizioloski-relevantnim uslovima. Biomedicinske nauke poslednjih
godina fokus stavljaju na razvoj novih biomaterijala sa unapredenim karakteristikama, sa ciljem da
se ovakvi materijali nadu u klinickoj primeni. Intenzivan razvoj biomaterijala zahteva
uspostavljanje adekvatnih metoda i modela u pogledu definisanja osobina biomaterijala, sa ciljem
da se sprovede pravilna trijaza, te da se samo najpodobniji kandidati dalje evaluiraju u in vivo i
klinickim istrazivanjima. Prilikom ispitivanja novi materijali bivaju prvenstveno okarakterisani u
pogledelu fizicko-hemijskih osobina, a zatim se njihova bezbednost i funkcionalnost ispitiju in vitro
i in vivo.

Primena biomimié¢nih bioreaktora u sveobuhvatnoj karakterizaciji biomaterijala trebalo bi da
bude daleko veca, a opravdanost ovog stava zasniva se na relevantnosti evaluacije potencijalnih
biomaterijala u duzem vremenskom periodu u uslovima koji blisko imitiraju uslove potencijine
primene. Tako, biomimi¢ni bioreaktori mogu dati kompletniji uvid u stabilnost, mehanicke
karakteristike, citotoksi¢nost, bioaktivnost, biokompatibilnost i/ili kinetiku otpustanja aktivnih
komponenti biomaterijala u odnosu na klasi¢éne metode ispitivanja u statickim uslovima i ¢elijjama u
monosloju.

Razvoj novih materijala i tretmana je veoma dugotrajan i skup proces jer vise od 90%
rezultata u 2D kulturama i ispitivanjima na Zivotinjama nije primenljivo ili se pokaZze kao
neadekvatno u klini¢kim studijama. Razlog tome je postojanje velikog jaza izmedu in vitro i in vivo
ispitivanja. Ispitivanja u 2D ¢elijskim kulturama omogucavaju jednostavne i brze studije sa strogo
kontrolisanim ¢elijskim okruZzenjem, previse pojednostavljenim u odnosu na fizioloske uslove. In
vivo studije na Zivotinjskim modelima, pak, ne ostavljaju mogucnost potpune kontrole okruzenja,
kao ni uvid u trenutne promene do kojih dolazi, dok su rezultati ovih studija najcesée pouzdani i
primenljivi u okviru iste vrste. Valja napomenuti da se neretko rezultati in vivo ispitivanja pokazu
zavisni od primerka do primerka, §to dodatno objasnjava kompleksnost zivih sistema. Primenom
biomimiénih bioreaktora kao adekvatnih in vitro modela za fizioloski relevantnu karakterizaciju
biomaterijala ovaj jaz bi mogao da se premosti. Dugoro¢no gledano, na ovaj nain brze bi se
dolazilo do primenljivih rezultata uz daleko manji broj bespotrebnih studija na zivotinjama.

Cilj ove doktorske disertacije je bio primena proto¢nog bioreaktora i bioreaktora sa
dinami¢kom kompresijom i protokom medijuma U razvoju i fizioloSki relevantnoj karakterizaciji
biomaterijala za potencijalnu primenu u inzenjerstvu tkiva hrskavice i kosti, kao i rani razvoj
bioreaktora sa hidrostati¢kim pritiskom za inZenjerstvo intervertebralnog diska. U tom smislu, kroz
teorijski deo disertacije sumirana je biologija tkiva hrskavice i kosti, kao osnova za razumevanje
specificnih zahteva koje je potrebno ispuniti, aktuelni pristupi kojima se Zeli do¢i do funkcionalnih
reSenja, kao 1 zasnovanosti primene protocnog bioreaktora, bioreaktora sa dinamickom
kompresijom i bioreaktora sa hidrostatickim pritiskom u konkretnoj nameni.



1 TEORIJSKE OSNOVE

1.1 INZENJERSTVO TKIVA: KONCEPT, MOGUCNOSTI I DOSTIGNUCA

InZenjerstvo tkiva je relativno novo i slozeno polje istrazivanja, od molekularnog nivoa u
oblasti genetike i razvojne biologije, do in vitro gajenja funkcionalnih tkivnih ekvivalenata i organa
za potencijalnu klinicku upotrebu. Na putu do cilja potrebno je ujediniti razli¢ita znanja iz
prirodnih, matematickih i inZenjerstkih nauka kako bi se obuhvatili razliciti aspekti istrazivanja. Sa
jedne strane, ova istrazivanja ukljucuju rad sa ¢elijama, bioloski aktivnim molekulima, razli¢itim
materijalima (npr. polimerima, keramickim i metalnim materijalima), a sa druge, uspostavljanje
razli¢itih hidrodinamickih uslova pri kojima se ispitivanja vrSe, i na kraju matematicko
modelovanje. Osim §to je multidisciplinaran, ovaj pristup je i multidimenzionalan jer prati promene
na razli¢itim nivoima — od makro do nano.

Koncept inZenjerstva tkiva podrazumeva obezbedivanje adekvatnih in vitro uslova koji
oponasaju biohemijske i mehanicke signale odgovorne za regulaciju razvoja i pravilno
funkcionisanje tkiva in vivo (Freed i Vunjak-Novakovi¢, 2000). Tri osnovne komponente na kojima
se zasniva inZenjerstvo tkiva su: ¢elije, nosaci i biomimiéni bioreaktori, slika 1.1.
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Slika 1.1 Koncept inZenjerstva tkiva ukljucuje izolaciju adekvatnih ¢elija iz pacijenta ili drugog
izvora, njihovu proliferaciju, zasejavanje na 3D nosace i gajenje u biomimi¢nim bioreaktorima sa
ciljem da se dobije tkivni ekvivalent za dalju implantaciju (Saxena, 2010)

Celije prema svom poreklu mogu biti: ksenologne (poreklom od Zivotinja), alogene
(poreklom od humanog donora) i autologne (poreklom od samog pacijenta). Pored autolognih,
diferentovanih celija koje imaju ograni¢enu dostupnost, u inZenjerstvu tkiva sve ¢es¢u primenu
nalaze mati¢ne Celije poreklom iz koStane srzi, pupane vrpce, masnog tkiva i sl. Indukovane
pluripotentne maticne ¢elije, dobijene reprogramiranjem adultnih ¢elija iz tkiva zdravih pacijenata

2



(koze, krvi i1 drugih) predstavljaju revolucionarno resenje, brz i siguran izvor mati¢nih celija
(Wobma i Vunjak-Novakovic, 2016). Mati¢ne ¢elije stimulisane faktorima rasta i/ili biomehani¢kim
stimulansima diferentuju se u pravcu zeljenog fenotipa, te predstavljaju lako dostupan izvor celija
za instrazivanja.

Nosadi ¢Celija koji se koriste u inzenjerstvu tkiva predstavljaju 3D strukture koje imitiraju
prirodni ekstracelularni matriks (ECM), omogucavaju adheziju i proliferaciju ¢elija i mehani¢ku
podrsku, tj. biomimi¢no okruZenje za ¢elije u cilju ispoljavanja pravilne morfoloske i metabolicke
funkcije. Idealan nosa¢ bi trebalo da bude biokompatibilan, da ne izaziva inflamatornu ili imunsku
reakciju organizma i da se postepeno degradira brzinom kojom ¢elije stvaraju novosintetisani ECM.
Kao biomaterijali za nosace ispituju se 1 koriste razli€iti prirodni i sintetski polimeri, keramika,
bioaktivno staklo, metali i razni kompoziti dizajnirani u raznovrsnim oblicima od hidrogelova,
tkanina, sundera do precizno dizajniranih nosaca. Razvojem tehnologije u centru interesovanja nasli
su se 3D biostampaci koji su pruzili moguénost razvoja multi¢elijskih i prostorno kontrolisanih 3D
nosaca, slika 1.2a (Park i sar., 2018).

Slika 1.2 Neki primeri nosaca: A) alginatni nosa¢ dobijen 3D stampom (Kosik-Koziot i sar., 2017),
B) decelularizovani bubreg (Moghadasali i sar., 2019)

Takode, kako bi se §to vise priblizili prirodnom okruzenju u fokusu su jedno vreme bili
nosaci od decelularizovanih tkiva kao osnova za dobijanje anatomski i strukturno identi¢nih celih
organa, slika 1.2b (Wobma i Vunjak-Novakovic, 2016). U odnosu na sintetisane nosace,
decelularizovani nosa¢i imaju razne prednosti, kao S$to su: anatomski oblik, sastav, mehanicka
svojstva, a njihovu Siru primenu ogranic¢ava potreba za velikim brojem ¢elija i razvoj metode za
naseljavanje odredenih Celija na targetirano mesto unutar nosaca (Tanaka i sar., 2015, Charest i
sar., 2015, Wobma i Vunjak-Novakovic, 2016). Stoga, potreba za razvojem adekvatnih nosaca koji
mogu da ispune zahteve kao Sto su bioloska i potporna funkcija, specifi¢na za svako tkivo ili organ
pojedinacno, i dalje postoji.

Biomimicni bioreaktori na kontrolisan i ponovljiv na¢in treba da obezbede fizicko-hemijske
signale neophodne za proliferaciju, diferentovanje i normalnu metabolicku aktivnost ¢elija (Costa i
sar., 2014). Pored toga, biomimi¢ni bioreaktori zaduZeni su za odrzavanje Zeljenih uslova u
hranljivom medijumu (kao $to su tempertura, pH, osmolarnost, optimalne koncentracije kiseonika,
nutrijenata, metabolita i regulatornih molekula), uspesno zasejavanje Celija i efikasan prenos mase
unutar nosaca, kao i primenu fizioloSki relevantnih fizickih signala (npr. hidrodinamicki smicajni
naponi, hidrostaticki pritisak, kompresija, istezanje). Na svaki organ ili tkivo u organizmu deluje
drugacija kombinacija biohemijskih i biomehanickih signala, zbog ¢ega dizajn bioreaktora treba da
bude posebno prilagoden svakom od njih. Projektovanje biomimi¢nih bioreaktora je usmereno na
kontrolisanu primenu najznacajnijeg fizickog signala za regeneraciju 1 funkcionalnost odredenog
tkiva. Na tkiva u organizmu najc¢esce deluje vise razlicitih sila istovremeno, ali usled kompleksnosti
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sistema 1 kasnije interpretacije dobijenih rezultata, najeS¢e se razvijaju sistemi sa jednim,
najrelevatnijim fizickim signalom. Prilikom razvoja bioreaktorskih sistema potrebno je obratiti
paznju da se koriste bioinertni materijali otporni na vlagu i uslove u inkubatorima, da se delovi koji
su u kontaktu sa celijskim materijalom 1 hranljivim medijumom mogu lako sterilisati (pozeljno
autoklaviranjem) ili dovoljno niske cene da se primenjuju za jednokratnu upotrebu, kao i da
rukovanje sa ovim sistemima bude $to jednostavnije za korisnike.

Primenom inzZenjersva tkiva, dobijanjem 1 implantacijom tkivnih ekvivalenata mnogi
problemi, kao $§to su pronalazenje adekvatnog donora, nedovoljno dobra veza izmedu veStackog
materijala proteze i prirodnog tkiva, imunske reakcije i infekcije, nefunkcionalnost tretiranog
organa odmah nakon implantacije i sl. mogli bi se prevazi¢i, ¢ime bi se produzio zivotni vek i
podigao kvalitet Zivota pacijenata.

Nazalost, manji broj funkcionalnih gajenih tkiva dobijenih u laboratorijama podignut je na
nivo klini¢ke primene (L'Heureux i sar., 2007, Mumme i sar., 2016, Hoffman i sar., 2019) pa je
potrebno nastaviti istrazivanja ne samo u pravcu razvoja, vec i u pravcu definisanja procedura kako
bi se dobijeni rezultati mogli primeniti u klinickoj praksi. Potrebno je naglasiti da zahvaljujuci
istrazivanjima iz oblasti inzenjerstva tkiva otkriveni su novi biomolekuli, Celijske funkcije i
fenotipovi koje je u tradicionalnim 2D sistemima tesko bilo identifikovani (Hutmacher, 2010,
Pickup i sar., 2014). Takode, u¢injen je napredak u razumevanju: i) biokompatibilnosti i
biorazgradljivosti materijala koji se koriste za sintezu nosaca, ii) bioloski funkcionalnih faktora
unutar tkiva i iii) patofizioloskih promena nastalih usled prisustva mikroorganizama u tkivima
(Rijal i sar., 2018). Istrazivanja u oblasti inzenjerstva tkiva i regenerativne medicinu, rezultirala su
novim saznanjima pre svega na polju personalizovane medicine, razvojne biologije, kao i na polju
¢elijske terapije (Ingber i sar., 2006, Ma i sar., 2012, Mardones i sar. 2015). Korak napred
napravljen je u oblasti ispitivanja kancer oboljenja gde su razvijeni razli¢iti 3D modeli na bazi
sferoida ili organoida koji su dali znacajne rezultate (Thakuri i sar., 2017, Chung, 2018).

Poslednjih godina primarni fokus u biomedicini je definitivno pomeren ka pronalazenju
adekvatnih 3D modela 1 sistema koji bi omogucili dobijanje Sto relevantnijih rezultata, uporedivih
sa in vivo rezultatima. Jedno od izglednih resenja je primena mikrotkivnih uredaja (microtissue
devices) koji delimi¢no imitiraju sisteme razli¢itih organa i predstavljaju dobru platformu za
ispitivanje potencijalnih lekova (Wobma i Vunjak-Novakovic, 2016). Medutim, ovi sistemi Se ne
mogu primenjivati za 3D celijske 1 tkivne kulture makroskopskih dimenzija, te je njihova primena
limitirana. Sa druge strane, biomimicni biorektori pronalaze mesto u fizioloski relevantnim
istrazivanjima i sve ¢eS¢e se razmatraju kao adekvatni 3D modeli za ispitivanja u 3D tkivnim ili

¢elijskim kulturama. Oni obezbeduju najvecu funkcionalnost uz minimalne troskove (Martin i sar.,
2004, Hoffman i sar., 2019).

1.2 INZENJERSTVO TKIVA HRSKAVICE | KOSTI

Artikularna hrskavica, kost, osteohondralno tkivo i intervertebralni disk predstavlju delove
skeletnog sistema koji se intenzivno ispituju usled velikog broja bolesti i obolelih za koje ne postoje
adekvatna 1 trajna reSenja, kao i1 zbog sve vece potrebe za zamenom postojecih proteza relativno
kratkog veka trajanja. Svako od pomenutih tkiva ima specifiénu gradu i funkciju u organizmu, koje
ujedno odreduju pristup u inZenjerstvu tkiva.

1.2.1 Artikularna hrskavica: sastav, grada i biomehanicke sile u tkiva

Artikularna hrskavica je oblik vezivnog tkiva koje se nalazi u sinovijalnim zglobovima
gornjih i donjih ekstremiteta. Njena uloga je da omoguci kretanje bez trenja zglobnih povrsina kao i
da apsorbuje i prenese fizioloSko opterecenje na kosti. Artikularna hrskavica je avaskularno i
aneuralno tkivo, sa malom gustinom ¢elija, svega 1% ukupne zapremine tkiva. Celije su okruzene
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gustim ECM, i imaju malu proliferativnu aktivnost i tendenciju dediferentovanja, Cime je
sposobnost samoregeneracije ovog tkiva veoma ograni¢ena (Hunziker, 2002, Mow i Huiskes, 2005,
Camarero-Espinosa i sar., 2016).

Tkivo hrskavice je podeljeno u vise zona (povrSinsku, prelaznu, duboku i1 zonu
kalcifikovane hrskavice) u kojima su ¢elije: hondrociti i hondroblasti i gradivne komponente ECM
razli¢ito rasporedene, slika 1.3.

Hondrociti su nepokretne ¢elije, Smestene u Supljinama ECM koje se nazivaju lakune i
njihova glavna uloga je da sintetiSsu komponente ECM. Hondrociti sintetiSu prokolagen, koji ulazi u
sastav kolagenih vlakana (naj¢es¢e zastupljena su kolagena vlakna tipa Il (Maepa i sar., 2016)),
zatim glikozaminoglikane (GAG) i proteinska tela koja ¢ine glikoproteine i proteoglikane (Serban,
1995). Hondroblasti imaju ulogu da sintetiSu strukturni glikoprotein koji se naziva hondronektin i
koji je zaduzen za ostvarivanje veze izmedu vrhova citoplazmati¢nih nastavaka celija ECM 1
kolagenih vlakana ECM, &ime se ostvaruje veza izmedu ¢éelija i ECM (Serban, 1995).

Osobine hrskavicastog tkiva da je elasti¢no i da trpi 1 rasporeduje fizioloSki nivo opterecenje
bez trajne deformacije poticu od strukture ECM koju ¢ine voda (60-80%), zatim kolagena vlakana
(10-15%) i proteoglikani (5-10%) (Jaffe, 1974, Mayne, 1989, Hardingham i Fosang, 1992, Serban
1995). Glavna funkcija vode je hidratacija proteoglikana koji omogucavaju strukturnu
rasporedenost kolagenih vlanaka ECM i manju frikciju zglobnih povrsina i njen sadrzaj opada od
povrsine idué¢i prema dubljim slojevima (Baumann i sar., 2019).

A) B)
Perihondrium : o
PovrSinska zona [

Prelazna zona 1

Duboka zona - %
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s % f;:hrskavica -
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Slika 1.3 Struktura artikularne hrskavice: A) organizacija i morfologija zona hrskavice,
B) histoloski presek (Karpinski i sar., 2019)

Na povrsini artikularne hrskavice nalazi se sloj gustog vezivnog tkiva — perihondrium.
Strukturu perihondrijuma u najvec¢oj meri izgradnju kolagena vlakna i Celije sli¢cne fibroblastima
(Rikimaru-Nishi i sar., 2018, Laor i Jaramillo, 2019). Odmah ispod perihondriuma smestena je
povrsinska zona (10 — 20% ukupne debljine hrskavice), zatim prelazna zona (oko 50% ukupne
debljine hrskavice) i duboka zona (oko 35% ukupne debljine hrskavice) hrskavice (Pearle i sar.,
2005, Baumann i sar., 2019).

Zona kalcifikovane hrskavice razdvaja meku artikularnu hrskavicu od subhondralne kosti i
predstavlja granicu za razmenu hranljivih materija. Naime, obzirom da je hrskavica avaskularno
tkivo, ishrana hondrocita se odvija procesom difuzije i to sa strane sinovijalnog fluida koji se nalazi
u zglobu ili sa strane subhondralne kosti. Pored toga, jedan deo razmene hranljivin materija i
proizvoda metabolizma se ostvaruje prinudnom konvencijom tokom procesa kompresije i
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dekompresije artikularne hrskavice u toku normalnih dnevnih aktivnosti. Tokom kompresije dolazi
do mehanickog istiskivanja molekula vode, koji se tokom procesa dekompresije vracaju u tkivo
¢ime dolazi do stvaranja jedne vrste pumpe koja pomaze protok materija izmedu ¢elija hrskavice i
okoline.

PovrsSine artikularne hrskavice su izlozene direktnoj kompresiji, smicajnim silama i
hidrostatiCkom pritisku (Smith Lane i sar., 2000, Li i sar., 2001, Elder i Athanasiou, 2009).
Hrskavica kod ljudi pri dnevnim aktivnostima moze da trpi veoma velika optere¢enja koja se krecu
i do 18 MPa (Mow i sar., 1992, Ateshian i sar., 2003). Pri fizioloSkim optere¢enjima dolazi do
deformacije hrskavice do 13 % svoje debljine (Chung i Burdick, 2008). Smatra se da hondrogenezu
podstice fizioloski nivo kompresije pri uslovima ciklicnog optere¢ena od 1-6 MPa (Ahmed i Burke,
1983, Brown i Shaw, 1983), umerene ucestalosti 0,01-2 Hz (Park i sar., 2004) uz manje vrednosti
brzine kompresije (< 1000 MPa/s) (Milentijevic i Torzilli, 2005).

1.2.2 InZenjerstvo tkiva artikularne hrskavice

Inzenjerstvo tkiva hrskavice je u fokusu istrazivanja zbog visoke ucestalosti oSte¢enja ovog
tkiva ali i male sposobnosti samoregeneracije. Preko 10% svetske populacije starije od 30 godina
ima neki od problema sa artikularnom hrskavicom. Cak i mali defekti povrsine oko 4 mm?
predstavljaju problem za reparaciju. lako je hrskavica jedno od prvih tkiva u fokusu inZenjerstva
tkiva, samo ogranien broj studija je dosao do faze klini¢kog ispitivanja i vecina se oslanja na
samoregeneraciju in situ bez znacajnih rezultata u pogledu dobijanja i implantacije in vitro
uzgojenog tkivnog implantata (Camarero-Espinosa i sar., 2016).

1.2.2.1 Biomaterijali u inZenjerstvu tkiva artikularne hrskavice

Biomaterijali koji se koriste u inzenjerstvu tkiva hrskavice su najcesc¢e hidrogelovi prirodnih
polimera kao §to su: alginat, hitozan, kolagen, hijeluronska kiselina, svila i Zelatin (Hoffman, 2001),
jer zbog visokog sadrzaja vode najblize odgovoraju gradi hrskavice. Alginat, usled velike
hidrofilnosti pogoduje da celije zadrze vijabilnost i metabolicku aktivnost nakon imobilizacije
(Kundu i sar., 2015). Posebna moguénost je poboljsanje funkcionalnosti alginata dodatkom bioloski
aktivnih agenasa kao Sto su nanocestice srebra. Nanocestice srebra pokazuju jaku antimiktrobnu
aktivnost i time potencijalni implantati na bazi nanokompozita Ag/alginatnih hidrogelova mogu da
reSe problem potencijalnih infekcija bolnickim sojevima bakterija prilikom implantacije.
Bakterijska kontaminacija ¢est je uzro¢nik neuspelih operativnih procedura, a skoro 7% operisanih
pacijenata bude inficirano (Garibaldi i sar., 1991). Zajedno sa razvojem potencijalnih implantata
koji treba da povrate funkciju ostecenog tkiva, potrebno je razvijati i ,,mehanizme* kako da ne dode
do operativnih komplikacija, kao $to su infekcije.

1.2.2.1.1 Alginat

Alginat je prirodni, linearni polisaharid koji se Cesto primenjuje u biomedicini zbog velike
biokompatibilnosti i moguc¢nosti da formira hidrogelove sa velikim sorpcionim kapacitetom Sto ga
¢ini atraktivnim za primenu u inZenjerstvu mekih tkiva ili u tretmanu rana. Dobija se preradom
¢elijskog zida smedih algi ili kao sekrecija dva roda bakterija (Pseudomonas i Azotobacter).
Polimerni lanci alginata sastoje se iz jedinica B—D-manuronske (M) i o—L—guluronske kiseline (G)
koje mogu biti povezane u homopolimerne GG i MM blokove ili naizmeni¢no rasporedene u GM
blokove, slika 1.4a. U zavisnosti od vrste i starosti algi, njihovog geografskog porekla i perioda
godine u kome su sakupljene, sastav (odnos G/M jedinica i njihov medusobni raspored) i
karakteristike alginata (npr. molekulska tezina) mogu u znacajnoj meri da variraju (Haug i sar.,
1974, Jgrgensen i sar., 2007, Sari-Chmayssem i sar., 2015). To je jedan od prakti¢no najvecih
problema rada sa alginatom 1 uopSteno sa polimerima prirodnog porekla, koji zahteva detaljnu
karakterizaciju svake Sarze proizvoda posebno. Biosintezom pomocu bakterija se dobijaju alginati
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nesto homogenijeg sastava, ali generalno i kod njih mogu postojati odredene razlike u sastavu, a
time i u karakteristikama dobijenih materijala (Lee i Mooney, 2012, Hay i sar., 2013).

Alginat je komercijalno dostupan kao natrijumova so (slika 1.4a). Proces geliranja i
formiranja hidrogelova je opisan modelom kutije za jaja ,,egg-box‘ (Grant i sar., 1973). Ovaj
model podrazumeva izmenu jona natrijuma sa viSevalentnim katjonima iz rastvora za geliranje, pri
¢emu se katjoni najpre vezuju za G jedinice stvarajuci jake veze, a potom se vezuju jonskim
interakcijama za karboksilne grupe ((-COO)) M jedinica (slikal.4b). Veze izmedu katjona i M
jedinica su znatno slabije i lako raskidive u prisustvu jona iz fizioloSke sredine (Stojkovska i sar.,
2010, Draget i Taylor, 2011). Stoga su reaktivnost sa katjonima i kapacitet obrazovanja gela
direktna funkcija prose¢ne duzine lanca i udela i rasporeda GG blokova.

A) G-G M-M
Nat C OH NaO.,C OH
/&/ L\ Hfm/ Hw &
NaO,C OH
CONa

»€g9g-box“ model

kalcijum alginat
hidrogel

Slika 1.4 Geliranje natrijum-alginata u prisustvu jona kalcijuma i formiraje hidrogela kalcijum-

alginata; A) prikaz strukturnih formula p-D-manuronske kiseline (M jedinica), a-L-guluronske

kiseline (G jedinica) organizovanih u GG i MM blokove, B) model kutije za jaje (prilagodeno u
odnosu na Kiihbeck i sar., 2015)

U biomedicinskim istrazivanjima najce$ce se koriste kalcijum-alginatni hidrogelovi koji se
formiraju pod izuzetno blagim uslovima, na sobnoj ili telesnoj temperaturi 1 fizioloskim uslovima
pH vrednosti (de Vos i sar., 2006). Kalcijum ima posebno bitnu ulogu u procesu zarastanja rana, §to
je interesantno sa stanovista primene ovih hidrogelova kao obloga za rane (Stojkovska i sar., 2018).

U fizioloskim uslovima, gde su natrijumovi, kalijumovi i magnezijumovi joni prisutni u
velikom visku u odnosu na kalcijumove jone, dolazi do reverzne reakcije relaksacije polimerne
matrice i njenog bubrenja (Bajpai i Sharma, 2004), a proces pocinje od M jedinica. Kapacitet
bubrenja i brzina degradacije zavise od uslova pod kojima se odigravaju, ali ponovo direktno zavise
1 od odnosa G/M jedinica, njihovog rasporeda i duZine polimernih lanaca.

Alginatni hidrogelovi pokazuju viskoelasticno ponasanje (Junter i Vinet, 2009) sa linearno
elastiénim delom do 8% deformacije (Mancini i sar., 1999). Vrednosti dinami¢kog i ravnoteznog
Jungovog modula elasticnosti zavise od sastava i koncentracije alginata, stepena umreZenosti
(koncentracije umreZivaca), vremenskog intervala i uslova pod kojima se vr§i merenje (npr. okolni
medijum, frekvencija i sl), slika 1.5. Stoga, dinamic¢ki modul elasti¢nosti alginatnih hidrogelova
moze da varira od nekoliko do par hiljada kPa.
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Slika 1.5 Reprezentativni primer mehanickih karakteristika alginata: A) zavisnost napona od
primenjene deformacije za 2 mas.% alginatne hidrogele umreZene sa razli¢itom koncentracijom
CaCOs (36, 72 i 144 mM; B) modul elasti¢noti za dobijene hidrogelove (Jang i sar., 2014)

1.2.2.1.2 Nanocesticno srebro

Nanocestice srebra predmet su istrazivanja U razli¢itim poljima nauke, za razlicite
potencijalne primene. Zahvaljuju¢i snaznoj antimikrobnoj aktivnosti koju poseduju usled velike
specificne povrsine, a usled toga visoke reaktivnosti, potentnosti, kao i kristolografije povrsine, sve
Siru primenu nalaze 1 u biomedicini 1 to kao: prevlake za medicinske katetere, deo koStanog
cementa, u kontrolisanom otpustanju lekova, oblogama za rane i sl, slika 1.6 (Naidi i sar., 2015,

Kumar i sar., 2018).
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Slika 1.6 Primena nanocestica srebra u biomedicini (prilagodeno u odnosu na Khatoon i sar., 2017)
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Mehanizam dejstva nanocCestica srebra na bakterije nije u potpunosti poznat, i u literaturi se
najceS¢e opisuje u nekoliko koraka. Smatra se da nanocestice prvo interaguju sa povrSinom
bakterija, gde dovode do promena na nivou membrane. Zatim, unutar bakterijske ¢elije dovode do
promena na nivou DNK posredstvom slobodnih radikala kiseonika (Duran i sar., 2016). Na osnovu
uradenih studija pretpostavlja se da nanoCestice srebra lakSe prolaze ¢elijsku membranu u odnosu
na jone srebra, kao i da se kod nanocestica manjih od 10 nm mehanizam dejstva odvija putem
samih nanocestica, dok kod vecih on ide preko otpustenih jona srebra (Durén i sar., 2016). Brzina
oksidacije, a time i antimikrobna antivnost u velikoj meri zavise od hemijskih karakteristika i
veli¢ine nanocestica, ali i od karakteristika samog mesta primene (Molleman i Hiemstra, 2017).
Tako na primer, nanocCestice srebra koje se oralno administratiraju veoma brzo se prevode u njihov
jonski oblik usled niske vrednosti pH u Zeludcu.

Antimikrobna aktivnost nanocCestica srebra prac¢ena je potencijalnim citotoksicnim efektom
na eukariotke ¢elije. Mehanizam dejstva nanocestica srebra na ¢elije organizma odvija se na nivou
mitohondrija kod kojih nanocestice srebra izazivaju promene u njihovoj funkcije (Akter i sar.,
2018). Park i saradnici pokazali su na celijskoj liniji zivotinjskih makrofaga (RAW264.7) da
nanocestice srebra (veli¢ine ~ 70 nm) izazivaju apoptozu u zavisnosti od aplicirane koncentracije i
vremena izlozenosti, i to tako $to dolazi do njihove oksidacije unutar ¢elija (Park i sar., 2010).
Studija koju su sproveli Piao i saradnici na humanim ¢elijama jetre potvrdila je zavisnost nivou
citotoksi¢nosti od koncentracije nanoCestica srebra, kao i da je polovina maksimalne inhibicione
koncentracije (1Cso) za ove ¢elije 4 pg/ml (Piao i sar., 2011). Interesantno je da citotoksi¢nost i ICsg
u znacajnoj meri variraju u odnosu na celijske linije, te je tako npr. za humane celije hondrocite
utvrdeno da ICsgiznosi 37,35 pg/mL (Yang i sar., 2016).

Osnovni problem sinteze nanocestica srebra jeste njihova tendencija da formiraju agregate,
¢ime se smanjuju i gube antimikrobna svojstva. U cilju stabilizacije nanocestica, tj. prevencije
njihovog rasta, koriste se polimeri. Stabilizacija nanocestica srebra polimerima se objasnjava
elektronskom interakcijom izmedu funkcionalnih grupa polimera i nanocestica metala.

Elektrohemijska sinteza moze biti atraktivna metoda za kontrolisano dobijanje nanocestica
srebra uniformne raspodele veli¢ina u polimernom rastvoru (Jovanovié¢ i sar., 2012). Bez dodataka
hemijskih redukcionih sredstava, ova metoda se svrstava u zelene postupke sinteze a kao proizvod
se dobijaju nanocestice visoke ¢istoce, pogodne za primenu u biomedicini (Ma i sar., 2004).

Nanocestice srebra uspesno su dobijene u rastvoru alginata elektrohemijskom redukcijom
(Obradovié¢ i sar., 2015). Od nastalog koloidnog rastvora moguce je dobiti hidrogelove razli¢itih
oblika, kao $to su mikrocCestice, mikrovlakna, filmovi i diskovi (Stojkovska i sar., 2012, Vidovi¢ i
sar., 2014, Kosti¢ i sar., 2016).

1.2.2.2 Bioreaktori u inZenjerstvu tkiva hrskavice

Mehanicki stumulansi imaju vaznu ulogu u razvoju tkiva hrskavice, njenom odrzavanju 1
svakako u procesu integracije implantirane hrskavice sa prirodnom hrskavicom domacina (Li i sar.
2017). Bez mehanickih opterecenja sastav tkiva hrskavica veoma brzo bi se izmenio, a ECM
izgubio svoju mehanicku ¢vrstocu (Mankin i sar., 2010). Ve¢ je navedeno da je tkivo hrskavice
tokom dnevnih aktivnosti izloZeno razli¢itim mehani¢kim optere¢enjima: hidrostatiCkom pritisku,
kompresiji, smicajnom naponu i dr. Takode, razliite zone tkiva hrskavice zbog svog sastava ili
uloge nalaze se pod razliCitim optereéenjima. Direktna kompresija tako najbolje oponasa
optereCenja koja se javljaju u gornjoj zoni hrskavice, gde je najznacajniji i protok fluida i
deformacija. Kako se ide ka dubljim slojevima hrskavice, ovi mehanicki signali su sve manje
izrazeni, a hidrostaticki pritisak sve znacajniji. Stoga se u inzenjerstvu tkiva hrskavice koriste
razli¢iti bioreaktori koji simuliraju jedan ili vise pomenitih mehanickih signala i to: i) rotirajuci
bioreaktori, ii) sudovi sa meSanjem, iil) proto¢ni bioreaktori, iv) bioreaktori sa hidrostati¢kim
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pritiskom, v) bioreaktori sa dinamiCckom kompresijom i vi) bioreaktori sa kombinovanim
mehanickim optere¢enjima (Zhao i sar., 2016), slika 1.7.
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Slika 1.7 Tipovi bioreaktora koji se najéescée koriste u inZenjerstvu tkiva hrskavice: A) rotirajuci
bioreaktor, B) sud sa mesanjem, C) proto¢ni bioreaktor, D) bioreaktor sa hidrostatickim pritiskom,
E) bioreaktor sa dinamickom kompresijom i F) bioreaktor sa kombinovanim mehanickim
opterecenjima (prilagodeno u odnosu na Stojkovska, 2015)

Smicajni naponi kojima su izloZene ¢elije u rotirajuéim 1 protocnim bioreaktorima, kao 1 kod
sudova sa meSanjem, pokazalo se da pozitivno uticu na diferentovanje mati¢nih ¢elija u pravcu
hondrocita (Marlovits i sar., 2003, Yoon i sar., 2012), ali i na ravnomernije i znacajnije stvaranje
GAG unutar konstrukata (Santoro i sar., 2010, Shahin i Doran, 2011). Sa druge strane, hidrostaticki
pritisak se u razli¢itim studijama pokazao takode kao relevantan biomehanicki signal koji uti¢e na
hondrogenezu, dok uspostavljanje pogodnog rezima i dalje nije najjasnije definisano, posto postoje
oprecni rezultati koje ukazuju na prednost dinamickog u odnosu na staticko opterecenje 1 obratno
(Zvicer i Obradovié, 2018).

Primena bioreaktora sa dinamickom komresijom u inzenjerstvu tkiva hrskavice sve je
zastupljenija i1 direktno opravdana fizioloSkom ulogom dinamicke kompresije na ocuvanje i
funkciju artikularne hrskavice, a posebno za regenaraciju povrSinske zone hrskavice. Sistemi sa
dinami¢kom kompresijom najce$¢e se sastoje od komore za smeStanje uzorka, aktuatora koji
omogucava dinami¢ku kompresiju uzorka na kontrolisan nacin, a time i senzora opterecenja ili
senzora pomeraja, koji pomocu eksterne kompjuterske jedinice omogucavaju preciznu kontrolu
nivoa optereCenja. Znacaj ovih sistema, pored toga S$to omogucavaju kreiranje fizioloski
relevantnog okruzenja za ¢elije ili tkivo hrskavice, je u tome §to dodatno omogucéavaju i pracenje
uticaja odredenih parametara ili rezima ispitivanja na aktivnost ¢elija u realnom vremenu (Li i sar.
2017). Mogu biti konstruisani kao sistemi sa periodicnom zamenom medijuma (Correia i sar.,
2016) ili kao sistemi sa kontinualnim protokom (Lovecchio i sar., 2019). Sa stanovista adekvatnog
prenosenja pritiska, jedan od glavnih problema kod oba sistema je moguénost pojave mehurova,
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usled promene temperature medijuma ili metabolizma ¢elija, u zoni neposrednog kontakta izmedu
uzoraka 1 dela sistema koji vr$i kompresiju uzoraka. U tom slu¢aju, usled osobine gasa da je stisljiv,
moze do¢i do neadekvatnog prenoSenja pritiska na uzorke i potrebe da se mehurovi ostrane iz
sistema, Sto onemogucava da ovi sistemi funkcioni$u u potpunosti automatski.

Uloga dinamicke kompresije na formiranje i/ili o€uvanje tkiva hrskavice potvrdena je u
razli¢itim studijama. Pokazano je da dinamicka kompresija dovodi do porasta modula elasti¢nosti
prilikom gajenja tkivnih ekvivalenata, kao i da utice na sintezu proteina ECM i kolagena (Ng i sar.,
2009). Nakon 4 nedelje u rezimu 10% deformacije pri frekvenciji od 1 Hz tokom 1 h/ 3 puta
dnevno, 5 dana/nedelji, dinamicka kompresija dovela je i do znacajnog porasta ravnoteznog modula
elasti¢nosti agaroznih hidrogelova sa imobilisanim hondrocitima (22 x 10® éel/ml) u odnosu na
kontrolnu studiju u statickim uslovima (100 £ 16 kPa vs. 15 £ 8 kPa) (Mauck i sar., 2000). Takode,
primena dinami¢ke kompresije brzinom 0,05 mm/s na alginatne hidrogelove sa imobilisanim
mezenhimalnim mati¢nim ¢elijama (2 X 107 éel/ml) pri koncentraciji od 3% O dovela je do porasta
i bolje distribucije GAG i kolagena Il (Daly i sar., 2018). Znacajna hondrogeneza i biosinteza
komponenti ECM pri dinamic¢koj kompresiji (deformacija od 10%, frekvencija 1 Hz, 1 sat/danu,
tokom 2 nedelje) primecena je u studiji Sawatjui 1 saradnici kod nosaca na bazi fibroin/hondoitin-
sulfat/hijelouronata zasejanih sa hondrocitima i mezenhimalnim mati¢nim c¢elijama poreklom iz
kostane srzi (Sawatjui i sar., 2018). Veza izmedu hondrogeneze i dinami¢ke kompresije objasnjena
je u radu Gadanski i Vunjak-Novakovié, koji navodi da dinamicka kompresija uti¢e na oslobadanje
adenozin trifosfata (ATP), koji preko P2 receptora na humanim mezenhimalnim mati¢nim ¢elijama,
aktivira diferentovanje ¢elija u pravcu hondrocita posredstvom kalcijuma (Gadanski and Vunjak-
Novakovic, 2013). U drugom radu, Li i saradnici su ispitivali uticaj deformacije na proliferaciju
humanih embrionih ¢elija hrskavice zasejanih na 3D nosacu na bazi kolagena, pri cikli¢noj
kompresiji i frekvenciji od 0,1 Hz i pokazali da je fizioloski relevantna deformacija u opsegu
0-10 % dala najbolje rezultate u pogledu debljine i morfologije novosintetisane hrskavice (Li i sar.,
2010). Interesantno je pomenuti da je u studiji sa tele¢im hondrocitima imobilisanim u alginatni
nosac, dinamicka kompresija podstakla sintezu GAG i kolagena kod adultnih hondrocita (Gharravi
i sar., 2012).

Za inZenjerstvo povrSinskog sloja tkiva hrskavice posebno je interesantna primena
bioreaktora sa kombinovanim mehanickim opterecenjima. Usled kretanja artikularna hrskavica je
izlozena kombinaciji dva mehanicka optere¢enja: kompresije, koja nastaje usled kontakta izmedu
zglobnih povrsina; i smicanjog napona, koji se javlja usled pritiska zglobne povrsine hrskavice od
strane sinovijalne te¢nosti (Santoro i sar., 2010, Naing i sar., 2014, Choi i sar., 2017). Primena
dinamicke kompresije u kombinaciji sa smicajnim naponom pokazala je sinergetsko dejstvo na
diferentovanje mezenhimalnim mati¢nih ¢elija u praveu hondrocita, sintezu GAG, kao i na
endogenu proizvodnju faktora rasta TGF-B, koji ima pozitivno dejstvo na stabilizaciju hondrogenog
fenotipa (Schatti i sar., 2011, Gardner i sar., 2016). Rezultate ove studije je posebno interesantno
analizirati sa aspekta vaznosti primene $to fizioloSki relevantnijih uslova za odredeno tkivo, koji
obi¢no podrazumevaju primenu viSe razliitih biomehanickih signala. U tom smislu, prethodno je
pokazano da dimanicka kompresija, kada se ostvaruje samostalno, ima privremen uticaj na
ekspresiju hondrogenih markera tokom perioda od 14 dana, nakon ¢ega je uticaj minimalan (Huang
i sar., 2010, O’Conor i sar., 2013), te da TGF-B utie na stvaranje GAG i kolagena, znacajnije od
dinamicke kompresije (Mauck i sar., 2007). Kombinacijom fizioloski relevatnih signala osim §to je
ostvareno diferentovanje u pravcu hondrogeneze putem biomehanickih stimulanca, doslo je i to
sinteze biohemijskih signala, $to jasno ukazuje na vaznost biomimeti¢kog pristupa u inzenjerstvu
tkiva. Sa druge strane, tumacenje rezultata i rukovanje sa ovakvim sistemima je dodatno
komplikovano, $to u odredenoj meri limitira njihovu Siru primenu i oteZzava put dolazenja do
rezultata.
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1.2.3 Kost: sastav, grada i biomehanicke sile u tkivu

Kosti predstavljaju deo skeletnog sistema koji pruza potporu i zastitu mekim tkivima, ima
lokomotornu funkciju, ali 1 zna¢ajnu metaboli¢ku i odbrambenu ulogu u organizmu jer predstavlja
rezervoar mati¢nih Celija, kao i razli¢itih jona, pre svih jona kalcijuma i fosfora. Pored hrskavicavog
tkiva, kostano tkivo spada u red potpornih vezivnih tkiva. Ovo tkivo je izgradeno od ¢elija i ECM,
pri ¢emu postoje tri vrste specijalizovanih Celija: osteoblasti, osteociti i osteoklasti.

Osteoblasti su delimi¢no diferentovane, Celije veli¢ine 15-30 um, koje se nalaze na povrSini
kostanog matriksa i ¢ine 4-6% ukupnog broja éelija kosti (Serban, 1995; Florencio-Silva i sar.,
2015). Osteoblasti imaju veoma vaznu ulogu u formiranju nove kosti jer su zaduzeni za sintezu svih
organskih komponenti kostanog matriksa, a zatim i za njegovu mineralizaciju. U prvoj fazi,
osteoblasti stvaraju kolagen (najces¢e tip 1), osteopontin, osteokalcin i druge strukturne
glikoproteine, koji zajedno Cine organski matriks (Florencio-Silva i sar., 2015). U drugoj fazi,
proizvodnjom enzima alkalne fosfataze koji ucestvuje u procesu vezivanje kalcijuma i fosfora i u
formiranju hidrokispatita (HAp) i amorfnog kalcijum — fosfata, osteoblasti reguliSu proces
mineralizacije kosti (Florencio-Silva i sar., 2015).

Osteociti su smesteni u lakunama, potpuno okruzeni mineralizovanim matriksom, i ¢ine 90-
95% ukupnog broja celija kosti (Franz-Odendaal i sar., 2006). Ove celije funkcioniSu kao
mehanosenzori i u mogucnosti Su da detektuju mehanicka naprezanja i pritiske unutar Kosti
izazvane dnevnim aktivnostima, te da prilagode aktivnost osteoblasta i osteoklasta u pravcu
adekvatnog odgovora na spoljne impulse (Bonewald, 2007, Rochefort i sar., 2010, Dallas i sar.,
2013).

Osteoklasti su pokretne ¢elije precnika do 400 pm smestene na povrsini koStanog matriksa U
Hau$ipovim lakunama (Serban, 1995). Zaduzeni su za sintezu brojnih enzima (npr. kolagenazu)
koji razlazu delove kosStanog matriksa, a zatim ih fagocitiraju.

Kostano tkivo predstavlja veoma dinamican sistem koji se kontinualno remodeluje pod
spoljnim uticajima, gde osteoklasti imaju ulogu u resorpciji, osteociti u transdukciji, a osteoblasti u
formiranju nove Kosti.

ECM kosti je specifi¢an po tome $to je mineralizovan. Pored organskog dela izgraduju ga 1
neorganske soli. Organski deo sastoji se od oko 90% vlakana kolagena tipa | veoma uredene
orjentacije. Neorganski deo matriksa zauzima oko 50% kostanog matriksa i u njemu su dominantno
zastupljeni joni kalcijuma i fosfora, a u manjoj meri magnezujuma, kalijuma, natrijuma,
bikarbonata i citrata. Joni kalcijuma i fosfora ucestvuju u nastajanju kristala hidroksiapatita (HAp) u
vidu tankih plocica ili Stapica, koji se formiranju paralelno sa kolagenim vlaknima. Kolagena mreza
I ostatak organskog matriksa prakti¢no formiraju nosa¢ unutar koga dolazi do taloZzenja HAp, ¢ime
se dobija na mehanickoj ¢vrstoci i otpornosti kosti (Florencio-Silva i sar., 2015).

Sva tri tipa ¢elija i ECM formiraju gradivnu strukturu kosti od koncentri¢no rasporedenih
lamela koja se naziva osteon (slika 1.8).
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Slika 1.8 Struktura i grada kosti: A) popreéni presek kompaktnog dela kosti, B) gradivna straktura
kompaktne kosti, C) razlika izmedu gradivne jedinice kompaktne i sunderaste kosti (Olson i
Charlson, 2017)

Prenos hranljivih materija i metabolita odvija se posredno od krvnih sudova u sredini
osteona, ka svim ¢elijama koje izgraduju osteon, medusobnim povezivanjem celija putem celijskih
nastavaka. U formiranoj kosti nalazi se veliki broj osteona i to razli¢itog oblika i veli¢ine, za koje je
pokazano da se mogu razlikovati i u mehani¢kim karakteristikama (Currey, 2016).
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Kod kostiju razlikuje se kompaktno i sunderasto kostano tkivo, (slika 1.8). Kompaktno
koStano tkiva izgraduje povrSinske delove kosti i ¢ini oko 90% kostanog tkiva, dok se u
unutrasnjosti nalazi sunderasto kostano tkivo. Sunderasto kostano tkivo dobilo je naziv po
karakteristicnom poroznom izgledu koga formiraju koStane trabekule ispresecane velikim brojem
kanala u kojima je smestena kostana srz. Ovo tkivo ima daleko vecu sposobnost regeneracije od
kompaktnog kostanog tkiva, a podaci govore da se godiSnje oko 25% sunderastog tkiva kosti
obnovi nasuprot 4% kompaktnog tkiva (Serban, 1995).

Generalno, kosti se ponaSaju anizotropno, te ¢vrstoca i krutost zavise od pravca primenjenog
napona (Hall, 2018). Oko 20-25% ukupne tezine kosti ¢ini voda koja pored mineralne faze ECM
doprinosi mehanickoj évrsto¢i kostiju (Hall, 2018). Sa druge strane kolagena vlakna daju kostima
fleksibilnost i uti¢u na zateznu ¢vrstoc¢u (Tranquilli Leali i sar., 2009). Stoga, na mestima gde je
izrazenija mineralizacija kosti, kao u slu¢aju kompaktne kosti, ona je ¢vrsca, ali ujedno i Kkrtija i
podloznija lomu (Turner, 2006). Kod ljudi kompaktne kosti mogu da izdrze kompresiju izmedu 90 i
230 MPa, dok je vrednost zatezne ¢vrstoce u opsegu 90 — 190 MPa (Hannink i Arts, 2011).

Kod sunderastog tipa kosti, velika poroznost dovodi do manje krutosti, te ove kosti mogu da
izdrze znaCajno manje kompresione napone, 2 - 45 MPa (Hannink i Arts, 2011).

1.2.4 InZenjerstvo tkiva kosti

Povrede kostanog tkiva i1 potreba za njihovim saniranjem je jedan od najveéih zdravstvenih
problem u svetu zbog Cega su kosti drugi najcesée transplantirani organ posle krvi (Frohlich i sar.,
2010, Venkatesan i sar., 2014, Oryan i sar., 2014). Vise miliona pacijenata pati od gubitka ili
oSte¢enja kosStanog tkiva uzrokovanih pojavom degenerativnih bolesti, operativnim zahvatima,
traumama i sl. (Marsell i Einhorn, 2011, Martino i sar., 2015). Samo u 2019. godini vrednost trzista
kostanih implantata i supstituenata procenjuje se na 3,6 milijardi americkih dolara (Dang i sar.,
2018).

Kosti poseduju znacajnu sposobnost regeneracije in vivo, medutim sam regenerativni proces
je slozen i zahteva odredene uslove Koji bi omogucili uspesnu regeneraciju. Posebno problemati¢na
je regeneracija koStanih defekata kriticne veli¢ine. Tradicionalni pristupi u tretiranju kostanih
defekata kao $to su transplantacija autolognih ili alogenih graftova ograni¢eni su usled dostupnosti
kostanog tkiva u organizmu, odnosno donora, duge rehabilitacije, infekcija, prenosivih bolesti,
imunskog odgovora i troskova same procedure (Chen i sar., 2014, Euler i sar., 2015). Potencijalno
reSenje moze biti in vitro regeneracija za koju je potrebno obezbediti prisustvo osteogenih celije,
osteokonduktivno i osteoinduktivno okruzenje, postojanje odredene mehani¢ke stabilnosti i
vaskularizacija (Hannink i Arts, 2011, Vo i sar., 2012).

Dosadasnja istrazivanja u oblasti inZenjerstva tkiva kosti dovele su do znac¢ajnih otkrica na
celularnom nivou u pogledu izbora adekvatnih celija, biokompatibilnosti 1 biorazgradljivosti
potencijalnih materijala, njihovim osteoinduktivnim, osteokonduktivnim i fizicko—hemijskim
karakteristikama, ali bez uspeha da se dobije funkcionalan tkivni graft pogodan za implantaciju.
Glavni izazovi su dobijanje adekvatnog biomaterijala koji ¢e moci da ispuni biolos§ku i mehanicku
ulogu prirodne kosti, i razvoj biomimi¢nih bioreaktora koji ¢e omoguéiti in vitro uzgoj tkiva.

1.2.4.1 Biomaterijali u inZenjerstvu tkiva kosti

Nosaci u inzenjerstvu tkiva kosti polaze od razli¢itih materijala na bazi metala, keramike,
prirodnih i sintetskih polimera i njihovih kompozita (Kashte i sar., 2017). Naj¢es¢u primenu
pronalaze kompozitni nosaci na bazi prirodnih polimera 1 kalcijum fosfatnih jedinjenja zbog svojih
povoljnih karakteristika koje obezbeduju dobro vezivanje celija, njihovu proliferaciju,
diferentovanje i rast nove kosti (Dang i sar., 2018). Nedostatak ovih nosaca je $to obi¢no imaju
nedovoljno dobre mahanicke karakteristike u odnosu na prirodnu kost, nekontrolisano se
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razgraduju, a usled prirodnog porekla polimera mogu se javiti znaajne razlike u polaznom
materijalu od serije do serije proizvoda (Sanosh i sar., 2013). Tim pre, neophodna je sveobuhvatna
karakterizacija koja pruza informacije od relevantnosti za potencijalnu primenu.

Nedovoljno dobra mehanicka ¢vrstoca posledica je velike poroznost (oko 80% za sunderastu
kost, Velioglu i sar., 2018) koju je potrebno obezbediti radi dobijanja adekvatne arhitekture
koStanog supstituenta. Makroporoznost ima posebno znacajnu ulogu u osteokondukciji (LeGeros,
2002, 2008) i pokazano je da kod nosaa celija sa porama ve¢im od 300 um dolazi do bolje
osteogeneza (Kuboki i sar., 2002, Karageorgiou i Kaplan, 2005). Sa druge strane, postojanje pora
otvorenog tipa na spoljnim ivicama nosaca i njihova medupovezanost sa porama unutar nosaca od
izuzetnog je znacaja za ravnomerno zasejavanje cCelija, ali 1 sa stanoviSta mehanizma razmene
nutrijenata i proizvoda metabolizma. In vivo studije su potvrdile da upravo velika poroznost i
makropore podsti¢u osifikaciju, stvaranje i povezivanje nove kosti sa biomaterijalom nakon
implantacije i bolje mehanicke karakteristike na kontaktnoj povrsini kost - implantat (Karageorgiou
i Kaplan, 2005).

Visoko porozne nosace na bazi polimera i mineralne komponente moguce je dobiti
procesom liofilizacije kompozitnih hidrogelova. Gelanska guma jedan je od prirodnih polimera koji
se lako kombinuje sa keramickim ili drugim bioaktivnim puniocima kao $to je bioaktivno staklo
(npr. Gantar i sar., 2014, Maia i sar., 2018, Santos i sar. 2019). U prisustvu bioloskih fluida
bioaktivno staklo se prevodi u hidroksiapatit ¢ime ovi nosac¢i postaju interesantni za potencijalnu
primenu u inzenjerstvu tkiva kosti.

1.2.4.1.1 Gelanska guma

Gelanska guma je prirodni linearni polisaharid koji nastaje kao sekrecija bakterija
Pseudomonas elodea (Zia i sar., 2018). Izgraden je od ponavljajucih jedinica koje ¢ine 2 jedinice
D-glukoze, zatim D-glukuronska kiselina i L-ramnoza, slika 1.9.
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-0 OH HO ©OH HO ©OH HO OH

Slika 1.9 Strukturna formula gelasnke gume

Prisustvo ostataka glukuronske kiseline ¢ini ovaj polisaharid strukturno slicnim sa prirodnim
glikozaminoglikanima, komponentama ECM, S§to obezbeduje njegovu Siroku primenu u
inZenjerstvu tkiva. Priprema hidrogelova gelanske gume pocinje rastvaranjem u vrucoj vodi §to
dovodi do formiranja viskoznog rastvora. Geliranje ukljucuje dvostepeni proces u kome se
nasumicno orjentisani lanci polimera organizuju u dvostruku spiralnu, a zatim dolazi do agregacije
spirala. Temperatura na kojoj dolazi do formiranja hidrogelova zavisi od koncentracije polimera,
stepena acetilovanja i prisustva katjona (Bacelar i sar., 2016). U prisustvu jednovaletnih i
dvovaletnih katjona (npr. natrijuma, kalcijuma, magnezijuma) dolazi do dodatnog jonskog
umrezavanja sa karboksilnim grupama, ¢ime se formiraju jake i stabilne veze (Costa i sar., 2018).
Pokazano je da joni natrijuma imaju ve¢i uticaj na temperaturu geliranja, dok joni kalcijuma dovode
do formiranja jac¢ih hidrogelova proporcionalno sa koncentacijom dostupnih jona kalcijuma
(L'Heureux i sar., 2007).
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Hidrogelovi gelanske gume najceS¢e se dobijaju jednostavnim izlivanjem u posude
adekvatnog oblika 1 zapremine, ¢ime je moguce dobiti specificne anatomske strukture. Za
inzenjerstvo tkiva veoma je atraktivan period biorazgradivosti koji varira od nekoliko nedelja do
nekoliko meseci (Stevens i sar., 2016). Takode, hidrogelovi gelanske gume ispoljili su pozitivan
uticaj na osteogenezu (Raquel Maia i sar., 2019).

Zbog jednostavnosti dobijanja Zeljenog oblika, vremena biorazgradnje i zapazenog uticaja
na osteogenezu, gelanska guma se prepoznaje kao posebno interesantna za primenu u inZenjerstvu
tkiva kosti.

1.2.4.1.2 Bioaktivno staklo

Bioaktivno staklo (bioactive glass — BAG) je amorfni materijal na bazi silikatnih i/ili
fosfatnih jona, koji nalazi klini¢ku primenu zbog svojih karakteristika da se vezuje za kost na mestu
primene i omogucéava stvaranje nove kosti (Hench i sar., 2004). BAG je povrsinski bioaktivan,
potpuno resorbilan materijal, koji ostvaruje povezivanje sa kostima stvaranjem hidroksiapatita
(HAp) u prisustvu bioloskih te¢nosti (Alves i sar., 2010). Proces formiranja HAp u prisustvu
simulirane telesne te¢nosti (Simulated body fluid - SBF) pocinje reakcijom molekula vode sa Si — O
— Si vezama, ¢ime se formiraju Si — OH grupe, koje predstavljaju centre nukleacije (Tanahashi i
sar., 1994, Kokubo i sar., 2003, Kim i sar., 2003a). Zatim, difuzijom jona kalcijuma i fosfatnih jona
na povsinu BAG formira se amorfni sloj kalcijum-fosfata, koji potom kristalise u biomimi¢an HAp
inkorporiranjem hidroksilnih i karbonatnih jona iz SBF (Hench, 1991, Gunawidjaja i sar., 2010).
Primeceno je da joni koji nastaju rastvaranjem BAG na bazi silikata (npr. joni silicijuma, kalcijuma,
fosfora) stimuliSu ekspresiju gena u osteoblastima (Xynos i sar., 2001). Posebno interesovanje
istrazivaca za BAG dolazi od karakteristike ovog materijala da joni koji nastaju rastvaranjem BAG
pospesuju angiogenezu in vitro i in vivo (Day i sar, 2005, Leu i sar., 2008, Gorustovich i sar.,
2009). Takode. ovaj materijal je pokazao da ima osteokonduktivna i osteoinduktivna svojstva, te
osim §to formira dobre veze sa okolnim tkivom, podsti¢e i ¢elije da se regeneriSu, ¢ime se ubrzava
proces regeneracije (Baino i sar., 2018). U studiji koju su sproveli Zeng i saradnici bioaktivno
staklo dopirano stroncijumom sa jedne strane dovelo je do formiranja sloja apatita na povrsini
MC3T3-E1 sli¢énih fibroblastima u pravcu osteoblasta (Zhang i sar., 2014). Interesantni rezultati
dobijeni su u studiji sa komercijalno dostupnim bioaktivnim staklom Bioglass 45S5
(USBiomaterials Corp, SAD) gde je transformacijom ovog stakla doSlo do formiranja
kalcifikovanog ECM i stvaranja nodusa kalcifikovane kosti (Fan i sar., 2014, Xynos i sar., 2000).

Posebno je interesantna primena nanocesticnog BAG jer omogucava dobro umeSavanje i
ravhomerno formiranje neorganske faze unutar kompozitnog hidrogela, a topografija nosa¢a nano
dimenzija podstice interakciju na ¢elijskom nivou i brZze prijanjanje ¢elija na povrSinu materijala
(Martin i sar., 2005).

Mehanicke karakteristike BAG jedno su od ograni¢enja primene ovog materijala na mestima
ve¢ih defekata koja su izloZzena mehani¢kim optere¢enjima. Makroporozni nosaci dobijeni
sinterovanjem BAG pokazali su veoma male kompresione module 0,3-0,4 MPa, koji su nedovoljni
za samostalnu implantaciju (Chen i sar., 2006). Stoga je predmet aktuelnih istraZivanja razvoj
adekvatnog kompozita koji bi u potpunosti zadovoljili bioloske karakteristike kosti i omoguéili
adekvatnu i brzu reparaciju.

1.2.4.2 Bioreaktori u inZenjerstvu tkiva kosti

U inzenjerstvu tkiva kosti najcesce su koris¢ena 4 tipa bioreaktora: a) rotirajuéi bioreaktor,
b) sud sa meSanjem, c) bioreaktori sa dinamickom kompresijom i d) protocni bioreaktori (Vetsch i
sar., 2013).
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Proto¢ni bioreaktori imaju najée$¢u primenu jer pokusavaju da imitiraju mikro mehanicka
optere¢enja prisutna u kostima in vivo, tj. izazivaju hidrodinamic¢ke smicajne napone na ¢elijama
(Vetsch i sar., 2013, Kashte i sar., 2017). Hidrodinamicki smicajni napon odgovara tangencijalnoj
sili koju te¢nost ostvaruje kretanjem duz Cvrste povrSine. Ovi prilicho jednostavni bioreaktorski
sistemi sastoje se od protocne komore u koju se smeSta uzorak i od sistema za recirkulaciju
medijuma kontinualnim, oscilatornim ili pulsativnim tokom, pomocu npr. peristalticke pumpe, slika
1.10. Najcesce su dizajnirani kao zatvoreni sistemu, kod kojih se medijum, nakon prolaza kroz
komoru bioreaktora, vraca u rezervoar, slika 1.10. Kod drugog tipa proto¢nih bioreaktorskih
sistema — otvorenih sistema, u odnosu na zatvorene sisteme, medijum se nakon proto¢ne komore
odvodi u poseban rezervoar za otpad, dok se svezi medijum konstantno dovodi u sistem, Sto
znacajno povecava upotrebu potrebnih reaktanata i troSkova rada.
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Slika 1.10 Sematski prikaz zatvorenog protoénog bioreaktorskog sistema. Medijum iz rezervoara
pomocu pumpe se potiskuje kroz komoru protocnog bioreaktora u kojoj je smeSten uzorak. Na putu
ka komori prolazi kroz dugo crevo za razmenu gasova gde dolazi do oksigenacije medijuma.

lako proto¢ni bioreaktori vaze za najjednostavnije bioreaktorske sisteme, posmatrano sa
stanoviSta konstrukcije, prvi izazov prilikom razvoja ovih sistema je razvoj protoéne komore
bioreaktora koja ¢e obezbediti dobro zaptivanje izmedu uzorka i unutrasnjeg zida komore, tj.
direktan protok medijuma ravnomerno kroz uzorak. Razlog tome je Sto kod veéine sistema Se
komora izgraduju od ¢vrstih materijala (npr. polikarbonata), zahtevajuci upotrebu uzoraka precizno
definisane geometrije i dimenzija. Proizvodaci nastoje resiti ovaj problem razvojem komora koje su
npr. podesive po visini i u koje se mogu smestiti cilindri¢ni uzorci visine 1 do 13 mm (,,P3D*
komora, Ebers Medical Technologies, Spanija), ili upotrebom zaptivnih prstenova, najéesée od
nekog gumenog materijala, koji treba da sprece opstrujavanje uzorka i tok tecnosti u zoni izmedu
uzorka i zida komore (3D Biotek, SAD).

Direktnim protokom medijuma po celoj povrsini uzorka - nosaca, bez intenzivnog mesanja,
ostvaruje se konvektivni prenos mase unutar celog nosaca, ne samo po spoljasnjim povrSinama,
bolja i ravnomernija razmena kiseonika i hranljivih materija, Sto je izuzetno vazno za implantate
kriticne veli¢ine (Kleinhans i sar., 2015). Laminarno strujanje unutar protocnog bioreaktora utice i
na bolju raspodelu ¢elija i na ravnomerno formiranje novostvorenog ECM unutar nosaca (Meinel i
sar. 2004), a ne samo po spoljnim ivicama, kao §to je slucaj kod suda sa meSanjem i rotirajuceg
bioreaktora (Sikavitsas i sar., 2002, Gaspar i sar., 2012). Brzina strujanja medijuma od 5 mm/s
pokazala se kao pozeljna za ravnomerno zasejavanje ¢elija sli¢nih osteoblastima (MG63) unutar
visoko poroznog nosaca na bazi polilakti¢ne kiseline (PLA) i kalcijum fosfatna (Koch i sar., 2010).
Interesantno je da u ovoj studiji je pokazano da na efikasnost zasejavanja celija, osim brzine
protoka teCnosti, utie 1 broj ciklusa, pri ¢emu je veca efikasnost ostvarena pri manjem broju
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ciklusa. U ovoj studiji brzina strujanja tecnosti uticala je na smanjenu vijabilnost ¢elija i njihovu
apoptozu u povrSinskim delovima nosaca (Koch i sar., 2010).

Drugi izazov prilikom razvoja ovih sistema je prevencija formiranja mehurova gasovite faze
unutar komore. Formiranje mehurova gasa dovodi do sli¢nih efekata neravnomerne raspodele
nutrijenata, novostvorenog ECM, ali i npr. nezeljenih efekata veée brzine protoka medijuma na
¢elije. Naime, mehurovi gasa blokiraju strujanje medijuma, dovodi¢i do porasta lokalne brzine
protoka medijuma u odredenim delovima komore. Tokom bioloskih eksperimenata mehurovi gasa
nastaju kao proizvod metabolicke aktivnosti ¢elija, te ih je potrebno redovno uklanjati. Jedan od
nacina je ru¢no uklanjanje pomocu S$priceva povezanih sa obe strane proto¢ne komore, $to zahteva
posebnu utreniranost eksperimentatora, ali i onemogucava potpunu automatizaciju sistema.

I pored izazova u razvoju efikasnih protoc¢nih sistema sa stanovista konstrukcije i direktnog i
ravnomernog protoka medijuma, odredene studije ukazale su na pozitivan efekat protoka na
osteogenezu i formiranje mineralne faze, a time i na opravdanost primene ovih sistema u
inZenjerstvu tkiva kosti.

Pokazano je da smicajni napon podstice diferentovanje mati¢nih ¢éelija u pravcu osteoblasta
(Bjerre i sar., 2011). U studiji na humanih mezenhimalnim mati¢nih ¢elija (hnMSC) zasejanih na
nosac¢ima od poli(L-laktid-ko-kaprolakton) i gajenih u proto¢nom bioreaktoru primecena je
ekspresiju osteogenih gena, diferentovanje u pravcu osteogeneze i formiranje kalcifikata (Kleinhans
i sar., 2015). Takode, kod mezenhimalnih mati¢nih ¢elija pod uticajem oscilatornog protoka doslo
je do intracelularnog vezivanja jona kacijuma, proliferecije ¢elija 1 znaCajnog poraste u sintezi
MRNA gena osteokalcina i osteopontina (Li i sar. 2004). Porast osteokalcina i osteopontina
primecen je i u studiji sa hMSC nakon 28 dana u proto¢nom bioreaktoru kao funkcija porasta
smicajnog napona i brzine protoka medijuma do 9 mi/min, koja je pokazala inhibitorno dejstvo na
sintezu pomenutih osteoblasnih markera (Li i sar., 2009). Oscilatorni tok imao je pozitivan efekat
na sintezu jona kalcijuma i kod celija slicnih osteoblastima (M63) (Koch i sar. 2010). Sa druge
strane, pulsatilni tok pokazao se kao najefikasniji u procesu formiranja mineralnog matriksa unutar
vlaknastog nosaca na bazi titanijuma zasejanog misjim osteoblastima poreklom iz ko$tane srzi, pri
¢emu je sa porastom brzine strujanja sa 0,3 ml/min na 1 ml/min primecena veca bioloska aktivnost
¢elija i 6 puta znacajnije formiranje mineralne komponente ECM (Bancroft i sar. 2002). To je na
neki nacin potvrdeno i u studiji sprovedenoj sa humanim mezenhimalnim mati¢nim ¢elijama pri
razli¢itim brzinama strujanja (80-1800 um/s), gde je utvrdeno da je optimalna brzina od
400-800 pm/s uzrokovala znacajno formiranje ECM (Grayson i sar., 2011). Povec¢anjem povrSinske
brzine strujanja medijuma moguce je poboljSati razmenu kiseonika i1 hranljivih materija, ali sa
stanovista povecavanja smicajnog napona i njegovog uticaja na aktivnost ¢elija i njihovo odvajanje
od nosaca, kao i ispiranje novostvorenog matriksa (Singh i sar., 2007).

Proto¢ni bioreaktori sa radijalnim tokom predstavljaju generaciju proto¢nih bioreaktora
namenjenu za gajenje velikih implantata za duge kosti (Xie i sar., 2006, Olivier i sar., 2007, Arano i
sar., 2010, Katayama i sar., 2013). Kod proto¢nog bioreaktora sa radijalnim tokom anularni
porozni nosaé je smesten izmedu dve cilindriéne komore (slika 1.11) pri ¢emu hranljivi medijum
struji od unutras$nje komore kroz nosa¢ do spoljne, odakle se odvodi iz sistema. Radijalni tok kroz
anularne porozne nosace obezbeduje manji gradijent koncentracija duz nosaca, ¢ime se Celijska
kultura odrzava pri manjim brzinama strujanja i manjem smicajnom naponu u odnosu na aksijalni
proto¢ni bioreaktor (Kino-Oka i Taya, 2005, Donato i sar., 2014). Siru upotrebu ovih
bioreaktorskih sistema ograni¢ava znacajno slozenija konstrukcija i nacin rukovanja.
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Slika 1.11 Proto¢ni bioreaktor sa radijalnim tokom, izgled komore i uzorka i na¢in strujanja:
A) pogled odozgo, B) uzduzni poprecéni presek (Fragomeni i sar., 2019)

Na intenzitet smicajnog napona ne uti¢e samo brzina strujanja, ve¢ i arhitektura i poroznost
nosaca. U cilju povezivanja njegovog uticaja na celije moguce je odrediti intenzitet smicajnog
napona na osnovu poznavanja viskoznosti i brzine protoka medijuma, veli¢ine nosaca, poroznosti i
veli¢ine pora (Hadida i Marchat, 2020). Medutim, odredivanje tacne geometrije, oblika i veli¢ine
pora unutar nosaca, posebno u vlaznom stanju kada dolazi do smanjenja veli¢ine pora usled
rehidratacije polimera, izazov je za sebe. U tom smislu, paralelno sa razvojem proto¢nih bioreaktora
potrebno je razviti metodologiju koja bi omogucila korelaciju izmedu efekata protoka medijuma tj.
smicajnih napona i razli¢itih geomatrija nosaca (Hadida i Marchat, 2020).

1.2.5 InZenjerstvo osteohondralnog tkiva

Progresijom oStecenja artikularne hrskavice na dublje slojeve, neretko dolazi do oStecenja 1
subhondralne kosti, ¢ime nastaju osteohondralni defekti. Alternativa za dostupne ali skupe klinicke
tretmane je razvoj uzgojenog osteohondralnog implantata, $to predstavlja poseban izazov usled
slozenosti ovog tkiva. Zahtev pred inzenjerstvom osteohondralnog tkiva je da se u jednom sistemu
oponasanju fizioloska svojstva i struktura dva razlicita tkiva (hrskavice 1 kosti) koriste¢i posebno
dizajnirane biomimi¢ne i bioaktivne nosade na bazi polimera, neorganskih komponenti ili
kombinacije ovih materijala i bioreaktora.

Glavni izazov je u hondralnom delu dobiti strukturu slicnu hidrogelovima koja se
dominantno sastoji od kolagenih vlakana tipa Il i GAG, dok u kostanom delu treba obezbediti
veliku poroznost i ¢vrstu strukturu sa mineralizovanim ECM prozetim kolagenim vlaknima tipa |
(Oliveira i sar., 2006). Kako bi se zadovoljili navedeni zahtevi, najce$ée se pristupa razvoju
dvoslojnih (npr. Zhou i sar., 2011), viseslojnih (npr. Kang i sar., 2018) ili gradijentnih nosaca (npr.
Khorshidi i Karkhaneh, 2018).

Primenom naprednih tehnika kao $to su elektrospining i elektrodepozicija, moguce je dobiti
viSefazne ili gradijentne nosace, medutim ove tehnike ne pruzaju potpunu kontrolu parametara kao
Sto su veli¢ina pora, njihova orjentacija i medupovezanost (Khorshidi i sar., 2016). Jednostavniji
pristup je razvoj odvojenih delova nosaca koji se kasnije lepljenjem ili presovanjem mogu spojiti u
jedan (npr. Swieszkowski i sar., 2007). U jednoj studiji sintetisana su dva odvojena nosaca na bazi
fibrina i polikarprolaktona (PCL), odnosno na bazi PCL i tri kalcijum-fosfata (Swieszkowski i sar.,
2007). Dobijeni nosaci su zasejani celijama i odvojeno uzgajani u hondrogenom, odnosno
osteogenom medijumu, da bi na kraju pomocu biokompatibilnog lepka bili spojeni u jedinstven
nosac.
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Regeneracija prelazne zone izmedu hondralnog i subhondralnog dela ima poseban znacaj u
inzenjerstvu tkiva osteohondralnih implantata (Cheng i sar., 2011). Stoga, razvoj potencijalnih
nosaca za inzenjerstvo osteohondralnog tkiva trebalo bi da obezbedi dobru integraciju izmedu
slojeva u vidu tanke prelazne zone.

Jedan od nacina da se to ostvari je izlivanje gornjeg sloja hidrogela preko poroznog donjeg
sloja. Upravo ta ideja je primenjena u jednoj studiji gde je agarozni hidrogel izliven preko
decelularizovanog nosaca koji je izabran za koStani deo (Grayson i sar., 2010). Formirana je
prelazna zona debljine oko 500 um, koja je nakon gajenja u bioreaktoru ispoljila karakteristike u
mnogome razli¢ite od onih kod prirodnog tkiva. Rezultati ove studije ukazali su na potrebu
optimizacije dobijanja prelazne zone na nacin koji ¢e omoguciti $to bolju replikaciju prelazne zone
kao kod prirodnog tkiva. Takode, rezultati su ukazali na potrebu daljih istrazivanja u pravcu
razumevanja odnosa izmedu razli¢itih ¢elija u prelaznoj zoni (Grayson i sar., 2010).

lako su razli¢iti pristupi pruzili znacajne informacije i dali dalje smernice za razvoj
adekvatnih implantata za osteohondralne defekte, zadovoljavaju¢a kombinacija ¢elija, materijala i
tehnika dobijanja, kao i sveobuhvatna karakterizacija implantata jos uvek nije utvrdena.

1.2.6 Intervertebralni disk: sastav, grada i biomehanicke sile u tkivu

Intervertebralni disk (IVD) je hrskavicasta struktura, smestena izmedu susednih prsljenova
ki¢menog stuba vertebrata, ¢ija je uloga da omoguci uspravan polozaj tela, pokrete, kao i razli¢ite
polozaje tela, savijanje ili okretanje (Chan i sar., 2011). IVD se sastoji od nucleus pulposus (NP) i
anulus fibrosus (AF), koji imaju razli¢itu morfolosku strukturu, sastav i funkciju (slika 1.12).
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Slika 1.12 Grada intervertebralnog diska: A) bo¢ni prikaz susednih prsljenova sa intervertebralnog
diska, B) normalan prikaz (preuzeto iz Anatomy and Physiology, Openstax, 2013, online book)

Jezgro - nucleus pulposus (NP) je centralni deo IVD koga karakterise visoka elasti¢nost,
viskoznost 1 Zelatinasta struktura. Ove karakteristike NP posledica su velikog sadrzaja
intermolekularne slobodne vode od oko 80% (Hirsh i sar., 1952, Nagae i sar., 2007, Bibby i sar.,
2001) kao i velikog sadrzaja proteoglikana u odnosu na kolagen (Mwale i sar., 2004).

Pokreti tela, kao Sto su istezanje, savijanje i torzija, prouzrokuju razliite vrste i jacine
naprezanja, kao §to su kompresija, istezanje, smicajni napon, slika 1.13 (Jensen, 1980, Cinotti i
Postacchini, 1999, lzzo i sar., 2013, Long i sar., 2016). Usled uspravnog drzanja tela, IVD je
direktno podvrgnut kompresiji koja dovodi do povecanja hidrostatickog pritiska unutar NP, koji
prvi apsorbuje opterecenje.
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Slika 1.13 Mchani¢ka naprezanja unutar intervertebralnog diska tokom aksijalne kompresije i
savijanja: A) aksijalna kompresija izaziva pritisak unutar nucleus pulposus, pri ¢emu dolazi do
naprezanja anulus fibrosus, B) savijanje generise pritisak unutar nucleus pulposus dok kod anulus
fibrosus dolazi do nabijanja ili C) istezanje vlanaka (Cinotti i Postacchini, 1999)

Tokom kompesije takode dolazi do malog smanjenja zapremine NP, a time do znacajnijeg
porasta hidrostatickog pritiska (HP) (Nachemson, 1981, Setton i Chen, 2006). Na osnovu te
¢injenice izvedena je hipoteza da je HP dominantni biomehanicki signal znacajan za inzenjerstvo
tkiva IVD. Osim kompresije, pokazano je da i torzija indirektno dovodi do porasta HP pritisak
unutar NP (Barbir, 2011), ukazuju¢i na to da su celije NP podvrgnute uticaju HP, bez obzira na
mehanicki stimulans. Tokom dnevnih aktivnosti ki¢ma dozivljava opterecenja u Sirokom rasponu
amplituda i frekvencija (Walter i sar., 2014). I1zmereno je da se unutar IVD mogu razviti pritisci i
do 2,3 MPa, koji nastaju prilikom podizanja teskih predmeta.

1.2.7 InZenjerstvo tkiva intervertebralnog diska

Povremeni ili hroni¢ni bolovi koji se povezuju sa degenerativnim promenama ili povredama
IVD predstavljaju ozbiljan socio-ekonomski problem u zapadnim zemljama, jer skoro 80%
populacije u nekoj zivotnoj dobi bude pogodeno ovim stanjem (Frauchiger i sar., 2017, Hartvigsen
i sar., 2018). Vise razli¢itih klinickih pristupa je razvijeno u tretmanu ozbiljnih oste¢enja IVD, a
neki od njih ukljucuju operativne zahvate koji podrazumevaju spinalnu fuziju ili disektomiju kod
teSkih diskus hernija (lllien-Jlnger i sar., 2014, Natarajan i Andersson, 2017).

Jedan deo naucne javnosti smatra da primena injekcionih materijala koji imaju sposobnost
da geliraju na mestu primene, kao sto su hidrogelovi, iz prakti¢nih razloga i minimalno invazivnih
zahvata, imaju najveci potencijal za klinicku primeni u tretmanu NP (Buckley i sar., 2018). Drugi
pak smatraju da se ovim pristupom moze nadomestiti izgubljeni volumen i visina IVD, ali
dugoro¢no ovi materijali nemaju sposobnost da preuzmu kompleksnu funkciju IVD (Frauchiger i
sar., 2017). Od hidrogelova koji vode poreklo od prirodnih polimera za ovu namenu najcesce se
koriste hijaluronska kiselina, kolagen tipa I, kolagen tipa II, fibrin, Zelatin, alginat, hitozan i
gelanska guma (Pereira i sar., 2013, Bowles i Setton 2017). Medu sintetskim hidrogelovima
izdvajaju se polietilen glikol (PEG), polivinil alkohol (PVA), polivinil pirolidon (PVP) i poliuretan
(Buckley i sar., 2018). Glavni nedostatak primene hidrogelova na mestu oste¢enog NP je njihova
nedovoljna mehanicka c¢vrstoa. U cilju prevazilazenja ovih ograni¢enja ide se ka primeni
kompleksnijih sistema koji ukljucuju celije, kao Sto su mezenhimalne mati¢ne celije, celije 1VD ili
progenitorske celije (Frauchiger i sar., 2017, Johnstone i sar., 2013). Za hondrogenezu mati¢nih
¢elija kao potencijalnog izvora celija za regeneraciju IVD (npr. mati¢ne Celije kostane srzi (bone
marrow stem cell - BMSC), ili mati¢ne ¢elije masnog tkiva (adipose stem cell - ASC) potrebno je
primeniti vece hidrostaticke pritiske od onih za koje se pokazalo da deluju pozitivno na NP celije
(5-10 MPa; npr. Miyanishi i sar., 2006a, b; Finger i sar., 2007; Correia i sar., 2012; Puetzer i sar.,
2013).
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Veliki potencijal na ovom polju predstavlja inzenjerstvo tkiva koje istrazuje moguénosti ex
vivo uzgoja IVD. U nedavnoj studiji koju su sproveli Rozencvajg (Rosenzweig) i saradnici,
pokazano je da primena hidrogelova na bazi hijalurona i poli(N-izopropilakril amida) — HA-
pNIPAM sa imobilisanim autolognim celijama poreklom iz NP ima visok potencijal za klinicku
primenu u tretmanu ranih degenerativnih promena (Rosenzweig i sar., 2018). Naime u ovoj studiji
je pokazano da se nakon 3 nedelje ispitivanja u fizioloSki-relevantnim uslovima (do 10%
deformacije), oko ¢elija unutar hidrogela formirao novi ECM, slika 1.14.
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Slika 1.14 Eksperimentalni biomimié¢ni sistem za ispitivanje ¢elijskog odgovora u 3D celijskoj
kulturi. Autologne ¢elije poreklom iz nucleus pulposus lumbalnog dela ki¢me pacijenta umnozene
su u monosloju, a zatim imobilisane u hidrogelove na bazi hijalurona i poli(N-izopropilakril amida)
1 smesStene unutar silikonskih modli uz pomo¢ agaroznih gelova. Proliferacija, formiranje
ekstracelularnog matriksa i vijabilnost su ispitivani nakon 3 nedelje u fizioloski-relevantnim
uslovima (Rosenzweig i sar., 2018)

Znacaj HP u fizioloskom opsegu i duzem vremenskom periodu na sintezu komponenti ECM
IVD potvrden je u vise razlicitih studija (npr. Ishihara i sar., 1996; Le Maitre i sar., 2009). Ishihara
I saradnici u studiji sa govedim i humanim eksplantatima IVD su pokazali da HP od 2,5 MPa,
primenjen tokom samo 20 s uti¢e na porast sinteze proteoglikana (Ishihara i sar., 1996). Pozitivan
efekat HP (0,1 — 0,95 MPa) na oCuvanje integriteta tkiva, zadrzavanje proteoglikana, celijskog
fenotipa 1 metabolicke aktivnosti Celija pokazan je i u studiji u trajanju od 2 nedelje na govedim
explantatima NP (Le Maitre i sar., 2009).

1.2.7.1 Biorektori sa hidrostai¢kim pritiskom u inZenjerstvu IVD?

U inzenjerstvu tkiva IVD najcesce se koriste bioreaktori sa hidrostatickim pritiskom, posto
je pokazano da HP predstavlja dominantan biomehanic¢ki signal za IVD. Bioreaktori sa
hidrostatickim pritiskom mogu biti dizajnirani kao diskontunualni sistemi kod kojih se ¢elije, nosaci

1 Ovo poglavlje je publikovano u radu Zvicer i Obradovié, 2018.
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zasejani ¢elijama ili delovi tkiva gaje u statickim uslovima na atmosferskom pritisku, a samo u
definisanim vremenskim intervalima se prenose u komore pod hidrostatickim pritiskom. Kod
diskontinualnih sistema razlikuju se dva tipa bioreaktora: sa direktnom kompresijom hranljivog
medijuma (slika 1.15a) i sa indirektnom kompresijom pomoc¢u kompresionog fluida (slika 1.15b).
Zajednicko kod oba tipa je da su komore pod pritiskom najcesce izradene od nerdajuceg celika 1 da
se kompresija ostvaruje preciznim pomeranjem klipa koji je povezan sa aktuatorom uredaja za
preciznu mehanicku karakterizaciju materijala.

Bioreaktori sa direktnom kompresijom hranljivog medijuma predstavljaju najjednostavnije
sisteme jer ne zahtevaju dodatnu manupulaciju ispitivanin uzoraka. Ovi sistemi prvi put su
kori$¢eni u studiji na monosloju hondrocita poreklom iz artikularne hrskavice (Smith i sar., 1996), a
kasnije i sa Celijama iz IVD u 2D i 3D sistemu (Kasra i sar., 2003, 2006). Medutim, pored
jednostavnosti, pokazalo se da su ovakvi sistemi nepogodni za ispitivanja u duzem vremenskom
periodu. Znacajna potro$nja hranljivog medijuma i potencijalni problemi kao $to su kontaminacija i
prisustvo toksi¢nih jona hroma, izluzenih iz materijala od koga je izradena komora (Merritt i
Brown, 1995) doveli su do razvoja bioreaktora sa indirektnom kompresijom (slika 1.15b). Kod ovih
sistema nosaci sa zasejanim ¢elijama i hranljivim medijumom su zatvoreni unutar pogodnih kesica,
Spriceva ili epruveta sa membranom, i onda se prenose u komoru pod pritiskom. Na taj nacin su
nosa¢i sa celijama izolovani od kompresionog fluida unutar komore. Kao kompresioni fluid
najéeSc¢e je koriSéena voda, dok je vazduh koris¢en u studijama koje su imale za cilj ispitivanje
uticaja hiperbaricnih ili hipoksi¢nih uslova u kombinaciji sa hidrostatickim pritiskom na aktivnost
¢elija (Grimshaw i Mason, 2000; Hutton i sar., 1999, 2001; Neidlinger-Wilke i sar., 2005; Singh i
sar., 2011).
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Slika 1.15 Dizajn bioreaktora kod diskontunualnih sistema sa hidrostatickim pritiskom: A) direktna
kompresija hranljivog medijuma - pomeranjem klipa ostvaruje se kompresija hranljivog medijuma
koji je u direktnom kontaktu sa ¢elijama, B) indirektna kompresija hranljivog medijuma -
pomeranjem klipa komprimuje se fluid (voda, vazduh) koji prenosi pritisak na ispitivane uzorke u

kontaktu sa hranljivim medijumom, zatvorene unutar sterilnih kesica, Spriceva, ili epruveta sa
membranom (Zvicer i Obradovic, 2018)

Najveci broj studija uticaja hidrostatickog pritiska na hondrogene ¢elije sproveden je upravo
u ovom tipu bioreaktorskih sistema. Rezultati dobijeni u ovim studijama predstavljaju osnovu za
razumevanje Celijskog odgovora na hidrostaticki pritisak, ¢ime je napravljen korak ka pronalazenju
optimalnih uslova za in vitro regeneraciju tkiva 1VD. Pokazano je da male vrednosti fizioloski
relevantnog hidrostatickog pritiska (0,1—-1 MPa) u naizmeni¢nom rezimu tokom duzeg

23



vremenskog perioda podsticu anabolicku aktivnost hondrogenih ¢elija u 3D ¢elijskim kulturama
(npr. Ishihara i sar., 1996; Hutton i sar. 1999, Le Maitre i sar., 2009).

Posebnu grupu bioreaktora sa hidrostatickim pritiskom predstavljaju kontinualni sistemi sa
direktnom kompresijom hranljivog medijuma u statickim uslovima, najceS¢e pomocu
komprimovanog gasa (slika 1.16b). Tehnicka reSenja ovih sistema pruzaju moguénost gajenja i
direktne kompresije unutar iste komore bez potrebe za prenosenjem celijske kulture, pa se stoga
mogu ubrojiti u red kontinualnih sistema (van Kampen i sar., 1985; Klein- Nulend i sar., 1986;
Roelofsen i sar., 1995, Hansen i sar., 2001, Scherer i sar., 2004, Heyland i sar., 2006, Kim i sar.,
2009, Ding i sar., 2012).

Pored diskontunualnih i kontinualnih sistema za stati¢ke kulture, razvijeni su i kontinualni
bioreaktorski sistemi sa protokom hranljivog medijuma. Pre svega, ovi sistemi omogucavaju
hidrostatiCku kompresiju i protok medijuma u jednom uredaju bez potrebe za premeStanjem
uzoraka, zatim poboljsavaju prenos mase unutar 3D Celijskih kultura i obezbeduju kontinuirano
snabdevanje svezim medijumom i kiseonikom uz redovno uklanjanje metabolita. S druge strane,
glavni nedostatak ovih sistema je nemogucnost potpune automatizacije jer se usled normalnog
metabolizma ¢elija stvaraju mehuri¢i gasa koje je nuzno ru¢no ukloniti pre ciklusa kompresije. U
nekim od reSenja predlozeno je uklanjanje mehurova gasa pomoc¢u vakuum pumpe (Watanabe i
sar., 2005). Najces¢i pristup u dizajniranju ovih sistema je razvoj dvokomornih bioreaktora gde su
komore razdvojene fleksibilnom membranom (slika 1.16a) (Orr i Burg, 2008, Maxson i Burg, 2012,
Mizuno i sar., 2004; Watanabe i sar., 2005, Mizuno i Ogawa, 2011). Tokom perioda gajenja kroz
donju komoru u kojoj se nalaze ¢elije na 3D nosac¢ima kontinualno proti¢e hranljivi medijum na
atmosferskom pritiku. Tokom perioda kompresije protok medijuma kroz ovu komoru se zaustavlja
zatvaranjem ventila, a pritisak iz gornje kompresione komore se prenosi na donju komoru preko
membrane. Takode, humane mati¢ne Celije poreklom iz masnog tkiva (ASC) diferentovale su se u
pravcu hondrocita i sintetisale ECM pod uticajem naizmeni¢nog pritiska od 5 MPa i frekvencom od
0,5 Hz ¢ime je potvrdena moguénost primene ovih kontinualnih i sofisticiranog bioreaktorskih
sistema u inzenjerstvu tkiva IVD (Correira i sar., 2012).

Poseban tip kontinualnih bioreaktora je bioreaktor sa vise fizi¢kih signala, odnosno sa
uniaksijalnom kompresijom, hidrostatickim pritiskom i pulzatilnim protokom, slika 1.16c (Naing i
sar., 2014). Ovi sistemi predstavljaju buduénost inzenjerstva tkiva jer pokuSavaju da Sto blize
imitiraju prirodnu sredinu posebno skeletnih tkiva. Rad sa ovakvim sistemina je zahtevan i to je
jedan od razloga zaSto se oni rede koriste. U tom pravcu, potrebno je nastaviti sa razvojem
kontinualnih bioreaktora sa hidrostatickim pritiskom koji bi omoguéili jednostavniji rad i
ponovljivost rezultata, a $to je i bio jedan od ciljeve ove teze.

24



A) ulaz gasa/vode

¥
- 1zlaz
gasa/vode
¥ N
¥ N
¥
D 0&0 sfa)e )t
medijum ?,%% medijum D0 e
—> =< D : .'. | D<=— —»4 | :..l..l: | r4—
B) C)
kompresioni
-~ I
fluid —> = QO
|
| _hidrostaticka
komora
VU OOU
medijum kompresija

Slika 1.16 Dizajn kontinualnih bioreaktora sa hidrostati¢kim pritiskom: A) kontinualni sistem gde
se prenos pritiska vrsi preko membrane, B) kontinualni sistem sa statickim kulturama,
C) sofisticirani bioreaktor sa vise biomehanickih signala (Zvicer i Obradovic, 2018)

1.3 PRISTUPI U KARAKTERIZACIJI BIOMATERIJALA

Razvoj novih biomaterijala zahteva detaljnu karakterizaciju u smislu fizicko-hemijskih
osobina, kao i in vitro i in vivo funkcionalnosti. Brojne metode, kao $to su UV-vidljiva
spektroskopija, odredivanje zeta potencijala, razli¢ite mikroskopske metode, mikro kompjuterska
tomografija (mikro CT), odredivanje veli¢ine i raspodele pora po Bruner - Emet — Teler (Brunauer-
Emmett-Teller) metodi, infracrvena spektroskopija sa Furijeovom (Fourier) transformacijom
(FTIR), difrakcija rentgenskih zraka (X-ray Diffraction - XRD) i mnoge druge, daju uvid u osnovne
fizicko-hemijske karakteristike materijala kao $to su poroznost, sastav, morfologija i sl. Medutim,
sa aspekta primene biomaterijala posebno je znacajna adekvatna funkcionalna karakterizacija koja,
izmedu ostalog, uklju¢uje odredivanje Kinetike otpustanja aktivne supstance, mehanickih
karakteristika i citotoksi¢nosti.

Ispitivanje kinetike otpuStanja aktivne komponente potrebno je sprovesti u uslovima koji
odgovaraju uslovima pri kojima se ispituje efekat aktivne komponente biomaterijala (npr.
antimikrobna svojstva, citotoksi¢nost i sl.), tj. U uslovima koji najblize imitiraju uslove na mestu
potencijalne primene.

U objavljenim studijama generalno ne postoje standardizovane procedure po kojima se ova
ispitivanja vrse. Pa tako, od studije do studije, kao medijum za otpustanje se koriste voda, fosfatno-
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puferisan fizioloski rastvor (eng. phosphate buffer saline - PBS), simulirana telesna te¢nost (SBF),
fizioloski rastvor natrijum hlorida i sl. (npr. Valle i sar., 2014, Boonkaew i sar. 2013, Wang i sar.
2014, Tao i sar. 2019), pri ¢emu je odnos mase ispitivanog materijala i medijuma za otpustanje vrlo
Cesto proizvoljan. Sastav medijuma za otpuStanje je veoma vazan, posebno kada se radi sa
hidrogelovima, jer joni prisutni u medijumu mogu uticati na brzinu bubrenja hidrogela, a time i na
otpustanje aktivne supstance. Posebno bitno pitanje je inicijalno stanje uzorka, tj. da li se ispituje u
suvom ili vlaznom stanju. Na primer, u studiji koju su sproveli Kosti¢ i saradnici, gde su koris¢ene
suve alginatne mikrocestice sa sadrzanim nanoc¢esticama srebra, jasno je pokazano da prilikom brze
rehidratacije mikrocestica dolazi do znacajnijeg talozenja AgCl unutar Cestica i manjeg otpustanja
srebra nego sto je slucaj sa istim ali inicijalno vlaznim mikrocesticama (Kostic i sar., 2016).

Inicijalno stanje uzoraka je od velike vaznosti i prilikom odredivanja mehanickih
karakteristika. Mehanicke karakteristike biomaterijala se najces¢e odreduju primenom uredaja za
precizno odredivanje mehanickih karakteristika ili odredivanjem reoloskih karakteristika materijala.
Medutim, u oba ova pristupa uzorci su najéeS¢e uniSteni nakon ispitivanja i ove metode se
uglavnom ne mogu koristiti za pracenje mehanickih karakteristika istog uzorka u duzem
vremenskom periodu.

Odredivanje citotoksi¢nosti je posebno izazovno kada se radi o citotoksi¢nosti
nanomaterijala. Nanomaterijali zbog svojih fizicko-hemijskih osobina (kao $to je odnos povrsine i
zapremine, tj. velika specifi¢na povrsina, a time i velika reaktivnost nanocestica) i drugih prednosti
u odnosu na materijale mikro i makro dimenzija smatraju se materijalima 21. veka. Potencijalnu
primenu nalaze u biomedicini i to u kontrolisanom dopremanju lekova u organizmu, u lecenju
tumora, rezistentnih bakterijskih infekcija i slicno (Singh i sar., 2008). Nanomaterijali zahtevaju
poseban pristup u razvoju metoda za karakterizaciju i evaluaciju jer mogu izazvati citotoksi¢nost i
akumulaciju u organizmu, najcesce u jetri, bubrezima, slezini i plu¢ima, gde mogu prouzrokovati
izmenjenu biolosku funkciju organa (Lasagna-Reeves i sar., 2010). Ispitivanje citotoksi¢nosti
biomaterijala generalno pocinje ispitivanjima in vitro, najéeS¢e na monosloju celija, gde se
tradicionalno sprovode direktni kontak test (slika 1.17) i ekstrakcioni test. Kontakt test ukljucuje
dovodenje biomaterijala u direktan kontakt sa monoslojem celija tako Sto se materijal postavlja
preko formiranog monosloja (npr. Jovanovic i sar., 2013, Stojkovska i sar., 2014, Makvandi i sar.
2019), ili se celije zasejavaju na povrSinu uzorka materijala (npr. Rattanaruengsrikul i sar. 2012,
Alarcon i sar., 2015, Resmi i sar. 2017, Raho i sar. 2020). Efekat citotoksi¢nosti se utvrduje u
definisanim vremenskim tackama, i to primenom mikroskopije u cilju utvrdivanja zone inhibicije,
rasporedenosti i morfologije ¢elija na povrsini i oko uzorka (npr. Rattanaruengsrikul i sar. 2012,
Alarcon i sar., 2015), kao i razli¢itih kolorimetrijskih testova (npr. Resmi i sar. 2017, Makvandi i
sar. 2019). Kolorimetrijski testovi koji se naj¢es¢e koriste su zasnovani na tetrazolijumovim solima
(kao $to je npr. 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid - MTT), zatim laktat
dehidrogenazi (LDH), Alamar blue boji itd. Svi ovi testovi se baziraju na ispitivanju celijske
metaboli¢ke aktivnosti uz upotrebu specifi¢nih boja §to omogucava kvantifikaciju vijabilnosti ¢elija
primenom spektrofotometrije (Adan i sar., 2016).

Ekstrakcioni test se zasniva na potapanju biomaterijala u odredeni ekstrakcioni medijum,
tokom odredenog vremena i tretmanu monosloja ¢elija dobijenim medijumom, a zatim odredivanju
vijabilnosti ¢elija gore navedenim metodama (npr. Leawhiran i sar. 2014, Huang i sar. 2017,
Khampieng i sar. 2018). Ekstrakcioni proces se izvodi tokom definisanog vremenskog perioda,
obi¢no izmedu 24 i 72 h, u inkubatoru na temperaturi 37 °C, pri koncentraciji 5% CO2 i vlaznoj
atmosferi. U razli¢itim radovima autori Koriste razli¢ite protokole koji definisu sastav ekstrakcionog
medijuma (npr. bezserumski medijum (npr. Valle i sar. 2014), PBS (Loo i sar., 2014)), odnos
medijuma i biomaterijala, koli¢inu medijuma koja se dodaje ¢elijskoj kulturi, §to sve zna¢ajno moze
da uti¢e na rezultat vijabilnosti ¢elija u ispitivanoj studiji.

Pored odredivanja citotoksi¢nosti na monosloju ¢elija, Evropski centar za nanotoksikologiju
(EURO-NanoTox), predlaze da se tokom in vitro karakterizacije nanomaterijali ispitaju u pogledu
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hematotoksikologije, imunotoksikologije, genotoksikologije, imflamatornog potencijala, penetracije
unutar ¢elija i degradacije nanomaterijala (Www.bionanonet.at). Navedena ispitivanja na monosloju
¢elija predstavlju jednostavne, standardizovane i lako ponovljive metode, koje daju brze rezultate i
uvid u uticaj materijala na odredenu celijsku kulturu (Joris i sar., 2013). Medutim, glavni
nedostatak ovih metoda je to $to su ¢elije izolovane iz prirodnog okruzenja, ¢ime gube zastitu ECM,
karakteristicne medusobne interakcije, kao i interakcije sa okolnim matriksom, a time postaju
dodatno senzitivisane (Luo i sar., 2012, Joris i sar., 2013).

Sa druge strane in vivo studije na zivotinjama sprovode se sa idejom da se evaluira
imunogenost, mutagenost i alergogenost materijala i da se utvrdi dugoroc¢na i akutna toksikologija,
tj. da se evaluiraju potencijalna Stetna dejstva na organizam kao celinu. Rezultati in vivo studija su
daleko pouzdaniji od rezultata u 2D kulturama ¢elija u monosloju ali ipak efiksanost prevodenja
rezultata dobijenih na zivotinjama na predvidanje efekata na ljudima je generalno mala (¢ak i ispod
10%, npr. Shanks i sar., 2009). Osim ovih ozbiljnih pitanja relevantnosti zivotinjskih modela za
dalja klini¢ka ispitivanja i etickih pitanja, ova ispitivanja povlace i pitanja ekonomske opravdanosti
posto su komplikovana za izvodenje i skupa.

Poseban problem predstavlja poredenje rezultata dobijenih u 2D ¢elijskim kulturama i na
zivotinjama koji su ¢esto kontradiktorni $to je poznato kao in vitro — in vivo jaz (Joris i sar., 2013).
Poslednjih godina uéinjeni su znacajni pomaci u razvoju razli¢itih 3D in vitro pristupa za fizioloski
relevantniju karakterizaciju potencijalnih biomaterijala, koji bi trebalo da premoste ovaj jaz, ¢ime bi
se znacajno smanjila i bespotrebna ispitivanja na zivotinjama. Jedan od pristupa je primena ko-
kultura razlicitih ¢elija (Sukhanova i sar., 2018), koje blize odgovaraju modelu specifi¢nog tkiva ili
organa, medutim ove kulture i dalje predstavljaju 2D okruzenje bez ECM. 3D pristupi obuhvataju
Cetiri in vitro sistema: i) ¢elijski sferoidi, ii) mikrouredaji sa ¢elijama (cells on chip), iii) imobilisane
¢elije na adekvatnim nosac¢ima i iv) 3D tkivne kulture.

ispitivani biomaterijal

2D ¢elijska kultura 3D kultura tkiva In vivo

Slika 1.17 Prikaz pristupa za ispitivanje citotoksi¢nosti biomaterijala: kontakt test na monosloju
¢elija, 3D kulturi tkiva u biomimi¢nom bioreaktoru i ispitivanje na Zivotinjama (deo prilagoden u
odnosu na Zvicer i sar., 2015)

Trodimenzionalno okruZenje u svim navedenim sistemima omogucava interakciju izmedu
¢elija, njithovu proliferaciju, diferentovanje, sintezu ECM 1i/ili mehani¢ku zasStitu, Sto rezultira
fizioloski relevantnijim c¢elijskim odgovorom. Sa druge strane, dugotrajni eksperimenti u 3D
sistemima predstavljaju izazov za sebe, usled difuzionih ograni¢enja, kao i operativnih problema u
odrzavanju kulture. Nacin da se i ovi izazovi premoste je primena biomimicnih bioreaktora
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namenjenih inzenjerstvu tkiva kao 3D modela za fizioloski relevantnu karakterizaciju potencijalnih
biomaterijala (slika 1.17). Bioreaktori sa kontinualnim protokom medijuma obezbeduju uniformnu
distribuciju jona u hranljivom medijumu i konvektivni prenos mase, a time 1 bolju prehranu ¢elija i
redovno uklanjanje produkata metabolizma. Pokazano je da je jedan takav proto¢ni bioreaktor
uspesno koriSéen za evaluaciju citotoksi¢nosti otpustenog srebra iz Ag/alginatih mikrocestica (4,7
0,6 mM) u pakovanom sloju alginatnih mikroCestica sa imobilisanim c¢elijama hondrocita
izolovanim iz artikularne hrskavice teleta (21,0 + 1,7x10° ¢elija/ml). ZabeleZen je visok stepen
prezivljavanja (vijabilnost oko 80%) nakon 2 nedelje ispitivanja pri protoku od 0,38 ml/min
(Stojkovska i sar., 2014), sto ukazuje na moguénost primene biomimic¢nih bioreaktora u
ispitivanjima citotoksi¢nosti u duzem vremenskom periodu.

Ipak, odrzavanje bioreaktroske kulture je zahtevno, tako da su za Siru primenu ovih sistema
potrebna sveobuhvatna istrazivanja koja ¢e pokazati potencijal u razliCitim oblastima primene
biomaterijala, kao i relevantnost u odnosu na rezultate dobijene u in vivo uslovima.
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2 CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji je bio ispitivanje mogucnosti primene
biomimi¢nih bioreaktora u razvoju, karakterizaciji i odredivanju potencijala primene biomaterijala u
inzenjerstvu tkiva kosti i hrskavice, kao i razvoj bioreaktora sa hidrostatiCkim pritiskom za
inZenjerstvo tkiva intervertebralnog diska.

Istrazivanja su ukljucivala nekoliko celina:

1. lIspitivanje potencijalne primene nanokompozitnih Ag/alginatnih diskova kao implantata u
inzenjerstvu tkiva hrskavice, na osnovu:

e odredivanja citotoksi¢nosti hidrogelova u c¢elijskim kulturama i kulturi tkiva u
biomimi¢nim uslovima u bioreaktoru sa dinami¢kom kompresijom,

e odredivanja biomehanickih karakteristika i stabilnosti,
e odredivanja kinetike otpusStanja nanocestica/jona srebra.

2. lspitivanje potencijalne primene hidrogelova na bazi gelanske gume i bioaktivnog stakla u
inzenjerstvu tkiva kosti na osnovu:

e odredivanja formiranja mineralne faze kalcijum fosfata u fizioloski relevantnim
uslovima primenom proto¢nog bioreaktora i bioreaktora sa dinami¢kom kompresijom,

e odredivanja biomehani¢kih karakteristika.

3. lIspitivanje potencijalne primene dvofaznih hidrogelova na bazi gelanske gume i gelanske gume
i bioaktivnog stakla u inZenjerstvu osteohondralnog tkiva na osnovu:

e ispitivanja mogucénosti dobijanja dvofaznih hidrogelova jednostavnim metodama,

e odredivanja formiranja mineralne faze kalcijum fosfata u fizioloski relevantnim
uslovima primenom bioreaktora sa dinami¢kom kompresijom,

e odredivanja biomehanickih karakteristika.

4. lIspitivanje i validaciju prototipa bioreaktora sa hidrostatiCkim pritiskom namenjenog
inzenjerstvu tkiva intervertebralnog diska u pogledu:

e prenosenja i odrzavanja pritiska,

e akvizicije podataka.
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3 MATERIJALI I METODE

3.1 MATERUALI I HEMIKALIJE

U ovom radu za sintezu nanokompozitnih materijala koriS¢ena su dva tipa Na-alginata
razliitog sastava. Alginat niske viskoznosti (A3249, ,,AppliChem®, Darmstadt, Nemacka)
odlikovao se visokim sadrzajem guluronskih (G) jedinica i odnosom M/G od 1,38 (Topuz i sar.,
2012). Kod ovog tipa alginata ustanovljeno je da frakcije MM i GG blokova dimera iznose 0,26 i
0,41, redom (Topuz i sar., 2012). U daljem tekstu ovaj alginat je oznacen kao alginat sa ve¢im
sadrzajem G jedinica — VG alginat. Alginat srednje viskoznosti (A2033, ,,Sigma“, St. Louis, SAD)
imao je manji sadrzaj G jedinica, odnos M/G od 1,94, kao i vecu frakciju MM blokova (0,47) u
poredenju sa GG blokovima dimera (0,16) (Topuz i sar., 2012). U daljem tekstu ovaj alginat
oznacen je kao alginat sa malim sadrzajem G jedinica — MG alginat. Koris¢eni su jo§ i AgNO3
(,M.P. Hemija“ d.o.o., Beograd, Srbija), KNO3 i Ca(NO3)2 x 4H20 (,,Centrohem®, Stara Pazova,
Srbija). Azot je bio visokog stepena Cistoce (99,5%).

U eksperimentima sa ¢elijskim kulturama kori$éeni su ,,Dulbecco” modifikovan ,,Eagle*
medijum sa 4,5 g/l sadrzajem glukoze i 0,584 g/l L-glutamina (DMEM, 01-055-1), fetalni govedi
serum (FBS), 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kiselina (HEPES), penicilin/streptomicin
(svi kupljeni od ,,Biological Industries®, Beit-Haemek, Izrael), askorbinska kiselina (,,Galenika®,
Beograd, Srbija), fosfatno-puferisan fizioloski rastvor (eng. phosphate buffer saline - PBS), etilen-
diamin-tetraacetatna kiselina (EDTA), dimetiltiazoldifenil-tetrazolijum-bromid (MTT), tripan plavo
(trypan blue) i prolin (svi kupljeni od ,,Sigma“, St. Luis, SAD) i kolagenaza tipa II (,,Gibco Life
Technology “, Grand Island, Njujork). Poli (vinil) alkohol (PVA, rastvoran u vrucoj vodi, P163-250
G) i poli (vinil) pirolidon (PVP, M=40.000) nabavljeni su od firme ,,Sigme-Aldrich* (St. Luis,
SAD). Koris¢ene su i bakarne ploc¢ice (>99,9% Cu, ,,Valjaonica bakra“, Sevojno, Srbija) i silikonski
lepak (,,Bison®, Holandija).

U eksperimentima razvoja i karakterizacije hidrogelova za koStano i osteohondralno tkivo
koris¢eni su: polimer gelanske gume (G1910, Gelzan ™ CM, ,,Sigma-Aldrich“, St. Luis, SAD),
bioaktivno staklo (BAG; sastava 70% SiO2 i 30% CaO, sintetisano po prethodno opisanoj proceduri
(Gantar i sar., 2014) na Institutu ,Jozef Stefan“, Slovenija), zatim NaCl (,,Centrohem®, Stara
Pazova, Srbija), NaHCO3 (,,Alkaloid“ AD, Skoplje, Makedonija), KCI (,,Zorka Pharma-Hemija“,
Sabac, Srbija), KoHPO4 x 3H20 (,,Alkaloid“ AD, Skopjje, Makedonija), MgCl,x6H.0 (,,VWR
Chemicals “, Belgija), HCI (37 mas.%, ,,Zorka Pharma-Hemija", Sabac, Srbija), CaCly x 2H,0
(Acros  Organics, SAD), NaSOs  (,,Centrohem®, Stara  Pazova, Srbija) i
tris(hidroksimetil)aminometan (Tris, ,,Sigma-Aldrich*, St. Luis, SAD).

Pored navedenih, kori$éeni su jo§: HNOs (65 mas.%, ,,Zorka Pharma- Hemija“, Sabac,
Srbija), NHsOH (25 mas.%, ,,NRK InZenjering*, Beograd, Srbija) i natrijum citrat dihidrat (,,Sigma-
Aldrich®, St. Luis, SAD).

Sve hemikalije su bile p.a. Cistoce.

3.2 BIOREAKTORSKI SISTEMI

U ovoj doktorskoj disertaciji koriS¢ena su dva tipe biomimi¢nih bioreaktora: protocni
bioreaktor i bioreaktor sa dinamickom kompresijom. Jedan deo istrazivanja odnosio se na razvoj
bioreaktora sa hidrostatickim pritiskom 1 na ispitivanje rezima rada bioreaktora u fazama prototip 1
2.
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3.2.1 Protoc¢ni bioreaktor

Proto¢ni bioreaktori koriS¢eni u ovom radu napravljeni su na TehnoloSko-metalurS§kom
fakultetu Univerziteta u Beogradu. Komora za smestanje uzoraka sastojala se od filterskog kucista
(precnika 15 mm 1 visine 17 mm, CellTrics®, ,, Protec*, Munster, Nemacka), koje sa nizom
redukcionih, silikonskih creva obrazuje komoru (slika 3.1a). U svaku komoru umetnut je mrezasti
drza¢ koji omogucava fiksaciju uzorka unutar komore i obezbeduje strujanje medijuma direktno
kroz uzorak. Svaka komora je nezavisno povezana sa sistemom za recirkulaciju medijuma, koji se
sastoji od silikonskih creva (platinski isprana, ,,Cole-Parmer Instrument Co., Illinois, SAD), creva
za razmenu gasova i rezervoara za medijum (slika 3.1b). Medijum se potiskuje visekanalnom
peristaltickom pumpom (Masterflex, SAD) kroz sistem silikonskih creva, od rezorvoara za
odlaganje medijuma, direktno kroz uzorak smesten unutar bioreaktorske komore i vra¢a nazad u
rezervoar. Ispred 1 iza bioreaktorske komore postavljena su dva Sprica koja omogucavaju zamenu
medijuma i istiskivanje mehuri¢a vazduha iz sistema.

a)

L : RN N
Slika 3.1 Proto¢ni bioreaktorski sistem: A) komora bioreaktora napravljena od filterskog kucista
koje se povezuje sa sistemom za recirkulaciju medijuma preko niza od Cetiri redukciona creva, B)
ceo sistem u kome je komora bioreaktora povezana sa sistemom creva za recirkulaciju medijuma
koja se odvija pomocu visekanalne peristalticke pumpe

Opisani bioreaktorski sistemi kori$¢eni su u ispitivanjima formiranja kalcijum fosfata unutar
hidrogelova na bazi gelanske gume i bioaktivnog stakla koji nalaze potencijalnu primenu u
inZenjerstvu tkiva kosti.
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3.2.2 Bioreaktor sa dinami¢kom kompresijom i protokom medijuma

Bioreaktor sa dinami¢kom kompresijom (u daljem tekstu bioreaktor sa dinamickom
kompresijom) (slika 3.2a), konstruisan na Tehnolosko-metalur§kom fakultetu Univerziteta u
Beogradu (Petrovié i sar., 2009), namenjen je za istrazivanja u oblasti inZenjerstva tkiva hrskavice i
kosti, kao 1 za karakterizaciju potencijalnih biomaterijala u fizioloski relevantnim uslovima.
Bioreaktor se sastoji od: komora za gajenje tkiva, nosaca komora, metalne baze za koju se nosac
pricvrséuje, step motora, senzora opterecenja i metalne konstrukcije koja povezuje sve delove
sistema. Kompresija uzorka se osvaruje pomocu step motora (Superstep STP-MTR-23055,
,ZAutomationDirect”, SAD) koji je smesten ispod metalne osnove bioreaktora i vr§i pomeranje ove
osnove u aksijalnom pravcu. Opterec¢enje pod kojim se nalaze uzorci se kontinualno meri pomocu
senzora optereéenja (Scaime AL3C3SHS5E, ,,Scaime®, Francuska) smestenog ispod nosac¢a komora.
Senzor belezi srednje vrednosti odziva optere¢enja za sve uzorke istovremeno S$to omogucava
proracun napona u materijalu u odnosu na primenjenu deformaciju.

Na nosac je moguc¢e montirati do Sest komora za gajenje tkiva istovremeno (slika 3.2b).
Komore se sa gornje strane zatvaraju dijafragmom napravljenom od bergafleksa (Bergaflex,
,» Lermoplast DOO, Beograd), na koje naleZu mikrometarski zavrtanji tako da posredno opterecuju
uzorke. Na taj nacin, omogucena je precizna kompresija svakog uzorka, nezavisno od debljine
pojedina¢nog uzorka. Svaka bioreaktorska komora je zasebno povezana sa sistemom za
recirkulaciju medijuma koji je ve¢ opisan kod protocnog bioreaktorskog sistema. Sastoji se od
silikonskih creva, rezervoara za medijum i namotaja creva koji sluzi za razmenu gasova, dok je
recirkulacija medijuma obezbedena visekanalnom peristaltickom pumpom (Masterflex, SAD). Rad
bioreaktora je automatski kontrolisan pomocu racunara koji kontroliSe dva odvojena protoka
informacija: jedan koji definiSe kretanje osnove bioreaktora, i drugi koji registruje izlazne signale sa
senzora opterecenja. Pomeranje step motora se reguliS§e pomocu racunarskog programa razvijenog u
"Labview" softverskom paketu (,,National Instruments®, SAD), koji kontroliSe brzinu i smer
pomeraja osnove bioreaktora.

Razvijene su i dve vrste bioreaktorskih komora. Komore cilindri¢nog oblika, napravljene od
polipropilena, sa dva bo¢na prikljucka, jedan iznad drugog, koji obezbeduju transport medijuma
(slika 3.2c). Ove komore su namenjene za eksperimente iz oblasti inzenjerstva artikularne hrskavice
gde se koristi samo medijum za hondrogenezu. Dimenzije uzoraka koji se mogu smestiti unutar
ovih komora su 16 mm u pre¢niku i do 4 mm debljine. Kod ovih komora uzorak se smesta na nosa¢
od sinterovanog stakla koji je postavljen unutar komore. Ove komore su kori§¢ene u
eksperimentima ispitivanja citotoksi¢nosti, mehanicke stabilnosti 1 kinetike otpuStanja nanocestica
srebra iz Ag/alginatnih nanokompozitnih biomaterijala.

Drugi tip komore napravljen je od istog materijala samo sa Cetiri bo¢na prikljucka, radi
primene u oblasti inZenjerstva osteohondralnog tkiva gde je potrebna upotreba dva razlicita
medijuma — za podsticanje hondrogeneze i osteogeneze (slika 3.2d). Dimenzije uzoraka koji se
mogu smestiti unutar ovih komora su 16 mm u pre¢niku i do 5 mm debljine. Ove komore su
koriS¢ene u eksperimentima koji se odnose na razvoj i ispitivanje nosaca na bazi gelanske gume i
bioaktivnog stakla za potencijalnu primenu u oblasti inZenjerstva koStanog i osteohondralnog tkiva.
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Slika 3.2 Bioreaktor sa dinami¢kom kompresijom: A) na osnovu bioreaktora (2) se pri¢vrscuje
nosac¢ komora (1) pri ¢emu se osnova vertikalno pomera pomocu step motora (3); ispod osnove je
ugraden senzor opterecenja (4); B) nosac sa 6 bioreaktorskih komora; C) bioreaktorska komora sa dva
prikljucka; D) bioreaktorska komora sa Cetiri prikljucka

3.2.2.1 QOdredivanje raspodele vremena zadrzavanja i distribucije obelezene supstance u
komorama za osteohondralne implante

Komore bioreaktora sa dinami¢kom kompresijom sa dva ulaza i dva izlaza su ispitane u
pogledu vremena zadrzavanja i distribucije dva medijuma, koji se inace Kkoriste za gajenje
osteohondralnih implantata. U komoru je postavljen 2 mas.% alginatni disk (pre¢nik 16 mm, visina
2 mm) preko sinterovanog stakla (pre¢nik 16 mm, visina 2 mm) tako da zajedno oponasaju
dvofazni osteohondralni implant. Preko peristalticke pumpe gornji ulaz je povezan sa rezervoarom
u kome se nalazila destilovana voda, dok je donji ulaz na isti nacin povezani sa dva rezervoara
preko slavine (slika 3.3) koji su sadrzali destilovanu vodu, odnosno rastvor tusa. Kako bi se
obezbedio ravnomeran protok na oba izlaza medijum se takode odvodio crevima pomocu
peristalnicke pumpe.

Na pocetku je ceo sistem napunjen destilovanom vodom, koja je kontinualno recirkulisala
kroz sistem istostrujno, protokom od 0,43 ml/min. U nekom trenutku, izvedena je stepenasta
promena na donjem ulazu, pomoc¢u slavinice kojom je prekinut dovod vode i ostvaren dovod
rastvora tusa. Trenutak kada tu$ ude u komoru oznacava se sa to. Kako je od izlaza na komori do
mesta na kome se sakuplja rastvor postavljeno crevo ukupne zapremine 650 pl, izlazni rastvor je
sakupljan tek nakon 90 s od trenutka to, a zatim na svakih 30 s. Ispitivanje raspodele proticanja
medijuma unutar komore je izvrSeno pri statiCkim i dinamic¢kim uslovima (pri deformaciji od 10%
alginatnog diska i frekvenciji od 0,84 Hz) u dve odvojene serije merenja sa po dva ponavljanja.
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Slika 3.3 Sematski prikaz postavke eksperimenta tokom ispitivanja na¢ina strujanja dva razligita
fluida kroz komore za osteohontaralne uzorke

3.2.3 Bioreaktor sa hidrostati¢ckim pritiskom

Bioreaktor sa hidrostatickim pritiskom, razvijan za potrebe ispitivanja u oblasti inzenjerstva
tkiva intervertebralnog diska, projektovan je i konstruisan na TehnoloSko-metalur§kom fakultetu
Univerziteta u Beogradu, u tri faze: prototip 1 (slika 3.4), prototip 2 i finalna faza.

Slika 3.4 Izgled bioreaktora sa hidrostatickim pritiskom kroz faze razvoja, prototip 1

Prototip 1 se sastoji od dve komore: gornje — hidraulicke, u kojoj se nalazi radni fluid za
kompresiju i donje — bioreaktorske komore, u kojoj se nalazi testirani biomaterijal ili tkivni uzorak.
Hidrostaticki pritisak se iz hidraulicke komore prenosi na bioreaktorsku komoru preko silikonske
membrane 1 moze se primeniti u razli¢itim reZimima u rasponu vrednosti od 0 od 30 MPa.
Bioreaktorska komora opremljena je sa dva prikljucka, za ulaz i izlaz medijuma koji proti¢e u
periodima kada u komori nije ostvaren hidrostaticki pritisak. Prototip 1 je napravljen od nerdajuceg
Celika i obe komore (bioreaktorska i hidraulicka) su povezene sa senzorima pritiska (PA-23/8464.1
i PA-25/8797.1, redom, ,,Keller AG, Svajcarska) koji kontinualno mere pritiske u komorama.
Podizanje i kontrola pritiska se ostvaruju pomo¢u manuelne pumpe.
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Kod prototipa 2 bioreaktorska komora izradena je od biokompatibilnog materijala,
polikarbonata. Tri bioreaktorske komore istovremeno se smestaju na nosac 1 pritisak iz hidraulicke
komore se prenosi na bioreaktorske komore na nacin opisan kod prototipa 1. Pritisak se podize
manuelnom pumpom, koja je povezana sa hidraulickom komorom preko ventila. Jedna od
bioreaktorskih komora je zamenjena sa test komorom koja nema ulaz i izlaz za protok medijuma,
ve¢ se puni direktno preko prikljucka komore ispod silikonske membrane. Test komora povezana je
sa senzorom za pritisak (PA-23/8464.1, , Keller AG, Svajcarska).

Kod finalnog reSenja, iz konstrukcije bioreaktorske komore je izostavljen senzor pritiska,
zbog potencijalnog Stetnog dejstva na medijum i Ccelije tokom eksperimenta. Pritisak u
bioreaktorskoj komori, stoga, odreduje se na osnovu izvedene zavisnosti pritisaka u hidraulickoj 1
test komori i izmerene vrednosti pritiska u hidraulickoj komori. U finalnoj verziji, kontrola pritiska
je ostvarena pomocu step motora i odgovarajuceg softverskog programa ,,Labview* (,,National
Instruments®, SAD), ¢ime je rad bioreaktora skoro potpuno automatizovan.

Ovom disertacijom obuhvacena su ispitivanja rezima rada prototipa 1 1 2 bioreaktora, u
kojima je podizanje pritiska otvareno pomoc¢u manuelne pumpe.

3.2.3.1 Ispitivanje rada prototipa bioreaktora sa hidrostati¢kim pritiskom

U cilju uspostvaljanja korelacije pritisaka u hidraulickoj i bioreaktorskoj komori ispitan je
uticaj punjenja probne komore. Komora je punjena na dva nacina: (1) napunjena je vodom,
zatvorena membranom i hidraulickom komorom, (2) napunjena je vodom, uz pomo¢ igle su
uklonjeni svi mehuri¢i zadrZani na zidovima komore, a zatim je, tokom zatvaranja komore, voda
dodatno ubrizgavana Spricem. IzvrSeno je 15 kratkotrajnih merenja u trajanju od prose¢no 5 minuta
(10 pri prvom nacinu punjenja i 5 pri drugom) i tri duza merenja u trajanju od 24 h (2 pri prvom
nacinu punjenja i 1 pri drugom).

3.3 ELEKTROHEMIJSKA SINTEZA NANOCESTICA SREBRA

Nanocestice srebra su elektrohemijski sintetisane u rastvorima alginata (Jovanovié¢ i sar.
2012, Obradovié¢ i sar., 2015). Polazni rastvori dobijeni su tako §to je u vodene rastvore 2,0 mas.%
natrijum-alginata, dodate — soli AgNOs u koncentraciji 3,9 mM i KNOs u koncentraciji 0,1 M. 1z
rastvora je uklonjen kiseonik produvavanjem azota tokom 20 min uz konstantno meSanje na
magnetnoj meSalici. U toku sinteze azot je kontinualno uvoden iznad rastvora, kako bi se ocuvala
inertna sredina.

Za redukciju Ag* koriS¢ena je elektrohemijska Celija, koja se sastoji od radne i pomoéne Pt
elektrode i referentne - zasi¢ene kalomelove elektrode. Redukcija je vrSena pod galvanostatskim
uslovima pri gustini struje od 50 mA cm u toku vremena implementacije od 10 min (Jovanovié i
sar., 2012). Kao rezultat, dobijeni su koloidni rastvori smanjene koncentracije alginata na
1,7 mas.%. Nakon trodnevne stabilizacije, sintetisani koloidni rastvori su razblazeni sa 1,7 mas.%
rastvorima alginata do Zeljene koncentracije srebra od 1 mM. U ovom radu, za elektrohemijsku
sintezu nanocestica srebra, koris¢ena su dva tipa alginata: sa malim sadrzajem G jedinica (MG) i
ve¢im sadrzajem G jedinica (VG). Kako bi se smanjila moguénost kontaminacije u svim
eksperimentima koriS¢eni su sterilisani rastvori kuvanjem tokom 30 min uz konstantno mesanje.
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3.4 DOBIJANJE NANOKOMPOZITNIH Ag/ALGINATNIH HIDROGELOVA

3.4.1 Dobijanje hidrogelova u obliku diskova

Nanokompozitni Ag/alginatni diskovi dobijeni su geliranjem 1 mM Kkoloidnog rastvora
Ag/alginata pomoc¢u 3 mas.% rastvora Ca(NOs)2x4H20. Procedura dobijanja diskova se sastoji u
izlivanju 20 ml koloidnog rastvora u sterilne Petri Solje izmedu dva sloja filter papira natopljenih
rastvorom za geliranje. Preko gornjeg filter papira se zatim pazljivo sipa rastvor za geliranje (20 -
30 ml) 1 ostavi da gelira, prilikom ¢ega dolazi do razmene jona natrijuma i kalcijuma. Nakon 24 h
modlom su iz dobijenog hidrogela isecani manji diskovi (precnika 12 mm i visine 2 mm) koji su
ostavljeni u novopripremljenom rastvoru za geliranje tokom narednih 24 h, kako bi se obezbedilo
potpuno geliranje. Za dobijanje diskova koriS¢ena su oba tipa sintetisanih koloidnih rastvora, te su
dobijeni diskovi bazirani na alginatima razli¢itog sastava oznaceni kao VG i MG diskovi. Ovi
diskovi dalje su ispitivani u pogledu mehanicke stabilnosti, otpustanja srebra i citotoksi¢nosti.

Istom procedurom dobijeni su diskovi Ca-alginata geliranjem rastvora 1,7 mas.% VG Na-
alginata. Dobijeni alginatni diskovi kori§éeni su za ispitivanje mogucnosti prelaska nanocestica
srebra iz Ag/alginatnog diska u alginatni hidrogel u uslovima dinamicke kompresije.

3.4.2 Dobijanje nanokompozitnih Ag/alginatnih mikrocestica

Nanokompozitne Ag/alginatne mikrocestice su dobijene metodom elektrostaticke ekstruzije
kojom se pod dejstvom elektrostatiCkog polja dobijaju Cestice veoma malih dimenzija (slika 3.5).
Pripremljeni 1 mM MG koloidni rastvor potisnut je kroz pozitivno naelektrisanu iglu sa ravnim
vrhom od nerdajuceg Celika (23 G, ,,Small Parts, Inc.”, SAD), uz pomo¢ infuzione pumpe za
potiskivanje te¢nosti (,,Racel Scientific Instruments®, Stamford, SAD). Kao rastvor za geliranje
koris¢en je 1,5 mas.% rastvor Ca(NO3)2x4H,0. Elektrostaticko polje uspostavljeno je
povezivanjem vrha igle sa pozitivnom elektrodom izvedenom iz generatora visokog napona (Model
30R, ,,Bertan Associates, Inc.“, Njujork, SAD), dok je u rastvor za geliranje uronjena uzemljena
elektroda. Pod dejstvom elektrostatickog i gravitacionog polja, potiskivani koloidni rastvor odvaja
se od vrha igle u vidu mlaza sitnih naelektrisanih kapljica. Elektrostaticka ekstruzija izvedena je pri
rastojanju izmedu vrha igle i rastvora za geliranje od 2,5 cm, elektrostatickom naponu od 7,3 kV i
pri protoku koloidnog rastvora od 39,3 ml/h, koji se nalazio u Spricu zapremine 10 ml. Tokom
30 min u rastvoru za geliranje uz blago meSanje dolazi do potpunog geliranja i formiranja
mikroCestica. Dobijene mikroCestice su ispitivane u pogledu citotoksi¢nosti u bioreaktoru sa
dinami¢kom kompresijom u direktnom kontaktu sa tkivom artikularne hrskavice.
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Slika 3.5 Sematski prikaz eksperimentalne aparature za izvodenje elektrostati¢ke ekstruzije kojom
se, pod dejstvom gravitacione i elektrostaticke sile dobijaju kapi koje u rastvoru za geliranje
o¢vrSc¢avaju i formiraju Ag/alginatne mikrocestice (Stojkovska, 2015)

3.5 DOBIJANJE PVA/PVP DISKOVA

PVA/PVP diskovi dobijeni su rastvaranjem 17 mas.% PVA i 10 mas.% PVP polimera u
vrucoj vodi tokom no¢i uz konstantno meSanje. Dobijeni rastvor je izliven u sterilnu Petrijevu Solju,
nakon ¢ega su usledila Cetiri ciklusa zamrzavanja (na —20°C tokom 24 h) i odmrzavanja (na +4 °C
tokom 5 h). Iz dobijenog visoko umrezenenog PVA/PVP diska iseCeni su manji diskovi (pre¢nika
12 mm i visine 2 mm). Tako dobijeni diskovi drzani su u hranljivom medijumu za ¢elijske kulture
do upotrebe, kao zamena za eksplantate hrskavice u eksperimentima otpustanja srebra iz
Ag/alginatnih nanokompozitnih diskova.

3.6 IZOLACIJA EKSPLANTATA | HONDROCITA 1Z ARTIKULARNE HRSKAVICE

Eksplantati artikularne hrskavice izolovani su iz kolena zadnjih nogu teleta starosti oko
mesec dana, u periodu do 24 h od klanja. Nakon §to je pazljivo oko kolena odstranjeno miSi¢no
tkivo tako da ne dode do oStecenja sinovijalne opne oko zgloba, zglobovi su premazani povidon-
jodom 1 izlozeni dejstvu UV lampe tokom 30 min u laminarnoj komori. Nakon sterilizacije,
zglobovi su otvoreni i iz femura su uzeti uzorci hrskavice (slika 3.6). Eksplantati hrskavice isecani
su cilindricnim sec¢ivom, pre¢nika 13 mm, zatim isprani rastvorom PBS koji je sadrzao 50 U/ml
penicilina 1 50 pg/ml streptomicina i najzad iseceni na diskove pre¢nika 13 mm i visine 2 mm.
Eksplantati hrskavice su ostavljeni u hranljivom medijumu u inkubatoru u atmosferi 5% CO2 i na
37°C na period ne kraéi od 48 h, radi provere da nije doslo do kontaminacije.

Sastav hranljivog medijuma koji je koriS¢en u svim eksperimentima sa ¢elijskim i tkivnim
kulturama sastojao se od: DMEM, 10 mas.% FBS, 10 mM HEPES, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml
streptomicina, 0,4 mM prolina i 50 pg/ml askorbinske kiseline.
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Dobijeni eksplantati su koriS¢eni za utvrdivanje citotoksi¢nosti u kulturi tkiva u bioreaktoru
sa dinamickom kompresijom, kao i u kontrolnoj statickoj studiji.

Hondrociti su izolovani iz artikularne hrskavice prema proceduri opisanoj u literaturi (Freed
i sar., 1993). Komadic¢i tkiva hrskavice su digestirani pomocu 0,2 mas.% rastvora kolagenaze tipa II
u PBS, u inkubatoru na 37°C i 5% CO2 uz kontinualno mesanje na orbitalnoj mesalici brzinom 80
obr/min tokom 17 h. Na 1 g vlazne mase tkiva koris¢eno je 10 ml rastvora za digestiju. Komadi¢i
tkiva koji se nisu rastvorili odstranjeni su filtriranjem kroz sterilnu tkaninu, a proces digestije je
zaustavljen dodatkom rastvora PBS sa 0,02 mas.% EDTA. Nakon toga, digestat je centrifugiran na
1200 obr/min tokom 10 min kako bi se ¢elije oborile i formirao Celijski talog. Supernatant je
odbacen, dok je celijski talog resuspendovan u rastvoru PBS-EDTA i ponovo centrifugiran. Ovaj
postupak je ponovljen tri puta. Broj ¢elija utvrden je brojanjem iz rastvora pomoc¢u hematocitometra
primenom Tripan blue boje.

1

Slika 3.6 Femur teleta sa koga je izolovana artikularna hrskavica

3.7 MEHANICKA STABILNOST Ag/ALGINATNIH DIKSOVA U BIOREAKTORU
SA DINAMICKOM KOMPRESIJOM

Dobijeni VG i MG Ag/alginatni diskovi (n=3) su ispitani u pogledu stabilnosti i mehanickih
karakteristika u prisustvu hranljivog medijuma u bioreaktoru sa dinami¢kom kompresijom tokom 7
dana. Dinamicka kompresija je primenjena u rezimu 10% deformacije, brzinom kompresije od
337,5 um/s, pri frekvenciji od 0,84 Hz. Svakodnevno su beleZzene vrednosti odziva senzora
optereéenja, kako bi se odredila vrednost napona u zavisnosti od primenjene deformacije. Na
dobijene vrednosti napona primenjen je matematicki metod kliznog proseka od pet tacaka, ¢ime su
ublazene devijacije napona kao posledica postojanja Suma. Dinamicki modul kompresije odreden je
iz nagiba najbolje linearne zavisnosti napona od deformacije, odredene metodom najmanjeg
kvadrata odstupanja od eksperimentalnih vrednosti.

3.80DREDPIVANIE CITOTOKSICNOSTI Ag/ALGINATNIH NANOKOMPOZITNIH
HIDROGELOVA

Citotoksi¢nost dobijenih Ag/alginatnih nanokompozitnih hidrogelova ispitana je primenom
tradicionalnih 2D metoda na monosloju ¢elija, kontakt i ekstrakcionim testom, kao 1 u kulturi tkiva
artikularne hrskavice u bioreaktoru sa dinami¢kom kompresijom.
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3.8.1 Odredivanje citotoksi¢nosti u 2D sistemima na monosloju éelija

3.8.1.1 Ispitivanje citotoksi¢nosti Ag/alginatnih koloidnih rastvora

Citotoksi¢nost 0,05 mM i 0,5 mM MG koloidnog rastvora je ispitana po akreditovanoj
metodi laboratorije za celijske terapije ,,Educell”, Ljubljana, Slovenija na celijskim linijama
humanih mati¢nih ¢elija poreklom iz masnog tkiva pacijenata (human Adipose Stem Cell — hASC) i
na imortalizovanoj ¢elijskoj liniji L929. Celije u koncentraciji 5000 éel./cm? ostavljene su preko
no¢i da se zalepe za dno posude za ¢elijsku kulturu sa 96 mesta, nakon ¢ega je medijum zamenjen
sa 100 pl rastvora finalne koncentracije 0,05 mM i 0,5 mM nanocestica srebra u hranljivom
medijumu. Vijabilnost ¢elija utvrdena je direktnim brojenjem Zivih i mrtvih ¢elija pod invertnim
mikroskopom nakon 2 h, 48 h i 6 dana.

U posebnoj eksperimentalnoj seriji citotoksi¢nost MG Ag/alginatnog koloidnog rastvora
ispitivana je i na monosloju tele¢ih hondrocita, pri razli¢itim koncentracijama i/ili koli¢inama
koloidnog rastvora. Celije su zasejane u koncentraciji 10° éel./em? na dno posude za éelijsku
kulturu sa 24 mesta i ostavljene da se zalepe tokom no¢i. Posle 24 h, hranljivi medijum zajedno sa
nezalepljenim ¢elijama je odstranjen, a u bunari¢e redom je dodat po 1 ml hranljivog medijuma sa
nominalnom koncentracijom nanocestica srebra od 0; 0,05 i 0,5 mM. Dodatna eksperimentalna
grupa je uspostavljena koris¢enjem 2 ml hranljivog medijuma sa nominalnom koncentracijom
srebra od 0,5 mM. Na taj nacin su ustanovljene Cetiri eksperimentalne grupe: G1 - 0,05 mM (1 ml),
G2-05mM (1 ml), G3-0,5mM (2 ml) i G4 - kontrolna grupa (1 ml medijuma bez koloidnog
rastvora). Citotoksi¢nost je odredena nakon 24 h inkubacije u inkubatoru na 37°C pri 5% CO>
pomocu MTT testa. Svi eksperimenti na tele¢im hondrocitima su izvedeni u triplikatu i ponovljeni
dva puta.

3.8.1.2 Ispitivanje citotoksi¢nosti Ag/alginatnih diksova u direktnom kontakt testu

Citotoksi¢nost MG i1 VG Ag/alginatnih diskova ispitana je direktnim kontakt testom na
monosloju tele¢ih hondrocita. Uspostavljeno je pet eksperimentalnih grupa za evaluaciju
citotoksi¢nosti u 2D sistemu koriste¢i posude za ¢elijsku kulturu sa Sest mesta: grupa G1 — VG
Ag/alginatni diskovi, G2 — MG Ag/alginatni diskovi, grupa G3 — bakarne plo¢ice kao referentni
toksi¢ni materijal, grupa G4 — silikonski lepak kao referentni biokompatibilni materijal, i grupa G5
— netretirana kontrolna grupa. Ag/alginatni diskovi fiksirani su na dno posude pomocu
polipropilenskih nastavaka koji su bili zalepljeni na poklopac posude, dok su bakarne plocice
(1 cmx1 cm) bile zalepljene direktno za dno pomocu silikonskog lepka. Silikonski lepak, kao
pozitivna kontrola, nanet je na dno bunari¢a u vidu kruga prec¢nika 12 mm. U svaki bunari¢ redom
dodato je po 3 ml ¢éelijske suspenzije, tako da je koncentracija ¢elija bila 10° éel/cm?. Nakon 48 i 96
h inkubacije u inkubatoru sa 5% CO2 i na 37°C, ispitivani diskovi i hranljivi medijum su potpuno
uklonjeni kako bi se odredila ihibiciona zona formirana oko Ag/alginatnih diskova i referentnih
materijala. Za analiziranje inhibicione zone koris¢en je opti¢ki mikroskop (Olympus CX41RF,
Tokio, Japan). Koncentracija otpustenih Ag* i Cu?* u medijumu, kao i preostala koncentracija
srebra unutar Ag/alginatnih diskova, odredena je primenom atomske apsorpcione spektroskopije
(AAS).

3.8.1.3 Ispitivanije citotoksi¢nosti Ag/alginatnih diskova u ekstrakcionom testu

Citotoksi¢nost Ag/alginatnih diskova ispitana je i indirektnom metodom - ekstrakcionim
testom na monosloju tele¢ih hondrocita. Potencijalno toksi¢ne materije iz ispitivanih diskova i
referentnih materijala ekstrahovane su tokom 72 h u inkubatoru na 37°C i 5% CO, pri konstantnom
meSanju na orbitalnoj meSalici brzinom 80 obr./s. Kao referentni toksican materijal koriS¢en je
bakar, a kao referentni biokompatibilan materijal koris¢en je polipropilen. Procedurom je definisano
da je na 1 ml hranljivog medijuma potrebno staviti 6 cm? materijala za ekstrakciju. Kako su éelije
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veoma osetljive na vrednost pH, izvrSeno je podeSavanje pH ekstrakata referentnih materijala, kako
bi pH vrednost bila u granicama koje su pogodne za ¢elije (6,8-7,5), odnosno da ne bi doslo do
odumiranja ¢elija usled visoke pH vrednosti. Ekstrakti referentnih materijala nakon ekstrakcije
imali su vrednost pH=7,80. Snizavanje pH vrednosti vrSeno je dodavanjem 1 mM rastvora HCI,
nakon cega je pH vrednost polipropilenskog ekstrakta bila 7,25, a bakarnih plocica 7,20. pH
vrednost ekstrakta Ag/alginatnih diskova je inicijalno bila 7,37 pa podeSavanje pH nije bilo
potrebno.

Potom su dobijenim ekstraktom tretirane Celije, prethodno prilepljene za dno posude za
éelijsku kulturu sa 24 mesta u koncentraciji 10° éel/cm?.

Uspostavljeno je pet eksperimentalnih grupa: G1 — VG Ag/alginatni diskovi, G2 — MG
Ag/alginatni diskovi, G3 — bakarne ploCice kao referentni toksi¢ni materijal, grupa G4 -—
polipropilenske plocice kao referentni biokompatibilni materijal, i grupa G5 — netretirana kontrolna
grupa. Nakon 24 h kako su ¢elije tretirane sa po 1 ml hranljivog medijuma u kome je ekstrahovan
materijal, MTT metodom utvrdena je vijabilnost ¢elija. Svi eksperimenti su uradeni u triplikatu.

3.8.2 Odredivanje citotoksi¢nosti u 3D sistemu u kulturi tkiva

U cilju odredivanja potencijalnog citotoksi¢nog dejstva biomaterijala na bazi Ag/alginata u
formi koloidnog rastvora, mikrocestica i diskova u 3D sistemu, uspostavljeni su eksperimenti u
kulturama tkiva artikularne hrskavice u bioreaktoru sa dinami¢kom kompresijom.

3.8.2.1 Ispitivanije citotoksi¢nosti Ag/alginatnih koloidnih rastvora

Eksplantati artikularne hrskavice (pre¢nika 12 mm, debljine 2 mm, n=3) postavljeni su u tri
bioreaktorske komore i podvrgnuti dinamickoj kompresiji tokom 48 h u rezimu 1 h kompresije/1 h
pauze pri deformaciji od 10%, frekvenciji od 0,84 Hz i brzini kompresije od 337,5 pum/s. Svi sistemi
za recirkulaciju su bili napunjeni sa po 15 ml hranljivog medijuma pomeSanog sa MG
Ag/alginatnim koloidnim rastvorom, tako da je finalna koncentracija nanocestica srebra bila
0,5 mM. Kroz svaku komoru je uspostavljen protok medijuma sa 0,5mM od 0,12 ml/min.
Eksperiment je trajao 48 h, nakon Cega su eksplantati isprani sa fizioloskim rastvorom 1
pripremljeni za histolo$ku analizu 1 odredivanje sadrzaja srebra.

3.8.2.2 Ispitivanje citotoksi¢nosti Ag/alginatnih mikrocestica

Eksplantati artikularne hrskavice (m=0,262 + 0,026 g, n=3) postavljeni su na dno tri
bioreaktorske komore, dok su mikrocestice, dobijene elektrostatickom ekstruzijom MG koloidnog
rastvora, postavljene oko i preko eksplantata (m=0,697 £ 0,021 g). Sistem je podvrgnut dinamickoj
kompresiji u rezimu 1 h kompresije/l1 h pauze pri deformaciji od 10%, frekvenciji od 0,56 Hz i
brzini kompresije od 337,5 um/s. Kroz bioreaktorski sistem je recirkulisao hranljivi medijum
protokom od 0,33 ml/min. Nakon eksperimenta koji je trajao 13 dana eksplantati su isprani sa
fizioloskim rastvorom i pripremljeni za histoloSku analizu.

3.8.2.3 Ispitivanje citotoksi¢nosti Ag/alginatnih diskova

Eksplantati artikularne hrskavice (precnika 12 mm, debljine 2 mm) postavljeni su na dno tri
bioreaktorske komore, dok su preko njih postavljeni VG Ag/alginatni diskovi (pre¢nika 12 mm,
debljine 2 mm, n=3). Sistem je podvrgnut dinamic¢koj kompresiji u rezimu 1 h kompresije/1 h pauze
pri deformaciji od 10%, frekvenciji od 0,84 Hz i brzini kompresije od 337,5 um/s. Svaka komora je
povezana sa sistemom za recirkulaciju u kome se nalazilo po 15 ml hranljivog medijuma, koji je
kontinualno recirkulisao protokom od 0,12 ml/min. Eksperiment je trajao 4 dana i ponovljan je dva
puta. Nakon eksperimenta eksplantati su isprani fizioloSkim rastvorom i pripremljeni za histoloSku
analizu.
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3.9 OTPUSTANIJE SREBRA 1Z Ag/ALGINATNIH DISKOVA U USLOVIMA
DINAMICKE KOMPRESIJE

U cilju odredivanja otpustanja nanocCestica srebra iz VG Ag/alginatnih diskova u uslovima
dinamicke kompresije u bioreaktoru, postavljene su dve studije. U prvoj studiji ispitano je da li
dolazi do migracije nanocestica srebra iz Ag/alginatnih diskova u tkivo, koje su imitirali alginatni
diskovi u direktnom kontaktu. U drugoj studiji odredena je kinetika otpustanja nanocestica i/ili jona
srebra iz Ag/alginatnih diskova u uslovima kao u studiji ispitivanja citotoksi¢nosti u 3D kulturi
tkiva (poglavlje 3.8.2.3).

3.9.1 Migracija nanocestica srebra iz Ag/alginatnih diskova u hidrogel u direktnom
kontaktu

Alginatni diskovi (pre¢nika 12 mm, debljine 2 mm) pojedinacno su smeSteni u tri
bioreaktorske komore, pa su preko njih postavljeni VG Ag/alginatni diskovi (pre¢nika 12 mm,
debljine 2 mm). Dinami¢ka kompresija je izvrSena u rezimu 1 h kompresije/l h pauze, pri
frekvenciji od 0,84 Hz do 10% deformacije brzinom kompresije od 337,5 um/s. Svaka komora je
povezana sa sistemom za recirkulaciju u kome se nalazilo po 15 ml hranljivog medijuma, koji je
kontinualno recirkulisao protokom od 0,12 ml/min. Eksperiment je trajao 4 dana.

3.9.2 Kinetika otpuStanja srebra iz Ag/alginatnih diskova

PVA/PVP diskovi koji su imitirali eksplantate artikularne hrskavice pojedina¢no su
smesteni u tri bioreaktorske komore, pa su preko njih postavljeni VG Ag/alginatni diskovi, na nacin
kako je opisano u studiji citotoksi¢nosti u 3D sistemu (poglavlju 3.8.2.3). Dinamicka kompresija do
10% deformacije uzorka, pri frekvenciji od 0,84 Hz i brzini kompresije od 337,5 um/s ostvarena je
u rezimu 1 h kompresije/1 h pauze. Ukupno 14 ml hranljivog medijuma po komori je recirkulisalo
protokom od 0,12 ml/min, pri ¢emi je hranljivi medijum menjan sveze pripremljenim na svakih
24 h. Kontrolna stati¢ka studija postavljena je u posudi za Celijsku kulturu sa Sest mesta gde su
pojedina¢no postavljena tri Ag/alginatna diska sa po 14 ml medijuma. Hranljivi medijum u
kontrolnoj studiji takode je menjan na svakih 24 h, a nakon svake zamene, deo medijuma je
ostavljen za dalju analizu sadrzaja otpustenog srebra primenom AAS. Eksperiment je trajao 7 dana.

3.10 DOBIJANJE HIDROGELOVA GELANSKE GUME SA NANOCESTICAMA
BIOAKTIVNOG STAKLA

Prva serija poroznih hidrogelova na bazi gelanske gume i bioaktivnog stakla (GG-BAG)
pripremljena je na Institutu ,Jozef Stefan® u Ljubljani, Slovenija. Prah nanocesti¢nog
dvokomponentnog BAG (70% SiO2 i 30% CaO (mol.%)) sintetisan je primenom sol-gel tehnike
(Drnovsek i sar., 2012), nakon ¢ega je termicki tretiran kako bi se uklonili potencijalni organski
ostaci. U vodeni rastvor, koji je dobijen rastvaranjem praha GG u dejonizovanoj vodi na 90°C pri
konstantnom mesanju na magnetnoj mesalici, dodat je prah BAG dispergovan u vodenom rastvoru
0,18 mas.% CaCl, bez i sa primenom ultrazvu¢ne (UZ) sonde (Sonics & Materials Inc., SAD,
750W, 20 kHz, 80% snage, titanijumska sonda pre¢nika 19 mm, model CV334, vreme
implamentacije 5 min). Finalna koncentracija rastvora bila je 2 mas.% GG, 2 mas.% BAG i 0,03
mas.% CaClz. Nakon dobrog umesavanja polimera i neorganske komponente (20 min mesanja na
magnetnoj mesalici), suspenzija je izlivena u posudu za ¢elijsku kulturu sa 24 mesta i ostavljena da
gelira tokom narednih 30 min. Dobijeni hidrogelovi u obliku diska (pre¢nik 13 mm, visina 5 mm)
Su prebaceni u rastvor PBS tokom narednih 48 h, kako bi doslo do stabilizacije hidrogela. Nakon
stabilizacije, diskovi su kratko isprani dejonizovanom vodom, zamrznuti preko no¢i na —70°C, a
zatim liofilizovani u liofilizatoru (Beta 2-8 LD plus, ,,Martin Christ”, Nemacka) tokom 72 h na
0,011 mbar. Pre ispitivanja u bioreaktoru, uzorci su rehidratisani u rastvoru PBS tokom 48 h.
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Druga serija poroznih hidrogelova GG-BAG dobijena je modifikacijom gore opisane
metode u cilju dobijanja makroporozne strukture sa otvorenim i interkonektovanim porama. 1zmena
se sastoji u tome da se umesto u posudu za celijsku kulturu, umesani GG-BAG rastvor izliva u
polipropilensku epruvetu zapremine 15 ml, u kojoj dolazi do geliranja (slika 3.7), Cime se formira
hidrogel u obliku cilindra (L= 8 cm, d=15 mm). Dobijeni hidrogel je tretiran na isti nacin kao i
uzorci iz prve serije kroz opisane faze stabilizacije i liofilizacije. Faza zamrzavanja je kontrolisana
primenom posude za postepeno smrzavanje sa izopropanolom, koja omogucava kontrolisano
spustanje temperature uzorka brzinom 1°C/min. Tokom prvih 24 h rehidratacije, rehidratisan je ceo
cilindar, a potom je isecen na diskove visine 5 mm, koji su ostavljeni u PBS narednih 24 h do
potpune rehidratacije. Ovim postupkom dobijeni su diskovi sa makroskopskim porama u
aksijalnom pravcu.

BAG
dispergovan
u rastvoru
CaCl,
—_ e
| Rastvor GG A
| J I 30/min / 48 h u PBS

Oy _

diskovi 14 x 5 mm
dodatno rehidratisani
tokom 24 h 24 h u PBS 72 hna 0.011 mbar

Slika 3.7 Sematski prikaz procedure za dobijanje makroporoznih hidrogelova na bazi gelanske
gume i bioaktivnog stakla: (i) mesanje polimernog rastvora gelanske gume sa neorganskom
komponentom bioaktivnog stakla, (ii) izlivanje smese u epruvete u kojima se odvija geliranje, (iii)
stabilizacija, (iv) liofilizacija, (v) rehidratacija celog suvog cilindri¢nog uzorka, (vi) seCenje na diskove
odgovarajuce visine, koji se zatim ponovo rehidratiSu do potpune rehidratacije

3.11 KARAKTERIZACIJA HIDROGELOVA GELANSKE GUME
SA NANOCESTICAMA BIOAKTIVNOG STAKLA

3.11.1 Odredivanje inicijalne poroznosti rehidratisanih hidrogelova

U cilju ispitivanja poroznosti i povezanosti izmedu pora, pocetni rehidratisani GG-BAG
hidrogelovi (n = 3) iz obe serije uzoraka su postavljeni u proto¢ni bioreaktor uz protok plavog tusa
(KOH-I-NOOR, Austrija) od 1,1 ml/min. Posle kra¢eg perioda, poprecni preseci hidrogelova su
posmatrani pod svetlosnim mikroskopom (Stereo Discoveri.V12, ,,Carl Zeiss “, Nemacka).
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3.11.2 Ispitivanje formiranja mineralne faze kalcijum fosfata

3.11.2.1 Procedura za pripremu simulirane telesne te¢nosti

Za pripremu rastvora simulirane telesne te¢nosti (simulated body fluid, SBF) korisc¢ena je
procedura opisana u literaturi (Kokubo i Takadama, 2006). Ukratko, priprema se izvodi u vodenom
kupatilu (Memmert WNB14, Schwabach, Nemacka) na temperaturi 37°C, a za pripremu se koristi
plasti¢ni sud u kome je pomo¢u magnetnog zrna i magnetne mesalice (IKA C-MAG HS 7, Staufen,
Nemacka) ostvareno konstantno meSanje. U sud je prvo dodata dejonizovana i sterilisana voda, a
zatim su reagensi dodati postepeno, jedan po jedan redom, tako da koncentracija u finalnom
rastvoru bude 137,48 mM NaCl; 4,23 mM NaHCOs; 3,02 mM KCI; 1,01 mM K>HPO4x3H:0;
1,53 mM MgCl,x6H:0; 2,63 mM CaCly; 0,51 mM Na2SO4 i 50,51 mM Tris baze. Podesavanje pH
finalnog rastvora izvrSeno je pomo¢u 1 mM HCI na 7,40. Pre upotrebe, pripremljeni rastvor SBF je
sterilisan filtriranjem kroz 0,22 pm celulozni filter (Merck Millipore, ,,Sigma-Aldrich*, SAD) i
temperiran na 37°C.

3.11.2.2Eksperimentalni sistem

Bioaktivnost obe serije GG-BAG hidrogelova je ispitana u proto¢nom bioreaktoru,
bioreaktoru sa dinami¢kom kompresijom i u stati¢koj studiji (slika 3.8), u prisustvu SBF na
37+ 1°C. Izvedeni su dve odvojene studije za hidrogelove iz razliCitih serija. U svim
eksperimentalnim sistemima, koriS¢eno je 13 ml SBF po hidrogelu, a kompletan SBF je menjan
svezim na svakih 48 h. U bioreaktorskim sistemima, SBF je kontinualno recirkulisan protokom od
1,1 ml/min, $to je predstavljalo povrSinsku brzinu SBF od ~100 um/s, S§to odgovara brzini strujanja
krvi u kapilarama. Staticka studija je postavljena u posudi za ¢elijsku kulturu sa 6 mesta, gde je u
svaki bunari¢ stavljen po jedan uzorak hidrogela sa 13 ml SBF.

A) B) C)

mrezasti

nosac
GG-BAG
nosac

Slika 3.8 Sematski prikaz tri sistema u kojima je ispitivan prelazak bioaktivnog stakla u mineralnu
fazu kalcijum fosfata: A) protocni bioreaktor omogucava direktan protok simulirane telesne tecnosti
kroz uzorak u aksijalnom pravcu, B) bioreaktor sa dinamickom kompresijom omogucava
dinamicku kompresiju uzorka pored protoka simulirane telesne te¢nosti u aksijalnom pravcu;

C) staticka studija u kojoj se uzorak gelanske gume sa bioaktivnim staklom nalazi potopljen u simuliranoj
telesnoj tecnosti

3.11.2.3Formiranje mineralne faze kalcijum fosfata unutar hidrogelova GG-BAG sa
unutrasnjim porama

U cilju ispitivanja prelaska BAG u mineralnu fazu kalcijum fosfata unutar hidrogelova GG-
BAG iz prve serije uzoraka, pri razli¢itim hidrodinamickim uslovima, postavljena je studija u
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trajanju od 14 dana. Ukupno je postavljeno Sest nezavisnih proto¢nih bioreaktora i tri bioreaktorske
komore u bioreaktoru sa dinami¢kom kompresijom, svaka sa po jednim uzorkom (pre¢nik 12 mm,
debljina 5 mm). U dinamickom bioreaktoru uzorci su bili podvrgnuti kompresiji u rezimu 1 h
kompresije/1 h pauze, 5% deformaciji pri frekvenciji od 0,68 Hz i brzini kompresije od 337,5 um/s.

Nakon 7 dana od pocetka eksperimenta tri uzoraka iz proto¢nog bioreaktora i tri uzorka iz
staticke studije su pripremljena za SEM analizu kako bi se ispitalo formiranje mineralne faze
kalcijum fosfata. Preostala po tri uzorka u oba sistema kao i tri uzorka u bioreaktoru sa dinamickom
kompresijom su dalje ispitivana joS 7 dana, tako da su na kraju eksperimenta, odnosno 14. dana, svi
uzorci pripremljeni za SEM, EDS i Raman spektroskopiju.

Priprema uzoraka za dalju analizu podrazumevala je kratko potapanje uzoraka u
dejonizovanu vodu, zatim ponovno zamrzavanje preko noc¢i (—70°C) i liofilizaciju (72 h na
0,011 mbar), pra¢eno seCenjem na poprecne preseke, na kojima je uradeno snimanje.

3.11.2.4Formiranje mineralne faze kalcijum fosfata unutar makroporoznih hidrogelova GG-
BAG sa otvorenim porama duz akcijalnih strana

U cilju ispitivanja prelaska BAG u mineralnu fazu kalcijum fosfata unutar makroporoznih
hidrogelova GG-BAG iz druge serije uzoraka, izvedena je paralelna studija u trajanju od 14 dana
pri istim hidrodinami¢kim i statickim uslovima opisanim u prethodnom odeljku. Ukupno je
postavljeno Sest nezavisnih proto¢nih bioreaktora i Cetiri komore u bioreaktoru sa dinamickom
kompresijom, svaki sa po jednim uzorkom (preénik 12 mm, debljina 5 mm). U bioreaktoru sa
dinami¢kom kompresijom uzorci su bili podvrgnuti u rezimu 1 h kompresije/l h pauze do 5%
deformacije pri frekvenciji od 0,68 Hz i1 brzini kompresije od 337,5 pm/s. U stati¢kim uslovima
postavljeno je Sest uzoraka.

Na kraju eksperimenta, 14. dana, po Cetiri uzorka iz svake grupe su kori§¢ena za odredivanje
mehanickih karakteristika u bioreaktoru sa dinamickom kompresijom. Po dva uzorka koja su
koriS¢ena za odredivanje mehanickih karakteristika u bioreaktoru iz svih sistema, i po jedan od
uzoraka iz protocnog bioreaktora 1 statickih wuslova, koji nisu koriS¢eni za mehani¢ku
karakterizaciju, pripremljeni su za SEM i EDS analizu. Pri tome je razvijena nova procedura
pripreme uzoraka za ove analize. Prvo, svi uzorci su posle eksperimenta pojedinacno isprani sa po
40 ml dejonizovane vode, a potom ru¢no iseCeni u vlaznom stanju na tanke poprecne preseke, koji
su zatim zalepljeni na predmetna stakla, prethodno premazana belancetom, i ostavljeni da se suse.
Na isti na¢in pripremljeni su i inicijalni uzorci, prethodno rehidratisani tokom 48 h u PBS.

Ostali uzorci iz svake grupe (n = 2 ili 3) su isprani sa po 40 ml dejonizovane vode, zatim
ponovo zamrznuti preko noc¢i (—70°C) i liofilizovani (72 h na 0,011 mbar). Dobijeni suvi uzorci su
spraseni u homogenizatoru TissueLiser LT (,,KIAGEN GmbH*, Nemacka) na 50 Hz tokom 5 min, a
dobijeni prah je koris¢en za FTIR, ICP 1 XRD analize.

3.12 DOBIJANJE DVOFAZNIH IMPLANTATA ZA INZENJERSTVO
OSTEOHONDRALNOG TKIVA

Za dobijanje dvofaznih implantata koji nalaze potencijalnu primenu u inZenjerstvu
osteohondralnog tkiva, koris¢eni su gelanska guma i bioaktivno staklo. Za donji deo, koji odgovara
kostanom delu implantata koriS¢eni su makroporozni GG-BAG hidrogelovi (pre¢nik 12 mm, visina
3 mm), pripremljeni po proceduri za dobijanje druge serije uzoraka (odeljak 3.10). Za gornji deo,
koji odgovara delu hrskavice u implantatu izliven je hidrogel gelanske gume (pre¢nik 12 mm, visina
3 mm). Polazna smeSa za dobijanje hidrogela GG je napravljena rastvaranjem 2 mas.% GG u
dejonizovanoj vodi na 90°C pri konstantnom mesanju, uz dodatak CaCl, do finalne koncentracije
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od 0,03 mas.%. Pri tome je, u eksperimentima gde su koriS¢eni rehidratisani uzorci GG-BAG,
rehidratacija ostvarena tokom 48 h u rastvoru PBS.

Dobijanje dvofaznih implantata izvedeno je u 6 serija.

« U seriji A GG rastvor temperature 70°C je preliven preko rehidratisanih GG-BAG uzoraka
temperature: 25°C, 4°C i —22°C.

« U seriji B GG rastvor temperature 70°C je preliven preko rehidratisanih GG-BAG uzoraka
uronjenih u rastvor PBS do visine od 3 mm, temperature: 25°C, 4°C i —22°C.

« U seriji C GG rastvor temperature 70°C je preliven preko suvih makroporoznih uzoraka GG-
BAG na sobnoj temperaturi (25°C).

U seriji D suvi makroporozni uzorci GG-BAG su uranjani u rastvor GG temperature 70°C.

« U seriji E rastvor GG (0,5 ml) temperature 60°C je sporo izlivan uz pomo¢ pipete, preko
suvih makroporoznih uzoraka GG-BAG u kriostatu na temperaturi —25 °C. Nakon geliranja,
kalota koja je formirana od izlivenog hidrogela, skalpelom je poravnjena kako bi se dobila
ravna povrsina.

» U seriji F rastvor GG (1 ml) temperature 60°C je sporo izlivan uz pomoc¢ pipete, preko suvih
makroporoznih uzoraka GG-BAG (pre¢nik 17 mm, visina 3 mm) u kriostatu na temperaturi
—25 °C. Nakon geliranja, dvofazni uzorci su iseCeni pomo¢u modle na diskove pre¢nika 12
mm i visine 6 mm.

3.13 KARAKTERIZACIJA DVOFAZNIH IMPLANTATA U BIOREAKTORU
SA DINAMICKOM KOMPRESIIOM

Dvofazni implantati na bazi GG-BAG, su ispitani u pogledu prelaska BAG u mineralnu fazu
kalcijum fosfata unutar kostanog dela, kao i u pogledu stabilnosti ostvarene integracije izmedu
slojeva. Izvedene su dve studije u bioreaktoru sa dinamickom kompresijom sa dvofaznim
implantatima koji su se pokazali kao najbolji kandidati. Pre navedenih ispitivanja, dvofazni uzorci
su stabilisani/rehidratisani tokom 48 h u rastvoru PBS.

Prva studija je izvedena sa uzorcima iz 5. serije. Postavljene su tri komore sa detiri
prikljucka, svaka sa po jedanim uzorkom (precnik 12 mm, visina 4,5 mm). Dinamicka kompresija
je ostvarena u rezimu 1 h kompresije/1 h pauze, do 10% deformacije u odnosu na gornji deo uzorka
(1,5 mm visina gornjeg dela nakon ostranjivanja kalote), pri frekvenciji od 1,1 Hz i brzini
kompresije 337,5 pm/s. Kao medijum koriS¢en je rastvor SBF, tako da je po komori
suprotnostrujno recirkulisalo 20 ml medijuma uz pomo¢ visekanalne peristalticke pumpe protokom
1,1 ml/min na svakom od dva ulaza. Medijum je menjan na 48 h, a na svakih 24 h beleZeni su
signali sa senzora opterecenja.

Eksperiment je trajao 8 dana.

Druga studija je izvedena sa uzorcima iz 6. serije. Postavljene su Cetiri komore sa Cetiri
prikljucka, svaka sa po jedanim uzorkom (pre¢nik 12 mm, visina 6 mm). Dinamicka kompresija je
ostvarena u rezimu 1 h kompresije/dan u periodu od 7-14. dana, do 5% deformacije u odnosu na
gornji deo uzorka (3 mm visina gornjeg dela), pri frekvenciji od 1,1 Hz i brzini kompresije
337,5 um/s. Kao medijum koriSéen je rastvor SBF, tako da je po komori suprotnostrujno
recirkulisalo 18 ml medijuma uz pomo¢ visekanalne peristalticke pumpe protokom 1,1 ml/min na
svakom od dva ulaza. I u ovoj studiji medijum je menjan na 48 h i svakih 24 h beleZeni su signali sa
senzora opterecenja. Kontrolna staticka studija postvaljena je u Cetiri Petrijeve $olje, gde je svaki
uzorak pojedinacno postavljen sa po 18 ml SBF.
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Nakon obe studije, uzorci su isprani sa po 20 ml dejonizovane vode, a potom ru¢no iseceni u
vlaznom stanju na tanke poprecne preseke, koji su zatim zalepljeni na predmetna stakla, prethodno
premazana belancetom 1 ostavljeni da se suSe. Ovako pripremljeni preseci koriS¢eni su za SEM
analizu, dok je na uzorcima iz druge studije uradena i EDS analiza.

3.14 FIZICKO-HEMIJSKE METODE KARAKTERIZACIJE MATERIJALA

3.14.1 Infracrvena spektrometrijska analiza sa Furijeovom transformacijom (FTIR)

FTIR spektrometrija koriSCena je za odredivanje molekulskih interakcija u hidrogelu
alginata, nanokompozita Ag/alginata pre i nakon geliranja, kao i za potvrdu prelaska BAG u
kalcijum fostat unutar hidrogelova GG-BAG, pri razli¢itim hidrodinamic¢kim i statickim uslovima.

Uzorci VG i MG Na-alginatnih rastvora i odgovarajucih Ca-alginatnih hidrogelova,
Ag/alginatnih koloidnih rastvora i Ag/alginatnih diskova su osuSeni, spraseni i pripremljeni u
obliku KBr peleta. IR spektri su snimljeni u opsegu izmedu 400 i 4000 cm™ kori§éenjem Bomem
MB-102 FTIR spektrometra (Quebec, Kanada) sa rezolucijom od 4 cm™.

Spraseni uzorci GG-BAG hidrogelova su direktno analizirani FTIR spektroskopijom sa
priguSenom totalnom refleksijom (ATR-FTIR) u apsorpcionom modu izmedu 3500 i 500 cm™
koriséenjem Nicolet iS10 FTIR spektrometra (Thermo Scientific, Svedska) sa rezolucijom od 4 cm™.

3.14.2 UV-vidljiva spektroskopija

Prisustvo nanocestica srebra u koloidnom rastvoru, kao i u rastvorenim nanokompozitnim
mikroCesticama i diskovima je ispitano UV-vidljivom spektrofotometrijom, pomocu
spektrofotometra (UV3100, Mapada, Kina). Pri tome su Ag/alginatni koloidni rastvori razblazeni
destilovanom vodom i to 100 pl koloidnog rastvora u 2,9 ml dH20.

Ag/alginatne mikrocestice i diskovi su prvo rastvoreni u 2 mas.% rastvoru natrijum-citrata
dihidrata, i to 0,1 g vlaZznih mikrocestica/diskova je rastvaran u 2,9 ml rastvora

3.14.3 Raman spektroskopija

Ramanski spektri dobijeni su koris¢enjem KsploRA Raman spektrometra tip Horiba Jobin
Ivon (Horiba Scientific, Northampton, UK) na reprezentativnim tatkama popre¢nih preseka suvih
uzoraka. KoriS¢en je laser na 532 nm maksimalne izlazne snage od 20-25mV. Sva merenja su
uradena koriS¢enjem spektrometra opremljenog resetkom od 2400 gr/mm. Raman spektrometar je
bio povezan sa opti¢kim mikroskopom pomocu koga je podeSen poloZaj uzorka, tako da se
snimanje Raman spektara izvr$i u odredenim tackama.

3.14.4 Atomska apsorpciona spektroskopija (AAS) i opticka emisiona spektrometrija
sa induktivno spregnutom plazmom (ICP-OES)

Koncentracija srebra u Ag/alginatnim diskovima i hranljivom medijumu odredena je sa
preciznoséu 0,001 primenom atomske apsorpcione spektroskopije (AAS) na Perkin Elmer 3100
spektrometru (Perkin Elmer, SAD). Ag/alginatni diskovi (0,1 g) su rastvoreni u 10 mas.% rastvoru
natrijum citrata (1 ml) u koji je zatim dodat amonijum hidroksid u visku kako bi se sve nanocestice
srebra prevele u jone (10-20 ml 25 mas.% NHs+OH na 0,1 g diskova).

Koncentracija srebra u hranljivom medijumu je odredena nakon oksidacije nanocestica
srebra i rastvaranja potencijalnih precipitata AgCl, dodatkom amonijum hidroksida u visku
(0,5-1 ml 25 mas% NH4OH na 1 ml medijuma).
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Koncentracija Cu (II) jona u hranljivom medijumu koji su oslobodeni tokom kontaktnog
testa, odredena je primenom AAS uz dodatak HNOsz u visku (0,5 ml 65 mas% HNOz na 1 ml
medijuma).

Koncentracija srebra u PVA/PVP diskovima odredena je primenom AAS iz rastvora
dobijenog rastvaranja celih diskova (= 0,24 g) u 1 ml kljucale dejonizovane vode u koji je dodato
1 ml 25 mas% NH4OH.

Koncentracija srebra u eksplantatima hrskavice nakon 48 h dinamicke kompresije u
prisustvu 0,5 mM rastvora nanocCestica srebra u hranljivom medijumu, odredena je nakon digestije
eksplantata u 65 mas% HNO3 tokom 12 h na 120°C (2 ml HNOs na 0,2-0,5 g tkiva). Za odredivanje
koncentracije srebra KkoriS¢ena je opti¢ka emisiona spektrometrija sa induktivno spregnutom
plazmom (ICP-OES) na Thermo Scientific iCAP 7400 ICP-OES Duo uredaju (Thermo Scientific,
SAD).

Koncentracija jona Ca, P i Si u svim uzorcima GG-BAG hidrogelova nakon druge studije
ispitivanja prelaska BAG u mineralnu fazu kalcijum fosfata, pri razli¢itim hidrodinamic¢kim
uslovima, odredena je primenom opticke emisione spektrometrije sa induktivno spregnutom
plazmom (ICP-OES) na Thermo Scientific iCAP 7400 ICP-OES Duo uredaju (Thermo Scientific,
SAD). Spraseni uzorci (0,0105 £ 0,0003 g) su rastvoreni u 1 ml 10 mas.% rastvora natrijum citrata,
nakon Cega su Cvrsti ostaci izdvojeni centrifugiranjem (5 min na 11000 rpm). Posle dvostepenog
ispiranja u dejonizovanoj vodi, koncentracija jona je odredene u 50 puta razblazenom rastvoru koji
je dobijen digestijom ¢vrstih ostataka u 65 mas.% HNOs i 30 zap.% H>O2 (1 ml HNOs i 0,2 ml
H202 po uzorku).

3.14.5 Rendgenska difrakcija X-zraka (XRD)

Prisustvo i kristalini¢nost kalcijum fosfata formiranog unutar GG-BAG hidrogelova nakon
14 dana u SBF ispitani su rendgenskom difrakcijom praha (XRPD). Za XRPD merenja koris¢en je
APD2000 difraktometar (Ital Structure, Italija) koji je sa CuK lampom (I = 0,15418 nm) u opsegu
20 od 15 do 60° sa koracima od 0,01° i vremenim zadrZavanjem od 2 s po koraku.

3.14.6 Skeniraju¢a  elektronska  mikroskopija = (SEM) ienergodisperzivna
spektroskopija X-zracima (EDS)

Skeniraju¢i elektronski mikroskop (MIRA 3 XMU Field Emission Scanning Electron
Microscope; Tescan USA inc, SAD) koriS¢en je za analizu uzoraka Ag/alginatnih i alginatnih
diskova nakon 4 dana u bioreaktoru sa dinamickom kompresijom. Uzorci su pripremljeni za
snimanje tako Sto su potapani u sledec¢e vodene rastvore: 3% sircetne kiseline, zatim 3% siréetne
kiseline i 25% etanola, pa 3% siréetne kiseline i 50% etanola i najzad 70% etanola. Uzorci su zatim
iseceni na tanke listice na komadi¢ima mikroskopskih plocica i ostavljeni da se osuse na vazduhu.
PovrsSina osusSenih uzoraka je obloZena tankim slojem zlata nakon ¢ega je analizirano prisustvo
nanocestica srebra.

Morfologija GG-BAG hidrogelova je analizirana primenom istog SEM mikroskopa.
Osuseni poprecni preseci rehidratisanih inicijalnih uzoraka i uzoraka nakon 14 dana u SBF oblozeni
su tankim slojem zlata i snimljeni pri naponu od 20 keV.

Elementarna analiza je uradena primenom energodisperzivne spektroskopije X-zraka (EDS)
na osuSenim poprecnim presecima direktno, koriste¢i Jeol JSM 5800 skenirajuci elektronski
mikroskop (Tokio, Japan). Analiza je uradena na najmanje tri tacke na povrSini uzorka i tri tacke u
unutrasnjosti uzorka.
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3.14.7 Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM)

Veli¢ina 1 oblik nanocCestica srebra u Ag/alginatnim koloidnim rastvorima, kao 1 u
diskovima nakon rastvaranja, ispitivana je pomocu transmisione elektronske mikroskopije (TEM)
koris¢enjem ,,100 CX Electron” mikroskopa (JEOL Ltd., Tokio, Japan), na radnom naponu od
100 kV. Uzorci za TEM analizu su postavljeni na bakarnim mrezama prekrivenim ugljenikom (SPI
Supplies/Structure Probe Inc., West Chester, SAD).

3.14.8 Opticka mikroskopija

Pre¢nik Ag/alginatnih mikrocestica odreden je uz pomo¢ optickog mikroskopa (Olympus
CX41RF, Tokio, Japan), analizom slike primenom programa ,,CellA*“ (Olympus, Tokio, Japan). Na
osnovu dobijenih vrednosti merenja veli¢ine najmanje 20 mikrocestica odredena je srednja vrednost
precnika.

Pre¢nik inhibicione zone oko MG i VG diskova u direktnom kontakt testu na monosloju
hondrocita takode je analiziran primenom istog optickog mikroskopa. Pre posmatranja inhibicione
zone, diskovi su prvo pazljivo uklonjeni iz bunari¢a posude za ¢elijsku kulturu, a zatim je iz tih i
ostalih bunari¢a gde su se nalazili referentni materijali, uklonjen medijum.

Za posmatranje poroznosti i ostvarenog kontakta izmedu slojeva GG-BAG dvofaznih
nosaca kori$c¢en je stereo zum mikroskop.

3.15 BIOLOSKA KARAKTERIZACIJA

3.15.1 MTT test

MTT test je koriS¢en za odredivanje citotoksicnosti Ag/alginatnih koloidnih rastvora na
monosloju hondrocita. Uspostavljena je procedura za odredivanje citotoksi¢nosti MTT testom za
te¢ne uzorke koji su viskozni. MTT reagens je asepti¢no rastvoren u rastvoru PBS u koncentraciji
od 5 mg/ml, a zatim dodat u svaki bunari¢, tako da finalna koncentracija u bunari¢u bude 0,5
mg/ml.

Posude za ¢elijsku kulturu su nakon toga vracene u inkubator na 37°C naredna 3 h, kao
period koji je potreban da bi doslo do redukcije tetrazolijumske soli u formazan u mitohondrijama
zivih Celija. Nakon tog perioda, supernatant je odstranjen, i pre dodavanja izopropanola sa 0,1 M
HCI, svaki bunari¢ je dva puta ispran sa po 1-2 ml DMEM, kako bi se uklonili ostaci koloidnog
rastvora sa zidova bunari¢a. Kvantifikacija rastvorenog formazana odredena je koris¢enjem UV-
vidljivog spektrofotometra (model 3100, Mapada, Kina) na talasnoj duzini od 540 nm.
PreZivljavanje ¢elija je definisano kao odnos broja ¢elija koje rastu u prisustvu materijala koji se
ispituje 1 broja cCelija u kontroli. PoSto je broj zivih ¢elija direktno proporcionalan apsorbanci,
¢elijsko prezivljavanje, S, moze se izraunati kao:

S[oe]= A, / A, -100

gde je: Ay apsorbanca ¢elija koje su gajene u prisustvu Ag/alginatinh koloidnih rastvora,
A je apsorbanca ¢elija iz kontrole.

Citotoksicnost je odredena prema skali: ne-toksicno (> 90% prezivljavanje Celija), slabo
citotoksi¢no (60-90% prezivljavanje ¢elija), umereno citotoksi¢no (30-59% prezivljavanje ¢elija), i
jako citotoksi¢no (< 30% prezivljavanje ¢elija) (Merig i sar., 2008).

48



3.15.2 HistoloSka analiza

Uzorci tkiva artikularne hrskavice pripremljeni su za histolosku analizu tako $to su prvo
fiksirani u 4% formaldehidu u periodu od najmanje 24 h. Potom je tkivo dehidratisano u rastvorima
alkohola rastu¢ih koncentracija (70%, 96%, 100%), ¢ime je pripremljeno za kalupljenje u
Paraplastu. Histoloski preparati su obojeni hematoksilin i eozin i alcian blue bojom. Posebno je
obracena paznja da se povrSine eksplantata koje su bile u direktnom kontaktu sa Ag/alginatnim
diskovima i mikrocesticama oznace kako bi se uocio potencijalni citotoksican efekat u direktnom
kontaktu sa ispitivanim materijalom.
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4 REZULTATI

Istrazivanja sprovedena u okviru ove doktorske disertacije obuhvataju razvoj razlicitih
biomaterijala za potencijalnu primenu u inZenjerstvu skeletnih tkiva (hrskavice, kosti 1
osteohondralnog tkiva), kao i primenu viSe biomimi¢nih bioreaktorskih sistema u razvoju i
karakterizaciji dobijenih biomaterijala, sa aspekta primene.

4.1 KARAKTERIZACIUA Ag/ALGINATNIH NANOKOMPOZITA U 2D | 3D
SISTEMIMA

U ovoj doktorskoj disertaciji primenjen je biomimicni bioreaktorski sistem za funkcionalnu
karakterizaciju Ag/alginatnih koloidnih rastvora i hidrogelova sintetisanih od dve vrste alginata,
kako bi se utvrdili potencijali ovih biomaterijala za odredene primene. Naime, Ag/alginatni koloidni
rastvori su atraktivni za primenu u tretmanu rana kao antimikrobni premazi i kreme, dok
Ag/alginatni hidrogelovi mogu posluziti kao razli¢ite obloge za rane, ali i kao potencijalni
antimikrobni implantati za meka tkiva. Sa tim namenama u vidu, u ovoj doktorskoj disertaciji
primenjen je bioreaktor sa dinami¢kom kompresijom radi odredivanja citotoksi¢nosti u 3D
kulturama ¢elija i tkiva u odnosu na 2D ¢elijske kulture u monosloju, kao i stabilnosti i mehanicke
karakterizacije u uslovima koji imitiraju uslove u prirodnoj artikularnoj hrskavici.

4.1.1 Dobijanje Ag/alginatnih koloidnih rastvora

Nanodestice srebra sintetisane su elektrohemijskim postupkom u rastvorima alginata
razliCite viskoznosti i sa M/G odnosom od 1,94 i 1,38 za MG i VG koloidne rastvore, redom.
Prisustvo nanocestica srebra u oba dobijena koloidna rastvora koncentracije 3,9 mM, kao i u
razblazenim rastvorima finalne koncentracije 1 mM, potvrdeno je primenom UV-vidljive
spektrofotometrije (slika 4.1).
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Slika 4.1 UV-vidljivi apsorpcioni spektri inicijalnih 3,9 mM koloidnih rastvora i sterilisanih 1 mM
koloidnih rastvora za: A) alginat male viskoznosti sa velikim sadrzajem G jedinica (VG) i B) alginat
srednje viskoznosti sa malim sadrzajem G jedinica (MG); (100 pl koloidnog rastvora je razblazeno
u 2,9 ml dejonizovane vode; podaci su srednje vrednosti od n=3; standardne devijacije su
izostavljene radi preglednosti)

UV-vidljivi spektari pokazali su da u svim uzorcima maksimum apsorpcije postoji na
talasnim duzinama u opsegu 405-413 nm, $to odgovara karakteristicnim talasnim duZinama za
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nanocestice srebra (Mulfinger i sar., 2007; Martinez-Castafon i sar., 2008). Veci i uzi pikovi
primeceni su kod VG koloidnog rastvora (slika 4.1a), $to ukazuje na veéu koncentraciju nanocestica
srebra, kao 1 na uniformniju raspodelu veli¢ina dobijenih nanocestica srebra u poredenju sa MG
koloidnim rastvorom (slika 4.1b). Razblazivanjem koloidnih rastvora rastvorima alginata do Zeljene
koncenetracije nanocestica srebra od 1 mM, vrednost maksimuma apsorpcije priblizno je
proporcionalno smanjena kod oba tipa koloidnih rastvora (slika 4.1).

4.1.1.1 TEM analiza koloidnih rastvora

TEM analiza potvrdila je prisustvo sferi€énih nanocestica srebra u oba koloidna rastvora
(slike 4.2a i 4.3a). Na uzorku od preko 100 Cestica, utvrdeno je da je veli¢ina nanocestica srebra u
VG koloidnom rastvoru u opsegu 3-18 nm sa srednjim pre¢nikom 8,7 + 2,6 nm (slika 4.2b).
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Slika 4.2 TEM analiza koloidnog rastvora alginat male viskoznosti sa velikim sadrzajem G jedinica
(VG): A) mikrografija nanocestica srebra; B) raspodela veli¢ina nanocestica srebra

Veli¢ina nanocestica srebra sintetisanih u MG alginatu bila je u opsegu 3-28 nm sa srednjim
pre¢nikom 9,3 + 3,2 nm (slika 4.3b).
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Slika 4.3 TEM analiza koloidnog rastvora alginat srednje viskoznosti sa malim sadrzajem G
jedinica (MG): A) mikrografija nanocestica srebra; B) raspodela veli¢ina nanoCestica srebra

Dobijeni rezultati potkrepljuju zapazanja vezana za UV-vidljivu spektrofotometrijsku
analizu koja je ukazala na trend raspodele veli¢ina nanocestica u dobijenim koloidnim rastvorima,
odnosno da su u VG koloidnom rastvoru dobijene manje nanocestice srebra, uniformnije raspodele.
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4.1.2 Dobijanje Ag/alginatnih hidrogelova

U ovom radu ispitivani su Ag/alginatni hidrogelovi u obliku diskova, dok su za jednu
studiju citotoksicnosti proizvedene i Ag/alginatne mikrocestice, kako je opisano u prethodnom radu
(Jovanovié i sar., 2012).

UV-vidljivi spektri rastvorenih diskova pokazali su znacajno vece apsorpcione maksimume
u odnosu na odgovaraju¢e pocetne koloidne rastvore, za oba tipa alginata (slika 4.4).
Koncentrovanje nanocestica srebra unutar diskova posledica je kontrakcije alginatnih hidrogelova
tokom 48 h geliranja, $to je zapazeno u prethodnim istrazivanjima (Martinsen i sar., 1989; Velings i
Mestdagh, 1995; Stojkovska i sar., 2012).
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Slika 4.4 UV-vidljivi apsorpcioni spektri sterilisanih 1 mM koloidnih rastvora i dobijenih diskova
za: A) alginat male viskoznosti sa velikim sadrzajem G jedinica (VG) i B) alginat srednje
viskoznosti sa malim sadrzajem G jedinica (MG); (100 ul koloidnog rastvora je razblazeno u 2,9 ml
dejonizovane vode dok je 0,1 g Ag/alginatnih diskova rastvorenih u 2,9 ml 10 mas.% Na-citrata;
podaci su srednje vrednosti od n=3; standardne devijacije su izostavljene radi preglednosti)

Primeceno je da je, u slucaju VG alginata, povecanje maksimuma apsorpcije vece i to ~ 2,5
puta, dok je u slu¢aju MG alginata to povecanje bilo ~ 1,4 puta (slika 4.4). Veci stepen kontrakcije,
zapazen kod VG alginata, u direktnoj je vezi sa brojem G jedinica prisutnih kod ovog tipa alginata,
koje su odgovorne za stvaranje primarnih veza i bolje umreZavanje unutar polimernog hidrogela
(Davidovich-Pinhas i Bianco-Peled, 2010; Topuz, 2012).

Rezultati dobijeni UV-vidljivom spektrofotometrijom potvrdeni su primenom AAS metode,
kojom je u VG Ag/alginatnim diskovima izmerena ukupna koncentracija srebra od 2,28 £ 0,12 mM,
dok je u MG Ag/alginatnim diskovima izmerena znafajno manja koncentracija srebra od
1,29 £ 0,19 mM.

4.1.2.1 TEM analiza rastvorenih Ag/alginatnih diskova

U rastvorenim Ag/alginatnim diskovima TEM analizom potvrdeno je prisutvo nanocestica
srebra, ¢ije su veli¢ine u VG diskovima bile 4-14 nm sa srednjim pre¢nikom od 8,2 + 2,1 nm, dok su
u MG diskovima bile u opsegu 4-28 nm, sa srednjim precnikom od 11,9 £ 4,8 nm (slike 4.5 i 4.6,
redom). Ovi rezultati ukazuju da su u VG alginatnim diskovima nanocestice bile dobro stabilisane i
da nije doslo do aglomeracije tokom geliranja. Sa druge strane u MG Ag/alginatnim diskovima
doslo je do blage aglomeracije nanocestica srebra, tako da je srednji prec¢nik porastao ~ 28%.

52



B) 20 4

o]
1

1

Broj ¢estica (%)
)

(= )
I

[ A

T T T T T T T T T T T T T T

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27
d, nm

Slika 4.5 TEM analiza nakon rastvaranja Ag/alginatnih diskova na bazi alginata male viskoznosti
sa velikim sadrzajem G jedinica (VG): A) mikrografija nanoCestica srebra; B) raspodela veli¢ina
nanocestica srebra
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Slika 4.6 TEM analiza nakon rastvaranja Ag/alginatnih diskova na bazi alginata srednje viskoznosti
sa malim sadrzajem G jedinica (MG): A) mikrografija nanocCestica srebra; B) raspodela veli¢ina
nanocestica srebra

4.1.3 FTIR analiza alginatnih i koloidnih rastvora i hidrogelova

Razlike izmedu dva tipa alginata, dobijenih koloidnih rastvora i njihovih hidrogel formi na
molekulskom nivou ispitane su FTIR spektroskopijom, slika 4.7.
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Slika 4.7 Uporedni FTIR spektri: A) Na- alginata srednje viskoznosti sa malim sadrzajem G
jedinica (MG) i MG Ca-alginata, B) Na-alginata male viskoznosti sa velikim sadrzajem G jedinica
(VG) i VG Ca-alginata, C) MG koloidnog rastvora i MG diskova, D) VG koloidnog rastvora i VG
diskova, E) MG Na-alginata i MG koloidnog rastvora i F) VG Na-alginata i VG koloidnog rastvora
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Talasni brojevi karakteristi¢nih pikova prikazani su u tabeli 4.1.

Tabela 4.1 FTIR spektroskopska analiza oba tipa alginata, odgovarajucih alginatnih hidrogelova,
dobijenih koloidnih rastvora i njihovih hidrogel formi

Talasni broj, cm™

MG VG Karakteristicna
MG Na- | VGNa- | MG Ca- | VG Ca- koloidni | Koloidni MG VG veza

alginat | alginat | alginat | alginat rastvor | rastvor diskovi diskovi

3448 3444 3431 3435 3434 3446 3431 3416 v(OH)

2929 2929 2929 2929 2929 2929 2929 2929 vas(CH2)
1612 1612 1620 1640 1612 1619 1615 1618 vas(COO")
1421 1419 1428 1418 1421 1428 1430 vs(COO)

Poredenjem IR spektara alginata i odgovarajuéih hidrogelova uoc¢eno je znac¢ajno pomeranje
karakteristi¢nih apsorpcionih traka koje poti¢u od vibracija istezanja (—OH) veze, kao i simetri¢nih i
asimetricnih vibracija istezanja (-COQO) veze. Pomeranje apsorpcione trake (-OH) veze sa
karakteristi¢ne talasne duzine od ~ 3440 cm™ na niZe talasne duzine (~ 3431, ~ 3435, ~ 3431 i ~
3416 cm™ za MG alginatne diskove, VG alginatne diskove, MG Ag/alginatne diskove i VG
Ag/alginatne diskove, redom) ukazuje na jaCu interakciju izmedu hidroksilnih grupa u svim
hidrogelovima. Posebno znacajne interakcije izmedu hidroksilnih grupa su primecene kod VG
Ag/alginatnih diskova, §to je posledica jake kontrakcije polimerne mreze tokom geliranja,
izbacivanja vode i priblizavanja polimernih lanaca usled povecanjem koncentracije polimera, kao
$to je navedeno u literaturi (Zechner-Krpan i sar., 2010).

Pomeranje ove karakteristiéne apsorpcione trake ka nizim talasnim duzinama (~ 3434 cm™)
je takode primeéeno u MG koloidnom rastvoru najverovatnije usled interakcije hidroksilnih grupa
sa nanocesticama srebra (Zhao i sar., 2014). Na spektru VG koloidnog rastvora nije primeéeno
slicno pomeranje karakteristicne apsorpcione trake hidroksilnih grupa. Izmena jona natrijuma sa
jonima kalcijuma, tokom procesa geliranja, rezultirala je stvaranjem jace C=0O veze, a time 1 ve¢om
energijom veze, §to je dovelo do manjeg pomeranja u vibracionim spektrima karboksilnih grupa ka
vi§im talasnim duzinama (Sartori i sar., 1997). Znacajne promene u asimetricnim vibracijama
istezanja veze (-COQ) grupa, primeéene su samo kod VG koloidnog rastvora i VG Ag/alginatnih
diskova. Ovaj rezultat najverovatnije ukazuje na interakcije izmedu nanocCestica srebra i
karboksilnih grupa kod VG koloidnog rastvora i diskova, ali potencijalno i na razli¢ite mehanizme i
nacine stabilizaciji nanocestica srebra prilikom sinteze u alginatima razli¢itog sastava.

4.1.4 Funkcionalna karakterizacija Ag/alginatnih nanokompozita primenom
biomimi¢nog bioreaktora

Funkcionalna karakterizacija Ag/alginatnin nanokompozita je obuhvatala ispitivanje
citotoksicnosti Ag/alginatnih koloidnih rastvora i hidrogelova, uz paralelna ispitivanja otpustanja
srebra. U cilju odabira odgovarajuceg tipa alginata za potencijalnu primenu kao implantata za meka
tkiva, posebno tkiva hrskavice, prvo su izvedena ispitivanja mehanicke stabilnosti Ag/alginatnih
hidrogelova u bioreaktoru sa dinami¢kom kompresijom.
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4.1.4.1 Mehanic¢ka stabilnost MG i VG Aqg/alginatnih diskova

Stabilnost i mehanicka svojstva dva tipa Ag/alginatnih diskova ispitani su u biomimi¢nom
bioreaktoru sa dinamickom kompresijom, u fizioloski relevantnim uslovima tokom 7 dana. Na slici
4.8 prikazane su zavinosti srednje vrednosti za tri merenja napona od deformacije i linearne
zavisnosti dobijene metodom najmanjih kvadrata odstupanja. Moze se uociti relativno dobro
slaganje eksperimentalnih podataka sa linearnim trendom (R?=0,93-0,98) u prvih 24 h ispitivanja.
Iz nagiba linearne zavisnosti odredeni su dinamicki moduli elasti¢nosti, pri ¢emu su MG
Ag/alginatni diskovi ve¢ na pocetku pokazali za oko 30% slabije inicijalne mehanicke
karakteristike u odnosu na VG diskove, odnosno dinamic¢ki moduli elasti¢nosti su iznosili
43,7 £ 1,5 kPai 64,3 £ 3,3 kPa, redom (slika 4.8).
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Slika 4.8 Zavisnosti napona od deformacije pri brzini kompresije od 337,5 um/s; eksperimentalni
rezultati (srednja vrednost tri merenja) i linearne zavisnosti dobijene metodom najmanjih kvadratna
odstupanja: A) Ag/alginatni diskovi na bazi alginata male viskoznosti sa velikim sadrzajem G
jedinica (VG), B) Ag/alginatni diskovi na bazi alginata srednje viskoznosti sa malim sadrzajem G
jedinica (MG) (na eksperimentalne rezultate primenjen je centralni matematicki metod filtriranja
srednje vrednosti od pet tacaka)

Tokom daljeg ispitivanja mehanickih karakteristika u uslovima dinamicke kompresije i
protoka medijuma doslo je do postepenog slabljenja oba tipa hidrogelova, usled izmene Ca?" iz
hidrogela sa Na* iz hranljivog medijuma. Nakon perioda od 12 h, dinami¢ki moduli elasti¢nosti su
iznosili 28,3+ 0,6 kPa i 42,8 + 1,5 kPa za MG i VG Ag/alginatne diskove, redom, §to predstavlja
smanjenje od oko 34%. Dinamicki moduli elasti¢nosti izmereni nakon 24 h iznosili su
11,3+ 1,0kPai 21,5+ 2,1 kPa za MG i VG diskove, redom, sto je odgovaralo smanjenju od ~74% i
~66%, redom. Nakon perioda od 24 h zavisnost napona od deformacije kod MG diskova znacajno

56



je odstupala od linearne zavisnosti (R?<0,5), $to je ukazalo na raspadanje i gubitak integriteta
diskova, tako da se posle tog perioda mehanicke karakteristike ovih diskova nisu ni mogle izmeriti.
Sa druge strane, VG Ag/alginatni diskovi su =zadrzali priblizno konstantane mehanicke
karakteristike, do kraja eksperimenta, odnosno 7 dana. Zavisnost napona od deformacije izmerena
7. dana nije statisti¢ki znacajno razli¢ita od eksperimentalne zavisnosti dobijene posle 24 h (slika
4.8).

Mehanicka karakterizacija diskova pod fizioloski relevantnim uslovima u biomimi¢nom
bioreaktoru sa dinami¢kom kompresijom i protokom medijuma, nedvosmisleno je ukazala na
mogucnost primene VG Ag/alginatnih hidrogelova kao potencijalnih kandidata za implantate mekih
tkiva. Sa druge strane MG diskovi, usled brze razgradnje u fizioloSkom okruzenju, nisu pogodni za
implantaciju na mestu kao S$to je artikularna hrskavica, ve¢ potencijalno mogu naéi primenu u
tretmanu rana.

4.1.4.2 Citotoksi¢nost u 2D sistemima na monosloju ¢elija

4.1.4.2.1 Ag/alginatni koloidni rastvor

Citotoksi¢nost MG Ag/alginatnog koloidnog rastvora ispitivana je u 2D sistemu direktnim
kontakt testom na monosloju ¢elija, i to na dve ¢elijske linije — hASC i L929, kao i na primarnim
¢elijama hondrocita izolovanim iz artikularne hrskavice teleta. U eksperimentima sa ¢elijskim
linjjama postavljane su tri eksperimentalne grupe: (i) Celije tretirane sa 0,05 mM ukupne
koncentracije srebra (§to odgovara 3x10° mmolAg/éeliji), (ii) ¢elije tretirane sa 0,5 mM ukupne
koncentracije srebra (§to odgovara 30x10°° mmolAg/éeliji) i (iii) kontrolna grupa sa hranljivim
medijumom, u kojoj ¢elije nisu bile tretirane. Prezivljavanje ¢elija (S%) utvrdeno je brojanjem
nakon 2 h, 48 h i nakon 6 dana, slika 4.9.
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Slika 4.9 Prezivljavanje (S%) ¢elijskih linija tretiranih sa koloidnim rastvorom alginata srednje
viskoznosti sa malim sadrzajem G jedinica (MG) pri ukupnoj koncentraciji srebra od 0,05 mM i 0,5
mM nakon 2 h, 48 h i 144 h: A) humanih mati¢nih ¢elija poreklom iz masnog tkiva (hASC);

B) L929

MG koloidni rastvor razblazen do koncentracije srebra od 0,5 mM ispoljio je jaku
citotoksi¢nost (0% prezivljavanja) na oba tipa Celijskih linija, pri ¢emu je ovaj efekat bio blago
odloZen u slucaju hASC ¢elija. Naime, u periodu od 2 h prezivljavanje Celija je jo$§ uvek iznosilo
oko 92%. Kod celija tretiranih sa koloidnim rastvorom pri koncentraciji srebra od 0,05 mM
zabeleZeno je prezivljavanje > 56% kod oba tipa celijskih linija ¢ak i posle 6 dana, Sto ukazuje na
slab do umeren citotoksi¢an efekat. Interesantno je da se citotoksican efekat 0,05 mM koncentracije
srebra na 1929 ¢elijskoj liniji postize u prvih 48 h, nakon ¢ega broj metabolicki aktivnih ¢elija
ostaje konstantan. Sa druge strane, citotoksi¢nost koloidnog rastvora sa koncentracijom srebra od
0,05 mM na hASC izgleda vremenski zavisna, i u poredenju sa citotoksi¢nim efektom na 1929
¢elijskoj liniji, daleko manja.

U eksperimentima na celijama hondrocita, ispitivan je efekat koncentracije 1 koli¢ine
nanoCestica srebra i/ili Ag" na vijabilnost Celija. Postavljene su Getiri eksperimentalne grupe: (i)
¢elije tretirane sa 0,05 mM ukupne koncentracije srebra (Sto je ekvivalentno 2,5%10
1% mmolAg/éelija), (ii) ¢éelije tretirane sa 0,5 mM ukupne koncentracije srebra (3to je ekvivalentno
5x10°mmolAg/¢elija), (iii) éelije tretirane sa 0,5 mM ukupne koncentracije srebra u veéoj
zapremini (Sto je ekvivalentno 50x107° mmolAg/¢eliji) i (iv) kontrolna grupa sa hranljivim
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medijumom, i netretiranim ¢elijama. Vijabilnost ¢éelija (S%) utvrdena je MTT testom nakon 24 h
(slika 4.10).
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Slika 4.10 Prezivljavanje (S%) ¢elija hondrocita tretiranih sa koloidnim rastvorom alginata srednje
viskoznosti sa malim sadrzajem G jedinica (MG) koncentracije srebra od 0,05 mM i 0,5 mM, kao i
sa MG koloidnim rastvorom u dva puta ve¢oj zapremini (0,5 mM (2V)) nakon 24 h; umetak
predstavlja uvecan deo grafika za grupe 0,5 mM i 0,5 mM (2V)

Umeren citotoksican efekat (prezivljavanje ~ 50%) primeéen je u grupi u kojoj su celije
tretirane sa 0,05 mM koncentracijom srebra. Sa druge strane, u grupama u kojima su éelije tretirane
sa 0,5 mM koncentracijom srebra primecena je jaka citotoksi¢nosti sa prezivljavanjem manjim od
5%, (slika 4.10, umetak). U grupama u kojima su ¢elije tretirane sa rastvorom iste koncentracije, ali
u veéoj koli¢ini (50x1071° mmol/éeliji u odnosu na 25%10% mmol/¢eliji) prezivljavanje se dodatno
smanijilo (sa 2,5 na 0,5%).

Dobijeni rezulatati su ukazali da citotoksi¢nost zavisi od koncentracije nanocestica/jona
srebra kojoj su ¢Celije izloZene, ali potencijalno i od koli¢ine srebra. Zavisnost citotoksi¢nosti od
koli¢ine srebra trebalo bi utvrditi preciznije, pri manjim koncentracijama srebra (kao S$to je
0,05 mM) koje imaju umeren citotoksic¢an efekat na celije.

4.1.4.2.2 Ag/alginatni diskovi - direktni kontakt test

Citotoksi¢nost VG Ag/alginatnih diskova ispitana je u direktnom kontakt testu na monosloju
tele¢ih hondrocita tokom 48 1 96 h. Citotoksi¢nost ispitivanih diskova procenjena je na osnovu
veli¢ine formirane inhibicione zone oko diskova i uporedena sa referentnim biokompatibilnim i
referentnim toksi¢nim materijalom, kao i sa kontrolnom grupom u kojoj su netretirane ¢elije. U
kontrolnoj grupi ¢elije su ravnomerno zauzele celu dostupnu povrsinu bunarica sa karakteristicnom
morfologijom ¢elija hondrocita u monosloju, koja podse¢a na morfologiju fibroblasta (Glowacki i
sar., 1983) (slika 4.11).
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Slika 4.11 Celije u monosloju iz kontrolne studije, bez tretmana (razmernik = 500 pm)

U grupi u kojoj je koriscen silikonski lepak kao biokompatibilni i/ili bioinertni materijal,
¢elije su bile rasporedene na sli¢an nacin po celoj povrSini bunarica, ali i po povrsini 1 oko samog
referentnog materijala. Pri tome je morfologija ¢elija odgovarala morfologiji hondrocita i ¢elija u
kontrolnoj grupi. Izgled monosloja u obe ove grupe je bio sli¢an i nakon 48 i 96 h (slike 4.12a i
4.13a).

Slika 4.12 Kontakt test u kulturi hondrocita u monosloju nakon 48 h: A) silikonski lepak kao
biokompatibilni referentni materijal, B) bakarna plo¢ica kao referentni toksi¢ni materijal,
C) Ag/alginatni disk na bazi alginata male viskoznosti sa velikim sadrzajem G jedinica (VG); levi
panel: ivica materijala, desni panel: ivica bunaric¢a (razmernik = 500 pm)

U negativnoj kontrolnoj grupi gde su kao citotoksi¢an materijal koriS¢ene bakarne plocice,
ispoljena je znacajna citotoksi¢nost nakon 48 h, u vidu inhibicione zone od oko 4-6 mm koju je
pratila zona prilicno zaobljenih i atipi¢nih ¢elija. Kod negativne kontrole samo u uskoj zoni uz
zidove bunari¢a mogle su se uoditi zive ¢elije normalne morfologije (slika 4.12b). Citotoksi¢nost
bakarnih plocica bila je jos izrazenija nakon 96 h, §to je dovelo do formiranja zone inhibicije 10-12
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mm, sa veoma malim brojem zivih ¢elija uz ivicu bunarica (slika 4.13b). Ag/alginatni diskovi
izazvali su manje izrazene citotoksicne efekte nakon 48 h u poredenju sa negativnom kontrolom.
Celije unutar bunariéa su bile Zive osim u neposrednoj blizini samih diskova u inhibicionoj zoni
precnika od 1 do 2 mm (slika 4.12¢). Citotoksi¢nost Ag/alginatnih diskova prakti¢no se nije
menjala u narednih 48 h, tako da je nakon 96 h izmerena ista debljina inhibicione zone oko 1-2 mm
(slika 4.13c).

T

T 500um _I
Slika 4.13 Kontakt test u kulturi hondrocita u monosloju nakon 96 h: A) silikonski lepak kao
biokompatibilni referentni materijal, B) bakarna plo¢ica kao referentni toksi¢ni materijal,
C) Ag/alginatni disk na bazi alginata male viskoznosti sa velikim sadrzajem G jedinica (VG); levi
panel: ivica materijala, desni panel: ivica bunaric¢a (razmernik = 500 pm)

Da bi se objasnili dobijeni rezultati izmerene su koncentracije otpuStenog srebra u
medijumu, pomo¢u AAS. Nakon 48 h izmerena koncentracija je iznosila 10 £ 1 uM, dok je posle
96 h ova koncentracija iznosila 16 + 1 puM. U isto vreme, koncentracije Cu? u medijumu u
kulturama sa bakarnim plo¢ama su iznosile 5,11 £ 0,61 mM i 4,95 £ 0,78 mM nakon 48 i 96 h,
redom. Blagi porast koncentracije srebra nije imao znacajan uticaj na citotoksi¢nost, dok je u
kulturama sa bakarnim plo¢ama pri istoj oslobodenoj koncentraciji Cu?*, doslo do smanjenja
vijabilnosti ¢elija. Dobijeni rezultati se mogu pripisati formiranju AgCl usled prisustva znacajne
koli¢ine CI" u medijumu (Stojkovska i sar., 2014, Kosti¢ i sar., 2016) za koje je pokazano da ima
manju toksi¢nost nego joni srebra ili nanocesticesrebra (Angel i sar., 2013).

4.1.4.2.3 Ag/alginatni diskovi — indirektni ekstrakcioni test

Citotoksi¢nost VG Ag/alginatnih diskova ispitana je u indirektnom ekstrakcionom testu na
monosloju tele¢ih hondrocita u toku 48 i 96 h pri ¢emu je primenjena MTT metoda za procenu
vijabilnosti ¢elija. Kao 1 u prethodnom slucaju, rezultati ispitivanja Ag/alginatnih diskova su
uporeden sa rezultatima ekstrakata bakarnih plocica, kao negativne kontrole, ekstrakata
polipropilenskih plocica, kao pozitivne kontrole 1 kontrolnom grupom koja je sadrzala samo
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hranljivi medijum (slika 4.14). U pozitivnoj kontrolnoj grupi vijabiljnost ¢elija nakon 48 h je bila
oko 80%, Sto spada u slabu citotoksi¢nost. Sa druge strane, u negativnoj kontrolnoj grupi primeéena
je jaka citotoksi¢nost sa stepenom prezivljavanja od ~ 15%. U odnosu na kontrolne grupe, u grupi
koja je tretirana ekstraktom Ag/alginatnih diskova, izmerena je umerena citotoksi¢nost i stepen
prezivljavanja od ~ 40%. Na osnovu rezultata dobijenih nakon 96 h tretmana, moze se uociti da
toksi¢nost primenjenih ektrakata raste sa porastom vremena kontakta sa celijama. Pa je tako, u
pozitivnoj kontrolnoj grupi zapazena umerena citotoksi¢nost i prezivljavanje ¢elija od ~ 50%, $to
predstavlja smanjenje stepena prezivljavanja celija za oko 60%. U negativnoj kontrolnoj grupi, gde
su celije tretirane ekstraktom bakarnih plocica, primecena je jaka citotoksi¢nost sa stepenom
prezivljavanja od ~ 20%, Sto statisti¢ki nije znacajna promena u odnosu na 48 h. Na kraju, u grupi
gde su Celije tretirane ekstraktom Ag/alginatnih diskova izmereno je prezivljavanje ¢elija od ~ 30%,
Sto predstavlja smanjenje stepena prezivljavanja za ~ 30%, ali i dalje predstavlja umerenu
citotoksi¢nost.
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Slika 4.14 Prezivljavanje (S%) ¢elija hondrocita u grupi sa hranljivim medijumom (M) i u
tretiranim grupama sa ekstraktom polipropilenskih ploc¢ica (pozitivna kontrola, K+), ekstraktom
bakarnih plo¢ica (negativna kontrola, K-) i ekstraktom Ag/alginatnih diskova na bazi alginata male
viskoznosti sa velikim sadrzajem G jedinica (VG) nakon 481 96 h

Dobijeni rezultati u ekstrakcionom testu za negativnu kontrolu su suprotni sa o¢ekivanim jer
bi polipropilen trebalo da bude potpuno biokompatibilan (Labay i sar., 2015). Stoga su izmerene
pH vrednosti koriS¢enih ekstrakata 1 ustanovljeno je znafajno povecanje u svim ispitivanim
grupama u odnosu na netretiranu kontrolu gde je pH vrednost iznosila 7,4. Za pozitivnu kontrolu,
negativnu kontrolu i za Ag/alginatne diskove ove vrednosti su iznosile 7,65; 7,85 i 7,70 redom.
Stoga se moze zakljuciti da su rezultati citotoksi¢nosti posledica 1 pove¢ane pH vrednosti u
medijumu jer su hondrociti u artikularnoj hrskavici izloZeni neutralnoj do blago kiseloj sredini
(pH~6,9; Gibson i sar., 2008).

4.1.4.3 Citotoksi¢nost u 3D sistemima u kulturi tkiva

4.1.4.3.1 Ag/alginatni koloidni rastvor

Citotoksi¢nost MG Ag/alginatnog koloidnog rastvora ispitivana je u 3D kulturi eksplantata
artikularne hrskavice u bioreaktoru sa dinami¢kom kompresijom i protokom medijuma tokom 48 h.
Koloidni rastvor u medijumu za ¢elijsku kulturu sa ukupnom koncentracijom srebra od 0,5 mM,
kontinualno je recirkulisao protokom od 0,12 ml/min. Istovremeno je postavljena kontrolna staticka

62



studija sa hranljivim medijumom bez dodatka koloidnog rasvora. Nakon 48 h u uslovima dinamicke
kompresije do 10% deformacije eksplantata u rezimu 1 h rada/l h pauze, histoloska analiza nije
pokazala postojanje razlika izmedu eksplantata iz dinamickog sistema u prisustvu nanocestica
srebra i kontrolne stati¢ke studije. U oba sluc¢aja histoloski preparati su pokazali ravnomernu
raspodelu zivih ¢elija i GAG (slika 4.15). Da bi se proverila moguc¢nost migracije nanocestica
srebra ili Ag* unutar tkiva hrskavice usled difuzije i/ili prinudne konvekcije izazvane dinamickom
kompresijom, eksplantati hrskavice su digestirani i merena je koncentracija srebra pomocu ICP.
Prisustvo srebra nije detektovano ni u jednom uzorku.

— s00um |

i — sooum |
Slika 4.15 Histoloski preseci eksplantata tkiva artikularne hrskavice posle 48 h: A) staticka kultura,

B) bioreaktorska kultura sa protoka 0,5 mM koloidnog rastvora u medijumu. Levi paneli: ,,alcian
blue* bojenje; desni paneli: ,,H&E* bojenje (razmernik = 500 um)

4.1.4.3.2 Aglalginatne mikrocestice

U posebnoj studiji ispitana je citotoksi¢nost Ag/alginatnih mikrocestica dobijenih iz 1mM
MG koloidnog rastvora u 3D kulturi eksplantata artikularne hrskavice u bioreaktoru sa dinamickom
kompresijom i protokom medijuma u periodu od 13 dana kako bi se odredili efekti u produzenom
vremenskom periodu.

Ag/alginatne mikrocestice pre¢nika 1,06 £ 0,14 mm (slika 4.16) su proizvedene u sterilnim
uslovima, postupkom koji je ranije opisan (Stojkovska i sar., 2012).
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Slika 4.16 Izgled sterilnih nanokompozitnih mikrocestica koris¢enih za ispitivanje citotoksi¢nosti u
bioreaktorskim uslovima tokom 13 dana

Tri bioreaktorske komore su napunjene prvo mikrocesticama na koje je postavljen po jedan
eksplantat hrskavice, tako da su donja i laterelne povrSine eksplantata bile u direktnom dodiru sa
mikrocesticama. Posle 13 dana ispitivanja, mikrocestice koje su bile direktno izloZzene dinamickoj
kompresiji u prisustvu Na* iz hranljivog medijuma su nabubrele, deformisale se i uglavnom
popucale, dok su mikrocestice koje su bile neoptereCene jer su se nalazile u zoni izmedu zida
komore i dijafragme ostale celovite i delimi¢no nabubrele, ali bezbojne (slika 4.17a). Na kraju
eksperimenta masa preostalih mikrocestica je iznosila ~ 50% pocetne vlazne mase, a precnik je bio
1,55+ 0,24 mm. U ovom ispitivanju UV-vidljivom spetrofotometrijom nakon rastvaranja nije
potvrdeno prisustvo nanocCestica srebra (slika 4.17D).

400 500 600 700 800 900

talasna duzina [nm]

Slika 4.17 Analiza Ag/alginatnih mikrocestica nakon 13 dana eksperimenta; A) mikrografija dela
mikrocestice, razmernik = 500 pm; B) UV-vidljivi spektar rastvorenih Ag/alginatnih mikrocestica
(0,1 g mikrocestica rastvorenih u 2,9 ml 10 mas.% Na-citrata; podaci predstavljaju srednju vrednost
od tri merenja)

Dezintegraciju mikrocestica su potvrdila i merenja odziva senzora opterecenja bioreaktora u
toku eksperimenta. Na slici 4.18 prikazana je zavisnost napona od deformacije na pocetku
eksperimenta gde se moze uoditi linearan trend (R?>0,99) i mala odstupanja rezultata pri
ponovljenim ciklusima kompresije.
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Slika 4.18 Zavisnosti napona od deformacije pri brzini kompresije od 337,5 um/s za eksplantate
artikularne hrskavice na sloju Ag/alginatnih mikrocestica na pocetku eksperimenta; eksperimentalni
podaci i linearna zavisnost dobijena metodom najmanjih kvadrata odstupanja za srednje vrednosti
merenja

Iz nagiba prave dobijene metodom najmanjih kvadrata odstupanja odreden je dinamicki
modul elasti¢nosti koji je iznosio 102,1 + 1,7 kPa. Medutim, tokom prva dva dana ispitivanja doslo