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1. UvoD

Razne bolesti i ozljede dovode do ostecenja i degeneracije tkiva te ona trebaju biti
zamijenjena za Sto se najcescée koriste tehnike transplantacije. Transplantant moze biti vlastito
tkivo bolesnika (autologna transplantacija), tkivo razliCite jedinke iste vrste (alogena
transplantacija) ili tkivo jedinke razliCite vrste (ksenogena transplantacija). Upotreba ovih
konvencionalnih transplantanata naisla je na ozbilijne probleme i ograni¢enja, upotreba
vlastitog tkiva izrazito je skupa, bolna, anatomski ograniCena te povezana sa smrtnoscu
bolesnika zbog infekcije, dok alografti i ksenografti imaju rizik od prenoSenja bolesti sa donora
na bolesnika te takoder pokrecu nepozeljne imunoloske reakcije koje mogu rezultirati
odbacivanjem transplantanta (Burg i sur., 2000). Zbog navedenih problema, uslijed potrebe
za razvojem zamjenskih metoda i materijala, pocelo se razvijati podrucje tkivnog inzenjerstva.
Pojam tkivno inzenjerstvo predstavljen je 1987. te je definiran kao ,primjena principa i metoda
inzenjerstva i prirodnih znanosti za razumijevanje struktura i funkcija normalnog i patoloskog
tkiva sisavaca i razvoj bioloskih zamjena za obnovu, odrzavanje ili poboljSanje funkcije
ostecenih tkiva." (Meyer i sur., 2009). Podrucje tkivnog inZenjerstva izrazito je
multidisciplinarno te okuplja brojne strucnjake iz podrucja inZenjerstva i prirodnih znanosti.
Postoje tri glavna pristupa u tkivnom inzenjerstvu: koristenje izoliranih stanica ili stanicnih
zamjena, koriStenje nestanicnih materijala sa sposobnoS¢u obnove tkiva i koriStenje
kombinacije stanica, materijala, najcesce u obliku nosaca i faktora rasta. Tkivno inZenjerstvo
se ekstenzivno oslanja na uporabu poroznih trodimenzionalnih (3D) nosaca kako bi se osiguralo
prikladno okruzenje za stvaranje tkiva i organa (slika 1). Idealni nosaci bioloski su kompatibilni
i ekonomicni za proizvodnju te poticu stvaranje funkcionalnog i cvrstog tkiva. Mnoge
tradicionalne metode izrade nosaca koriste toksi¢na otapala i polimere koji su Stetni za okolis
te nisu u skladu sa zelenom tehnologijom. Brojni prirodni i sinteticki materijali proucavaju se
kako bi se koristili kao biomaterijali koji sve viSe pronalaze primjenu u tkivnhom inzenjerstvu
zbog svojih mehanickih svojstava, stabilnosti i bioloske kompatibilnosti. Proteini, posebice oni
biljnog porijekla, zbog iznimno povoljnih svojstava predmet su brojnih istraZivanja primjene u
biomedicinske svrhe. Medu biljnim proteinima soja ima najvecu koli¢inu izoflavona (Curt i sur.,
2009). Izoflavoni poput genisteina i daidzeina su fitoestrogeni koji utjecu na signalne puteve
u eukariotskim stanicama izazivajuci protuupalno djelovanje, stoga se soja sve ¢eSce koristi

kao materijal za izradu nosaca u tkivnom inZenjerstvu.
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biokompatibilnog nosaca (Krmpoti¢ i sur., 2017)



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Nosaci

Idealni nosaci visoko su porozni materijali s medusobno povezanim porama koji
oponasaju prirodni izvanstani¢ni matriks, omogucujuéi stvaranje krvnih Zzila te prijenos
hranjivih tvari, kisika i metabolickog otpada. PovrSinska svojstva nosa¢a moraju biti pogodna
za prianjanje, umnazanije i diferencijaciju stanica. Nosa¢ mora imati odgovaraju¢a mehanicka
svojstva te se postupno resorbirati kontroliranom brzinom razgradnje koja odgovara stvaranju
novog tkiva. (Ivankovi¢ i sur., 2019). Nosaci sa zasijanim stanicama (slika 2) mogu biti
kultivirani in vitro te se novo tkivo transplantira na oste¢eno podrudje ili mogu biti direktno
implantirani na oste¢eno podruéje gdje ¢e se obnova tkiva ili organa odvijati in vive.

(Jahangirian i sur., 2019)
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Slika 2. Principi uzgoja i implantacije nosaca (Jahangirian i sur., 2019)

Metode izrade trodimenzionalnih poroznih nosaca dijele se na konvencionalne metode
i metode ubrzanog prototipiranja (Mallick i sur., 2013). Konvencionalne metode, poput
elektroispredanja, liofilizacije, separacija faza, plinskog pjenjenja (,gas foaming"), lijevanja
smrzavanjem (,freeze casting") i lijevanja otapalom (,solvent casting") jeftine su i pruzaju
Sirok spektar podeSavanja fizikalno-kemijskih svojstava. Medutim, konvencionalne metode
nude malu sposobnost preciznog upravljanja velicinom i geometrijom pora, medusobnom
povezanoSCu pora, prostornom raspodjelom pora i izgradnjom unutarnjih kanala u nosacu.
(Yeong i sur., 2004). Ubrzano prototipiranje smatra se odrzivom alternativom za postizanje

opsezne i detaljne kontrole nad arhitekturom nosaca. Ubrzano prototipiranje koje obuhvaca



postupke poput stereolitografije, selektivhog laserskog sinteriranja, bioprintanja i bioplotanja
koristi se za izradu trodimenzionalnih i vlaknastih struktura. Glavne prednosti ovih tehnika su
njihova sposobnost brze proizvodnje sloZenih proizvoda izravno s racunalnog modela te
precizna kontrola inace slozene arhitekture nosaca: veli¢ine, oblika, medusobne povezanosti,
grananja, geometrije i orijentacije (Yang i sur., 2002). Vecina procesa ubrzanog prototipiranja
ne koriste toksi¢na organska otapala, a neki omogucuju da se stanice i hormon rasta ugrade
u nosace vec tijekom proizvodnje, no procesi su dugotrajni i uvelike ovise o dostupnosti

biomaterijala.

Nosaci mogu biti proizvedeni u razli¢itim oblicima (strukturama) od kojih svaki ima prednosti i

nedostatke prikazane u Tablici 1.

Tablica 1. Tipovi nosaca s prednostima i nedostacima (Chaudhari i sur., 2016)

Tip nosaca Prednosti Nedostaci

Nehomogena distribucija

stanica, potrebne razlicite
Visoka poroznost i 5
Porozni , . velicine pora ovisno o tipu
odgovarajuca velicina pora S )
stanica sto oduzima mnogo

vreémena

Pogoduje prianjanju, 5
Potrebna je povrsinska

Vlaknasti proliferaciji i diferencijaciji o
_ modifikacija
stanica
_ _ Iznimno biokompatibilni, Slaba mehanicka snaga zbog
Hidrogelovi ) N
kontrolirana degradacija meke strukture

Laka proizvodnja s

kontroliranim fizikalnim 5
. i Smanjeno prezivljavanje
MikrocCestice svojstvima, omoguceno )
stanica
adekvatno prianjanje i

migracija stanica

Degradacijom nastaju kiseli

N Iznimna biorazgradivost i derivati, nizak afinitet za
Kompoziti N )
mehanicka shaga stanice, zamoran proces
proizvodnje nosaca
. Zadrzani su nativni Potrebna djelomi¢na
Acelularni ) o o o )
izvanstanicni matriks i decelularizacija kako bi se




anatomska svojstva, blagi izbjegla jaka imunosna

upalni i imunosni odgovor reakcija

2.1.1. Zahtjevi za nosace

U dizajnu i tijekom odredivanja prikladnosti pojedinog nosaca, neovisno o vrsti tkiva,
postoje kljucni zahtjevi koji trebaju biti zadovoljeni. Od iznimne je vaznosti omoguciti isplativost
te dobru proizvodnu praksu kako bi se osiguralo uspjeSno prevodenje inZenjerskih strategija
na klinicku praksu. Kod upotrebe nosaca vazna je njihova dostupnost te odsutnost potrebe za
dodatnom kirurSkom obradom kako bi se izbjegla in vitro kultivacija stanica tjednima prije

same implantacije, iako je prethodno za pojedine vrste tkiva neizvedivo.

Biokompatibilnost je prvi i kljucni kriterij koji mora biti ispunjen neovisno o tipu nosaca
i tkiva. Stanice moraju imati mogucnost prianjanja, normalnog funkcioniranja, migracije po
povrsini i kroz nosac te proliferacije. Nakon ugradnje u organizam nosac ne smije izazvati
imunolosku reakciju odnosno upalni proces koji bi mogao smaniiti cijeljenje ili prouzrociti
odbacivanje materijala od strane tijela. Prije samog postupka treba obaviti testove

citokompatibilnosti i procjenu formiranja tkiva /n vivo te analizu bioaktivnosti.

Nosaci nisu namijenjeni da budu trajni implatanti stoga moraju biti konstruirani od
biorazgradivog materijala kako bi stanicama bila omogucéena proizvodnja vlastitog
izvanstani¢nog matriksa. Nusprodukti bioloSke razgradnje nosaca trebaju biti bezopasni i
netoksicni te se izluciti bez interferencije s drugim organima. Razgradnja nosaca koristenih za
inzenjerstvo kostanog tkiva treba biti relativno spora jer nosa¢i moraju odrzavati mehanicku
¢vrstocu sve dok regeneracija novog tkiva nije pri kraju, dok se kod meksih tkiva oni razgraduju
unutar mjesec dana od implantacije. Prisutnost nosaca duZi vremenski period od poZeljnog
moze usporiti regeneraciju tkiva, a kinetika apsorpcije materijala moze izravno utjecati na

uspjesnost postupka.

Nosac bi trebao imati mehanictka svojstva koja odgovaraju anatomskom polozaju
ugradnje te trebaju biti dovoljno Cvrsti kako bi se njima moglo kirurski rukovati. Pretpostavlja
se kako bilo koji nosac Cija svojstva odgovaraju svojstvima prirodnog tkiva moze izdrzati
mehanicka optere¢enja koja normalno tkivo podnosi. Izrada nosaa s odgovarajuc¢im
mehanickim svojstvima jedan je od velikih izazova u pokuSaju izrade kostiju ili hrskavice. Za
ta tkiva implantirani nosa¢ mora imati dovoljnu mehanicku cvrstocu koja ¢e omoguditi

funkcioniranje sve do zavrSetka regeneracije tkiva. Nadalje, problem predstavlja razlika u brzini



zarastanja u korist mlade populacije. Zatim, mnogi materijali koji su se pokazali kao
potencijalni u /n vitro testiranjima, kod implantacije /n vivo nisu pokazivali dovoljno dobru
vaskularizaciju. Ravnoteza izmedu mehanickih svojstava i porozne arhitekture koja je dovoljna
da se omogudi infiltracija stanica i vaskularizacija klju¢ je uspjeha primjene nosaca bilo koje
vrste. Ako nosacC ne moze podnijeti naprezanje u rasponu od 10-1500 MPa za tvrda (Goulet i
sur., 1994) i 0,4350 MPa za meka tkiva doci ¢e do deformacije zbog djelovanja prevelike sile

te formacija tkiva nece biti moguca.

Arhitektura nosaca od presudnog je znacaja. Nosaci moraju imati visoko poroznu
strukturu s dobrom medusobnom povezanos¢u pora kako bi se osigurala migracija stanica,
vaskularizacija kroz cijeli volumen nosaca te difuzija hranjivih tvari do stanica unutar nosaca i
otpadnih tvari iz nosaca. Nusprodukti razgradnje nosaca trebaju biti izluceni iz tijela bez
interferencije s drugim organima i okolnim tkivima. Nedostatak vaskularizacije i uklanjanja
otpada iz srediSta konstrukcije nosaca i stanica najveéi je problem u podrucju tkivnog
inzenjerstva. Druga klju¢na komponenta je prosjecna veli¢ina pora. Stanice primarno stupaju
u interakciju sa nosacima preko kemijskih skupina (ligandi) na povrSini materijala. Nosaci
sintetizirani iz prirodnih materijala (npr. kolagena) prirodno posjeduju ove ligande u obliku
vezanih Arg-Gly-Asp aminokiselinskih sekvenci, dok nosaci napravljeni od sintetskih materijala
mogu zahtijevati naknadnu ugradnju ovih liganada putem, na primjer, adsorpcije proteina.
Pore stoga moraju biti dovoljno velike da stanice mogu migrirati u strukturu gdje se na kraju
vezu za ligande unutar nosaca, ali i dovoljno male kako bi se osigurala velika povrsina i
odgovarajuca gustoca liganada potrebna za vezanje dovoljnog broja stanica na nosac. Za
nosace postoji kritican raspon veli¢ina pora koji mogu varirati ovisno o vrsti stanice i tkiva koje

je konstruirano. Optimalna veli¢ina pora je u rasponu izmedu 100 i 500 um (O'Brien, 2011).

2.2, Materijali

Uobicajeno se za pripremu nosaca koriste razliite skupine biomaterijala, poput
sintetickih polimera i prirodnih biopolimera. Prirodni biopolimeri poput proteina ili ugljikohidrata
Zivotinjskog ili biljnog podrijetla mogu igrati srediSnju ulogu u oblikovanju ponasanja stanica,
uglavnom s obzirom na kemijske signale i biokompatibilnost. Biljke i biljni biopolimeri kao
zelene i odrzive sirovine, sa svojstvima obnovljivosti, niske cijene i lako¢om masovne
proizvodnje, ispunjavaju potrebe za inovativnim materijalima s karakteristikama potrebnim za

primjenu u tkivhom inZenjerstvu. Nosace izradene od biljnih biopolimera karakterizira lako¢a

6



proizvodnje, sastavljanja i manipulacije, obnovljivost i relativho niska cijena. Nusprodukti
razgradnje nosaca ne osteCuju okolna tkiva no, iako je toksi¢nost malo vjerojatna, postoji
mogucnost imunoloSkog odgovora. Stoga ih treba ispitati na Zivotinjskim modelima te su
potrebne detaljnije studije jer opskrba nutrijentima u slozenim ljudskim tkivima i dalje
predstavlja izazov. Prednosti su velika povrSina, znacajan transport i sposobnost zadrzavanja
vode, medusobna povezanost pora te postojece mreze krvozilnog sustava (Iravani i Varma,
2019).

Prilikom odabira materijala od presudne je vaznosti odabrati onaj koji udovoljava gore
navedenim kriterijima. Kako je biorazgradivost jedan od najvaznijih zahtjeva, izbor materijala
ogranicen je na metal, keramiku i nekoliko tipova polimera. Keramika se smatra idealnim
materijalom zbog svojih osteoinduktivnih svojstava te adekvatne potpore za regeneraciju
kostiju, no zbog krhkosti ima loSu mehanicku stabilnost. Takoder, visoka stopa razgradnje
moze dovesti do povecane koncentracije kalcija i fosfora Sto mozZe negativno djelovati na rast
kostiju (Guarino i sur., 2008). Zbog nedostataka keramike, materijali koji se koriste u tkivhom

inzenjerstvu uglavnom su sinteticki ili prirodni biorazgradivi materijali.

Prirodni  biomaterijali mogu se podijeliti na proteinske, polisaharidne,
glikozaminoglikanske biomaterijale (hijaluronska kiselina, kondroitin sulfat, keratan sulfat,
heparan sulfat) te biomaterijale dobivene iz tkiva ili organa poput decelulariziranih sréanih
zalistaka i krvnih Zila. Nedostaci proteinskih i polisaharidnih biomaterijala su slaba mehanicka
snaga koja ograni¢ava njihovu primjenu u visoko opterecenim tkivima, varijabilnost
proizvodnje te potencijalne necistoée prisutne u materijalima prije implantacije koje mogu biti

uzrok imunoloskog odgovora (Brovold i sur., 2018).

Sinteticki biorazgradivi materijali koji se najcesce koriste u tkivhom inZenjerstvu su
poli(mlijecna kiselina) (PLA), poli(glikolna kiselina) (PGA), poli(mlije¢na-ko-glikolna kiselina)
(PLGA), poli(propilen-fumarat), poli(etilen-glikol) (PEG) i poli(arilati). Svojstva sintetickih
materijala poput brzine razgradnje, mehanickih svojstava, strukture i poroznosti mogu se bolje
kontrolirati, no njihova struktura i sastav nisu sli¢ni nativnim tkivima i organima, stoga su
njihova biokompatibilnost i sposobnost induciranja remodeliranja tkiva niske. Zbog navedenih
prednosti prirodni biomaterijali koriste se za zamjenu ili obnovu strukture i funkcije oSteéenih
tkiva i organa. Oni omogucuju procese adhezije, migracije, proliferacije i diferencijacije stanica,
stoga, implantirani u oSte¢eno podrucje, induciraju stvaranje izvanstani¢nog matriksa i poticu

obnavljanje tkiva (Bao Ha i sur., 2013).



2.3. Biljni proteini

Zahvaljujuci velikoj zastupljenosti u ljudskom tijelu, proteini su bolji izbor od
polisaharida i sintetskih biopolimera upravo zbog iznimne biokompatibilnosti te lakSeg
odrzavanja funkcije nativnog izvanstanicnog matriksa (Reddy i Yang, 2011). Sintetskim
polimerima nedostaju funkcionalne skupine prirodno prisutne u proteinima. Prisustvo amino i
karboksilnih skupina u strukturi proteina osigurava razli¢it naboj koji ovisi o pH vrijednosti
okoline. U ljudskom tijelu prisutan je Sirok spektar pH vrijednosti te se naboj proteina moze
lako prilagodavati kako bi odgovarao odredenom pH u tijelu (Chen i sur., 2006).

Kolagen i proteini svile su proteini s najSirom primjenom u medicinske svrhe. Kolagen,
kao glavni strukturni protein, Cini 25-35% ukupnih proteina u ljudskom tijelu. Proizvode ga
uglavnom fibroblasti te ima kljuénu ulogu u regulaciji stanicne morfologije, prianjanja,
migracije i diferencijacije stanica. Govedi kolagen, koji je ujedno i najceSce koristen tip
kolagena, pokazuje imunogeni potencijal prenoseci bolesti poput govede spongioformne
encefalopatije, poznatije kao bolest kravljeg ludila. Klinicke studije pokazale su da se kod
pacijenata koji primaju injekcije kolagena moze javiti povecana osjetljivost koze i imunosni
odgovor Sto ukazuje na potencijalnu imunogenost kolagena. Spora razgradnja i poteskoce s
otapanjem i pripremom biomaterijala od svile te navedena imunogenost kolagena ogranicavaju
njihovu upotrebu (Peng i sur., 2010). Biljni proteini iz kukuruza, soje i pSenice dostupni su u
izobilju, ekonomicni su, biorazgradivi, relativno jeftini te pokazuju znatno manji potencijal za
imunogenost i prijenos bolesti u usporedbi sa proteinima Zivotinjskog porijekla. Mogu se
oblikovati u hidrogelove, mikro- i nanocestice, vlakna i porozne strukture sa svojstvima
pogodnim za primjenu u tkivnom inZenjerstvu. Biljne proteine takoder karakterizira izuzetna
stabilnost u vodenom mediju zbog mnogobrojnih intra- i intermolekularnih disulfidnih veza.
Usporedba nekih svojstava proteina zivotinjskog porijekla (kolagen i svila) i proteina biljnog

porijekla (proteini soje, zein, pSenicni gluten) prikazani su u Tablici 2.



Tablica 2. Usporedba odredenih svojstava biljnih proteina s kolagenom i svilom (Reddy i
Yang, 2011)



Svojstvo Kolagen Svila Zein Protein | PSenicni gluten
soje
Gliadin Gluten Glutenin
Molekulska masa | 300 250-450 | 19-26 26-120 | 25-55 35-100 | 32-130
(kDa)
Aminokiseline (g/100g proteina)
Kisele 18.2 2.9 28.4 30.5 26.8 26.7 30.6
aminokiseline
Bazicne 13 2.2 3.8 17.6 3.9 4.9 5.7
aminokiseline
Nepolarne 62.7 76.7 50.5 39.1 32 34.9 38.4
aminokiseline
Polarne 25.6 20.4 39.8 44.6 35.5 37.1 36.9
aminokiseline
Ionske 31 4.9 32.2 46.8 37.1 39.2 36.7
aminokiseline
Izoelektri¢na 4.7 3839 |6 4.5-48 | 6.5 6 6.8-7
tocka
Potencijalna / 1.5 6.5 9.1 2.9 8.2 2.5
dostupnost
(milijun tona)
Biokompatibinost | Potencijalna | Da Nejasno | Invitro | Ne In vitro | In vitro
imunogenost
Mehanicka Slaba Izvrsna | Solidna Dobra Solidna | Dobra Dobra
svojstva
Topljivost
Voda Da Ne Ne Ne Ne Ne Ne
Etanol Da Ne Da Ne Da Ne Ne
Org. otapala Da Da Da Ne Da Ne Ne
Ionska otapala Da Da / Ne / / /
Biomaterijali
Film Da Da Da Da Da Da Da
Vlakna Da Da Da Da Da Da Da
Hidrogel Ne Ne Ne Da Ne Ne Ne
MikrocCestice Da Da Da Da Da Da Ne
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Nanocestice Da Da Da Ne Da Ne Ne

Biljni proteini su polarni i prirodno hidrofilni Sto ih Sto ih u usporedbi s proteinima
Zivotinjskog porijekla cini pogodnijima za stvaranje medumolekulskih veza sa stanicama.
Medutim, biljni proteini, posebno protein soje i glutena, se otapaju u ogranicenom broju
otapala Sto otezava proizvodnju biomaterijala. Nedostaci biljnih proteina mogu se smanijiti
umrezavanjem sa sintetickim polimerima Sto poboljSava mehanicka svojstva, smanjuje
topljivost u vodi te ih ¢ini pogodnijim za upotrebu u medicinske svrhe (Reddy i Yang, 2011).
Kao sredstva za umreZavanje najcescée se koriste formaldehid i glutardalehid, no zbog moguce
toksicnosti i Stetnosti za okoliS kao prirodne alternative proucavaju se galna kiselina i tanini
(Jahangirian i sur., 2019). Takoder, pokazalo se da enzim transglutaminaza (slika 3) moze
poboljSati mehanicka svojstva nosaca katalizirajuci reakcije stvaranja intra- i intermolekularnih

kovalentnih veza. (Jiang i sur., 2007)

Ry
|
Ri R; O~__NH
NH 0 H
0 . 0 —» N R
NH,  H,N HN 5
Rz Rs O “NH

Slika 3. Reakcija izmedu glutamina i lizina katalizirana transglutaminazom (Chien i Shah,
2012)

2.3.1. Sojin protein

Sjeme soje bogato je proteinima (40-50%) te se moze procesirati u tri oblika bogata
proteinima: sojino brasno gdje proteini ¢ine 50% suhe tvari, sojin proteinski koncentrat u
kojem proteini ¢ine 70% suhe tvari i sojin proteinski izolat gdje proteini ¢ine 90% suhe tvari.
Glavni proteini soje su glicinin (11S) i B-konglicinin (7S) koji ¢ine 34% i 27% proteina koji se
nalaze u izolatu (slika 4). Protein soje dostupan je u izobilju, jeftin je i biorazgradiv sto ga Cini
pogodnim za primjenu u tkivnom inzenjerstvu. Za poboljSanje njegovih svojstava uobicajeno
je mijeSanje s drugim polimerima kao Sto su dekstran, hitozan, zelatina, karagenan, skrob i

ostali te je moguce formiranje razlicitih oblika nosaca (Malafaya i sur., 2007).
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Slika 4. A: glicinin (11S) , B: B-konglicinin (7S) (Lv i sur., 2017 )

2.3.1.1. Porozni nosaci od proteina soje

Chien i suradnici proizveli su 3D porozni nosa¢ od sojinog proteina metodom 3D
bioplotanja koja spada u metode brzog prototipiranja. Velika prednost ove metode je
mogucnost kontrole veli¢ine i geometrije pora. Pripremljena je suspenzija od 20%-tnog izolata
sojinog proteina, 4%-tnog glicerola i 7,5 mM ditiotreitola koji uzrokuje pucanje disulfidnih veza
te se mjerio maseni protok. Optimalni maseni protok za printanje sojine suspenzije pri 27 °C
iznosi 0,0072 = 0,0002 g/s. Nosaci su tretirani razli¢itim postupcima na osnovu kojih su
podijeljeni u 4 grupe: netretirani, tretirani dehidrotermalnim tretmanom (DHT), liofilizirani te
tretirani  dehidrotermalnim tretmanom (FD-DHT) i kemijski umrezeni s 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimidom (EDC) (slika 5). Kao najévrS¢i nosaC se pokazao onaj
tretiran s 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimidom s modulom elastic¢nosti od 4 kPa. Svi

nosaci podrzali su rast i prezivljavanje ljudskih mezenhimskih mati¢nih stanica.
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Slika 5. SEM prikaz nosaca sa zasijanim stanicama na prvom danu. C: netretirani; D: FD-DHT,
E: DHT, F: EDC. (Chien i sur., 2013)

U drugom je eksperimentu Chien i suradnika, protein soje toplinski obraden i enzimski
umrezen transglutaminazom u maltodekstrinu te je koriSten za pripravu poroznog 3D nosaca
liofilizacijom. Pripravljene su kontrolne grupe nosaa koji su sadrzavali 3% i 5% izolata
proteina soje te nosaci umreZeni s 1U i 20U transglutaminazom. Ljudske mezenhimske matic¢ne
stanice zasijane su i kultivirane /n vitro na nosacima te su kroz 2 tjedna proucavane promjene
u rastu i morfologiji stanica. Enzimski tretman znacajno je smanjio udio vlage posebice kod
nosaca s 3%-tnim izolatom i 20U transglutaminaze te ubrzao vrijeme degradacije za barem 1
tjedan kod nosaca s 5%-tnim izolatom zbog elektrostatskih interakcija soli fosfatnog pufera i
negativno nabijenog proteina soje, ali nije znatno utjecao na mehanicka svojstva. Nosac s 3%-
tnim izolatom umrezen s 1U transglutaminaze omogucio je proliferaciju stanica, a stanice su

se integrirale u nosac nakon 2 tjedna.

Gan i suradnici su izradili kanale za usmjeravanje aksonske regeneracije, radi
olaksavanja regeneracije zivaca, od celuloze i izolata proteina soje u obliku filma i spuzve. Kao
eksperimentalna Zivotinja koriSteni su Stakori s 10 mm dugackom prazninom u ishijadicnom
Ziveu. Spuzve od mijeSavine celuloze i izolata proteina soje pokazale su 2,69 puta veéu
poroznost i 5,07 puta vecu apsorpciju vode Sto osigurava znatno vecu permeabilnost. I filmovi
i spuzve pokazali su uspjesnu regeneraciju Zivaca, no bolja regeneracija je postignuta kod

spuzvi. Rezultati su pokazali obecavajuéi potencijal biljnih proteina u obnovi Zivéanih ostecenja.
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Olami i Zilberman kemijski su umrezili protein soje s drugim polimerima (Zelatina, pektin
i alginati) koristeci karbodiimid (EDC) ili glioksal kao sredstva za umreZavanje procesom
liofilizacije. Promatrali su parametre biokompatibilnosti i citotoksi¢nosti /n vitro zasijavanjem i

kultiviranjem humanih fibroblasta na nosace te morfologiju stani¢nog rasta (slika 6).

k. ek
nN
o O

B 24 hs

| T 72 hs
Il | Ii
i

Control Soy-alginate Soy-pectin Soy-gelatin Soy-gelatin
EDC EDC EDC glyoxal

Viable cells (%)
N &5 OO @ 5
O O O O O O

Slika 6. Prezivljavanije fibroblasta na razli¢itim nosacima nakon 24 i 72 sata (Olami i
Zilberman, 2016)

Struktura pora na nosatima od mjeSavine soje i alginata posjeduje adekvatnu
medusobnu povezanost pora u usporedbi sa nosa¢ima od mjeSavine soje i Zelatine, dok je kod
nosaca od mjeSavine soje i pektina znacajno niza poroznost (slika 7). MjeSavina soje i alginata
je u in vitro uvjetima pokazala znacajnu citokompatibilnost te bolju infiltraciju i stabilnost od

ostalih nosaca zbog ¢ega ima potencijal za primjenu u regeneraciji koze.
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Slika 7. Kulture fibroblasta nakon 24 sata; a) soja-alginat b) soja-pektin c) soja-zelatina d)
soja-zelatina s dodatkom glioksala e) kontrolna skupina (Olami i Zilberman, 2016)

2.3.1.2. Vlaknasti nosaci od proteina soje

Lin L. i suradnici izradili su vlaknaste elektroispredene nosace od izolata proteina soje
s dodatkom 0.05% polietilen-oksida (PEO) otopljenog u 1,1,1,3,3,3-heksafluoro-2-propanolu.
Nosaci su pokazali stabilnost u vodenom mediju bez potrebe za dodatkom agenasa za
umrezavanje te su podrzali prianjanje, rast i proliferaciju ljudskih dermalnih fibroblasta stoga

mogu pronadi primjenu u regeneraciji koze.

Ramji i Shah ispitali su utjecaj parametara obrade poput primijenjenog napona,
koncentracija izolata proteina soje i polietilen-oksida te molekulske mase polietilen-oksida na
morfologiju elektroispredenih vlakana promjera 50-270 nm. Provedeno je umrezavanje s
karbodiimidom kako bi se povecala Cvrstoca. Promatrana je mehanicka cvrstoca te in vitro
biokompatibilnost nosaca. Ljudske mezenhimske matine stanice uspjeSno su prianjale i

proliferirale na pripravljenim nosacima Sto pokazuje da strukturna i bioloska svojstva ovih

15



elektroispredenih nosaca od izolata proteina soje pokazuju potencijalnu primjenu u tkivnom

inZenjerstvu.

U srodnoj studiji Xu i suradnici proizveli su dvodimenzionalne (2D) i trodimenzionalne
(3D) elektroispredene vlaknaste nosaCe za primjenu u inzenjerstvu mekih tkiva. Iste
koncentracije izolata proteina soje i natrijevog dodecil-sulfata (SDS) otopljene su u 0,3 M
Na,CO3/NaHCOs puferu s dodatkom cisteina kao reducensa za cijepanje disulfidnih veza.
Nosaci su pokazali stabilnost u vodenom mediju do 28 dana u fizioloSkoj otopini puferiranoj
fosfatnim puferom. Mezenhimske maticne stanice izdvojene iz masnog tkiva bolje su se
distribuirale na trodimenzionalnim nosacima u usporedbi sa dvodimenzionalnim zbog ¢vrstog
pakiranja vlakana i nedostatka prostora u dvodimenzionalnim strukturama. Izlu¢ena masnoca
mezenhimskih maticnih stanica na nosacima dokazala je da protein soje moZe podrzati i
olaksati adipogenu diferencijaciju mezenhimskih mati¢nih stanica izdvojenih iz masnog tkiva u

usporedbi s 3D komercijalnim nosacima.

Reddy i Yang razvili su vlakna od proteina soje dobre ¢vrstoée i stabilnosti u vodenom
mediju bez dodatka vanjskog sredstva za umrezavanje. Vlakna od proteina soje imaju bolju
¢vrsto¢u u vlaznim uvjetima u odnosu na vlakna od kolagena te pogoduju prianjanju, rastu i
proliferaciji fibroblasta miSeva (slika 8). Vlakna su bolji oblik od filmova za rast i orijentaciju

stanica stoga su pozeljniji za primjenu u tkivnom inZenjerstvu.

Slika 8. SEM prikaz fibroblasta miSa na vlaknima proteina soje (Reddy i Yang, 2009)

Varshney i suradnici proizveli su elektroispredene nanovlaknaste nosace od mjeSavine

izolata proteina soje i fibroina svile. Nanovlakna promjera 71-160 nm tretirana su parama
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etanola kako bi se poboljSala vodootpornost strukture. Nosaci su pokazali znacajnu stabilnost
pri 37 °C tijekom duzeg perioda izlozenosti fizioloSkoj otopini puferiranoj fosfatima, hranjivom
mediju i otopini koja sadrzi lizozim. Nadalje, procijenjena je regeneracija koznog tkiva in vitro
kulturiranjem fibroblasta i melanocita na elektroispredenim nosacima. Svi ispitani nosaci
pokazali su netoksi¢nost prema normalnim stanicama sisavaca. Takoder je postignuto
zacjeljivanje rana u Stakora u 14 dana nakon tretmana s nosacima Sto je pokazalo potencijal
za primjenu ovakvih materijala za tretiranje rana. Zanimljivo je da su ova nanovlakna izazvala

znacajno smanjenje proliferacije B16F10 stanicama melanoma.

2.3.1.3. Hidrogelovi od proteina soje

Silva i suradnici izradili su kompozitne hidrogelove od kombinacije alginata, izolata
proteina soje i Cestica bioaktivnog stakla prosjecne veli¢ine: 2 um. Koristen je sonokemijski
pristup i uspjeSno su dobiveni homogeni kompozitni hidrogelovi koji ukljucuju dvije
koncentracije Cestica bioaktivnog stakla. Daljnja fizicko-kemijska karakterizacija provedena je
kako bi se procijenio utjecaj svake komponente na svojstva hidrogela. Proces biomineralizacije
u simuliranoj tjelesnoj tekucini praéen je tijekom vremena, a rezultati su pokazali da kompozitni
materijali mogu stvoriti povrsinski apatitni sloj nakon 7 dana provedenih u simuliranoj tjelesnoj
tekucini (slika 9). Dizajn novih kompozitnih hidrogelova na bazi sojinog proteina, alginata i

bioaktivnog stakla moZze biti prikladan pristup za regeneraciju kostiju.

Slika 9. Stvaranje povrsinskog apatitnog sloja (prvi i sedmi dan) (Silva i sur., 2014)

Lin H. i suradnici bioprintanjem su izradili nosace od mjeSavine poli(uretana) i izolata
proteina soje u obliku hidrogelova. Printanje i zasijavanje stanica odvijalo se pri 37 °C bez
prethodnog zagrijavanja. Provedena je analiza prezivljavanja, metabolizma, proliferacije i
ekspresije gena zasijanih neurona. Stanice kultivirane na nosac¢ima od mjeSavine poliuretana i

izolata proteina soje pokazale su bolje prezivljavanje i proliferaciju u usporedbi sa stanicama
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koje su zasijane na nosacima od samog poliuretana. Rezultati ukazuju na potencijal primjene

proteina soje u inZenjerstvu ziv€anog tkiva.

3. ZAKLJUCAK

Porastom svijesti o Stethom utjecaju kemikalija zeleni i odrzivi principi revolucionalizirali
su brojna podruéja, no u tkivhom inzenjerstvu tek pronalaze svoju primjenu. Najnovija
dostignuca u tkivnom inzenjerstvu Cesto se baziraju na upotrebi trodimenzionalnih nosaca koji
sluze kao kalupi za obnovu ostecenih tkiva i organa. Tesko je pronaéi zamjene za postojece
materijale koje ¢e udovoljavati brojnim kriterijima za nosace u tkivnom inZenjerstvu. Upotreba
prirodnih polimera kao trodimenzionalnih nosaca dobiva Siroku pozornost zahvaljujuéi svojim
povoljnim svojstvima poput biokompatibilnosti, niskih troSkova i lakoéi obrade. Nastoje se
rijesiti postojeci problemi biljnih polimera kao Sto su brza razgradnja i slaba mehanicka snaga.
Protein soje, kao i proteini zivotinjskog porijekla, zbog svoje bioloSke strukture potice stanic¢nu
adheziju, migraciju i proliferaciju, a zbog manje imunogenosti od proteina Zivotinjskog porijekla
sve CeSce pronalazi primjenu u obnovi razlicitih vrsta tkiva. Moguce je proizvesti razliCite tipove
nosaca koristeCi protein soje kao osnovni materijal ili kao dio mjeSavine sa sintetskim i
prirodnim materijalima te se ti nosaci mogu koristiti za obnovu razliitih tipova tkiva. Upotreba
proteina soje u tkivnom inzenjerstvu uvelike pridonosi ekoloskoj prihvatljivosti i odrzivosti kojoj

se u danasnje vrijeme sve vise tezi.
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