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Sazetak

Materijali u tkivnom inZenjeringu imaju dugu istoriju. Tradicionalno su za nadomes-
¢avanje kosti koriS¢eni autogeni, alogeni, ksenogeni i aloplasti¢ni materijali. Medutim,
napreci u klini¢koj praksi su napravljeni, i to kao rezultat poboljSanja ve¢ postojecih
materijala. Tkivno inzenjerstvo podrazumeva zasejavanje Celija na skafolde, i nakon kul-
tivacije in vitro, implantaciju u telo kao zamenu za nedostajace tkivo. Nakon toga nastupa
proces regeneracije tkiva. Skafold omoguc¢ava ram i incijalnu podrsku celijama da se
pricvrste, proliferisu, diferentuju i stvore ekstracelularni matriks. Veoma je pozeljno da
skafold imitira strukturu i svojstva humanog tkiva, kako bi se proces regeneracije i resor-
pcije odvijao sinhrono. Mnogo je faktora koji definisu dobar skafold, a neki od njih su
poroznost, karakteristike povrSine, mehnicke osobine, moguénost inkorporacije ¢elija i
bioaktivnih molekula. U ovom radu, navedeni su skafoldi dostupni u klinickom radu,
istaknute su njhove prednosti i mane koje u buduénosti moraju da se poboljsaju.
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Milioni pacijenata Sirom sveta pate od oboljenja kostiju
ili kostanih defekata kao Sto su osteosarkom, osteoporoza i
frakture kostiju (1). U cilju reSavanja problema izgubljenog
kostanog tkiva, glavni akcenat se stavlja na tkivnu regen-

Osobine skafolda

Primarna osobina koju skafold mora da poseduje je bio-
mkompatibilnost. Biokompatibilnost skafolda se opisuje kao
moguénost da ne ometa normalne celularne aktivnosti,

eraciju a ne na zamenu tkiva @. Klju¢nu ulogu u procesu
regeneracije kosStanog tkiva zauzimaju skafoldi, materijali
koji sluze kao podloga za formiranje kostane ekstracelularne
matrice, u cilju obezbedivanja strukturne podrSke novo-
formiranom tkivu. Jedna od najces¢ih metoda koris¢enih u
tkivnom inzenjerstvu podrazumeva izolaciju specifi¢nih
¢elija iz pacijenta i njihovo uzgajanje na trodimenzionalnom
skafoldu u kontrolisanim uslovima. Nakon toga, formirani
skafold se ugraduje na Zeljeno mesto u telo pacijenta u cilju
formiranja novog tkiva, unutar skafolda, koji se degradira
tokom odredenog vremena 3-5). Drugi, alternativni pristup
podrazumeva direktnu ugradnju samog skafolda, bez ¢elija,

in vivo, kako bi se stimulisalo direktno formiranje tkiva in
situ(4-6),
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ukljucujuéi i molekularne signale, i da ne vrsi lokalni ili
sistemski toksi¢ni efekat na tkivo domacina (7). Idealan
skafold mora biti osteokonduktivan, ¢ime se dozvoljava
kostanim ¢elijama da adheriraju, proliferiraju i formiraju
ekstracelularni matriks na povrSini i u porama skafolda.
Osobinom osteoinduktivnosti skafold mora da indukuje
stvaranje nove kosti biomolekularnim signalima i regruto-
vanjem okolnih kostani ¢elija. Nadalje, idealni skafold mora
omogucavati formiranje krvne sudove, u ili oko njega, u
periodu od par nedelja od implantacije, kako bi se obavljala
ishrana i oksigenacija (8).

Mehanicke osobine koje treba da poseduje idealni
skafold treba da se podudaraju sa osobinama recipijentnog
mesta domacina. Neophodna osobina skafolda je poroznost,
gde veli¢ina pora mora iznositi najmanje 100 um u
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dijametru, kako bi se difuzija esencijalnih nutrijenata i oksi-
genacija uspes$no obavljala (9. Medutim, nadeno je da je
optimalna veli¢ina pora potrebna za kostani rast 200-350 um
(10), Neke studije pokazuju da se razli¢ite veli¢ine pora u
skafoldu (kombinacija mikro i makro pora) ponasaju bolje
nego kada skafold u gradi ima samo makro pore (1D,
Nazalost, poroznost smanjuje mehani¢ke osobine skafolda.

Krucijalna osobina skafolda u koStanoj regeneraciji je
resorptivnost (7). Skafold sa jedne strane treba da ima sli¢ne
mehanicke karakteristike kao tkivo domacin, a sa druge
treba da bude razgradiv tokom vremena u in vivo uslovima.
Pozeljna osobina je da ima kontolisanu stopu resorpitvnosti,
tako da smanjujuéi se, stvara mesta za novo kostano tkivo
koje raste. Vreme degradacije skafolda varira, ali prose¢no
iznosi 3-6 meseci za skafolde u kranio-maksilofacijalnim
defektima (12),

Vrste skafolda za kostanu regeneraciju u
stomatologiji

Tri osnovne grupe biomaterijala se koriste kao ¢elijski
nosaéi u kostano-tkivnom inzenjerstvu. To su: bioaktivni
neorganski materijali (bioaktivna keramika, bioaktivno stak-
lo), bioloski ili sintetski polimeri, i kompoziti ovih materi-
jala (13-15),

Svi ovi materijali bi trebalo da budu osteoinduktivni
(sposobni da iniciraju diferecijaciju progenitornih ¢elija u
osteoblaste), osteokonduktivni (da podrzavaju kostani rast i
omogucavaju urastanje okolne kosti) i sposobni za osteoin-
tegraciju (da se integri$u u kostani defect) (16),

Bioaktivni neorganski materijali

Postoji Sirok spektar bioaktivnih neorganskih materijala
koji su sli¢ni po sastavu mineralnoj fazi kosti. Oni koji su od
klini¢kog znacaja su npr. trikalcijum-fosfat (TCP), hidroksi-
apatit (HA), bioaktivno staklo i njihove kombinacije (13).0vi
materijali imaju odliénu biokompatibilnost sa koStanim
tkivom, visoku osteokonduktivnost i bioaktivnost uprkos
njihovoj sporoj brzini degradacije, slabijim mehani¢kim
potencijalom od kosti i nemoguénosti indukovanja ¢elija
ugradenih u skafold da se diferentuju ka osteoblastima. Oni
nemaju citotoksi¢no dejstvo i mogu biti proizvedeni u vidu
porozne pene koja se koristi za nadohnadu kosti ili kao
skafold. Medutim, njihova upotreba je limitirana zbog
njihove krhke prirode i poteSko¢a u proizvodnji visoko
poroznih struktura, koje imaju istu veli¢inu pora na svim
presecima (17). Da bi se prevazisli ovi nedostaci, HA i TCP
se kombinuju sa polimerima kao Sto su poli-L-lakticka
kiselina (PLLA), polilakti¢ka kiselina (PLA) i kompozit da
bi se napravili kompozitni skafoldi. Na ove materijale kost
reaguje odlicnom osteoklasticnom resorpcijom sa jedne
strane i koStanim formiranjem sa druge strane, §to je veoma
sli¢no reakciji pri transplantaciji autogene kosti (15),

b) Bioloski i sinteticki polimeri

Kolagen je protein koji je glavna komponenta ekstra-
celularnog matriksa. Postoji dvadeset pet tipova kolagena,
koji se razlikuju u hemijskom sastavu i molekularnoj struk-
turi. Pored svih njih, kolagen tipa I nudi pogodnu sredinu za
indukovanje osteoblasti¢ne diferecijacije in vitro i osteo-
geneze in vivo. Kao prirodni polimer, kolagen tipa I je
koriSten za aplikaciju u tkivnom inZenjerstvu, posebno za

reparaciju mekih tkiva, kao $to je koza (18), Postoji zabrinu-
tost zbog antigenosti i imunogenosti kolagena, kao i zbog
potencijalne patogene transmisije, imunih rekacija, slabih
mehanickih osobine i nekontrolisane razgradivosti (19),

Zelatin je prirodni biopolimer koji se takode koristi u
tkivnom inZenjerstvu. Zelatinske skafolde je moguée modi-
fikovati dodavanjem poli-L-lizina (PLL) i minerala. Fu i
sar.(20) su pokazali zna¢ajno formiranje mineralnih depozita
na mestu apikacije c¢elija sa kolagenim skafoldom
obogacenim PLL i CaCl,. Skafold uronjen samo u PLL nije
pokazao znake mineralizacije u in vivo modelu, dok je
skafold sa ¢elijama u kombniaciji sa CaCl2 i PLL+CaCl2
znacajno mineralizovao subkutano tkivo gde je bio
transplantiran.

Sinteticki biopolimeri, kao materijali za skafolde, imaju
prednosti u odnosu na prirodne materijale, zato §to mogu biti
napravljeni tako da daju Sirok opseg osobina koje su
pozeljne. Najvise istrazivanja je usmereno ka sintetickim
biorazgradivim polimerima koji su ve¢ odobreni od strane
Americke administracije za hranu i lekove (FDA). To su:
polilakticka kiselina (PLA), poliglikolna kiselina (PGA),
polikarbonati, poliortoestri, polifumarati 1),

Sinteticki polimeri (PLA, PGA, PLLA, PLGA-
polilakticka-ko-glikolna kiselina itd.) podlezu razgradnji
odmah nakon implantacije u ljudsko telo. Smanjenje
molekularne tezine je prisutno vrlo brzo nakon postavljanja
u vlazno podruc¢je. Medutim, smanjenje mase skafolda ne
pocinje sve dok se molekularni lanci ne smanje do veli¢ine
koja im dozvoljava da difunduju slobodno van polimernog
matriksa. Gubitak mase je proprac¢en oslobadanjem kiselih
bioprodukata. Ako je kapacitet eliminacije okolnog tkiva
nizak, zbog slabije vlaskularizacije ili niske metabolicke
aktivnosti, masivno oslobadanje kiselih produkata moze
voditi ka priveremenim lokalnim poremecajima ili rezulti-
rati inflamatornom reakcijom (22-24), Da bi se ograni¢ili ovi
nezeljeni efekti vazno je da kontrukcija skafold/¢elije bude
izlozena sve vreme neutralnom pH, pogotovo tokom perio-
da kada se javlja veliki gubitak mase (24

Uobicajeni nacin za zaobilazenje lokalne inflamacije je
da se u sintetcki biopolimerni matriks inkorporira keramika
kao sto je TCP ili HA, kako bi se dobio kompozitni skafold.
Pored prednosti zbog poboljSane biokompatibilnosti,
osnovni resorpcioni proizvodi hidroksiapatita i trikalcijum
fostata neutraliSu kisele resorpcione bioprodukte sintetCkih
polimera, i pomazu da se izbegne nezeljena kisela sredina
(25),

¢) Kompozitni skafoldi

Poslednjih godina su sve vise prisutni skafoldi
komozitnog porekla. Na taj nacin se objedinjuju prednosti
jednog ili vise tipova materijala, i samim tim se dobija bolji
odgovor okolonog tkiva na mestu primene skafolda.
Naprimer, kalcijum fostatni polimerni skafold ima prednosti
oba materijala. Polimer povecava Cvrstinu i jacinu pritiska
slicno prirodnoj kosti, dok se dodavanjem kalcijum fosfata
postize mehani¢ki integritet i bioaktivnost polimera (26),

Spoj maticnih ¢elija sa skafoldom ima esencijalnu ulogu
u stvaranju novog tkiva putem tkivnog inzenjeringa. Skafold
u tom spoju obezbeduje mehanicku stabilnost i trodimezion-
alni temelj za stvaranje novog tkiva, dok su ¢elije zaduzene
za stvaranje ekstracelularnog matriksa (27- 28),
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Rezultati dosadasnjih istrazivanja

Na osnovu pregleda literature moze se zakljuciti da su
najviSe proucavani skafoldi kolageni sunderi ili kolagene
membrane (29-36) i granulirani HA/TCP ili keramicki
HA/TCP (1, 37-46),

Miura i sar.(1) su sproveli istraZivanje na imunokompro-
mitovanim misevima, implantiraju¢i HA/TCP keramicki
skafold sa mati¢nim ¢elijama zubne pulpe mlec¢nog zuba u
kranijalni defekt, na period od osam nedelja. lako mati¢ne
¢elije nisu bile sposobne da se direktno difereciraju u
osteoblaste, one su indukovale okolne celije organizma u
osteoblaste 1 osteocite. Transplatacija je kod 40 posto
animalnih modela izazvala znacajno kosStano formiranje,
dok je kod preostalih 60 posto miSeva kostano formiranje
bilo limitirano.

U studiji koju su sproveli Kang i sar.*5) poreden je
potencijal HA-TCP skafolda sa granulama demineralizo-
vanog dentinskog grafta (DDM). Skafoldi sa mati¢nim
¢elijama zubne pulpe su transplantirani u imunokompromi-
tovane miseve, a kontrolnu grupu su ¢inili skafoldi bez
¢elija. PCR analiza je pokazala vecu ekspresiju kasnih
osteogenih markera (kao §to su osteonektin i osteokalcin) u
DDM granulama, dok je u HA-TCP skafoldu bila veca
ekspresija ranih osteogenih markera (kao $to su osteopontin
i kostani sijalofosfoprotein). Bez obzira na njihove razlike,
oba materijala su pokazala odlican osteokonduktivni
potencijal, bez znacajne razlike u depozitima kalcijuma ili
osteogenezi nakon osam nedelja od transplantacije.

Radena su istrazivanja i na ljudima, gde su u post-
ektrakcionu ranu tre¢ih molara postavljeni kolageni sunderi
sa mati¢nim celijama zubne pulpe stalnih zuba. Nakon tri
meseca od implantacije formirano tkivo je pokazalo his-
toloSke karakteristike kosti, lamelarnu strukturu okruZenu
Haverzijanovim kanalima i pozitivnost na imunohistohemi-
jske kostane markere-BMP2, VEGF, osteopontin, osteo-
kalcin i osteonektin (30),

Sva in vivo istrazivanja ukazuju na to postoji formiranje
lamelarne kosti sa osteoblastima na povrsini biomatrijala, ali
da je mineralizacija tkiva znacajno veca kada su maticne
¢elije u asocijaciji sa skafoldima implantirane u defekt (32
40, 41, 43)

Istraziva¢i su stalno u potrazi za pomocnim sup-
stancama, koje ¢e ubrzati stvaranje tkiva u koStanim defek-
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tima. Rezultati istraZivanja koje su sproveli Yuan i sar.(47)
ukazuju da aspirin u koncentraciji od <100 pg/ml, u
kombinaciji sa stem celijama zubne pulpe na Bio-
Oss (Geistlich Pharma, Wolhusen, Switzerland) Cesticama
znatno ubrzava mineralizaciju tkiva u kalvarijalnim defekti-
ma pacova. U netretiranim defektima je postojalo minimal-
no stvaranje nove kosti na rubovima defekta, dok je sam
defekt bio ispunjem mekim fibroznim tkivom. U grupi
tretiranoj skafoldom, ¢elijama i aspirinom bilo je eviden-
tirano statisticki znacajnije stvaranje kostanog tkiva na dnu
defekta, u odnosu na grupu gde je postavljen samo skafold
sa ¢elijama.

Kao dobar parameter za pracenje stvaranja koStanog
tkiva koristi se nivo alkaline fosfataze (ALP) u serumu.
Grupa istrazivaca iz Inodnezije implanitrala je ¢elije pulpe
porekla humanog tre¢eg molara u koStani defekt femura
novozelandskih zeCeva. Evaluacija rezultata je pokazala
histoloski znacajno stvaranje koStanog tkiva u modelu sa
stem Celijama, koje je koreleiralo sa povSenim serumskim
nivoima ALP-a (48),

Skafoldi, kao nosaci, ne moraju nositi samo osteopro-
genitorne ¢elije. Radena je studija gde su kolageni nosaci sa
neuroektodermalno diferenciranim ¢elijama zubne pulpe
implantirani u hiruski napravljen defekt bedrenog Zzivca
pacova. Rezultati su pokazali znacajan fukncionalni opo-
ravak hoda zivotinja kod kojih je ugraden implantat sa
¢elijama, u osnosu na one gde je ugraden sam skafold,
osnosno na one gde je defekt ostavljen prazan (49,

ZAKLJUCAK

Sirok spektar biokopatibilnih materijala (biokeramika,
sinteticki i prirodni biopolimeri) je dostupan za tkivno
inzenjerstvo. Svaka grupa materijala poseduje svoje pred-
nosti i mane. Pregledom literature moze se zakljuciti da je u
novijim istrazivanjima manji naglasak na pronalasku novih
materijala, ve¢ je akcenat na kombinaciji postoje¢ih. Odabir
materijala zavisi od specifi¢nih zahteva koji su diktirani
mestom aplikacije skafolda.
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Abstract

Materials in tissue engineering have a long history. Traditionally, autogenic, allogenic, xenogenic and
alloplastic materials have been used to replace bone defects, but advances in clinical practice have been
made, as a result of the improvement of already existing materials. Tissue engineering is actually plant-
ing cells on scaffolds, and after cultivation in vitro, implantation into the body as a substitute for the
missing tissue. After that, the tissue regeneration process occurs. Scaffolds allow the frame and initial
support for cells to attach, proliferate, deferent, and create an extracellular matrix. It is highly desirable
for scaffold to imitate the structure and properties of human tissue, because process of regeneration and
resorption process should be synchronously. There are many factors that define a good scaffold, like
porosity, surface characteristics, mechanical properties, the ability to incorporate cells and bioactive
molecules. The mentioned scaffolds are available in clinic work, and their advantages and disadvantages
are highlight in this paper. All disadvantages need to be improved in the future.
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