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Sadrzaj — U ovom radu su prikazana dva pravca razvoja kultura tkiva za potencijalnu primenu u medicini. Mikroenkapsulacija je usmerena
na transplantaciju funkcionalnih tkiva zasti¢enih polupropustljivom membranom koja treba da obezbedi efikasnu razmenu materija neo-
phodnih za odrZavanje viabilnosti i funkcije tkiva, i istovremenu zatitu od imunoloskog odgovora organizma. Kao model sistem, Celije
pankreasa su enkapsulirane primenom tehnike elektrostati¢ke ekstruzije u mikrokapsule od alginata i poli-L-ornitina za potencijalnu primenu
u le€enju dijabetesa. Drugi pravac istrazivanja predstavlja in vitro kultivaciju funkcionalnih tkiva baziranu na autolognim ¢elijama, biodeg-
radabilnim polimernim nosa¢ima i bioreaktorskoj kultivaciji. Optimizacijom karakteristika polimernih nosaca ¢elija, uslova kultivacije, tipa i
rezima rada bioreaktora dobijeno je kultivisano tkivo hrskavice koje se po biohemijskim, strukturnim, morfoloskim i biomehani¢kim karak-
teristikama priblizava prirodnom tkivu.

Kljuéne reéi: kulture tkiva, mikroenkapsulacija, bioreaktori, pankreas, hrskavica.

In Vitro Tissue Cultures: Microencapsulation and Bioreactor Cultivation

Abstract — In this paper, two strategies for in vitro tissue cultivation are presented. Microencapsulation is aimed for transplantation of func-
tional tissues encapsulated in semi-permeable membranes, which provide efficient transport of nutrients, gases and small molecules neces-
sary for tissue survival and normal function, and, in the same time, tissue protection from immunological response. Pancreatic islets were
encapsulated in poly-L-ornitine — alginate microcapsules by electrostatic droplet generation technique for potential treatment of diabetes.
Another approach to tissue cultivation is in vitro regeneration of functional tissue equivalents based on autologous cell, biodegradable poly-
mer scaffolds and bioreactor cultivation. Under optimal in vitro conditions (three-dimensional, biodegradable polymer scaffolds, dynamic
laminar flow in rotating bioreactors) biochemical composition, morphology and biomechanical properties of engineered cartilage tissue
approached those of the native tissue.

Key words: tissue cultures, microencapsulation, bioreactors, pancreas, cartilage.

1. Uvod

Savremena dostignu¢a u oblasti novih tehnolo-
gija za proizvodnju i oblikovanje biomaterijala su
omogucila i ubrzani razvitak na poljima farmacije i
biomedicine. Jedna od najatraktivnijih i najispitiva-
nijih oblasti je in vitro kultivacija funkcionalnih tki-
va za potencijalnu klinicku primenu. Potrebe za za-
menom obolelih tkiva i organa danas u svetu daleko
prevazilaze raspolozive moguénosti i sve vise rastu.
Implantacijom kultivisanih funkcionalnih tkiva bi
ovaj problem mogao da se prevazide kao i problemi
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koji se u odredenim slucajevima javljaju pri trans-
plantaciji tkiva kao $to su imunoloski odgovor orga-
nizma, moguénost prenosa bolesti i dr. Kultivisana
tkiva takode mogu da predstavljaju relevantne fizio-
loske modele za kontrolisane in vitro studije procesa
razvoja tkiva i uticaja razli¢itih fizi¢ko-hemijskih
faktora u normalnim i patoloskim uslovima.

Raznovrsnost  strukturnih, biomehani¢kih i
funkcionalnih karakteristika razli¢itih tkiva je uslo-
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vila i razvoj mnostva specifi¢nih pristupa kulturama
tkiva. U slucaju mnogih bolesti uzrokovanih
gubitkom funkcije i nedostatkom zdravog tkiva, kao
Sto su dijabetes, Parkinsonova bolest, Alchajmerova
bolest, epilepsija i hemofilija, transplantacija
funkcionalnih tkiva zasticenih polupropustljivom
membranom predstavlja atraktivno resenje [1]. Os-
nova ove meto-de je membrana sa strogo kontrolisa-
nim karakteristi-kama tako da obezbeduje nesmeta-
Nnu razmenu gaso-va i materija radi odrZavanja via-
bilnosti i normalne funkcije implantiranog tkiva, a
istovremeno i zastitu od imunoloSkog odgovora or-
ganizma. Vise razlicitih reSenja je ponudeno za en-
kapsulaciju tkiva ukljucujuéi perfuzione komore i
vlakna ali makro i mikrokapsule su se pokazale kao
potencijalno najprimen-ljivije [2]. Atraktivnost ovog
pristupa predstavlja i potencijalna moguénost en-
kapsulacije i implantacije Zivotinjskih tkiva.

Drugi pravac istrazivanja je regeneracija funk-
cionalnog tkiva u in vitro uslovima bazirajuéi se na
autolognim ¢elijama, nosa¢ima od biomaterijala i
bioreaktorskoj kultivaciji [3, 4]. Kao rezultat, kulti-
visano tkivo treba da po sastavu, morfologiji i
strukturi odgovara prirodnom tkivu, da se integrise u
okolno tkivo i da ostvari normalnu funkciju po im-
plantaciji.

Polazna pretpostavka u ovom pristupu je da ¢e
¢elije regenerisati funkcionalno tkivo u in vitro uslo-
vima koji podrazavaju prirodnu in vivo sredinu. Pri
tome nosa¢ mora da obezbedi poCetnu trodimenzio-
nalnu strukturu za regeneraciju tkiva, ravnomernu
raspodelu ¢elija, nesmetanu razmenu materija i od-
govarajuéu brzinu degradacije u skladu sa razvojem
i remodelovanjem kultivisanog tkiva. Uz to, u poje-
dinim slu¢ajevima, biomaterijal treba da poseduje i
odredene mehanicke karakteristike. Danas se u kulti-
vaciji tkiva ispituju razne vrste prirodnih i sinteti¢kih
biomaterijala u razli¢itim oblicima od gelova,
sundera, vlaknastih nosa¢a do membrana i precizno
iz-radenih poroznih struktura.

Izbor biomaterijala i oblika nosaca odreduje
uslove u mikro-okolini ¢elije dok tip i rezim rada
bioreaktora odreduju makro uslove u kulturi tkiva.
Bioreaktor treba da obezbedi kontrolisane,
stacionarne uslove kultivacije, efikasan transport
mase i toplote do kulture tkiva, adekvatne
fluidodinamicke karakte-ristike, a u pojedinim
sluCajevima i biomehanicke i elektricne signale. Iz-
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bor biomaterijala i tipa bioreaktora su medusobno
povezani i zavisni od karakteri-stika éelija i tkiva,
tako da Gesto postoji vise potencijalno dobrih resen-
ja.

U ovom radu ¢ée biti opisan razvoj sistema sa
kulturama tkiva na primerima enkapsulacije celija
pankreasa za potencijalnu implantaciju u lecenju
dijabetesa i kultivacije ¢elija hondrocita i kostne srzi
u cilju dobijanja tkiva hrskavice.

2. Mikroenkapsulacija ¢elija pankreasa

Moze se re¢i da je najveci deo savremenih iStra-
zivanja enkapsulacije ¢elija za potencijalnu trans-
plantaciju posveéen enkapsulaciji ¢éelija pankreasa
radi lecenja dijabetesa. Kao razlozi za ovu €injenicu
mogu se navesti: (a) velika rasprostranjenost ove
bolesti, (b) celije Langerhansovih ostrvaca koje su
odgovorne za luCenje insulina ¢ine svega 1-2% vol.
pankreasa odrasle osobe, a mogu se izolovati iz Zi-
votinjskih tkiva i (c) koli¢ina potrebnih funkcional-
nih ¢elija je prihvatljiva (<1 g) [2]. Pri tome,
mikrokapsule predstavljaju atraktivan oblik za en-
kapsula-ciju celija pankreasa usled velikog odnosa
povrsine i zapremine, a time i malih difuzionih lim-
itacija, i jednostavne implantacije injektiranjem.

Veli¢ina mikrokapsula i karakteristike membrane
su kljuéni parametri u mikroenkapsulaciji. Permea-
bilnost membrane mora da bude precizno regulisana
tako da dozvoljava efikasan transport kiseonika,
nutrijenata i metabolita kao i aktivnih molekula uz
zadrzavanje antitela i limfocita. Uz to, membrana
mikrokapsula treba da bude neimunogena i odredene
mehanicke c¢vrstoce. Nezavisna regulacija ovih
parametara kao i karakteristika povrsine i veliCine
mi-krokapsula je jedan od osnovnih izazova u
razvoju tehnika mikroenkapsulacije [1]. Neki od
materijala  koris¢enih za  mikroenkapsulaciju
ukljuéuju alginat, poli-L-lizin (PLL), poli-L-ornitin
(PLO), agarozu, polietilen glikol, polivinil alkohol i
hitozan [1].

2.1. Tehnika mikroenkapsulacije

Jedna od metoda mikroenkapsulacije se zasniva
na primeni elektrostai¢ke ekstruzije, prikazana na
slici 1 [5]. U ovoj tehnici se suspenzija ¢elija u Na-
alginatu potiskuje kroz najéesée pozitivno naelektri-
sanu iglu na ¢ijem vrhu dolazi do formiranja kapi.
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Ove kapi se odvajaju sa vrha igle i padaju pod uti-
cajem gravitacione i elektrostaticke sile u rastvor
kalcijum hlorida koji je uzemljen. U ovom rastvoru
do-lazi do jonske izmene i oGvr§¢avanja gela posto
kalcijum alginat nije rastvoran u vodi. Na taj nacin
se mogu dobiti sitne Cestice uniformne raspodele
pre¢nika Cija se veli¢ina moze kontrolisati po-
desavanjem elektrostatiCkog napona, precnika igle i
rastojanja iz-
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medu igle i rastvora. Formiranje kapi i uticaj para-
metara ove tehnike su opisani matematickim mode-
lom koji uzima u obzir i uticaj povr$inskog napona i
viskoziteta ¢elijske suspenzije (Poncelet i sar., 1999)
[6]. Na taj na¢in se mogu dobiti mikrocestice do
ispod 50 um u pre¢niku [7].

@ Alginatna
@ mikrocestica

Mikrocestica presvucena
et polimernom membranom

@ Mikrokapsula

Slika 1. Sematski prikaz procesa dobijanja alginatmih mikrocestica i mikrokapsula metodom elektrostaticke ekstruzije.
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Slika 2. Langerhansova ostrvca enkapsulirana u mikrokapsulama od poli-L-ornitina i alginata (originalno uveéanje x10).

U procesu dobijanja mikrokapsula, ¢estice algi-
nata se zatim prevlace polimernim membranama
potapanjem u rastvore polimera (PLL, PLO ili druge
aminokiseline) koji se vezuju za alginat jonskim um-
rezavanjem. Pode$avanjem vremena reakcije mogu-
¢e je kontrolisati karakteristike dobijene membrane:
elasticnost, veli¢inu pora i poroznost. Naknadnim
rastvaranjem matrice alginata primenom limunske
kiseline ili EDTA dobijaju se mikrokapsule koje sa-
drze ¢elije. Primenjenom procedurom su uspesno en-
kapsulirana pojedina¢na Langerhansova ostrvca pa-
cova u alginat-PLO mikrokapsule pre¢nika 150-200
um, slika 2.

2.2. Karakteristike mikrokapsula

Veli¢ina, oblik i permeabilnost alginat-PLO mi-
krokapsula je ispitivana u zavisnosti od molekulske
tezine PLO (3 - 90 kD) i vremena reakcije sa algi-
natom (3 - 60 min) [8]. PLO molekulske tezine 20 -
25 kD se pokazao kao optimalan za enkapsulaciju
zivo-tinjskih  ¢elija. Pri  manjim molekulskim
tezinama membrane mikrokapsula nisu imale
dovoljnu elasti-¢nost dok je pri ve¢im, pre¢nik pora
bio suviSe veliki. Sa povecanjem vremena reakcije
PLO i alginata permeabilnost nastale membrane se
smanjuje.
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Slika 3. Permeabilnost PLO-alginat mikrokapsula izraZena kao
procentualno snizenje koncentracije govedeg albumina u
rastvoru u ravnotezi, u zavisnosti od vremena reakcije
poli-L-ornitina i alginata.

Na slici 3 je prikazana permeabilnost alginat-
PLO membrana kao procentualno snizenje koncen-
tracije govedeg albumina u suspenziji mikrokapsula
dobijenih pri razli¢itim vremenima reakcije PLO i
alginata. Mikrokapsule dobijene pri vremenima um-
rezavanja duzim od 20 min su imale prakti¢no zane-
marljivu permeabilnost u odnosu na govedi albumin.

2.3. Funkcionalnost mikrokapsula

Mikroenkapsulirane ¢elije pankreasa su kultivi-
sane 15 dana, pri ¢emu je ispitana viabilnost i
ocuvanost povrSine celija [8]. Funkcionalnost
mikrokapsula je ispitana prac¢enjem odgovora éelija
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na stimulaciju poviSenom koncentracijom glukoze.
Ovi testovi su pokazali biokompatibilnost alginat-
PLO mikrocestica sa ¢elijama Langerhansovih os-
trvaca i zadovoljavajuu permeabilnost membrane
pri kojoj je odgovor enkapsuliranih ¢elija na stimu-
laciju glukozom dobijen u vidu poveéanja koncen-
tracije insulina u medijumu posle oko 20 min [8].
Dalja siste-matska i dugoro¢na in vitro i in vivo
istrazivanja su potrebna za utvrdivanje optimalnih
karakteristika membrane, stabilnosti i funkcional-
nosti mikrokapsu-la za potencijalnu primenu u
medicini.

3. Invitro kultivacija tkiva hrskavice

Artikularna hrskavica predstavlja avaskularno,
elasti¢no tkivo na krajevima kostiju koje omogucéava
pokretanje zglobova uz minimalno trenje. Celije
hrskavice, hondrociti, zauzimaju samo oko 5% vol, a
ostali deo ¢ini ekstracelularno tkivo i voda koja
predstavlja ¢ak 65-80% mas. hrskavice [9]. Osnovne
komponente ekstracelularnog tkiva su kolagen 11 i
glikozaminoglikani (GAG) vezani u proteoglikane.
U odraslom organizmu, celije hrskavice stacionar-
nom metabolickom aktivnoséu odrzavaju ekstracelu-
larno tkivo ali pri povredama nisu u stanju da ob-
nove oStecenje. Iz tog razloga kao i odsustva
imunoloskog odgovora organizma pri implantaciji,
hrskavica je jedno od prvih i najSire ispitivanih tkiva
u in vitro kultivaciji za potencijalnu klinicku
primenu. U ovom sluéaju se pristup baziran na auto-
lognim celijama, biodegradabilnim polimernim
nosa¢ima i bioreaktroskoj kultivaciji pokazao kao
re-alno primenljiv dajuéi pod optimalnim uslovima
tkivo koje se po karakteristikama priblizava prirod-
noj hrskavici [4, 10, 11, 12, 13].

3.1. Imobilizacija celija

Izvor ¢elija za kultivaciju tkiva hrskavice je tkivo
u okolini same povrede i delovi artikularne hrskavi-
ce koji nisu mehani¢ki optereéeni. Celije iz ovog
uzorka bi zatim bile propagirane u in vitro uslovima
do dovoljnog broja za dalju kultivaciju na polimer-
nim nosac¢ima u cilju dobijanja tkiva za implantaciju.
Medutim, kako je ovaj izvor ¢elija ogranicen, alter-
nativno reSenje predstavljaju ¢elije kostne srzi koje
pod odredenim uslovima mogu da diferenciraju u
hondrocite [14, 15, 16, 17].
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Vedina ispitivanja je pokazala da je kultivacija
¢elija na trodimenzionalnim nosa¢ima neophodan
uslov za regeneraciju hrskavice in vitro i in vivo.
Polimerni nosaci od poliglikolne kiseline (PGK) u
obliku presovanih vlakana su ¢esto kori$¢eni i po-
godni za imobilizaciju i kultivaciju hondrocita [18].
Ove nosace odlikuje visoka poroznost (96-97%),
biokompatibilnost i spontano vezivanje Celija za
vlakna. Kada su ovi nosaci bili zasejani dovoljnom
koncentracijom hondrocita (5 miliona ¢elija po
nosacu u obliku diska debljine 2 mm i precnika 5
mm) brzina degradacije nosaca je odgovarala brzini
sinte-ze ekstracelularnog tkiva [10].

U slucaju kultura ¢elija kostne srzi parametri koji
uticu na proces diferencijacije ¢elija nisu do kraja
ispitani i ove kulture zahtevaju duze vreme i prime-
nu dodatnih faktora rasta u odnosu na kulture hon-
drocita. Nosa¢i od poliglikolne kiseline su se
pokazali pogodni za kultivaciju i diferencijaciju ¢eli-
ja kostne srzi pileta [16] i biokompatibilni sa Celija-
ma kostne srzi miSa [19]. Medutim za diferencijaciju
i kultivaciju ¢elija kostne srzi teleta bio je potreban
mehanicki ¢vr$éi nosa¢ sa manjom brzinom degra-
dacije [17].
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Alginat predstavlja Cesto koriS¢en nosac za imo-
bilizaciju razli¢itih tipova celija, a u kulturi oprede-
ljenih mati¢nih ¢elija za mezenhimalno tkivo misa u
visoko prec¢is¢enom ultraviskoznom alginatu dobije-
na je diferencijacija u pravcu hondrocita [20].

U ovom radu je ispitivana imobilizacija celija
kostne srzi mi$a u alginatnim mikro¢esticama prime-
nom elektrostaticke ekstruzije. Primena ove tehnike
na suspenziju Celija je pokazala zanemarljiv uticaj
elektrostati¢kog polja na Celije kostne srzi misa [19].
Pri koncentraciji alginata od 1.5%, koncentraciji ¢e-
lija od 4 x 105 éel./ml, primenjenom naponu od 4.6
kV i koris¢enjem igle 22 elektrostati¢kom ekstruzi-
jom su dobijene mikrocestice velic¢ine 680 + 100 pm
u preéniku. Mikrocestice su zatim kultivisane pod
statickim uslovima u toku 4 nedelje u prisustvu
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faktora rasta IGF-1 kao $to je to ranije opisano pri
kultivaciji ¢elija kostne srzi miSa na nosa¢ima od
poli-glikolne kiseline [19].

U toku staticke kultivacije u ispitivanom
medijumu nije doslo do diferencijacije ¢elija kostne
srzi ali su ¢elije ostale viabilne i metabolicki aktivne.
Konzistencija mikrocestica je ostala ocuvana u toku
4 nedelje kultivacije, slika 4, iako je doslo do
bubrenja i promene povrSine alginata, slika 5. Na
uzor-ku povrsine mikrocestica, kvalitativno se moze
zapa-ziti da su se oblik i raspodela veli¢ina pora
promenili u toku staticke kultivacije pri ¢emu se
srednja veli-¢ina pora povecala od oko 300 um na
pocetku kultivacije do oko 400 um 29-tog dana kul-
tivacije, slika 5.

Slika 4. Alginatne mikrocestice sa imobilisanim celijama kostne srzi 29-tog dana staticke kultivacije (originalno uveéanje x4).
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Slika 5. Povrsina alginatnih mikrocestica sa imobilisanim Celija-
ma kostne srzi sa raspodelom velic¢ina pora (dato u pm):
a) prvi dan kultivacije; b) 29-ti dan kultivacije.
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Ovi rezultati pokazuju da alginatne mikrocestice
mogu da predstavljaju pogodan nosa¢ za kultivaciju
¢elija kostne srzi. Brzine prenosa mase i trodimen-
zionalna struktura pogoduju kultivaciji Celija u
duzem vremenskom periodu, a optimizacijom sasta-
va medijuma i regulacijom brzine degradacije algi-
nata primenom razli¢itih agenasa mogu se dalje
kontrolisati i optimizovati uslovi u mikro-okolini
celija.

3.2. Bioreaktorska kultivacija

Hondrociti izolovani iz artikularne hrskavice te-
leta 1 imobilisani na nosac¢ima od poliglikolne kiseli-
ne (5 miliona ¢elija po nosacu u obliku diska deblji-
ne 2 mm i pre¢nika 5 mm) su kultivisani u nekoliko
tipova bioreaktora pri razli¢itim fluidodinami¢kim
uslovima [11, 21]. Laminarni rezim strujanja uz
uspostavljene dinamicke fluktuacije toka oko kul-
tivisa-nog tkiva u rotacionim bioreaktorima se poka-
zao kao najpogodniji za uniformnu regeneraciju
hrskavi¢avog tkiva. Kulture tkiva (11 - 12 po-
limernih nosa-¢a sa c¢elijama) se u ovim bio-
reaktorima nalaze su-spendovane u anularnom pro-
storu (110 ml zapremi-ne) izmedu unutrasnje
cilindri¢ne, silikonske membrane kroz koju se
obavlja kontinualna razmena ga-sova i spoljasnjeg
zida reaktora, slika 6. Brzina rotacije se podesava
tako da se kulture tkiva nalaze u dinamickoj
ravnotezi oscilujuci oko svog ravnotez-nog polozaja.
Kultivacija kultura hondrocita se oba-vlja na 37°C
pri 10% CO; pri ¢emu se 50% mediju-ma zamenjuje
svaka 2 — 3 dana [22].

polimerni nosad
sa celijama u
dinamickoj ravnotezi

Slika 6. Rotacioni bioreaktor.

U toku kultivacije u rotacionim bioreaktorima
dolazi do degradacije polimernog nosaca i regene-
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racije hrskavi¢avog tkiva. Posle 6 nedelja kultivacije
zapremina tkiva se povecala za oko 3.6 puta, a suva
masa za oko 4.2 puta dok se tkivo po sastavu i mor-
fologiji priblizilo karakteristikama prirodne hrskavi-
ce, slika 7. Procentualni sadrzaj osnovnih kompo-
nenata hrskavice, GAG-a i kolagena, je na kraju 6
ne-delja kultivacije iznosio 78, odnosno 43% u od-
nosu na prirodno tkivo uz jo§ uvek znacajno visi
sadrzaj vode, slika 7a. Regeneracija komponenata
hrskavi-ce se u toku kultivacije u rotacionim bio-
reaktorima odvija od periferije tkiva ka unutrasnjosti
[10].
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Slika 7. Karakteristike kultivisanog tkiva hrskavice neposredno
posle imobilizacije celija na polimernim nosacima (3-5
dana) i posle 6 nedelja kultivacije u rotacionim bio-
reaktorima u poredenju sa karakteristikama prirodnog
tkiva hrskavice; a) biohemijski sastav; b) histoloski
izgled (safranin O boja).
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Posle 6 nedelja kultivacije, tkivo je po morfo-
loskom izgledu dostiglo uniforman sastav sa
ravhomernom raspodelom GAG-a po (itavoj
zapremini, slika 7b. lzuzetak je povrSinska zona tki-
va debljine od oko 300 um u kojoj koncentracija
GAG-a opada usled difuzije u okolni medijum [23,
24]. Koncentracija celija odredena analizom his-
toloskih sekcija u kultivisanom tkivu je bila nesto
visa od koncentra-cije u prirodnom  tkivu
(1.16 £0.47 x 10° u odnosu na 0.83 +0.21 x 10°
¢elija/mm?®, respektivno) pri ¢e-mu je raspodela éeli-
ja bila uniformna po ¢itavoj za-premini tkiva.

U potencijalnoj klinickoj primeni, kultivisano
tkivo hrskavice treba da ispolji odgovarajuce biome-
hanicke karakteristike i da se strukturno integrise u
okolno tkivo po implantaciji. Biomehanic¢ke karakte-
ristike tkiva kultivisanog 6 nedelja u rotacionim bio-
reaktorima su bile znac¢ajno loSije od karakteristika
prirodne hrskavice i izmerene vrednosti su iznosile
svega 20 - 25% odgovaraju¢ih vrednosti prirodnog
tkiva [11]. Sa porastom duzine kultivacije do 7
meseci doslo je do poboljSavanja biomehanickih
karakteristika kultivisanog tkiva ali su sadrzaj kola-
gena i dinamicka ¢vrstoca jos uvek bili nizi u odnosu
na prirodnu hrskavicu [10, 12]. Ovi rezultati bi
mogli da ukazu na razliCite strukture kultivisanog i
prirodnog tkiva hrskavice i potrebu za dodatnim
faktorima u in vitro kultivaciji.

Sa druge strane, u ispitivanjima integracije kulti-
visanog tkiva i prirodne hrskavice u in vitro uslo-
vima, polimerni nosaci sa tek zasejanim ¢éelijama su
se bolje integrisali u odnosu na duze kultivisano
tkivo [25, 26]. Na povrsinama dodira polimernih no-
saca sa celijjama 1 prirodnog tkiva hrskavice
formirala se zona fibroznog tkiva debljine 150 -
200 pm sa izduzenim ¢elijama sliénim fibroblastima
koje su intenzivno regenerisale tkivo i remodelovale
povrsi-nu u toku kultivacije, slika 8. U slu¢aju inte-
gracije tkiva prethodno kultivisanog 4 - 5 nedelja u
rotacio-nim bioreaktorima i prirodnog tkiva hrskav-
ice, medufazna zona se sastojala samo od 1 - 2 sloja
izdu-zenih ¢elija i u toku kultivacije od 8 nedelja
nije doslo do znacajnih promena u izgledu ove zone.
Zapazena struktura medufazne povrsine je odgovara-
la i izmerenim vrednostima ¢&vrstoce veze kultivi-
sanog tkiva i prirodne hrskavice koja je bila oko 1.6
puta veca za tek zasejane polimerne nosace u odnosu
na prethodno kultivisano tkivo [25].



Obradovi¢, Bugarski B., Bugarski D., Vunjak-Novakovié

Ovi rezultati ukazuju da se integrisanim
pristupom koji uzima u obzir karakteristike celija,
izbor i dizajn oblika i strukture nosaca i tip, rezim
rada i fluidodinamicke karakteristike bioreaktora
mogu obezbediti uslovi za kultivaciju funkcionalnih
tkiva.

U sluéaju kulture tkiva hrskavice, optimizacijom
vremena i uslova kultivacije mogu se dobiti potrebne
strukturne i biomehanicke karakteristike kultivisa-
nog tkiva dok se modifikacijom povrsine tkiva moze
posti¢i i integracija implantiranog tkiva na mestu
povrede [25].

Slika 8. Histoloski izgled zone integracije polimernih nosaca tek
zasejanih celijama (3-5 dana) i prirodnog tkiva hrskavi-
ce u in vitro kultivaciji (safranin O boja); a) 2 nedelje, b)
8 nedelja.

Alternativna bioreaktorska reSenja atraktivna za
kultivaciju ¢elija kostne srzi, koje zahtevaju efikasan
dotok faktora rasta i kontrolu uslova u mikro-okolini
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¢elije, se zasnivaju na perfuziji medijuma direktno
kroz tkivo. Perfuzioni reaktor prikazan na slici 9a je
pogodan za kultivaciju ¢elija zasejanih na polimer-
nim poroznim nosac¢ima koji se mogu uévrstiti prste-
nastim zaptiva¢ima. Ovaj tip bioreaktora je uspe$no
primenjen za kultivaciju miocita koji zahtevaju efi-
kasan dotok kiseonika [27, 28].

Reaktor sa pakovanim slojem, slika 9b, predsta-
vlja drugi tip perfuzionog bioreaktora koji je primen-
ljiv za kultivaciju ¢éelija imobilisanih u alginatnim
mikrocesticama.

protok
medijuma
a)
kultivisano
tkivo
zaptivaé
b)

mikro&estice
sa Celijama
tkiva

medijuma

Slika 9. Alternativna bioreaktorska resenja za kultivaciju Celija
kostne srzi; a) perfuzioni bioreaktor, b) bioreaktor sa
pakovanim slojem mikrocestica.
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Atraktivnost ~ ovog  pristupa  predstavlja
mogucnost postepene i kontrolisane razgradnje algi-
nata ¢i-me bi se regulisala poroznost sloja, brzine
transporta materija i struktura regenerisanog tkiva.

4. Zakljucak

Kultivacija tkiva predstavlja interesantnu, multi-
disciplinarnu oblast kojom se dolazi do fundamen-
talnih odgovora o procesima razvoja tkiva u orga-
nizmu, meducelijskih signala, funkcije i integracije
tkiva. Medutim, zadatak imitacije prirode zahteva
sustinsko poznavanje i sagledavanje procesa u celi-
jama i tkivima sa viSe razli¢itih nivoa i objedinja-
vanje pristupa u iznalazenju najboljeg resenja.

U ovom radu su prikazana dva pravca razvoja
kultura tkiva. Mikrokapsule sa enkapsuliranim ¢eli-
jama pankreasa za primenu u leenju dijabetesa
predstavljaju potencijalno reSenje za oslobadanje
dijabeticara od insulinske zavisnosti uz moguénost
implantacije zivotinjskih tkiva. Veli¢ina mikrokap-
sula i karakteristike membrane su u ovom slucaju
kljucni parametri koji treba da obezbede viabilnost i
funkcionalnost enkapsuliranog tkiva, sa jedne strane,
i zastitu od imunoloskog odgovora organizma, sa
druge strane. Pitanja koja jos uvek ostaju otvorena
za istrazivanja su mogucénosti razli¢itih inflamator-
nih reakcija organizma na implantirane mikrokap-
sule, brzina odgovora i stabilnost funkcije en-
kapsuliranih ¢elija i moguca potreba za uklanjanjem
nekroti¢nih mikrokapsula iz organizma.

Drugi pristup lecenju tkiva je zamena obolelog
tkiva zdravim uz obezbedivanje strukturne i
funkcionalne integracije implantiranog tkiva. Kulti-
vacijom celija hondrocita na biodegradabilnim po-
limer-nim nosa¢ima u rotacionim biorektorima dobi-
jeno je kultivisano tkivo koje se po biohemijskim,
struktur-nim, morfoloskim i biomehanickim karak-
teristikama priblizava prirodnom tkivu hrskavice.

Celije kostne srzi i perfuzioni bioreaktori pred-
stavljaju alternativne sisteme koji se trenutno inten-
zivno ispituju.

Pored toga, neka od pitanja koja su u fokusu
istrazivanja su uslovi za diferencijaciju Ccelija,
pobolj-8anje mehanickih i strukturnih karakteristika
kultivi-sanog tkiva, integracija i in vivo funkcija
kultivisa-nog tkiva.

In Vitro kulture tkiva

Odgovore na ova pitanja kao i pitanje mogu¢no-
sti prakticne klini¢ke primene kultura tkiva ¢e dati
dugorocna i sistematska eksperimentalna istraziva-
nja u in vitro i in vivo uslovima.
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