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8 RYRP LVWahBigitayp XREWDQL IWUNHVINQHBRMFHQFLMDO PH]JHQKL
VWDQLFD 006 iNREWDQHR YDAQLK PDEMEp QLK jeVaBuQ L FD
upotrijedjen W U D Q V PH.i@d MR @ FPAARFP/Col2.3GFP.MMS su identificirane kroz
LJUDADM FUYHQH 10 XR URFPHbtI@HW @dHflubidsdedtipQtejrkdjd e pod
NRQWURORP SURPWRWWRUDOWNLK PLA&L sepratil® iferencipdpR E L
MMS-ai EMS-au zrele osteoblastepotijebljena je zelera fluorescenta EMH O®- |3 L Q

(od emy. green fluorescent proteihpLML MH L]JUDAaDM SRG NRQWURORP N
promotora za kolagen tip |1 (Col 2.3). Za obje vrste stanica ngpnavje analiza osteogenog
potencijalain vitro i analizain vivoza EMS.

1DNRQ SRWLFDQMD N Ri@Ven@id vird, IHOWBHNQRYIDNDBIFY M&L NRMH L]U
bilieg .60 $5) Jiferenciraju se u Col2.3GFP+ stanice, tj. u zrele osteoblpstegzuju
VSRVREQRVW PLQHUDOL]DFLMH L X JQDWQRM PMHUL L]JUL
(RVWHRNDOFVYDQDMID OREWBQR QpHYLQX

EMS pokazuju slabu aktivnosiljega Col2.3GFPQDNRQ SRWLFDQMD NRawWDQH
uvjetimain vitro. 7/DNRYHU SRND]XMX VODE SRUDVW NRaAWDQLK GI
potvrdili diferencijaciju EMSa u zrele osteoblastd’rimi M H U H ghBtnadktivnost alkalne

fosfatazei prisutnost mineraliziranog matriks&e H] X OWDWL SRND]X MXR &\ DNQHH X Vv
diferencijacije EMSa in vitro |]QDWQR PDQMD X RGQ Rri¢ijaciQ MMSR aW D Q X
NRAWDQH V adtandaidinh pitdkbliimd ]|D NRAWDQX GLIHUHQFLMDFLMX

S druge straneu uvjetimain vivo N R U L V Widdlébm Studranjateratoma,EMS pokazuju
VSRVREQRVW GLIHUHQFLMDFLMH X Qg Odl.38MNGeRSIEOD VW H
NRQVWUXNW &R O upotiebljdvdilako Wikse potvrdila diferencijacija EM&Su

zrele osteoblaste.



SUMMARY

Determination of boneregeneration potential of murine embryonic stem cells and bone
marrow mesenchymal stem cells

Introduction

Bone marrow mesenchymal stem cells (MSCs) have been used in regenerative bone biology
for more than a decadas they can be easily recovered froatignts. More recently some of

the focus in this field has shifted towards the use of embryonic stem cells (E3€8dus

studies reported that ESCs can be induced to differentiate into cells showing a mature
osteoblastic phenotype by culturing them undesteoinductive conditionsThis study
proposes determination tfe bone regeneration potentialrofirinebone marrow MSCs and
ESCs.

Materials and methods

For this purposea murine model(dual transgenic mice 60$5)3 &R O ) H3s3been

utilized. After isolation of cells from the bone marrow of long bongkSCs have been

identified through the expression of alpMaPRRWK PXVFOH DFWLQ .603%$ SUR
RFP. To track the transition of MSCs into mature osteoblasts, adpedic fragment ofat

type | collagen promoter driving green fluorescent protein (Col2.3G&&)een utilized In

addition, ESC linebave been dervedURP WKH VDPH .60%$5)3 &RO *)3 WUD(
allowing identificaton of FHOOV DW WKH PHVHQFK\PDGt Mavi@JH .60
osteoblast stage (Col2.3GFR).vitro analysis of osteogenic potenti@sbeen madéor both

types of cellandin vivoanalysis (teratoma assay) of osteogenic potential for ESCs.

Results

Cultures of bone marrow MSCs werstablished and after one weela population of
.60%$5)3 H[SUHV WaQ doteed O RWVWORZLQJ FHOO VRUWLQJ UHSOD
(20-30%) were induced to osteogenesis, and strong expression of osteoblast tspasgiEne
Col2.3GFP was noticed;onfirming osteod QLF DELOLW\ RI .60%$5)3 FHOOV
differentiation was confirmed by detection of mineralization with von Kossa method and by
up-regulation of markers of mature osteoblast lineage cells; osteocalcin and bone sialoprotein.
Following osteogenic induictn in ESCs, expression of alkaline phosphatask subsequent

mineralization detected by von Kossa stain)ngas observedAfter one week



of osteogenic induction, ESCs beaWR H[SUHVV .60$5)3 7KLV H[SUHVVLR
the peripheral area encikclQJ D W\SLFDO (6& FRORQ\ 1HYHUWKHOHVV
not show activation of the Col2.3GFP, even after 6 weeks of osteogenic differentmation

vitro. Also, small increases in expression in some of the bone mankakszed (Colagen type

I, bonesialoprotein were noticedbut most of them appeared minimal compared to the levels
expressed by the MSCs, even after six weeks of osteogenic induction.

In contrast,in vivo teratoma assay by ECSs showed bone formation and strong Col2.3GFP
signal in theareas that stain positive for mineralization by von Kossa.

Conclusion

These resultshow that MSCs compare to ESCs, have much more capability to differentiate
into mature osteoblast, express specific bone markers and Col2.3GFP transgene after
osteogenic inductiom vitro. On the other hand, in the functionalvivo assay ESCs show
capaility to form bone and activate Col2.3GFP marker.

The resultsobtainedindicate that detection of alkaline phosphatase activity and mineralization
of ESCs cultured under osteogenic conditions is not sufficient to demonstrate osteogenic
maturation.

This study indicates the utility of the promoteisual transgene approach to asstus
commitment and differentiation of stem cells ointhe osteoblast lineage. To current
knowledge, this study is the first to utilize the expression of Col2.3GFP transgene in the ESCs

derived from transgenic mice.
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POPIS OZNAKA | KRATICA

AP alkalna fosfatazaprema englalkaline phosphatase

ATF 4 aktiviraju @ transkripcijski pmbenik 4 - premaengl. activating transcription
factor 4

BGP -glicerolfosfat- prema engl. -glycerophosphate

BMP NRaAWDQD PRUIRJH Q Hp/evaddglBdvieHn pigppenéfit Qradein

BMSC VWURPDOQH VW D frérfarentyliBoaenvnagdi sirdinallcells

BSP NRaAWDQD VLMD péra khnglobeGialdpydteghD

CAT kloramfenikolska transferaza acetilne skupingrema englchloramphenicol
acetyltransferase

cDNA komplementarna DNA prema englcomplementary DNA

CFU-F NRORQLMH VWDQLFD -ljré&ma RriglcomMoning un® D p D M N L
fibroblast

Col1l kolagentip 1 - prema englColagen type 1

Col 2.3 2.3kb - fragment promotora za kolagen tip 1

Col 3,6 3,6 kb- fragment promotoraakolagentip 1

DMP bjelanjevina dentinskog matriksgprema engldentin matrix protein

DNA deoksiribonukleinska kiselinaprema engldeoksiribonucleic acid

EB embrioidna tijela prema englembryoid bodies

EDTA etilen diamin tetraoctena kiselingrema englethylenediamine

tetraaceticacid

EMS HPEULRQDOQH PDWLPpQH VWDQLFH

FACS sortiranje stanca fluorescentnom aktivacijora prema engl.fluorescence
activated cell sorting

FBS fetusni JR Y HY L -\pHedaXdnglfetal bovine serum

FGF fimbenikrasta ibroblasta- prema engl. fibroblast growth factor

GAPDH gliceraldehid3-fosfat dehidrogenazaprema englglyceraldehyde -phosphate
dehydrogenase

GFP zelena fluorescentna bjel@vina- prema englgreen fluorescent protein



IGF L Q] X O L Q pmbheaikrpdbalprema englinsulin-like growth factors

LIF IQKLELFLMVNL pL R Brenaengl. Ieukeii ihRilhitenHfactor

M-CSF makrRIDJQL pLPEHQLN pteDachgiDnacRbaye oMy
stimulating factor

MEF P L & M L oranHiltdblast- prema englmouse embryonic fybroblast

MEPE fosfogiNRSURWHLQL L] Y prenasvid. @atfix@xiradeMiml L
phosphoglgoprotein

MMP matriksna metalproteinazgprema englmatrix metalloproteinase

MMS PHIJHQKLPQH PDWLpQH VWDQLFH

NF-kB MH]JULQ p L PoEerh@eniyinditiear factor kB

oC osteokalcin- prema englosteocalcin

OoP osteopontin prema englosteopontine

OPG osteoprotegerin prema englosteoprotegerin

Osx osteriks - prema englosterix

PBS fLILRORAND RWRSLQD SXIH{pteth® €ng.phesphdeN QLP S X IH |
buffered saline

PCR O D @pdalgijgpolimeraznog tipa- premaeng.polymerase chain reaction

PHEX UHJXOLUDMXUL JHQ ]éndoReptezamal ndKRaPRSOR4DO Q

prema englphospateregulating gene with homologies to endopeptidases on
the X chromosome

RANK aktivator receptora NKB - prema englactivator of nuclear factor kappa B

RANKL ligand aktivator receptora NKB - prema englreceptor activator of nuclear

factor kappaB ligand

RFP crvena fluorescentna bjeld@vina- prema englred fluorescent protein

RNA ribonukleinska kiselina

RT-PCR REUQXWR SUHSLV L YDIm@pDeakciomaobnetagnbbHtipa -

premaengl.reverse transcription polymerase chain reaction

Runx2 WUDQVNULSFLMYV hrtup Lgpdinid englNinvr&dtdrrahscription
factor 2

SSEA1 stadij specifian embrionalni antigenprema englstage specific embryonic
antigen

TGF- transformacijskifimbenik U D VAMgrBma engltransforming growth factor



TNF pLPEHQLN WMeR(dZ& préhhaldngltumor necrosis factor

TRAP kisela fosfataza otporna na tartargremaengl.tartarate- resistent acid
phosphatase
.60% ~-DNWLQ JO D-\préhakenglL-&rhaofh muscle actin
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.RAWDQL GH ItNméLlO Q DNIRIXUANRJ RGVWUDQXMXYQRMDAXSUWE
QHGRYROMQD NROLPLQD NRVWL X LPSODQWDFLMVNRM ]R(
EROHVWL VDPR VX QHN el @& Qi OGNy BofdenbalrDnedigivl D
NadoNQDGD XQLaAWHQRJ L L]JJXEOMHQRJ NR&WDQRJ WNLYD
rekonstrukijskoj kirurgiji. $XWRORJQL DORJHQL NVHFRJIHQUWDNRLEPN BV
DORSODVWMNEDWWUQW B @ lup&rBoyabadjiaad Hadvkddadu izgubljene kosti.

. R Udnge autologne koststandardje u zahvatima regeneracij® R & W RRigaRali ima
RGUHYHQH QHGRVWDWNH NDR aWR VX ERO SRYH]DQD V RWY
NROLPpLQD GRELYHQH NRWWN S$SPRHHEL N NIWRNRPVRG LPXC
RGEDFLYDQMD prijgnésa AnigRdfe/ Wdvedena stanja predstavljaju izazov za
NOLQLpDUH L ]OQDQVWYHQLNH pLML VX QDSRUL GDQDV XYH(

11 .RAWDQR WNLYR

.Rawdngavsvih NUDahAHE@DYHQ Md oBBvils WONLYD KUVNDYLFH L N
WNLYD .RAWDQReWBSLPRQHWN\DWRMUDQH PHRAWWDQKpQW DWW
Kolagen tip 1pLQ L% EMHOD @PHYWMWOD QLp QH W Ype@iotedyhkawiD O L K
brojne nekolageneE M H O D .QJbreingjLf&ziHembrionalnog razvojaik@WD QL VXVWDY UD]
od WU L U a&shOve pdraksijalnog mezoderm& DULMHWDOQH P HpheugkagP D O Q H
grebena SURFHV QDVWDQND NRaWw DtipiRakeWipkadia negeihinviib VH X
VWDQLFD GR PMHVWD QDVWDQND EXGHKSIHWNRRW L ]IDCEW MUDI
mezenhimnih stanica te diferencijacija tih stanica u osteoblaste ili hondroBlasie slijede

GYD UD]OLpLWriram&tbRAEHY D LOL HQKRQGUDOQR RNRaAWDYI
LQWUDPHPEUDQVNRJ RNRAaWDY D Q M Dizrduns ¢ difevercirBjti LH QKL P V
SURJHQLWRUH RVWHREODVWLpPpQH OR]H L s R N\RRAQWXY B QRWXV|
zgusnutognezenhima formiraK U V N Do¥rojpakbja se postupno zamjenjuje s kdst2).
ORUIRORANL SRWWRWHVIG YN RIBWMWDW QD NRPSDNWQD L VSH
. RUWLNDOQD NRVW JUDYHQD Minvigk&naldok sfydrgibRnid RostGRV@ LK NR
SRUR]QL PDWULNV uUlagD jeVsYnginbih fiinRcijom.LKortikalna kost ima
SULMH VYHJD PHKDQLPpNX L JDAWLWQX IXQNFLMX GRN Mt
PHWDEROBPKMBL]IQLMH VSRQJLR]QD NRVW pLQL 80y QX UH]
YDAQX XORJX X RGUADYDQMX UDYQRWHAaM). €iskaWcR,YH NRC
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NRUWLNDOQD WH VSRQJLR]QD hoRdwdite luFhEBskaXci V Sstésblasteh QH VW
osteocite, osteoklaste I BORAaQH VWDQLFH X NRVWL 6YDND SRMHGLQ
SXW L ILJLROREN2VIWEREOWMXWL RVWHRNODVWL L REORAQF
kostt GRN VX RVWHRFLWL XNORSOMHQL X PLQHUDOLIJLUDQX F
REORA&QH VWD Qagsti pBdrijpeQ & RN R VW HR N @® Yiemator® &M H p X

stanica.

111 KRAWDQD PHYyXVWDQLpQD WYDU

*ODYQH VDVWDYQLFH NRawbDQH PHYyXVWDQLpQH WYDUL V.
PLQHUDOL 9RAHIRGVNH WYDUL]XDNRMWNLPIDL P DQEMpODQpH YL
NRMX L]OXpXM& 7R YW HBRDOQD YW LQBastarliera je-bq@ tri\pblPeptidna

lanca omotanaQ D QDpPLQ GD pLQH WURVWUXINR XX KM QLH X] VRODQJ
propeptid te pod utjecajem proteaza dolazi do odvajanja - propeptida. Pritom se
SRMHGLQDpQH JUHOH NRODJHQVNH PROHNXOH PHEXVREQR .
Osim kolagena tip 1 X L]JUDGQML NRAaAWDQRJ PDWULNVD VXGMHC(
EMHODQpPpHYLQH prité&oBlikaaiW(Biglikax dekorin, fibromodulin hijaluronan,

osteoglicin), glikoproteini dlkalna fosfataza AP - prema engl.alkaline phosphatase
osteonektin, tetranektin), SIBLINEMHODQpPHYLQH DMPVW HRVEHRWDALPQ
dentinskog matriksatprema engldentin matrix proteinBSP- NRawbDQD VLMDOREMHGO
prema englbone sialoprotein W-HNDUERNVLOLUD QH -bsiadl@lbr® pranyacQH 2 &
engl. osteocalcin  *ODYQD IXQNFLMD QDYHGHQLK EMHODQpPpHYLC
kolagenih vlakana i kristala hidroksiapatitapevezivang NRaWDQLK VWDQLFD V PHY
tvari (8).

1.1.2 Minerali NRaAWDQRJ WNLYD

*ODYQL PLQHUDO N Racy b RRGUW N VY DisNDBNAWE SNIlR idiherddla.
+LGURNVLDSDWLW MH RGVWYRUDSS RUR ERQRWAMR.GREERQ MD R
PLQHUDOL]J]DFLMH ]DSRpLQMH QDNXSOMDQMHP PLQHUDOD K
P MHK X Ws&tédbR$dd9). Kako s vremenom kristatiastu, dolazi do pucanj# MHK XU LUD
doticajakristala V- . L]YDQVWDQLPpQLP RNROL&HP aWR Rd$RAaXuDYD
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SRPpHWNX RGODA&X QD L]ORAHWLP @PIMNR/QV hPIDDNBDDWHKQN R NI
1IHNRODJHQVNH EMHOD®)E YNREGDNROH YXWMHWIMNRYHU XW N
PLQHUDOD WH UHJXOLUD NI YMHGHWU DX LL NRUER] LWDNYRMWDORE
kationska ond&ZUHQMD &WR GMHOXMH QD NRQDpPQL VDVWDY PLQ
QHSUDYLOQLK NULYVW D Qjénjen Dagezifdmp $trvralj@m i Xa@lidijehD Pni

bLQH NULVWDOH WRSOMLYLMLP L SRGOR a® LugradijoM RAW D Q|
luARULGD QDVWDMX YHiUL NULVWD O LpidRtrazgvadeidD.QMH WRSOM

113 6WDQLFH NRaAWDQRJ WNLYD

1131 6WDQLFH NRaAWDQLK SURJHQLWRUD

6WDQLFH NRAWDQLK SUsudtdrize DsRdbRastS. ek GRFE ehtijpdjidn
multipotentnih mezenhi® LK PDW Lp QUMS)VMWRENBQH VUAL .OMXpQL plL
SRWLpH GLIHUH-@ BSIUMIPHL NDR 80D QLP  StaikridaskMpR B EPID LM H
VOLPpDQ UXXWwetma Bngint related transcription factor )2 Pod utjecajem
bLPEHGQw8 DMMS se diferencifa X KRQGUREODVWH GRN MH 338%!
diferencijaciju u adipoblasté¢l2). . RaWDQH S RVWHIQMWRUQDVWDMX X NRa
RVWDMX X VWDQMX PLURYDQMD X SHULYDVNXODUQLP QL
HQGRVWDOQRM (1SR YORAWLIRIO R RWMW VYV H SQMHIER] R ewixaet RW
LIGXaAaHQH LOL RYDOQH MH]JJUH V KUDSDYRP HQGRSOD]P
ribosoma i malim GolgijevimV LMHORP ORUIRORA&NL L]JJOHG X INODGX M
VH QDNRQ PROHNXODUQRJ SRGUDADMD Raktl alfiieDApeleFH G LIF
osteoblast¢14).

1.1.3.2 Osteoblasti

2VWHREODVWL VX JUHOH VWDQLFH NRaAWDQRJ WNLYD RGJR)
i za regulaciju aktivnosti osteoklas{d5, 16) 7DNRYHUY DR @JIX u regulaciji

hematopoeze(17). Osteoblasti se razvijaju iMMS-a NRAWDQH VUAL SRG QC
transkripcijskih p L P E H Quni¥2) osteriksa (Osx, odengl. osterix) L DNWEkYLUDMXU
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WUDQVNULSFLMV B 4p bd églQaetivdding transcription factor4) (18).
ORUIRORANL RVWHREODVWL LPDMX YHOLNX MH]JUX SRYH
endoplazmaki retikul.

1.1.3.3 Biljezi stanica osteoblastne loze

OVWHREODVWL SULOLNRP VDJULMHYDQ MD tré&aRiD 8tgmicaw UL VW
NRAWDQHS WRAQLIHUDFLMD VWDGLM NRML MH SRSUDUHQ
PHY XV WD Q LtpaQrifevn@® ) ktadij ovapnjenja prilikom kojega dolazi do odlaganja
PLQHUDOQLK VROL X +mingrivadija()L QX1 HWRPUSURFHVD RVWH
diferencijaciie NRaW D QH BUtknice QraligriRdjl i prolaze procese sazrijevanja prije
negoaWVSRVWLIJQX VWDGLM JUHORJ RVWHREODVWD O6WDQLFH ¢
UD]OLPLWLK EYOMRRD MRRAEN IQD Wepozhaf) Dipka@ivaiiSlika 1).
6WDGLM PDWLpOKXKWMWBQLEDHMDRAQR GHILQLYDKano®® LJUDAD
]JQDNRYLW |]D PDWLPpQH VWDQLFH 3RWLFDQMH GLIHUHQFLN\
UWMHFDMHP WUDQVN Wd &&ih WXN GR \WRLEEARMNDEHI @XWUDAaHQ
'RVWXSQL ELOMHI]L QD Stediussa ISeirn, NORZEQ &tleH XD VBRPRUX QMLK
se mogu izolirati progenitae stanice. , ] Ud) §ena za lgalnu fosfataz, kolagen tip1 i
osteopontin(OP, odend. osteoponting pojavljuje se u stadiju preosteoasta koji imaju
WLSLpQX ILEUREODV Kblapep Xtip B RglavR QeR pgroikA/¥d osteoblasta i
QDMIDVWXSOMHQLMD EMHODQpH,YaL QB0 X\sxXaWWaDaHstaeliity X VW D C
sazrijevanja.OP je mDQMH V SHFL Idt¢oblagtal IROMHNIHR LITUDAHQ SULOLNR
stromalnih stanicaRani osteoblasti sistanice NXELpQH PRUIRORJLBSPA WH L]L
7LMHNRP VDJULMHYDQMD RVWHR E O D \W¢/ $abjejiad ) 8 WINR'D @MQ
AP-a za razliku odOPa NRML VH VPDQMXMH X VWDGLMX VD]JULMHYD
stadiju mineralizacijeOsteokalcinMH NODVLpQL ELOMHJ JUHOLK RVWHREC¢
matriks. , ] Udp &steokalcina se javljai najkasnijem stadiju mineralizge te je pdini
VSHFLILpDQ RVWGIRHEFOLD VD@L EELLAOMMHHLI IIR2AOW HRFLWH MH '03
ALYRWQL YLMHNdRVGRHRE®DYWROMRQ pHIJD PRJX GRALYMHYV
XJUDGLWL VH X NRAWDQX L]YDQVWDQLpQX WYDU WH SRVWD
REORaQH VWDQLFH WUDQVGLIHUHQFLUDWL VH X KRQGUR
(21) (Slika 1). U 50- 70% stanica dolazi do procesa apoptoze dok maniji broj osteoblasta

postaju osteocif22) 3URFHV WUDQVIRUPLUDQMD RVWHREODVWD X |
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OXpHQMHMWPHSSRYHUDQLP-4& LU\DSHDMH PRIZA KDERL@WR VX UHJXOLL
za fosfate homologaendopeptazama na kromosomu X (PHEX, eplgbspateregulating

gene with homologies to endopeptidases on the X chrompdosfeglikoprotein
L]IYDQVWDQLpQH Wabidextra@¢IRiar pHa3phOglyoproteiDMP-1, FGF23,

sklerostinte ORP15(Q23).

Slkal. .RUDFL GLIHUHQFLMDFLMH RVWHREODVWLPQH OR]H X]
R G U H sHighR Zrelostil JlUDAD M JHQDakokitasW D G LM P D W BdtiCaHieVW D QL F
GLIHUHQFLMDFLMH X NRaAWDQH SURahek@oEWNRVMKNLR GHAPNEB Q/LHN
kojih je doVDG QDMYL&H 2 ¥Xaageb éEPQu kil koji se pojavijuju u stadiju
SUHRVWHREODVWD D QMLKRY BEEDAQOWXUNDYIWMLPQGLHHOMAB]
RVWHREODVWD NRML VWYHDRLDI#Nra 6stedciiz GeL DR UZES V

S U L O D J RKakijg R DR2G).

1.1.3.4 Utjecaj signalnih molekula na osteoblastnu diferencijaciju

2VWHRJHQH]D MH VWURJR NRQWUROLUDQ SURBigndinthHIXOLU
molekulakaR @&4WR VX WUDQVNULSF LrestaNnbrrpdnRdstd QILFL pLPEHQLF

Runx WDNRyYHU SRdRdM bindnRg factor alpha 1li Osf2- osteoblast specific
factor2) e nDMYDAaQLML W UD Q \kbdiisudiEkije M Ydwtioliprdedsas@dglineze.
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To je rani biljegosteogeneze neophodan u kammdeiji mezenhimskih stanica, njihovoj
GLIHUHQFLMDFLML X RVWHREODVWH KLSHUWIDR YLLNWILD M R QH>
NRAWDQR WNMH RHAKQD 7*3\**7 géokshildd NuKIEHSke kiseline (DNA,
od engl. deoksiribonucleic acid (25 WH QD WDM QDpLQ XWMHpH QD L]
NDUDNW H U Lablasteh XON O] D X R X Wbldgeh tp & BSP i OP(26, 27). Otto i sut
(28) u svomsu LV W U D aportiiiMXL & H YiskjWpHQRP IXQNFLMR® JHQD
INQRRPAW3 PLA 1MLKRYL KRPARJAHRM QPWRX YDXRVDQ W RYHQM
zatajenjaG L a QBtdva 3aDW R KL VW R @ RajoNdDump@ebl@ali] ljenjaAlizarin red
i Alcian blue (Alizarin red boji kalcificirana tkiva + kost; Alcian blue boji hrskavicu)
pokazala je gotovo potpuni nedostatak mineralizirane kosti i normalnu hrskavicu. Kod
heterozigpQLK PLZQDAMHQD MH KLSRSOD]LMD |NOMXPRHIOLNRD
LQWUDPHPEUDQR]QLK NRVWLMX 5H]®E29 potvidilirsy Baljel GUXJ|
Runx NOMXpQL WUDQVNUXSFQ RIWDME EAIMPEHQ(N VWDQLFD RVWE
loze i u enhondralnomu LQWUDPHPEUDQR]QRP PHKDQL]JPX QDVWDQNI
dvije izoforme gena Runx2 Runx2 tip 1 je odgovoran za ranu osteogenezu i
intramembranozno stvaranje kosti, a Runxi 2 za potpuno sazrijevanje osteoblasta i
enhondralno stvaranje ko$#5).
DrXJL ELWDQ WUDQVNUVSSFLVMMNDLQ plCP ERON. BR BOzMWH MH
GLIHUHQFLMDFLMX RVWHRKRQGURSURJHQLWRUD SUHPD RV
genaOsx WDNRYHU XPLUQ®DNRIR VR KB QRDethi & pokakfunbrikalno
razvijenu hrskavicuali potpuni nedostatak kosti bez obziralird se o enhondralnoj ili
intramembanoznoj kosti(30) 7L PLAHYL Smald]XMWPOaAOM 5XQ[ 2 GRN 5>
SNQREW 3 PLAHYL QH L]JUDADYDMX 2V pktivialV R kasiNj@) [fXzAMH G D
osteogeneze MH SRG NRQWUROR(®BOS3¥.Q1U B i P BpbH I Rrblika
WUDQVNULSFLMX X JUHOLP RVWHR E O kovitwliLshizzdViddig&rva) 2VR
tipa 1(32).

1HNR OimbeRikgprasta LJUD YDAaQX XORJX X UD]JYRMXXNRRWWDQ B
PRUIRJHQHWVNH (EWH Od @rfgH Ybar@ Hmorphogenetic prote)n (33),
trandormacijsk pimbenikrasta (TGF , engl.transforming growth factgr(34) ifmbenik

rasta fibroblasta (FGF, endibroblast growth factoy (35, 36) L Q] X O anQixdb&hiR tapta

(IGF, engl.insulin-like growth factor¥(37), p O D QrRp€\Wnt (38, 39) i hedgehogsignalrog

putg31).



E]} Z %] U ] &3 Ji

1.1.3.5 Osteociti

2VWHRFLWL VX SRWSXQR GLIHUHQFLUDQH NR&AWDQH VWDQL
QDMYHUX SRSXODFLMX VWDQLFD X NRVWL WH LJUDMX YDagQ
zrelih i aktivnih osteoblasta kQjiL]OXpXMXuL NRAaWDQ Xoskd gXrdobem QLp QX W
QMRM SRSULPDMX GHQGULWLpPNL IHQRWUSG L6VMBHWKMX W
ALURP NRVWL X PDOLP aXSOMLQDPD shywjedddteGamcE @H ORI
PQRAWYRP QDGWWYQDVYLWD NRML V XaralRn@ KandlQulimz. GsteoxitiP

VX SRYH]DQL GHQGULWLpN Lkao QIostetliadA LD LP R FXORREQR VWL
naenGRVWDOQRM L SHULRVWDOQRM SRYU&ALQL NRVWL 1D W
SUHQRVHUL VLJQDOH (41-88) D=DWKLYYDHO MODWXWIRM NHMH]GDVW R M
pukotinastim spojevima kojima su nastavci povezani i kojima se prenose ,s@giabciti

LPDMX VSRVREQRVW WUDQVIRUPDFLMH VWLPXODQVD X]U
ELRNHPLMVNH VLIQDOH 7R X NRQDpPQLFL RWY&grasinRRIXUQR
NRVWL RPRJIJXUDYDMXiUL WLPH SUDYLOD QjeR42)J Fo¥dslegd/ LM H O D
navedenogosteocite nazivaju A LY pSD/QHD QLFH NR@WOWDQRJ WNLYD

1.1.36 2EORAaQH VWDQLFH

2EORAQH VWDQLFH VX QHDNWLYQH SORVQDWH L]GXAaHQH "
na SHULRVWDOQRM SRYUEGLQL NRVWL 6WYDUQD IXQNFLMD I
PHYXWLP SR]QDWR MH GD QH VXGMH O X¥siXPretposiavj@de dd& VW YD
nastaju iz osteoblasta, ali se mogu i rediferencirati u osteol2ktd6, 47). Smatra sala

REORAQH VWDQLFH L]OXpXMX NRODJHQD]X NRMD XNODQMD
WLPH VSUHpPpDYDMX S.ULDNRW B Q BNRH/RSVOMKDR/INDO G B, VR IE IOARDAND XU V. W

signale od osteocitéste prenose i aktiviraju osteoklaste na ciljanim lokacijama K46}i

1.1.3.7 Osteoklasti

Osteoklasti su multinuklearne stanice odgovofi2 UHVRUSFLMX NRDWXQRD AW X L
ulogu u normalnom razvoju kosti. Hematopoetskog su podrijetla odnosstaju iz
KHPDWRSRHWVNLK PDWLD@L4S) i WoiihQsk FdbmitdjR @ridhDriQkieaiiiu & L
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mijelo-monocitni progfQ LW R UL IX]LMRP NRMLK QDVWD bbkokldstt OL RV W
su vrlo velike stanice, (promjera oko-50 — P VD GR diikiin bdjgd Y
mitohondrija, lizosoma i slobodnih ribosoma. Nalaze se unutar udpblie@ D SRYUALQDP
kosti koje se nazivaju Howshipovim lakunama rezultat su njihove resorptivne aktivnosti
(49,50. 3ULOLNRP NRAaW os@oklast3é piNDHSSAMBD GLR NRAWDQRJ PD'
VSHFLILPpQLK DG K Hiddvamit Ndd&sovhiVRodosonmidse dpecif Q R Y kbfager) D
tip 1 i OP putem brojnih integring5) 8 WUHQXWNX SULpYU&AGuULYDQMD GF
membrane ¥ WHRNODVWD NRMD X SRGUXpMX NRQWDNWD V N
$NWLYLUDQL RVWHRNODVWL L7@utipix MistrikéReGriehaRroteindz®& Q H N |
(MMP, prema englmatrix metalloproteinage kiselu fosfatazu otpornu na tartarat (TRAP,
premaengl.tartarate- resistent acid phosphataseL KLGUROLWLPpNH tg3ihKPH NDR ¢
7LPH VH S+ SURVWRUD L]J]PHyX QDEUDQH PHPEUDQH L SRYL
VNXSD YRGL ND UD]JJUDGQML PLQHUDOQH L RUYD@/NH NRI
matriks endocitozom zatvara unut&® M H K Xa&liLniid@diraju prema apikalnoj membrani i
LVSXAWDMX VDGUADM X52 53 DOQUWWODQRVHBNE B W4, LIUDAD
receptor za kalcitonin C1¢5 560 YLWURQHNWLQVNL UHFHSWSRC . 003
VLIQDOQD PROHNXOD YDAaQD ]@67-59R OmWDL]|Q E L MMRORMW.IFR N
NRQWUROLUDMX SURFHV RVWHR &hR bastavikeldnija@(MJ&F, éxgl.PDNUR |
macrophage colongtimulating factoy i ligand aktivator receptora NKB (RANKL, engl.
receptor activator of nuclear factor kapjialigand. RANK/ MH QDMELWQLML ILJROR:
diferencijacije osteoklasta. To je transnm@anski glikoprotein iz obitelijp LPEHQLND WXPR U’
nekroze (TNF, engltumor necrosis factor (15, 60) NRML MH LJUDaHQ, X RVW
mezenhilQLP PDWLpQLP VWDQLFDPD (190 NS\UYL WBIQYIRAEB LG DR N IY\
UHFHSWRU QD SR Yrecghtq D NRWMYHDRWNROLD Véwida kBL(RARNK, phgP E
receptor activator of nuclear factor kBe aktivira jegrin p L P E H Q L N-kKBl &ngl.hliclear
factor kB @WR X NRQDpPpQLFL GRYRGL GR IX]LMH SUHRVWHRNO
osteoklastg61, 620 % LRORANX DNWLYQRVW pLPEHQLND 5%$1./ PRAF
molekulu osteoprotegerina (OPG, engsteopotegerin pODQD RELWHOML 71) NRI
osteoblasti i stromalne staridSlika 2). Vezanjem OP& za RANKL inhibira se proces
osteoklastogenez3-65). & LMHOL ALYRWQL FLNOXV RVWHRNeEDVWD V

L DSRSWR]H RRFPOWHYRIR) pMLIP EH Q L N D66h $l1L ¥ HaMiBK: osteoklasta
RJUDQ L QB Q R\HaEg&RIilost, tdumiru apoptozorn(67, 68).



E]} Z %] U ] &3 Ji

Slika 2. Prikaz sustava RANKL/RANK/OPGRANK/ MH pODQ RELWHOML 71) |
osteoblatima, koji vezanjem za5$1. PHPEUDQVNL UHFHpByéRtbrimal]UDaHQ
RVWHRNODVWD SRWLRAVMWRHREIDRN WDV W B B R@HIPKNL PLLDAEPLY D M)
UHFHS & ReUulogal kompeticija za RANK vezanjem kojega se inhibira proces
diferencijacije osteoklast B UH X]HWR L S UL O&IRugE&Q B 609 &RHW]

1.2 ODWLpQH VWDQLFH

Cijela nova era uegeneraijskoj PHGLFLQL L W N&WQIR B RLIpGEHDQ MIHHU R W N L
PDWLPpQLKraMAGRLUFDLFI ML PDWLPpQD \ewtanigd ko iQaividakuH U H Q F L
VSRVREQRVW VDPRREQDYOMDQMD RGQRVQR SUROLIHUDFL
VWDQLpPpQLK OR]D R G Qihgétaia AL WWIR SWHR JHQJIOMRUWL UD]JOLN.
stanica i progenitmh VWDQLFD ODWLpQH VWDQLFH LPDMX -VSRVRE(
linijske diferencijacije, dok progenitoe stanice nemaju sposobnosim&sbnavljanja nego

VDPR GLIHUHQFLMDFLMH X YLaH VWDQLPpQLK OLQLMD
ODWLPpQH mégd Be(8FGILMHOLWL X GYLMH RVQRYQH VNXSLQH
(EMS) L PDWLPpQH VWRRI D RGRNON ONVKD QLIFMiY R GidrabiiaBd K

onne o QDpDYD SWH&DL]WR SRXSLQH PDWLPpQLK VWDQLFD L PR

10
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Naime iste stanice prisutne su i u tkivima djece te u pupkovini i posteljici. Stoga su
SUHGODJDQL GUXJL WHUPLQL ]D RYX YAWMNBYQMN RDMALDP QHKVW
A/RPDWVNH PDW LSRN WQDQL OB H 3Rab @ tem@HPOWDR PQAHVWD QL
odraslin® Y H 0 L @sRdéu uporabi.

ALULQD GLIHUHQFLM IPRLWIVINGRLK RSYRWDER FEEmN 6n® potentnosti.
6WDQLFD L] NfRriikati \érakd tRidoHorganizma, te embi®@D OQL RUJDQL NDR
posteljica naziva se totipotentnonPrimjer takve stanice jeigota. Pluripotemte stanice

PRIJX VWYRULWL WNLYD VYLK WULMX |DPHWQLKtakveSWLUD H
embrLRQDOQH PDWLpQH VWDQLFH OXOWLSRWHQWQH VWDQL!
NDUDNWHULVWLPpQH ]DaguDoRdisane@ lpbi@tdovhW WD NlY NRAKHBDW Lp QH \
RGUDVOLK QSU PH]JHQKLPQH PDWLpQH VWDQLFH

121 ODWLpQH VWDQLFH RGUDVOLK

Prva LV W U DrAdW DMK | D @R EHABHI HVHW LK JRGLQDa MH VAIMRQN H QIR
GD X NRAWDQRM VUAL L NUYL SRVWRMH VWDQ@QFH .NRMH S
'‘DQDV MH SR]QDWR GD VH PDWLpQHIiz\WdgiQ tkival odRaslogD V O L K
RUJDQL]PD NDR @aWR VX NR&aWDQD VUA VSXaYDVWD NRVW
WNLYR AaLYpDQR Whhliky 8aké pEoGQemi teakt @dS(Blika 3). ODWLPpQH VWDQL
RGUDVOLK VERMWSMWHQHME® Xmedferé@idiranom stanju i odgovorne su za

RGUADYDQMH L REQDYWMB QQLHO VN L YD XH NQIMGHHP VD GU aH P

QHVWDQLpQH NRPSRQHQWH pLMLP VH PHYyXGMHORYDQMHP
nediferenciranom stanjr2).

11
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Slika 3. Prikaz glavnih izvora ORNDFLMD PDWLpQBK WX\ BQYIRFD RGIUDD/IRLY
Hodgkinsona sur. (72).

Bez obzira na izvor iz kojeg VH PDWLpQH VWDQLFH GRELYDMX ]D
regeneraijskoj PHGLFLQL PRUDMX ELWL ilLM8XeQddhb@ju dolvistHGH UL
minimalno invazivnim postupcimamoraju biti GRVWXSQH X GRYRo@MQGR M NRO
razviti efikasni protokoli kojima seQD SRQRYOMUW UQDPRIQUDMX WRPQR X V
sW D Q L p Qrabr&u_lQilobddrani uvjeti da se mogigurno i pouzdano transplarati bilo

X DXWRORJQRJ ELOR DORJHQRJ GRPDULQD

Bitno je istaknuti da je omjer brgg P D W L p Q L Kbrgs\ide@ehdirBnih somtskih stanica
malenkodizolacie YHULQH PDWLpQLK VWDQLFD RGUDVOLK &aWR SUI

12
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,PDMXiUL WRPQXRYHGKG JRUH QDYHGHQLK SRSXODFLMD PDW
prikladne za uprabu X WNLY QR Bvi(VSOHREMIQUW L LQYDJLYQL SRVWXSFL
N R O L pliv@riih Sanica), dok dMS NRAWDQH VU&L L PDVQRJ WNLYD QDN

1.2.1.1 OH]JHQKLPQH PDWLPQH VWDQLFH NRAWDQH VUAL

SRSXODFLMD PDWLpPpQLK VWDQLFD NR&WDQH VUAL MH
KHPDWRSRHWVNLK PDWLpQPRWMWDQRKFDW P8 |HQKILMQEBR W H (
stanica(73,74). 8WYUYyHQR MH GD VH X NRAWDQRM VUAL QD \Y;
MMS NRAWDQH VUAL VX L] VNXSLQH PDWLpPQLK VWsDQLFD R
LVWUDAHQDUYNEBSIQMWHLQ MH MR&a X GUXJRM SRORYLFL V
NRAWDQD VU& VDGUAL SRSXODFLMX YLVRNR SUtRGELIHUDW I
SR WW & formiraju kolonije fibroblasta. Nazvao ih jekolonije stanica fibroblastnih
] Q D p B(®HNHE, prema englcolony forming unifibroblas) (75. .DVQLMH VX R]QDpD?
terminom /Y/WURPDOQH VW DB@MSE, ddRiEgikdn&Harkow tromal celsda
EL LK $UQROG &DSODQ QD]YDR G D QD VneQedhipHHa (PHD W IRPUQLHL W
stanice DQDORJQR WHUPLQX YHU UDQLMH RWNU16Y FHoGuLK KHPD'
multipotentne stanice kojese PRJX GLIHUHQFLUDWL X VYH YUVWH PH]HC
NRVW KUVNDYLFD WHWLY3P(SIRALAL1LKQRKR PD VDRWXISIOWMRH QR V' \
VU&AL MH PD @DShalh@RFRQRQXNOHDUQLK VWDQLFD NRAWDQH
brze adherencije za podlo§etrijeve zdjelice za kultivaciju i formiranja kolonija, pa se na taj
QDPpLQ L]IGYDMDMX RG KHPDWRSRHWVNLK PDWLH. @K VWDQL
NRULAWHQMH WH PHWRGH PRA&H UH]XOWLUDWL GRELYDQMt
PDWLPpQLK VWD QnihFskanita, SUR J it QRXVIBR) pPNYAWR pLQH6 ¥Wdy HID

ukupnog broja izoliranih stanid@8).

13
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Slika 4. Prikaz diferengacijskog potencijala mezenhi@LK PDWLPpQLK VWDQLFD NR3
kontroliranim uvjetima006 NRAWDQH VUAL GLIHUHQFLUDMX X VWDQL
NRaAaWDQR WNLYR KUVNDYLFD PDVQR WNLYR WHWLYH L

diferencirane MMS imaju sposobnost dediferencijacije i transdiferencijacije. Preuzeto i

SULO DJcﬂzcyher@iRum.

006 NRA&aW D Qdtificitdjilse SR IXQNFLMVNLP L PRUIRORANLP NDU
LIUDADYDQMX VSHFFRIL&W‘Q&IM)EALOAMHEBBHO\I 7TDNRYHU LK

kaaDNWHUL]LUD S Hljdgs\aDY26), CDHUUIDaPAVICDH73, CD-90, CD- 105i CD-

106, a negativhCD-14, CD-19, CD-34, CD45, i HLA-DR . Biljezi CD-73, CD90 i

CD-1056 UMHGQBpHQRONR L]JUDAHQL Xa NRAWRQHEPWUAQLG6QHRYLVQ
SDVDab L VWDURVWL NXOWXUH NIDR D3GR EH{1GERLBE B WaJ S L
RSDGD VD VWDURVWL NXOWXUH L EURMHP SDV®&D NDR
adipocitima, osteoblastima i hondrocitir@.

2SUHpQD VX PLAOMHQMD RMSAHFLPXQQRPRASRRWXPMWDYD GR
mnoge studije tvrde da ne izazivaju UNDORANX UHDNFbOMXdaR&GEDFLYD

14
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imunoprivilegirane i time prikladne za alogenu transplant@, druge su pokazale da
podRGUHYHQLP XYMHWLPD RYH VWDQLFHDN LIDJLYDMX UH
Naravno, postoje RJUDQLPHQMD L WHAaANRUHX XW K IMLER RSRUMD 33-HUCLNP W
Kultivacija in vitro L X P Q D & @WuiztbkoPaR postupni gubitak multipotentnosti i ubrzati

starenje stanicaCoelho i surizvijestilisu GD XPQDaD@QWHE QR QR EURM SDVDA
YUVWD KUDQMLYRJ PHGLMD XWMHPp .Bu@wmm.mmka@u NDSDF
su GD 006 NRAWDQH VU P DNRWLH EWR N6 USDAV D &DstiniRdijeR Q RV W
SRND]XMX VQDA&QLML LJUDADM NRAWDQLK EMI—BJ:DVIQEHRILV\
problem jesu i velkiWURA&NRYL LJRODFLMH L XPQDabQMD D VDP SR
7 D N Ropstdie zntne razlike u diferencijacijskom potencijalu s obzirom na donora.
SUROLIHUDFLMVNL L GLIHUHQFLMDFLMVNL SRWH@MDO RY
.Choolaniisur. pokazali suda feusne 006 NRAWDQHKHU YH&EIL SRIROLIHUDFL
osteogeni potencijal od MM& NRaWDQH V@L RCOU /VOIRKYHU PRJX QRVL\
JHQHWVNH QHSUDYLOQRVWL X]JURNRYUYDQdksinimj@ kdd® QMHP V
poJUHaN BepliRkac§iDNA NRMH VH GRJRGH WLMHNRP AaLYRWD

.DR UH]XOWDW RYLK SUREOHPD NHR GRMROM@BE]ILD N QH Q\B X\
95-97).

1.2.1.2 .RaWDQD GLIHMMEQxFNRIDFDRYB VUAL

8 GRVDGDAQMLP ihVitoUWXOWYVYFRAU@RPEBH GD OimdjuNdBReENEDIQH VU3
SRWHQFLMDO NDG VH X]JDMDMX X XYIMHNWQPBRNRND QGVRDV I
GLIHUHQFLMDFLMH 006 IRUPLUDMX NRORQLMH VDVWDYOMH
IRVIDWD]X NRMH QD NUDMX IR U FIRWLENSFedhh SttHjhB00dHaLiUD QH |
sur. pkazalje GD MH VWXSDQM PLQHUDOL]DFLMH L LJUDADM NRAa\
uzgajane umediju .0(0 X R GQ®& ¥nN¢ wWQgajane mediju DMEM (18). 1DMpHA&auUH
NRULAWHQL L Q DdvhEaRjXdre D)l kdjLsebipoeebljavajul]D SRWLFDQMH NRA
diferencijacije su askorbinska kiselinesS@ W Lp H Kdlagend, H Jdficerol fosfat (SRW LpH
mineralizaciju)ideksametazo 98-100. 5D]OLpLWH L]JRIRUPH NRaAWDQRJ
proteina (BMP) BMP-2, BMP-6, BMP- WDNRVyHU XVSMHaAQR SRWLPpX NRAa\
MMS-a NR aW D@M-103J & L

Osim togadobro je dokumentirano da MMSIR AW D @ RIJKUEW YDUDWL NRAWI
invivo QDNRQ SRWNR&Q\):HWS*.I{R]EM)(DIQRN(IIDHQLCMHLR:LI@QH PLAHYH
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122 (PEULRQDOQH PDWLpPQH VWDQLFH

8 QRYLMH YULMHPH WH &L Z\¥Kej rhadML QD AL WREMID G RIM EHR BB DL
MH QD LVW H BWiimRaljddiiskog ptencijalaemd LRQDOQLK PDWEPQLK VW
pluripotentneVWDQLFH NRMH VH PRJX QHRJUDQLpPHQR XRQDADWL
odnosu na MMSRQH SUHGVWDYOMDMX SRWHQFLMDOQR QHRJUD
Nakonin vivo HNWRSLpQH SRWNRAQH WUDQVSOD®DWDELMH (06 V
unut U D & @dddH stanica blastocisembrija (106. Blastocista je mikroskopska kuglasta

nakupina stanica koja se razvija-®B dana nakon oplodnje. Na njoj se razlikuju tri strukture.

Prva je trofoblast koji tvori vanjski sloj stanica, iz koge razvijaju ekstraembrionalna tkiva

NDR aWR VX SRVWHOMLFD L SXSNRYLQD 8QXWDU EODVWR
7UHUD VWUXNWXUD MH XQXwWubDaQMD PDVD VWDQLFD NRWN
vezana za trofoblast. Stanice &dyore unut) D ar@asl)&tanica jesu pluripotentne i izvor su
HPEULRQDOQLK PW{LQ@&KWWLD VWYDUDMX ]DPHWQH \
oocite(108|109 (Slika 5).

(YDQV L .DXIPDQ SUyddn¥ KIRM®REAUDOL SOXULSRWHQWQH VWD
119 3UHFL]QD WHKQLND L]GYDMDIQ BENG-alsaGlRd@asvobéM D OLQ
uspMHAQRVWL RSLViDe@D)M i O M sBu@gbRiit® po prvi put izdvojene EMS iz

ljudske blastocist¢l12).
(06 VH PRJX SUHSR]QDWL SR LJUDADMX VSHFLILpQLK ELON
VWDQLPpQRM SRWWEGQ Wi eniRHOAMAILgNtigenl (SSEAL od engl. stage

specific embryonic antig¢gfVDPR PLaMH (@6 4 (&fpHjudske EMS), Oct 4, Sox

2 i NANOG (113). Oct 4, Sox2 NANOG trisu NOMXpQD WUDQVN ddgsvein® VND pL
]D RGUA&D Y & @nddifef@hbiranom stadi.

Nakon izolacijg PLAMH (06s®RB X DdDiolu koo NXOW X UL \oribriakivhLP HP
fibroblastima (MEF, od engl. mouse embryonic fibroblast NRML VSUHpPDYDMX (
GLIHUHQFLMDFLMX 0() SRGUAaD YaD]Nd X YLDOOWNX M X1l RADX_pp H Q MIXL
zvanogLQKLELFLMVNL pLEIEH@dny.lenkeXibl idHbitigHactor§106(115).
SUHWSRVWDYOMD VH GD /,) ELOR GD JD OXpH 0() LOL VH G
SR SULQFLSX KHWHURGLPHUL]DFLMH UHFHSWRUD ]D /,) L
sustava signalnog puta gpl30. Aktivacija tog signalnog putakug aktivaciju i
WUDQVNULSFLMX JHQD RGJRYRUQLK ]D VDPRaHElELG;IlW.OMDQMH
LIF SUHGRPLQDWQR SRWLpH DNWLYDFLMX WUDQVNULSFLMV|
NDUDNWHULVWLPpQH ]D QHQAI3HUBRREHD QUHV@/DNERIND Q&R6 GD %
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BMP-4, LJUD XORJX X RGUADYDQMX S @X $ilrsdRj\eH QREGIRLNRER V

6WDW e HMSA M prisutnosti BM# | LIF-

D

samoobnavljanja i bez prisutnosti MaH serum4

119.

]JDGUADYDMX VYRMVWYD SO
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6WDGLM
'YRVWD stanica
stadij
2SORYVHQ
stanica
Blastocista
8QXWUD

masa stanica
Spermij i jajna
stanica Blastokela

Samoobnavljanje:

EMS proliferiraju in vitro
VWYDUDMXUuUL LVW

Stadij osam
stanica

Morula

Kavitacija

Rana blastocista

Zametna EMS

stanica
B3OXULSRWHQWQRVW (06 GLIHUHQFLUEL /W D C

Slika 5. Prikaz ranog stadija embrionalnog razvoja, od oplodnje do stadija stvaranja
EODVWRFLVWH (06 VH L]GYDMDMX L] XQXWUD&aQMH PDVH

samoobnavljanja, proliferacije termiranja stanica i tkiva svitrju JDPHWQLK OLVWL

SUHX]HWR L S \GbtOGabdiR yddr(d

E?FG
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1.2.2.1 Diferencijacija EM S-a

U nedostatkiNOMXp QLKDIBBW&WYDD Q M H ,E0Xsd B & RilkieMdirariR v W L
SULNODGQLP NXOWLYDFLMVNLP XYMHWLPD V&hdobdoniaM X VW D
mezoderma i ektoderma. Tri Su osnovna pristupa za poticanje diferencijacija.

Prvi pristup je formiranje trodimengkih kuglastih agregata ili klastera stanica tzv.

embrioidnih tijela £EB (od engl.embryoid bodigsslobodnom agregacijom stani¢a08).
Drugi je pristup kultivacija EMSa LI UDYQR QD VWURPDOQLP VWDQLFDPD
EMS-au jednom sloju na slojizc YDQ VWD QL p QALKR B/WHR\E EMeI@DSiStipX U4
VSHFLILPQH GRGDW N H R EXLYYNHHQOWNMHNXIOWHLOID VEMNW DU VWDQL
a KRQGURFLWL RVWHREODVWL JODWNH PLALUQH VWDQ
keratinociti itd. (121). Bez obzirana to koji se pristupprimjenjuje od neprocjenjive je
YDAaQRVWL SURQDiUL WRpPDQ L GREUR Gdhl méttboiomSURWRN
poznatimfaktorima rastaL QMLKRYLP NROLpPpLQDPD NRML UH UH]XOWL
AHOMHQRP VPMHUX EH] NRQWD P logab& béristvaraqiatérat@id H QL PV
in vivo primjeni. Mngoje LVWUDALYDQMD GR FLIDQUIHW SSURRYQHIEOAMNRD W H
bolie kontrole diferencijacie EMa L GRELYDQMD pLVWLK L KRPRJHQLEK
SRIRGQLK ]D NOLQLPpN XcijskdjumietidihiQD22X WHHDHV@[Haddkie na

tom polju mukotrpanisporizatMmHYD MR a H@ JPBznavageDnehanizama genske
NRQWUROH LbLPEH®RdIpNKBNtrddiraju diferencijaciu EM&a X RGUHYHQLP
smjerovima M R @vijek nedovoljno.

Zaovoje LVWUDALYDQMH RG SRVHEQRJ L Q\WaHIH®'D st@nliceH UH Q F L
RVWHREODVWLpPpQH OR]H

1222 .RawWDQD GLIHEMS@QFLMDFLMD

. RULAWHQMH @Q@MX&WNLEKA(OVEDQMX L WHUD Sje.Main@RVL RGL
postupak dobivanja EM& XNOMXpXMH LOL XQLaAWDYadspbste, HPEULMLC
UHSURJUDPLUDQMH VRPDWVNLK VWDQLFD X VWDQMriFH V SR\
pbHPX VH QDLOD]L QD UD]J]QH SUREOHPH
UYL XVieMirbdaQRNXVL Nik&EWiRcde EBSa QDSUDYOMHQL VX QD
stanicamg124-126).
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DLIHUHQFLMDFL&ID vRrd 3AVRLAE dddknuti uklanjanjemMEF-a ili LIF -a iz

kulture. Da bi se EMSdiferencirale u osteoblts PRUDMX SURUL NUR] VWDGLM
stanica, iz kojih se diferenciraju progenitori osteoblasta. Stoga se za diferencijacija EMS
upotrebljavajugotovo isti uvjeti kao za MMS. ND MBiHHra®eédiG YD UD]JOLp LMD SSRVW X S
embrioidnim tijelima a drugi jeizravni diferencijacijski postupakoji zaobilazi formiranje
embrioidnih tijela{(127-130). U VHGLWD QLM LK Lupdtreblagdné Difgrendijacijski
SURWRNRO NRML XNOMXpXMHOORWRLODQMIDWY® VWDQLFD
PHYyXVWDQLpQL NRQWDNW L VLIQDOL]DFLMX &awR YRGL V
vrijeme stvaranja EB in vitro, EMS ulaze u istovrsni difereijacijski put kao za vrijeme

UDQLK ID]D HPEULRQDOQRJ UD]Y RWrBnoj$a2i$d4\Djx R dotaziRE R QD AL
VSRQWDQRJ IRUPLUDQMD VWDQLFD VYLK WULMX JDPHWQLK
131). EB-ovi staii 3-7 dana enzimatslsedisociraju te se dobivene stanice ponovo kultiviraju

u jednom sloju uz dodatak osteoinduktivnih faktora. 1z stvoreasimezodermalnih stanica

dalinom usmjerenom diferencijacijom stvarajarste osteobistne loze (Slika B.
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Primitivni endoderm
8QXWUDaQMD F
2SORYHQD MDM

(PEULRQDOQH PD\

Oplodnja .
Kasna blastocista4 do 5

dan

Osteogeni dodatci

Osteogena kultura

Alizarin red bojaje

Stvaranjeembrioidnog tijela

Endoderm
Ektoderm
Mezoderm

Fenotipska ekspresija alkaln:
fosfataze

Slika 6. Prikazpostupka izolacieHPEU LR QD O Q LK PdoMyarjaemKrioiaviixi@la F D

WH SRWLFDQMD NR&WDQH rinetddizirdhQor imdlrRdalLidkon pdticanfaXx W Q R\
N R & W DréxidijaGije ddkazuje se metodohtizarin redbojenja, D LJUD&aDM DONDOQH |
bojenemzaDONDOQX IRVIDWD]X 3UHX]J]HWHR133QSULODJRVHQR RG |

9LaH MH PHWRGD

]JD GRELYDQMH HPEULR L Gtteklja¥d LM HOD

VXVSHQ]JLMVND NXOWXUD X SODVWLpPQLP QHD Ghkegtddd. UD M X Ui |

YLVH i LKoNeDGIKD QJIL QY

](2?1 Reflha od negativnih strana faBe stvaranje
AXSOMWEIRWHOMHGLFD DSRSWR]JH VWDQLFD X VUHGLaWX

.DY

GR JXELWND RGUHYHQRJ EURMD VW BpQritdhd sivBraGeldthritdd Q F L M [
VYLK WULMX ]JDPHWQLK OLVW L iricaGéjese QAQY QiftrenciPlB QM XM H |
VPMHUX WRpPQR 8HOMHQH FLOMQH VWDQLpPQH OR]H
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Langer i sur.razvili supostupak izravheNRaWDQH GLIHUHQF LaV|DRLIEMI® BOM X IG \
korak stvaranaEBD SUL pHPX MH iarONFRQW X B/NW REJL O Diokol i D R G (¢
1300 9 Ljé&utora razvilo isti direktnGLIHUHQFLMDF L M ¥ ENMS @@RNRO ]D P
Prema navodima iz literatureRSUHpPpQD VX VW D M DeQobstigdkeflRastjiRiPH NR M
SUDN\A\lR‘/q:QBt]]ML

*ODYQL RVWHRJHQL pLPEHQLFL NRML VH iGR&GMD MY X KUDC
diferencijacije EMSa prema osteoblastnoj lozi su: askorbinska kiselinglicerolfosfat i
GHNVDPHWD]RQ 8 SULVXWQRVWL RY LdediRekewirHaR uQEeXNW LY QL
RVWHREODVWQH VWDQLpQH OR]JH $VNRUELQVND NLVHOLQ
matriksa, dok e -JOLFHURO IRVIDW SRGORA&DQ UD]JJUDGQML GM]
fosfataze i kao takapostajeizvor fosfatnih iona pottanih za mineralizaciju. Rezultat ja

vitro stvaranje trodimengkih PLQHUDOL]JLUDQLK pYRULUD NRML VX SRNU
QDOLN RVWHREODVWLPD yYRULUGL QD O &hrélkakuVoSfxtazi D VW R M
i kolagen tipl @.BrojnasuGUXJD LVWUDALYDQMD SRND]DOD SR]LWL®
i pPLPEH@QIDNBURFHY RVWHRJHQH]H PHYXWLP NRULAWHQMH
osnovnim dodatcimarloje XpLQNRYLWD L MHIWLQD PHWRGD SRWLFDQN
SRILWLYDQ XpLQDN QD NHRvEW poRaxaliGu UHHINLQER IVpOAL XV H O L Q
hidroksi vitamin D3 (124 |135. Nadalie kR & W jp @i2rencijacija EMSa SRVSMHaHQD
istovremenom kultivacijom s fetalnim osteoblastima, hondrocitima i fibroblastima
parodontnog Iigamen.

Kultivacija EMS-a zajedno s drugim stanicama, npr. jetrenim stanicama ili u hranjivom
mediju koji je dobiven od jetrenih stantERWLpH GLIHUHQFLMDFLMX X VPI
SRVOMHGLPQR YRGL GR IRUPLUDQMI2Y HIDH E U@RHADI N\RVE WHINQ
SRpLYD QD pLQMHQLFL G D v YIUWNMARHICHO QD VHVQUKFO®HU R FE R W L
GLIHUHQFLMDFLMX D SR]QDWR MH GD VX MHWUHQH VWDQL
visceralnom endoderma36).
1RYLMD LVWUDALYDQMD NUHQXOD \skih XS R/® IVAHHUXQ INKR LQLRAW
PDWLpQLK VWDQLFD NDR LhhRstalicabeREASWHIRQLKp @ UKR INXQQQ W R
osteoinduktivnih faktora. Cilj jen vitro GLIHUHQFLUDQH NR&AWDQH SURJHQL!
VSHFLILp QL RupQtirbljdvatiz#i vivo transplantaciju i nadoknadu izgubljene kosti.
Zasadse XQR EROML UH MMBWdYMSIENRIW LA X V
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1.2.3 MetodedRND]LYDQMD NR&WDQH GLIHUHQFLMDFLMH PDWLpC

Nekoliko je standardnhPHW R GD N R M H upotrebiaiaM plH G&GRIND]JLYDQMH NRé
GLIHUHQFLMDFLMH PDWLPpQLK VWDQLFD

Glavna histokemijska metoda koja spotrebliava X VYLP LVWUDALYDQMLPD R\
bojenje na alkalnu fosfatazu. Alkalna fosfataza je membranski enzim koji katalizira hidrolizu
RUJDQVNLK IRVIDWD NDR awWwR VX IRVIDWQL PRQRHVWHUL
SRVHEQR MH RELOD Qu KostjdtiaYHubr&y, Nd3teljida\aRiktivan je i u EMS.

Dakle MDVQR MH GD XQDWRp MDNRP LJUDADMX L DNWLYQRVWI
tkivu on nije osteoblasty S H F L | L p Ds@mefbddrprisutnost i aktivhost enzima dokazuje
dodavanjem sugirata koji bude hidroliziran djelovanjem alkalne fosfataze tqme dolazi

do promjene boje supstrata. Supstrat e WiIRPH SRYH]DQ V GLD]J]RQLM VROLF
QMHJRYRJ R G @ddjEndeMDstadiee[pQzirivne na alkalnu fosfatazu.

Metode kge otkrivaju biomineralizaciju i prisutnost mineraliziranog matriksaésjenjavon

Kossa iAlizarin red. Obje metode pokazuju prisutnost kalcijevih solibdjenjuvon Kossa
upotreblavaVH VUHEUHQL QLWUDW SUL pHPX V lzkaBiURtrikDPPMHQM.
oboen u tamnosivo boju. Alizarin red je boja s velikim afinitetom za kalcij, koja boji
PLQHUDOL]JLUDQH pYRULUH X FUYHQX ERMX

9DaQb L QHL]JRVWDYQD PHWRGD ]D SURFMHQX GLIHUHQ
osteoblastneoke je analizalHQVNRJ IJEDABRWER SUHSLVLYOR@®@WDD XPQI
reakcijom polimeraznog tipa (RT-PCR, od engl. reverse transcription polymerase chain

reactonl MH PHWRGD L]JERUD ]D GRND]J]LYDQMH L]JUDADMD JH(
GLIHUHQFLMD F L Mugotréblja@auRuni@ A0Q%t APHkolagen tipl, BSP i OC.
*XELWDN L]JUDADMD ELOMi4JOctSQAXUDHRWHWYWBDNWKEHWGEVH SU
VremenskiVOLMHG X NRMHP VH SURYRGL DQDOU#®ilddd.0JADMD V¢
SUYLK VHGDP GDQD NXOWLYDFLMH RpHNXMH ¥ HQIZRYVHSBQ[L
Osx QDNRQ p Hakiivadij® hildda4P i kolagena tip 1 GD EL QCUi® édyivu
WUHUHP WMHGQX NXOWLYDFLMH
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1.3 Transgermski PLAHYL

aALYRWLQMD X pLML MH JHQRP V RGUHYHQLP FLOMHP XE
transgeskom Glavnha mHWRGD |D GRELYDQMH JHQD NRML VH XEDEFXI
rekombinantne DNAQOsim strukturnog genaX EDpHQD '1$ VDGUA&AL L VOLMHGR"
RPRIJXUDYDMX GD VH XEDFL X VWUXNWXUX JHQRPD GRPDUI
VWDQLFL GORRDRLQLDFLUDQMH '1$ X RSO R&bH &MbrivhBINhQ X VWL
PDWLpPpQLK BWwoshQvhdFddst@pkdza stvaranje transgénP L 4 H @

6NXSLQD DPHULpPNLK JQDQVWYHQLND VD 6YHXpLOLaAWD X &
transgeskih PLAHYD ]D SUR Xp D Y.UQbhbim RtV iveinsdesitii @ HiH YD XEDpHQI
Su tzv. geni izvjestitelji (reporerski geni, engl. reporter geng koji su pod nadzorom
SURPRWRUD VSHFLILPpQLK ]D RGUHYHQL VWXSDQM VD]UL
Izvjestiteljski geni koji seupotrebljavaju] D SUR Xp DY D Q72d FazRjanhisuHIFBIKWGD H

NRML RPRJXUDYD QHSUHNLGQR SUDUHQMH inwitrg, HeNKBjiP FLMH C
VH PRAaH SULND]DWL QD KLVWRORANLP UH]RYReRlatiNRVWLN
LVWUDALYDQGMIDXNPRDXAQRVW XSRUDEH RGUHYHQLK REOI
EMHODQDpHYLQ lgreen) flourds@dtprotinNDR ELOMHJID @ VWDQL
. RULAWHQMNWBDALYDQMLPD YWIRG/OW.LKRRUXIOCWPH. YIiek®@ MH VWL
tiekom ra] OLpLWLK VWDGLMD VDJULMHYO®DMDD GMR FHW D QRY W HK
S R P Rniexode sortiranjatanica fluorescentnom aktivacijofRACS odengl. fluorescence
activated cell sortingi WR p QR RGUHVLYDQMH]LQDA@RJ JHQVNRJ
SUHGQRVW NRULAWHQMD L]YMH\EWDWHODMNNRMDINQDE)D PR
KLVWRORANLP SRVWXGSEFDP BN RIMLLEM hirdkrimxIdé XidaX Za Rksaciju,

dekdcifikacijske otopine, te uklapanje u parafin ili smrznute blokgvr).

Zauporabugenskih konstrkata promotortgen izvjestite| X SURXpDYDQMX RVWHRJH
MH ELOR SURQDiUL SURPRWRUH NRML VX DMerehca@ile X UD]O
osteoblasta.a W D N RamétdrizaSgerkolagen tipl ima modularnu strukturu prearkojoj
RGUHYHQH GRPHQH NRULVWH VWDQLFH UD]JOLPYWUK ALNDQLV
Bogdanovia i sur. (148 koji su koristili transgeske PLaAHYH X NRMLK IUDJPHQWL

promotora kontroliraju aktivnost enzima kloramfenikolske transferaze acetilne skupine (CAT,

od engl.chloramphenicol acetyltransfergsepokazalo je da je 3,6 kb fragment promotora
kolagena (Col3,6) odgovoran za aktRwW X NREBOUDQDRDP GUXJLP WNLYLPD 'V
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SOXiUD )UDJPH@W LRNE RIRDQLDpH kb XNMNW DRG@BXYX W NRVW
]XELPD D VODERP D télehrim{@iRamikKdidgikidimal{MB|148.
.DODM]LU L ¥iMidnsgddkdyy POAD X NRMHP MH *)B6EWEG2,BRQWUROF
fragmenta promotora za kolagen tipté su analizirali aktivnost tih promotora u kulturama
VWURPDOQLK VWD Qu kultur&hia akahiiskin \dsebblastél46). Konstrukt

Col3,6*)3 DNWLYLUD VH X VWDQLpQRM NDXNDAPX N Ri ABDPR&ERQYT MVPLHS(
odnosno u preosteoblastima kapnaju potencijal diferencijacije u zrele osteoblaste. Taj
NRQVWUXNW P Riadtrellidvati¥ SAINNGIEQRDQMX SUHRVWHREODVWLDC
kulturi tijekom 3 do 4 dana prije sazrijevanja stanica u osteoblaBiaigi konstrukt
Col2.3GFPaktivira se X VWDQLpQLP NXOWXWdRR O] QD YBQW HN PIVAQ L MJH
RJUDQLpPHQ QD b YaRdirajui 6 WRMILLF R LIQRMH LJUDADYDMX WDM N
razmjerno homogenu populaciju visoko diferenciranih zrelih osteoblasta i ostgbtfja
+LVWRORAND DQDOL]D WMHPHQLK NRVWLMX L IHPXUD SRW
stadiju preosteoblastalok je aktivnostNRQVWUXNWD &RO *)3 XRpHQD LVN
osteoblatima i osteocitimd150). .DODM]LG L V sWkakpDnivedwi Xdmist@ukti imaju
YDARKWUDALYDPpNX YULMHGQRVW X RGUHVLYDQ@. VWXSQML
8 GUXJRP LV\I1&Distd ¥@Qpd Xutoravodila spoznajomda su perivaskularne

stanice- SHULFLWL SULVXWQL X SHU LsYpotendijglonbrigZenhimilQ LA D PD
PDWLPQL W I@J*.F.[R U L & Wirh@shgeBkiXP L & ltodLkojih je izvjestiteljski

JHQ *)3 ELR SRG NRQWURDRWLSU RO RW-BNKAO efd &Emooth

muscle actih L GRND]DOL GD VWDQLFSMAGHR MikhajuL perziend Y D M X
miofibroblastni fenotip i pokazuju osteogeni potencijal, odnosno mogu se diferemcirito

i in vivou zrele osteoblasttNRML VX L]JUDADYDONR&WOQH)YUAL L PDVC

izoli U D QEMAGFP+ stanice pokazalsu i adipogeni i osteogeni potencijah vitro.

7 D N R y-BMAGFP+ stanice izolirane iz masnog tkiva bile su pozitivne i za druge biljege
PHIHQKLPQLK PDWLDpR LAKY RWDXQH @ DP D W L b Q-#, enyl/de@htel H 6&3%
antigen ) i CD90, a negativne za CD117 i CD1{thematopoetske biliegd)l54-156 .
=D N O M X p L GIMACGERXKbriskambiljeg stanica s kddaW HULVW LNDPD PH]JHQKLP
stanice.

MMS se daklemogu identi LFLUDW L NA3RAGEPE DékbWMHOL RVWHREODVWL |
Col2.3GFP{146(15]).
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2. Svrha i cilj rada
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8SRUDED PDWLPpQLK VWDQLFD X WHUDSLNenedvwoHenaHUHJ EUR N
(PEULRQDOQH PDWLPQH VWDQLFH LPDMX VSRVREQRVW GL
]JDPHWQLK OLVWILEDUDRGE DX VRKEMD st@aRjd tétatéd® NRML VDGUADY
LURNX OHSH]X UD]OLpLWBKHPGPR EDURMND IKXL IHWWBQEEBMDFL
SUXaDMX RIURKKIG RWBHIPEHMDO RYLK VWDQLFD WR WDNRYVF
UD]XPLMHYDQMX SURFHVD GLIHUHQFLMDF@H L PRIXUQRVW
S druge straneGREUR MH LV W U D adii<Ri potericis MM Ba Odiasih @ezultBti
LVWUDALYDQMD YHU V XraBlroWhYsth@idaQa trangSavitecgsRexpost8ike u
regeneraijskoj medicini (157159 S8RELPDMHQDbLYURWERRRIED PDWLpQL]
UD]OLPLWIQKD MpHRIGE NIROZSBW D QH  V-d énhsnbg @kiv&, u kombinaciji sa
RVWHRLQGXNWLYQLP IDNWRULPDjMe@@h@tUjbﬂ&S!‘ﬂEOI@thVDbLPD
Uporaba MMSa NRaAWDQH VUAL L PDVQRJD WNLYD SUHGVWDYOM!|
OLMHpHQMH E—Ekéiebh&fg\/\z;nhstal?&@ Usprkos terapijskimprednostima

MMS-a RGUDVOLK SRVWRMH QHGRVWDWFL SULOLNRP QMLKR
VWDQLFD RJUDQLpHQ SUROLIHUDFLMVNL SRWHQFLMI
GLIHUHQFLMDFLMVNRJ SRWHQFLMDOD QDNRQ RSHWRYDQRJ
Nasuprot tomgkada se razvijeX V S Mptiddhd) diferencijacije EMS imaju potencijal za
VWYDUDQMH YHOLNRJ E UiR $dbicdN Rzéj#8id Qel stvagabj®R drgapikikane U
banke EMSa NRMD EL VDGUADY D OtipoVAWNLAQ INARQMHD CHLQ E R MWOXXYALLKO D N
GRQRUVNLK VWDQLFD ]|D OLMHpHQMH SDFLMHQDWD
1HGDYQD LVWUDALYDQMD SRWYUGLOD iViXdskiS BMSREQRVW G
osteoblastq124 126|167-169 OHYyXWVBRUHYyXMXiL RVWHRSMPE SRWHQI
om NR AW D, Qritni MIHAIHQ MH PDQML RV W-H Radvddgho [ Rasidiv@ifivoM D O (0
u LV WU D a InYio@ kbijirRa3utransplantiram MMS pokazat sposobnost stvaranja kosti

dok EMS nisu (137).
8]LPDMX i LpoterRigl|[ENISa |D VWYDUDQMH NRVWL QXaQReMH RWN
]D UD]OL p L Wdiferendijacie@Qavizrieloyl osteoblast&oji na putu od EMS prolazi

PHy X Wj\me&EbhimmePDWLPpQH VWD Q L F prog&riidtiabldrzrdgdsiaobIes .

7 D N R ¥QHdd je razviti sustav u kojgmVH VWDQLFH QD UD]JOLPpLWLP VWXSC
PRJX SUHSR]QDWL L L]JGYRMLWL 8VSMHaQD PHWRGD R]Q
LIGYDMDQMD NRaWDQLK VWDQLFD UD]JOLpLWRJ VWXSQMD

promotorGFPizvjestiteljski geni.
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Pregledom literature evidentno je da se model trarssger® L & H Y D-izvjéskiBeljskih gena

nije upotrebliavaoX GRVDGD®@MY.PQUWIW D Qdi iR Miferenifacije u
VPMHUX RVWHREODVWLpQH ORXW RVURYRYR IWRPAVVBRLYDQRD
pokusa u kojimau thodel dvostruko traad HQVNRJ PL&D DL\ RNGRUHW.WDQMH L SLU
GLIHUHQFLMDFLMH P D Wimpd3tedblagtivid QtbgddH SRIIHPND RYRJ LVWU I
RGUHGLWL NRaAWDQL UHJHQHUDEMS¥IN tr& RRLEA QIE KMEDG PLAaM
vivo. U tu svrhuupotrijebit tH VH 006 NRaW D QEV$4d,&kbje WHHix@ila®iz M D
dvostruko transgekih PLAHY¥D$5)3 &R O  *)3 omidgXiild Ws& vidualno prati

proces diferencijacije stanicat¢ H LVW H V WDn@zeahim@dR N IVEDXSNIARKPY). i

u stadiju zrelih osteoblasta (Col2.3GHPKrajnji cilj je bolje razumijevanje tog procesa,

sveu svrhu koridienja tih stanica za regeneraciju #&mog tkiva.

Prvi cilj (in vitro)

D 2GUHGLWL NRaAWDQL UHhMYBd N RIEAMADNIH S\RQN K QR ANATBNDHVEHHR
.SMARFPIn vitro.

E 2GUHGLWL NR&AWDQL UHJH QH Webrr Litvby X 5 RSARWHHEE@RL DYDBOM R
UD]OLpLW Dpr&ek& s\embtiBidhn tijelimaizravnidiferencijacijski protokol.

Drugi cilj (in vivo)

, VW U BpokMiriosY EM& da se diferenciraju u zrele osteoblast®ivo, stvaraju novu kost
i DNWLYLUDMX L]U D a Dsklpkvid iDtivilski@ud m inRaotadipv stanica u
imunodeficijentne sojeve® LAHYD V SRVOMHGLpPpQLP VWYDUDQMHP WHUL
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31. 3RNXVQH &lTRsgehski WH 4

8 LV W U Dsa upoeBlfptaie PDWLPpQH VW D Q tivestrukd RaddgetbhQRH. dH Y D
-SMARFRAC0I2.3GFP NRML VX GRELYHQLSNUMMD-QEARPEMHeQL K
COIZ.SGFPPLéHZMBHNO.Svetransgeskeé’lLYRWLQMH X]IJRMHQSBWBX X VRM.
Pokus intramuskularné&ransplantacije i stvaranja teratommavivo QDSUDYOMHQ MH NRU
3 PMHVHFD VWDURJD 12' 6&,"' LOQOWHUOHXNLQ UHFHSWRU >
primatelja{(171).

6YL SRVWXSFL YH]DQL ]D SRNXVQH Z&taMdanirha)zsl Hikdvéhje Dy H Q L
rad s pokusnmdLYRWLQMDPD DPHULpPpNRJ 1DF L Rgibral@nBtifutésQ VW LW )
of Health, USA) 6YH SURWRNROH ]D UDG V SRNXVQLP AaLYRWLQM
brigu o laboratorijskihn ALY R W L @rihialP Dare Committiee Zdravstvenog centra

6 Y H Xt u @Qaréecticutu.

3.2. Stvaranje i kultivacija linijie EMS-a

EMS su izolirane iz .-SMARFRCol2.3GFPPLAHYD 1DNRQ SDUHQMD L XWYU
AHQNH VX atisaca®ayelb@stocista, a i iz njguizdvojenestDQLFH XQXWUD&aEQMH
pripremlieneHPEULRQDOQH H@ILDQH VWDQLFH

Postupak je provedema Odjelu za transgeske aLYRW LQMH =e®WDWYD/ WY HRRLIOE &\
Connecticutu. *HQRWLSL]LUDQMH MH QDSUDYOMHQR SIRPRUX
TCATCTGCACCACCGGCAAGC; 9YAGCAGGACCATGTGATCGCGC) i 5)3 -1
&&P7&P7&P$**$*77&$7*&TCTYGACCTCAGCGTCGTAGT) EMS divljeg

tipa izolirane odC57BI6 netransgeskog P L & Dkovh¥rcijalno dostupne te su kupljefigfe
TechnologiesCarlsbad, CA).

(06 VX QDVMRHQ Weeder® stanie P Led &mbrbnalne fibroblaste, mitotski

inaktivirane N R U L ¥eNjahiazrakamg u hranjivom medijuza EMS: DMEM (Sigma
ChemicalCo., St. Louis, MO, SAD) NRML Y¥Y3pGstbénlfetusni JRYHYL FBI)XP
HyClone, Logan, UT, USA), -postotnipenicilin-streptomicin(100 U/mL peniciina i 100

-g/mL streptomicing LQKLELFLMVNL pL PLEH£LpH dngDIeLKaYnkh Rrihitditary

factor), natrij-piruvat -merkaptoetnol,neesencijalne aminokiseline idlutamin.
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3.3.Priprema kulturai NRawbDQD GLIHUHQFLMDFLMD MHG&® RVORMQH

EMS su tripsinizirane (0,05 % tripsin/ 1 mM etilen diamin tetraoctena kiselif&DTA, od

engl. Ethylene Diamine Tetraaceticid) i naVDy i Q.H% aHODWLQRP SRNULYHQH
promjera 100mm u hranjivi medij YLVRNRJOXNR]QL '0(0 RERADIIHQ V
postotnipenicilinn VW UHSW R P L F ti@analtamde Qi foHd/ ULSVLQL]let¢DQH L Q
(100 000 stanica/zdencu)X SORPLFH SURP MH U(Baldog, HFigheDSientiffe,P

Pittsburgh, PA, SAD)te su diferencraneWLMHNRP pHW Wadd WHRW LY WGE YD
RVWHRGLIHUHQFEQQUID MK{ UG RIGDGALIMN askorkingké kisehie, 10 nM
GHNVDPHW D ] R QdlicetgosfaBa@BGP, od engl. -glycerophosphaje(124 |167).

Medij je mijenjan svaka dvadana do kraja pokusa

34.<}*S v ]( & v ]i-aluporadbdmembrioidnih tijela

Embrioidna suijela dobivenametodomA/ X VS H Q] L MV EMS Nixd@ognsadd iodloge

uporabom otopin®.05% tripsina i InM EDTA S U H V D jidHd@aHlavix0.1% aHODWLQRP
pokrivene zdjelice QDNR Q BMHHE EM®Manjivi medij uneadK H U L UPEtrifeXeal H

zdjelice tijekom aHVW G D Q D mijertip® &Mslki kA, Stanicsu SOXWDMXlEL IRUPL
trodimenzionalne kuglaste nakupin®d ]Y HPEULR L G Q & daha Mrrb@dinaaiieé W R J
sakupljena te su tripsinizirana WULSVLQ ('7$ NDNR EL VH I@RELOH S
Stanice (100 000/zdencu) sWH®B X SORpPLFH ]D VWD QetgpAgdenchi36imi X U X S
(Falcon, Fisher Sientific, Pittsburgh, PA, SAD)}e je jedna skupina stanica hranjena
KUDQMLYLP PHGLMHP '0(O )&6 SHQLFLOLQ VWUHSWRF
b H JeDdiferenciranatiiekom dvadeset i jednodara XSRWUHERGMWHRMBX LHUHQFLU
medij (EB-D) D GUXJD VNXSLQD Mul RVUWHRGR ISUHBERH@D XL PH

(EB-L). Medij je mijenjan svaka dva dana do kraja pokusa.

3.5.Priprema NXOWXUD GINRAWRGHMDFL NRPAVEDQK &0JRA L

Transgeski PL&H Y LodvsW® &Jtiedanad U W Y R YOROAR W Xpl#a& Femuri i tibije

izdvojeni su od okolnog tkiva. Nakon odstranjivanja epif QLK SORpPpD UDV&AD NRAa

ispranahranjivim medijem zaVWDQLPpQX NXOWXUX .0JOURE RehRilind QLP VD
J P/ VWU HS W% PRFA(QIBCO BRL, Life TechnologiesGrand Island, NY,
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6$' UDEHUL LJOX YHOLDL QélsuspenzijH @imaviend BSQIRISKEW D QMH
VWDQLpQLK DJUHIJDWD NUR] LJOX YHOLpPLQHUD* W/ H HIOQ@WILUQH
P )D QO FiBh@r Scientific, Pittsburgh, PA, SA .RQFHQWUDFLMD ¥WDQLFD
brojanjem u 0,04% tripanskom plavilite sustanice posiene X JX VMPRLLY LK VWDQLFD F
X SORpPLFH QX WWOQ@XUX PPRAMMUINUWRI GDQD R@a]DVLMD
medija je zamijenjenaV Y MHAHB PRJD GDQD GLR SORpLFEDIleiRaVWDQLI
sortiranje. Stanice su ispranePBSu, te sunakon 15minutne tripsinizacije u 2,5% tripsinu
sortiraneuporabomX U Hhy®ddrtiranje stanicBACS Vantage (Becton Dickinson, San Jose,
CA, SAD). Dio sortiranih stanica ( 5xf@nf) SRVDjgHGORpPLFH ]D VWDQLpQX
promgera zdenca 35 mmpodvrignut SURFHV X NRawD QN DARL BHNURH @Q BLYNRISAH. MIHC
isur.{15) 'UXJL GLR VWDQLFD BpoNRitivagijwHKQjoMeH X1 stahjca
SRVDYHQR—O KUDQ I\/@Rl\laldérh-ltﬁdamm’ana tabahim uvjetima potaknuta
jH NRaAaWDQD GLIHUHQFLMDFLMD GRGDYDQM&:H®MMYNRUELQVNI
'LR SORpLFD VD VWDQLFDPD NRML QLMH VRUWLUDQ WD
diferencijacLMH RG  GR GDQD QDNRQ b hHedlEciiy/RNASWLVIHIV X SLOR
XWYUyYyLYDQMD L]JUDaDMD NRAWDQLK ELOMHJID

3.6. Mjerenje aktivnosti alkalne fosfataze i stupnja mineralizacije

Nakon 21 daa X RVWHRGLIHUH Q F loddoaxtid-hRiviesdt G L klkurama
prodjenjena je histokemijskom analizom aktivnosti alkalne fosfata@, NRULSYSWHIU
komercijalno dostupim kitom (86-R Alkaline Phosphatase, Sigma Diagtics, Inc. ST.

Louis, MO, SAD). Stupanj mineralizacije prgenjen je metodamdojenja von Kossa i

Alizarin red Bojenje von KossaQDSUDYOMHQR MH LQNXEDFLMRP NXOW
srebro nitratu pod UV svjetlonKao zvor 89 VY MHW OB XNCRAUW B ®MMlEkHy D VW L
PrisutnovW PLQHU D O L] L Uijereh&jebh¥imahLsiiBoAszdriR Fed (SigmaAldrich

Corp., St. Louis, MO, USAnako aWR VX VWDQLFH ILN@JDQH X HWDQR
IDNRQ aWR VXedWSIORPAH HREBRWWDQLPpQX NXOWXUX VX VNI

(Umax Astra 4000, Umax, Taiwan).
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37. ,]RODFLMD 51%$ L DQDOL]D L]JUD&aDMD JHQD

8NXSQD VWDQLpQD 51% LJIROLUDQD MH SRPRUX 75,]RO UHLEL
(Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD¥tanice su isprane u PR dodano je 1 ml TRIzol reagenta

te su stanice skupljene eppendorftube. Kako bi se razbili mineraliziranp Y R,Utakva

suspenzija je homogenizirana ULTRIAJRRAX T 10 Basic homogenizatorom (IKA,
Wilmington, NC, USA) te MH GRGDQR O NORURIRUPD 1DNRQ a
SURPLMHADQL FHQWULIXJLUDQL VX PLQXWD bajeu J SUL
QRYX WXELFX WH MH GRGDQ LVWL YROXPHQ L]RSURSDQROL
QDNRQ hkbidddcevitdfugirani 15 minuta na 12000 g. Precipitat je opranpostbtnom

etanolu, centrifugiran 5 minuta na 12000 g te otoplien u destiliranoj vodi tretiranoj s dietil
pirokarbonatom (DEPC vod@ :
Ko OLpiLkydhteta 513% R G U H y@eQdlekikbférezom i metodom spektrofotometrije

N R U LaéwikicinL X U H y DidhePop 1000 Spectrophotometer (TherRisher Scientific,

Waltham, MA, USA).8NXSQD VWDQLpQD 51$ REUQXWR MH SUHSLVD
(cDNA, prema englcomplementary DNA SUHPD XSXWL SSugeds¢rpRNIEBIBtD |D
Strand Synthesis SystemW H MH »aReakc§URTHRTR (Invitrogen, Life Technologies

Grand Island, NY, USA)ito J 51% SR X]JRUNX

Metodom RTFPCR na stroju 7900HT fast Redlime PCR System (Applied Biodysns,

Foster City, CA) izmjererM H U H O D WQCYaQRSR 4] biskedka,NRunx?2 i kolageatip 1,

N R U L $eWpHtdirh komercijalno dostupim protama 7DTODQS *HQH H[SUHVVLRC
(idertifikacijski brojevi proba:osteokalcin, Mm03413826 mH;NR &a8IRIGEMHODQpHYLQL
MmO00492555 mil osteriks MmM00505674 m21 Runx2, Mm00501584 mli kolagen tip1,
MmO00483888_m)l. Kao kontrolni gen ® QRUPDOL]DF L Mcéraké&hld3-dstaHQ MH J
dehidrogenaza (GAPDH, prema engglyceraldehyde -phosphate dehydrogenase
(Mm99999915 g1).

3.8. Detekcija GFP-a X VWDQLPpQLP iNVitiOW XUDPD

, ] U D ibMscentnogizvjestiteliskog gena SMARFP i Col2.3&P) u kulturi stanica

analiziran je uporabominvertnog mikroskopa Olympus 1X50 (Olympus America Inc.,

Melville, NY, SAD) opremljenognvertiranimIX-FLA fiterima =D VOLNDQMH VWDQLp!
dobivenihod.60$5)3 &R O transyyeskog P L &potrijebljeni susitMHG H G:LGFROW H U L
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(eksitacije 500/20, emisije 535/30) i RFP gksitacije 560/40, emisije 630/75) kako bise
vizualno razlikovalisignal GFRa od signalaRFRa 6 OLNH VX VQLPOMHQH SRP
kamereg(Diagnostic Instruments, IncSterling Heights, MISAD).

39.0GUHYLYDQMH NRaw D Q H-alnLvive dstv@r&rijeMetatomil H (0 6

ZaprRFMHQX NRAaAW DENSAISARWNRE L AMNOQRMHPpQL NRAWDQL WUD
model (intramuskularna transplanttdD VWDQLFD X LPXQRGHMSFLMHQW:
GRELYHQMARHP/CE2.3GFP uzgpjene su kao jednoslojna kultura stanica na
AHODWLQR]QRM SRGOR]JLLO s@amick QbriggabXjd X &B'GNAHNSGP LAL

P L AL & kY dnestezirarkombinacijom ketamina/kisizina intraperitonealma injekcijom

.R&D QD XQXWDUQMRM YajeU®msdtotHtHatkahbloBtel $lsanitd=u PES

otopini injektrane X EHGUHQL PLaL0O ASULFRP UaDBEMHN LWAEGDED QB0 Q
XEUL]JDYDQMD VWDQLFD XWYUyHa&IRnaViel RIRsviviika Mdnj M H W H L
udova idisekcija teratomskog tkiva koje potomK LV W RERDNH Q R

310 +LVWRORA&ND DQDOL]D LIJUDADMD WUDQVJHQD

7THUDWRPVNR WNLYR ILN Vpost@r@mRpakatdrn@idethiduRna®ER Tijekotn

VDWD KLGUDWL]JLUDQR MH X VDKDURTHermX SlRadeQR X V
Pittsburgh, PA, USA)L LJUH]DQR QD GHE OMLERWU H HEXD4&RE3 Wakd/Px U L
CryoJane(Instrumedics, Ann Arbor, Ml, USA 1 D KLV WeR€dv@ hakapan 500stotni
glicerol u PBSu te surezovi SUHNULYHQL SRNUSMaplGFRP D E[JOR&RBM Q
S R P Ritiv€rtnog mikroskopaZzeiss Observer.Z1 (Carl Zeiss Microlmaging, Thornwood,
NY, USA) V R GJRY D U Dok optlindzhakird za varijante GFRa +LVWRORANL
preparaticielo su YULMHPH ELOL ]DaWLUHQLSlIkRGuU&jiRIedRZ@QAMD VY ML
/bijelom kamepm, a zatim je boja na slici odabrangrogranom AxioVision (Carl Zeiss
Mycroscopy Ltd, CambridgeGB). Da bise dobila cijela slik&osti, kosi su snimljene na
YLVRNRP SRYHUDQM2nUsSIMBRMHQH X JGUXAa
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41. 2GUHYLYDQMH NR&WDQH -&N REWDIHLMDBELMH 006

U svrhu identifikacije populacije stanié@aje imaju potencijal mezenhimh P D W L9ta@Qi¢cakK
NRULA&WadQeWINHL ® kdieru .60$% S URPRWR U ]U BRARA INA@deni

transgen aktivane u populaciji stanica koje imaju sposobnadiferencijacije u zrele

osteoblaste un vitro i in vivo uvjetima. Kako bise procijenila navedenaposobnost
diferencijacije upotrijeblien je & RO *)3 RRML MH SRNDasBend JWUDAaDM
osteoblastima i1 osteocitem Tranzicija mezenhimh PDWLPpQLK \owdol@did-D X
prodjenjena jeuporabomprimarre kulture PDW LPpQLK VWD Q LD DIQRIpUZED QH VU
dobivenesu k R U Li\6&VHRIWh. pt@ni@ama L] N R aW D@strukoy &ansgeskog PL&D
.60%$5)3 & R@&FP (Slika 7

Slka 7. *UDILpNL SULNWRQWWYVXRWD NRULAWHGKWhIPKaWWDDUD
SM$5)3 &RO *)3 3URPRMNRQ@W IBR® LU Da, Lol 2B8KbMaghpat
promotora kolagenatp NRQWUROLUBA L]JUDabDM *)3

Nakon izolacije, stanice sukultivirane u hranjivom medijuza VWDQLPQX NXOWXUX
RERJDUHQ VD 8 P/ SHQLFLOLQDi 10% FBE& U WamehskEW RPLF Q|
periodu odsedamdana Tijekom navedenog vremenskog periodaR §®© & aktivacije

.6 0 RFPtransgena u zmaom broju stanica 8 W R sudividiiria Slici 8-B. 6 Q D &igr@l
RFRavidljivjeu YHULQL BiWdPCRBGFPMRi akWLYDQ MHU VWDQLPpQH N

ni usmjerenepremaosteoblastaj lozi (Slika 8-C.).
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A B C

Slika 8. Kultura sedam dana stariMMS-a NRaAWDQH VUAaL NRMH VX GRELY
.60%$5)3 &RO *)3 ¥kR D @vaamightfiledsvijetlo polje B-RFP, C- GFP.

Nakonsedam dana kultivacije stanica u navedenim uvjetditee VWD QL p Q kattrS& ORpLFD
metodom FACSV RE]JLURP QBOBB)BMDMQVJIHQD QD XUHYDMX ]D VR
Postotak .6 0$5)8 iznosio je23.8. .60%$5)38 stanice kultiviranesu u hranjivom

mediju za VWDQLPQX NXOWXUX .0(0 RERJDUHQ VD 8 P/ S

streptomicna 10% FBS-a) tijekom sedam dana. Slika 9

A B C
Slika 9. A-RezultatiFACS DQDOL]H SRND]XMX D-HWéedosparakakiivnod $5) 3

Col2.3GFPa. 3BULND] NXOWXUH VWDQLFD WMHGDQ GDQD QDNRC
diferencijacije B- svijetlo polje C-RFP.

Nakon toga V W D @ukhpltprd hranjeneR VW H G L | H U ifapjivioinizdjedi (LA 0, uz
GRGDWDN J P/ DVMNeR U P DQuidendifdsfate BEP). kako bi sepotaknua
diferencijaciaMMS-D NRaAWDQH VUAL NBRH]WSMARARS R k@jprw H
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VWDQLFD RVW H R EtDdijaWostpaDlastn@yR [8H F B1 trirdgerda Col2.3GFP

potvrdia je osteogenu sposobnost60$5)3 VWDQLFD 6QDabDQ -aJuDabwm
primi MH jeHQDGD VX VRUWLUDQH VV8D®IL)BHSNRIMB yH]QH aNDDFD MU
kulturaL LQGXFLUDQH Xdiléremdifatje<SIiNeRLAW D Q H

Dan O Dan 9

Slika 10. Prikaz kultureMMS-a N R & W D @uHogvidevebg dana nakonSRpHWND NR&WD
diferencijacije.A-svijetlo polje; B-RFP; C-GFP; D kompozitni prikaz preklapanja slika B i
C.
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9LGOMLYR MH NDNR QXOWRJ GDQD SULMH SRpHWND RVWEF
transgen.SMARFP NDUDNWHULVWLPDQ |D VWDGLM PHJHQKLPQH P
Col2.3GFPRa. Devetog dana ostgene stimulacije aktivhostransgena .SMARFP se
VPDQMXMH awR JRYRUL GD VX VH VWDQLFH SRpHOH GLIHU
JUHOLK RVWHREODVWD 7R VH SRWY \CpX.BEFPYe@eg QaR® DNWL
NXOWXUH aWiRoMiHompD2Atii@R p¥Kkazkojim su preklopliene #e kulture

snimljene GFP i RFRlterima (Slika 10 AD.).

. R a W dfeyé&ncijacijai prisutnost mineraliziranog matriksé/ DNRYyHU M HetsdoW YU YyH QL
bojenja von Kossakoja prikazuje prisutnost mineralizacije devetog dahs/ D Q L p Q#bkN X OW X U

prije dodavanja osteoinduktivnih faktora nema tragowaeraliziranogmatriksa(Slika 11).

Dan O Dan 9

Slika 11 Bojenje von Kossa koe GRND]XMH NRaAWDQX GLIHUHQFLMI
PLQHUDOL]JLUDQRJ PDWULNVD GHYHWRJ GDQD VWDQLpPQH N

Kako bi se dokazaloGD VWDQLFH NRMH LJUDADYDMX WUDQVJHQ &
osteoblastenultog dana te devetog dana osteodiferencijaizijdirana je RNA iz kultura

. 6 0 RFP+ stanica. MetodonRT-PCR RGUHYyH QW IVMADM ELOMHJID NDUDNWHU
osteoblaste, osteokal@ifOC +od engl.osteocalcifi BSP-a(Slika 12). ,] JUDILpNRJ SULNL
YLGOMLYR MH SRYHUDQMH LJUDADMD VSRPHQXWLK ELOMHJIEL
mediju. Razinaovih ELOMH JD X VsSr&zindiystHhDillegd X JUHORP NRAWDQRP W
uzorku kosti. Vidljivo je cca2500x SRYHUDQMH UHODWLY-@idkahRiglted H EL O N
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GDQD RVWHRGLIHUHQFLMDFLMKX W H GRIR. NRIZADLY QDM M/ N DY XQ
SRYHIDQMHQH EH]QD pD)M@Rvo feFxa OC.S obziromna toda OC
predstavlja bilieg zreti osteoblastaORJLpQR MH GD SRYHUDQMH QMHJRYFE

WROLNR L]UDéHQR MHU MH GHYHWRJ GDQD RVWHRGLIHUHQ
osteoblasta.

Relativna razina mRNK

Relativha razina mRNK

Slika 12 ,]JUDADM NRAWDQLK ELOMHJID N D U-Dosteokaldia YO)Lp QLK ]D
NR&EWVDIMD OR EdMBSEHAD Q midtyg- @ay 0) i devetog dana(day 99 NRaAWDQH

diferencijacije ukulturama.60$% VWDRVLERUHYHQ V LJUDADMHP LVWLK E
tkivu (bong. SMA+ : staniek RMH LJUDADYDMX WUDIstHQ .60$5)3 ERQH

K R & W D Qeixij&cijalitttivacija transgena prod HQMHQD MH X WUL UD]JOLPpLWLEL
su prikazani rezultathajreprezentativnijegpokusa.Ovi rezultati XND]XMX GD .60$5)3
stanice imaju potencijal diferencijacije u osteoblaste i aktivacije konstrubta C-)3 &aWR
XSXinadkt6 D SUHGVWDYOMDMX SRS X O aricaVRezRththal/€EniiP QLK PLC
PHWRGD SRWYUGnLW@rb difeXenkijdGMriaedepim LK PDWLPpQLK VWDQLFI
vuaL X JUHOH RVWHREODVWH
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42.6WYDUDQMH HPEULR QD O QldétrékDd Whsgeksg P WADQLFD L]

Za potrebe ovog &/ UD ALY D Q MlizterblzidodnlD EMARFR i homozigotniCol2.3GFP

PL& WiHblaskocsta nastalih embrijazdvojeneEMS. EMS genotipizirane simetodom

O D @ pr&akrijepolimeraznog tipa(PCR, odeng. polymerase chain reactignNRUL&WHQMHP
VSHFLILp QLGPSIWREP.MaUSNci 13 vidljivo je dasu dobivenaWUL UD]JOLpLWD N
stanicakoja VD G U aH R E Ikl W, RIGN\GJkbO T)

Slika 13 Stvaranjelinja HPEULRQDOQLK PAWRQYWKUXMWIQ INFRDULAWHQL

transgeskoga PLAD 3URPRWRU .60%$ XSUDYOMD L]JUDabMHP 5)3
.60%$5)3 GRN NE IUDJPHQW SiPRPFSWRYDMD NJRA®EB DHVH P

(Col2.3GFP)B) .ULADQMHP W LK sihvni MK ddjenDenVostiuRo transgeski

P Lid kojeca su dobivene linije EM&. C) Genotipizirane EM&a NRULAWHQMHP GYDMX

primera koji razlikuju GFP od RFR GFP- zelerafluorescenta E M H O D (REP-XivEydD

fluorescenta EMHODQpPHYLQD
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Nakon izolaciie (06 VX SRVERVIBQRpPLFH ]D VWDQLPpQX NXOWXUX
embrionalnim fibroblastima u n8 LM X NRML VDGUAL /,) difezhRciiala VH VSU
pritom R G U ddidebacip. Nakon uklanjgnD HPEULRQDOQLK PL&MLK ILEURE
VWD QL p QLEMINSXKO SVRXdpbardhodiferencirati. Pritom su poprimld LEUREODVW L
oblik teje YHULQD VW D Q@L.EMMARFRsR@AD (Blika 14. Navedeno ukazuje na

njihovo usmjeravanje prema mezenf@LP PDWLpQLP VWDQLFDPD .DR &WR
14 SMARFP VLJQDO QLMH LJUDAHQ XQXaNDDWO LWV IMWPHKMBNRRRIQUN
stanicamanaik LEUREODVWLPD NRMMSBENUXAaXMX NRORQLMH

A B

Slika 14. PratHD SRPNH®LIHUHQF LMD F L M HSMARFPUighau Btahichild D 4 D M
NRMH R KdlbXijEMXa, dok L] U D.&MARFP signalau samojkoloniji EMS-a nije
XWYUVyHQ ORUIRORRARL stahit®jel i LEUREODVWLPD 5D]J]OLND L
MDV QLK SRS X OjpsirelddnaR) getdolp;B) RFP

4.3. 2GUHYLY D Q MdiferdrRipa®ijeDEM8-a in vitro thistokemijska analiza

8 RYRP LVWUDALY DrieMde IN RSULHWKRGQWRX REMDYKDNMBERQLK LVWI
dodavafem askorbinske kiseline i betdicerol fosfata XVSMHaAQR NRAWD-@X
diferencijacijuEMS-a Dvasu SURWRNROX NRWUIKAXNWKPBRAMWLFMDMD NRAV
diferencijaciieEMS-a: MHG QRVORRMIQIR (Shikdl 15D iL2P Qraxokol koji XNOMXp X MH
stvaranjeembrioidnih tijela (Slikal6.).
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EMS medij + LIF DMEM +20%FBS 2VWHRLQGXFLUDMXUL P

Slika1l5 SURWRNRO GLIHUHQ& +tMBGEDRVRN CPREPDKVW® QLPQD NXOV

. +200
EMS medij + LIF  DMEM +20%FBS 2VWHRLQGXFL

Slka 16, 3URWRNRO GLIHUH Q Fa MDpftokbH kot DEAMQ K X pKBMH VW YD

embrioidnih tijela

Tijekom dvadeset i jedg darma SRWLFDQMD NRaw,x@kih j& cddaid Hah& LMD F L |
(vremenski slijed: 7dan; 14 dan; 21dan) UDYHQD SWWRXMPMPD NRawWDQH GLIH
KRULAWMNRHBLEBMIENDR aWR VX D Q RkaneDfofhatbye L(hefipene W L

alkalnu fosfatazu) i analiza stvaramneraliziranog matriksanfjetodavon Kossa bjenja).

EMS stare sedam darsa pokazalaktivnost alkalne fosfataz&oja je postalassve LJUDAH QLMD
b HW U Qdarhv WV RQID M YdvailEsetil ptvog dana Nije primi M H U #h@na razlika u

aktivnosti alkalne fosfataze s obzirom na vrstu protokoRVLP pHWU QdEbstW RJI GD
kulture kadaje aktivnostAP MDpD X MHGQRVOR MKRIRNMZYXVBD QLPQRM NXOW
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Dan 7

Dan 14

Dan 21

Slika 17. Histokemijska analiza aktivnosti alkalne fosfataze u vremenskom slijedd.;721
GDQ NR&AWDQH GLIAHAHFRWBRNRWHV(MHGQRVORNMQGRP VWDQL]

protokol s embrioidnim tijelima

Dvadeset prvog dange SR PR ingtode von Kossa ERMHQMD SRaMaNée yHQR
mineraliziranog matriksa znanom SRVWRWNX VWDQLpPpQLKEMEaORMQAL MD L]Y

znanerazlike u razini mineralizacije s obzirom na vrstu protoKSlika 18. A, B).

Slika 18. Histokemijska analiza mineralizaeijnetodm von Kossabojenjadvadeset i prvog
GDQD NR&AWDQH GLBHANHGRIRWEMNRGE [D6MHGRIRMIOR MQX VWL

protokol s embrioidnim tijelima
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44, 2GUHYLWRZEWH QH GLIHU HQrhitid DanalivhH. (0 b dEtddiDastnih
biljega

Nakon histokemijskih metoddjferencijacijaEMS-a prema stanicam&® VW HREODVWLpPQH O
dodatno je analiziranmetodom RFPCR.2GUHYyHQU M&DM ELOMHJID NDUDNWHU
stanice osteoblastne loZRunx2, osterikskolagentip I, BSP i OC. Od stanickoje su

usmjerene osteoblastnoj loR p H N X M H aMdHgl&vRiNrahgkrpcijskih faktora Runx2 i

osteriks QDNRQ pHJD EL WU HE DXO R] G BsidlinMGRed2RitYHiligda Q M D
osteoblastne loze: kolagetip 1, BSPai OC-a(146). RezultatiR YR J LV WpbkazdliéiD Q M D
kako rijedan od navedenihiiega QLMH L]JUDAaHQ X ©WSdilseHnbg@aRrd UDQLP
nakon SRWLFDQMD NR aWEMSH X3 RAMUUHHERE: HIPBD R Mkl hobjne
VWDQLPpQH NXPWHWHI NRPL NBW X R P i (SRR MiiéiE PUDADMD ELOMHJ
BSPi kolageratip 1. Runx2biljeg otkrivene WHN X pHWUGHVHW L GUXJRP GDQ
Jedini biiegNRML MH SRND]DR j&kRnv ¢stebg@ries IL]I B D &M WID FLMH MH %
biljega csteriksi biljega zrelih osteoblasta@C jako je nizak ili nije otkriven tijekom bilo kojeg
stupnjadiferencijacije Kako bi se potvrdiloG D U D] L Q hoiljddda WIRQEMSa

SRND]XMX PLQLPDR@RBRHYR QHBBD@M B Q LKkuEWi®MHI B R AWDQH

V Unakondvadeset jednogdara SRWLFDQMD NR aWesQ Hobiveniredua) FLMDF L M|
PHYXVREQR XYSROMEMRLMH NDNR MH L]JUDADM VMLK NR&WDC
NRAWDQH VUAL YLAHVWUXNR YHUL X RGQRVX QD NXOWXUX (
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Slika 19. $QDOL]D dstebbldshii biliegaod nediferenciranin EM8, WLMHNRP NRAaWD
diferencijacije transgagkihEMSa SURWRNRO MHGQRVOR M Q& N\\RE VLCPpHD H
VUQGUHYHQ MH L]JUDADM E (@M HkbRgen® (] (CAR\IWMBBRAL 8C: D

a Nediferencirane EMSipotrebljavaleVX VH ]D QRUPDOL]DFLMX LAUDAaDMD
NRAWDQH VUAL N DR Usdif] ESCLtYiedifzrane aneVEMS QDiff D7, D14, D21 |

D42 +t GLIHUHQFLUDQH (06 WLMHNRP UD]JOLpLWRHIMMSIJHPHQVN
kodWDQH VUARIQGEDNA®D NRAWDQH GLIHUHQFLMDFLMH

U drugoj seriji pokusanalizirana je diferencijacijgMS-a koje su dolivene digestijom od
embrioidnihtijela (protokol s embrioidnim tijelima)Stanice swnakon digestije embrioidnih

tijela X P Q R 4 DW D@ H NiRl&hapu-DMEMu, QDNRQ pHJD MH SRWEBIQXWD R
D) ili su nakon digestijeizravno podvrgnuteosteogenez{EB-L). 2GUH VL YID]Q DM B M
osteoblastnih billega metoth RT-PCR nakon dvadeset i jedndgra NRaAWDQH GLIHUHQFL
6 O L pa@ RodNednoslojneV W D Q L p Q EM®aX @RWErig idusano niske razinebiljega

kolagem tip 1, BSPa i vrlo niska razina O | JUDA&DM V'Y INKR RNVINEDE e

vidljiv ili je jako nizak u usporedbi s diferencirani@06 NRaAWDQH VMJaL 6O0OLND
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Slika20. $QDOL]D LJUDADMD RVWHREODVWQ L& BE\IOMWHNIDP NNRRGA W |
diferencijacije transgeskin EMS-a (protokol s embrioidnim tijelima) i MM& NRAWDQH VUAL
2GUHYyHQ MH L]JUDaDM ELOMHJID 5XQJ (Cawiy BEPaN@®a. 26; N F
IHGLIHUHQFLUDQH (06 XSRWUHEOMDYDOH VX VH -34D QRUP
NRAWDQH VUAL NDR SR]LW L ¥+QdlifeveRa@ale EMSDERS @r&vhd | (6 &
diferencirane EMS, Ef- EMS diferencirane nakon 4 dana u DMEMBMSC D21 tMMS
NRAWDQH VURL QDABQNRAWDQH GLIHUHQFLMDFLMH

45.2GUHYLYDQMH NRA&W D Q H-aGR R Biti/Qsfte|dKnFrarddgend0 6

2VLP VWDQGDUGQLK PHWRGD X VYUKX RGWHUDDIQ® DM M R
LIUDADM L]YMHVW LSMARPVINIoR. BRFPID @3tédstnquivanim kulturama

EMS-a (Slika 21. i22). ,]JUDaDM PlJEHEQ® MR JID .6 ($ M) jeBliGtanicama

oko kolonijaEMS-a Y Hsédmo@ dana dok billeg Col2.3GFP u tom periodu nipdljiv.

DalinfRP NXOWLYDFLMRP X PHGLMX ]D NRaAWIDGXE)G ISRMBRBYBCLC
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se kao posljedicadiferencijaciie EMSa u mezenhimlQH VWDQLFH yHMaQDHVWRI
kulture XRpH@P WV LPDODMQ ELJ@MHEDD .60%$5)3 PpiKRBMNNBStQLMH X
ELOMHJD JUHOLK RVWHREODVWD &RO *)3 ,]JUDabDM RED E
REJLURP QD NRULAWHQL SURAMBNR® RNRBUY QFHGIQRY®R MQ
kulturom i protokol s embrioidnim tijelima). Nakon dvadeset i @ GDQ NRAaWDC
diferencijacije, LJUDAaDM .60$5)3 E L OjeM Wrddhjen) QBpYKd3 Rprisutnosti
mineraliziranih kolonija detekcijaL]lUDAaDMD &R O *)3 X-aMik@wWitahiiDpeD (06
SURWRNROX MHG QR WXRINMQ®L MW DEQ IOmaRFSiging G @ hijé D
primLMHQ@HQQDNRQ SURGXAHWND . VKliyVje Ls¥rbor polbdingBiRsignal G D Q D
mineraliziranog matriksa zelenkaste bdfelltura EMS-akoja je diferenciram po protokolu s
embrioidnim tijelima pokazala je svega nekolikoDsQ LF D N R M Hbilley \CDIZBGFP M X

(Slika 22- 14 121 dan).

Dan 7

Dan 14

Dan 21

Slika 21 Kultura EMSa GLIHUHQFLUDQLK SR SURWRNR Q\%Vi@tthtG QRVOR
polie; B £RFP signal; C + GFP signal. Epifiorescentno snimanje za GFP nije pokazalo
aktivnost signala GFRa, vidljiv je samo pozadinski signal mineraliziranog matriksa
zelenkaste bojeSignalRFPa QDM L] UDBRHWUPDHVWRJI GDQD VWDQLpPpQH N
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Dan 7

Dan 14

Dan 21

Slika 22 Kultura EMSadiferenciranih po protokols embrioidnim tijelimaA-svjetlo polje;

B =RFP signal; € GFP signal. Epifiorescentno snimanje za GFP nije pokazalo aktivnhost
signalaGFRa VHGPRJ GDQD 9LGOMLYR MH VYHJD QOHgROLNR
Col2.3GFP14.i121. GDQD VWDQLpPpQH NXOWXUH

Nakon izostankaznanije aktivacije biliega Col2.3GFP L VODERJ L]JUDabMD VS
osteoblastnih biljega kulturamatransgeskih EMS-a, bilo je potrebonoLVNOMXpLWL PRJXC
da gensk L Q a BQWHMMHpPH QD GLIHUHQFLMD SKhNEMSIAHURRRUX UQR VW
SRWY Uy L YrBn@gerbnisG Dtjecalina diferencijaciju embrionanihPDW Lp QLK VWDQL
napravljen jepokus u kojema je potaknutaNRaAWDQD G L BWS-BH QHjegVitipd L M D
(netransgeskog PLADNRULVWHUOL VH LWWNWMP GGURWORNRIRRPP VWDQLPQ
1IDNRQ SURYHGHQH DQDOL]H mgto@anRMIE R WWNDHNARE G RIABWHD X IR [JH
LIUD&DM V YdskohlaGtmhy fljeda (Slika 2B Navedene kulture EM& divljeg tipa

pokazale suv O Laki@dostAPi VOLpDQ VWXSDQM PURHUDOL]DFLMH 60L
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Slika 23 $QDOL]D LJUD&DMD R MatOHORERGATR MjeKbinK., B4 02 Hah®

(D7, D14, D2))NRAWD QH G L | H U&id@lfey MpR Fretihsgeiég PLAD SURWRNR
MHGQRVORMQH VUMBredo sdifekeHc@anind 0616 N R &W D @Hdanu &L
2GUHVHQDMID M ELOMHJDa(®%X [kolagevaripl (OO \1), BSRa i OC-a

Prikazani su rezultati jednog od dva neovisna pokusa.
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Dan 7

Dan 14

Dan 21

Slika 24. Histokemijska analiza kulture EMS& divljeg tipa diferencira® po protokolu
MHGQRVORMQH thekod 21 idardH Al i ¥dbbladje 21. danastarostiVW D QLPp QH
kulture; B-von Kossa bjenje 2. GDQD VWDQLPpQH NXQWKIUGIMIEE@ILNH $ L
NRQWUDVWQLP PLNUR YV N.RCS RializeSaRtwWhbatDalkdmél fosfafaze, 24,

2. GDQD VWDQLpPpQH NXOWXUH

46. 2GUHVYLY D Q ddierbRi@ade ERYS-a in vivo tstvaranje teratoma

U srthu RGUHYLYDQMD VSRVREQRVWEM>NRIaaktvagifeé biGeghHUHQF L
Col2.3GFPin vivo, proveden jgpokus intramuskularngransplantacijextzv. teratom model
Nediferencirane EMS odivostruko transgeskog P L a®P Q R adtd @Hransplatirane u
bedreniPLaLi LPXQRGHILFLMHQW XRRR URANDRDJI D3 WLNKVIZ GIRARMYWUWYHHE)
nakon implantacijeTumorsko tkivo je izdvojeno i pripremliendD KLVWROR&AX REUD
KLVWROR&ESPBUD\BUPD Y L €ddaidoR. JAFPaviQdediDiQ S R G U X(shka P D
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25.). Navedenasu S R G UpohtMrid obogna primjenommetode von Kosshojenja, 8W R MH

znak prisutnosti mineraliziranog tkivéSlika 26.). Navedek UH]XOWDWL SRWYUyXI
osteoblasti kojiL]UD &aD Y D M X & R @astati )d¥feire ReijaijonEMS-a u funkcionalnom

modeluin vivo. Genski konstrukt Col2.3GFIP R &elupotrijebitikako bi se potvrdilaN R aW D Q D
diferencijacija EMSa.

Slika25. 2GUHYLYDQMH LGoUZIB&EBRMN DivatijeRadvhidtyddanja teratoma.
(PEULRQDOQH PDWLPpQH VWDQLFH NRMH VX GBKRQRFHEDH RG
WUDQVSODQWLUDQH VX X IHPRUD Q@dvoBtidéndmterapriRkéril ILF L M|
WNLYX YLGOMLYsiyndla@dPBEGEPQ LIJUDADM
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Slika 23. Metoda von Kossaojenjaistog preparatioja SRW YUV XMH SULkzVaXxdy QRVW P
WNLYD X SRIsjuns (WNHL PCdRBBEP 8 SRNXVX VX NRULAWHQD pHW
VX HPEULRQDOQH PDWLDpIGIRRWDDPIFRDAEWUL]IJDQH X
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5. RASPRAVA
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MHJHQKLPQH PDWLpPpQH VWDQLFH NRA&WDQH s\WnékolLvriieniePEU LR Q
SUHGPHW QDMDNWLY QLM L Kankplawatljské teeDeddijske tedBifeGiU X b M X
NRAWDQRJ W N &¥aQRakna\ & 1D QM B Q H X\PVQ D @G&ilistitro kako bi se
SRVWLJDR ]DGRYR O M6 Mosinjerdvajpr&madstebbR4id] Dzi, a onda

VH NRawDQH SURJHQLWRUQH VWDQLFH LOL SUHRVWHREC
WUDQVSODQWLUDMX QD A4HOMHQR PMHVWR X RUJDQL]PX 71
trebali djelovati osteoinduktivhd ubrzati integraciju transplantiragografta s tkivom
GRPD{179.D1 XaQR M HddUrD Jdéfinikahe precizne i eLNDVQH SURWRNROH
preciziranom metdologijom, poznatim dod&FLPD L QMLKRYLP NROLPLQDPD N
diferencijaciom PDWLPpQH XVWRBRPQRHAHOMHQRP VPMHUX EH] NRQW
VWDQLpPpQLP OR]DPD 2VRELWR M Htvarabjé @RtomaSkbL 8&Hp L W L
upotrebljavaju HPEULRQDOQH P R WL Pt biVSWDRQOLRNROL RPRJXULOL
XSRUDEX PDWLpPpQLK VWDQLRivViMRSEURWRGER OR VR P RWRWLDO L
PDWLPpQLK VWDQLFDURXRDFRGMEBDRNMWIEBRJIHQHihHvitrb. NRaW D ¢
2VWHRJHQH]D MH YLVRNR V OR p@regtatnjs tijfjeria\kostl L MdjeMR P UD]Y
NRawDQH SURJHQLWRUQH VWDQLFH ELYPWMNKte@keili X pHQH C
susjednim stanicama EMHODQpPHYLQDPD PHYXVWDQLPpQH WYDUL GL
G D QD aQMH BnawsivenibspdtngjaNRawbDQD GLIHUHQFLMihRit® D PDWL
PRaAH VDPR GR RGUHYHQRJ VWXSQMD SULND]DWL WDM SURF
in vitro mineraliziranije matriks formiran od strane diferenciranih osteoblasta, dok stvaranje

in vitro SRWSXQRJ PRUIRORANL VWUXNWXULUDQRJ WNLYD NR
2 p LJ O HeGIQ BRu signal koji su potrebni VWDQLFDPD NRawDZfélu OR]H D
funkci RQDOQH NRAaWDQHXMHKEW ® SE H QB Reseiitadde a nisu

prisutni u in vitro uvjetima (137). I]QLPQR MH WeHtENFORAKHWOMH PROHNXO
PHKDQL]JPH L VLIQDOQH SXWHYH NRML NRQWWR®IUDMX S
ODWLpQH VWDQLFH SUHGVWDYOMDMX PRGHO NRML MH OD
JHQHWLpPpNRM PDQL 9%€0®IFIIHWIH QDN BipHide B ddhap @dtigon za
UD]JYRM IDUPDNRNLQHWLpPpNLK kcréebhMgiestoRaNzd Ibp@drerddtetQR W R N V

lijekove koji serabe X széj‘patologiji‘l?S .

'R RYRJ WUHQXWND QDSUDYOMHQD VX jPQuRijhRIENRMQD LVWL
XVS MH&@RiIMvivo NRAWDQRM GELI-&I&QH\LF&/&D’\FED.QIPH-N1@124L (06
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1261135164 (179. Mnogoje GRGDWDND NRUL&AWHQR X VYUKX SURPR
stanica pemaosteoblastnojoz. NDNRQ PQRJR REMDYOMHQ Ltagvijere] X OW D W |
relativno jednostavanjeftin osteogeni hralf YL PHGLM NR ML updtre@j@v@Radi QD MY L
se ohranjivom mediju. 0 (0 s dodatkom fetsnog J R Y Hgekudna, antibiotikeaskabinske

kiselinei -glicerol fosfa. 8 RYRP LV W N B &LLYAINPdNDX Ayl Iktanjivi osteogeni

PHGLM ]D SRWLFDQMH NR &8/NDROAHVG QI WA E LLMBLMH 006

VHULQD GR VDG REMDY OM H Qsk garldsriNr Meiddria £a MdkadvRnjeL VW LO L
NRAWDQH GLIHUHQFLMDFLMH P D\24{12F Kroswm@D. 6 D] X [ PUHIDED
JHQD NDUDNW H U LV Wistokgiisk Dnefotta/edj & @Ik $fatazu teron

Kossai Alizarin red bojenja, koja sO Xkabl potvrda mineralizacije

Cilj je ovog LV W U D Bit WroafenitD sposobnostNRAWDQH GLIHUHQFtaMDFLMH

NRaAWDQH Malhditro. {0 VSRVREQRVW NRRMABIHHa B kit UHQFLMD
LVWUDALNRQ MEWHQUEXRELPDMHQEHRRBWRGHYMD NRAWDQH GL
(aktivnost alkalne fosfatazestupanjmineralizacije i analizaL]JUDaDMD R\g#& REOD VW
Osim toga P D W Isp Sanice dobivene iz dvostrukeansgeskih PLAHYD NRML VX QR\
vizualnih biljegamezenhinQ LK P D W L p Q.16K $5W3IDd3tedblasta (Col2.3GFR15]

180. 7R MH RPRIJIXULORNSG&RINQMHVAIOYILPQH NXOWXUH RG VW

do eventualnog stadija osteobladtaz potrebe za prekidomazvojakulture. Uz standardne
PHWRGH GRND]LYDQMD N&vatia@ikiesteljskiil ¢eafaFM D RAPM H
karakteristb QLK ]D VWDGQMW PHWHERHPVWDQLFH L,dMWdngGe M JUHOI
potvrdila diferencijaciju prema osteoblastima. Razvoj tranrsggnPRGHOD PLaAMLK PDW
stanica i pouzdanih stadf SHFLILpQLK YLGOMLYLK L]JYMHMKWVLWHOM
PRIJXUQRVWKMNRANRIYEMHIRNMOWIURWRNROD |D NRaAWDQX GLIHUH
VWDQLFD 8pLQDN UD]OLpLWLK GRGDWDND QD SURFHV NR3
biti X p L Q NtBstramh&transgshim PLaAMLP PRGHOLPD

Diferercijacija MMS-a N R &W D (kbje ¥UJ ddbivene odlvostruko transgeskog P L&D
SMA5)3 &8RO *)3 SUHPD VWDQLF DdppndNighaitvoD\ekki @ bhrgfLMH SUF
ELOMHJID NRULAWHQ X VYUKXPDGHQQ @ L N R 3D D)@ IS BHQ K L P Q
VH XRE Wwparbbib@Ri]D R]QDpDYDQMH OMXTBEMMIK SUYMWME8), FD VX &
dok se biljezi nestin{183, .SMA @ i osteriks (1859 X R E L p ipbdtreQljRvajuza
LGHQWLILNDFL MiK ngResitQD KL MBIWRbAON.K & WW Q @redj8ljénost 2
mezenhimM@Q LK PDWLpPpQLK VWDiemebR AWBWRNMHOVYQ&MpremaGLIHUH
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osteoblastimajasno je GHILQLUDQD 7UDQV NKIJL Briaju MWNL upglPEHQLFL
UHJXODFLML L]JUDA&DMBuU RrepazHaR BOID VRV KostariiQ Dni se
upotrebljavajukao biliezi NRML R]QsBp®IYND MR AWDQLK SURJHQLWRUD 6
R]QDpH@® AMMHP DO Nz@@) B8RP bR B$BRaNStadij zrelih osteoblast® RaH ELW L
prociienjeQ W HP H O M HEPL Q MUHDJAD MDD RDMPALRUA/néavedene biliegar ovom
LVWUDALY D QGMuopotijabien Hiau@lR biliezi kako bi VH R]QDpLOL UD]OLpLV
NRaWDMDMHQRbQHMH 5H]X O WBaIaV LaliL suiuldz@unaDQ®mD MH L]JUDAD N
biliega .SMARFPNDUDNWHULVWLpPDQ ]D VWDG Lduk e H] bl Dy QH P D W
Col2.3GFP karakteristikazrelih osteoblastd146|151 184}. Rezutati navedenihLVW UDALYDQM
ukazujuna todase mezenhim@QH PDWLPpQH VWDQLFH bvjegsl EEMARMPD | XM X L
mogu diferenciratiu zrele osteoblastet DNWLYLUDWL L]B&dé@atMov&dgaO *)3
LVWUDALYD QM UHIXRWDGXLPD SUHWKRGQR QDYHGHQLK LV
006 NRAWDQH ¥ duulbakdlhinQiietrqgaiiekom sedam dana te su sedmog dana
VRUWLUDQH V REDbijeg® P6 @¥B)B]BRYWMRWDN VWDQLbHEg NRMH L
.60%$5)3znosio je23.5%. . XOWXUH VWDQLFD NR&WDQH V&L VX Kk
VWDQLFD VHGPRJ ine Btgnize Xemaxopokexlare [Yikbin makrofazi.Bilieg
.60%$5)3e DNWLYDQ X VWD Q hdgDiRyRdal teE hj&® BKOMAY W Ethnicama
hematopoetskdoze. Sortirane stanicesu diferencrane SUHPD NRAaAWDQRM VWDAOQL
N R U Laévikbineoste G L | H U H @Fhtaldiditd déédiem 5SH]XOWDWL LVWUDALYD(
na smanjenje aktivnddransgena. SMARFPdeveog dana osteogene stimulacigfeWR XND]XMH
QD SRpHWDN GLIHUHQFLMDFLMH VW Ddpel FZeelitX ostediblaistal X RV W
Devetog dara starosti kulture WD NR Yy prich LMH U H Q D akih@d3t Qillega zrelih
osteoblastaCol2.3GFP aWR MH MDVQR YLGOMLYR X NRB®RHEWQRP S
slike kulture snimliene GFP i RFP filterima (Slika .)LOAKtivhost zrelih osteoblasta i
SRVOMN@/LYPQROQMH PLQHUDO L] lLoyeb rpeodoriDi\K-ddsNodj@jaS RW Y U y
Dokazana eSULVXWQRVW PLQHUDOL]DFLMH, dekHpyijel doBavargaD QD VW
osteoinduktivnih faktora nema tragova mineraliziranog matriksa (Slika IR DpQX SRWYUG
sposobnostdiferencijacie MMSa NRaAWD&®IH X JUHOH RVWHREQDPMMB MID O
ELOMHJID NDUD N #dstedbMstéMedidpank RFPCRUIRH3OU H yIHQ DMHD MOELOMH JD
L %63 5H]XOWDWL VX SRND]DOL FFD [ SRYHUDQMH UHO
kulturama devetog dana osteodiferencijacije u odnosu na nulti dan osteodiferen@jicije (
12). Razina biliega BSP diferenciranim kulturama MM& NRAWDQH VUAL SULEOLAC
%63 X JUHORP WRA&AW QRDNR Yy HUS MMHHS8 D QiMHH IFH@R [ ELOMI
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obziromna toda OC predstavlja biljeg zrelih osteoblas@ RIJLpQR MH GD SRYHUDQI
relativneraZ QH QLMH WROLNR LJUDaHQR MHU MH GHYHWRJ GDQ
dosegao stadij zrelog osteoblastaDYHGHQL UH]XOWDWL XND]JXMX QD X\
MMS-a NRAWDQH VUAL X (UDBINORESRWYHREDBWMBIQLFH NRMH L]
billeg .SMARFP predstavljaju populaciju mezemhnQ LK PDWLpPQLK VWDQLFD WH L
aktivacije biljega Col2.3GFP, odnosno potencijal diferencijacije u zrele osteob®&ast& MH & D Q

protokol N R & Wiferéridijaciie MMSa N R QMDVQUAYHGHQ X RYRP LVWUDALYDC
s rezultatima drugih autorNRML VX WDNRYHU XVSMH&QR .HUHQFLU D C

1DNRQ a4WR MWSEBRWEFQRNEDNR &W D Q4 NGR & MUDHPHF | M BIlF L MG MHE
RYRJ LVW hidgidciei® dpdsobnostGLIHUHQFLMD FiaMH/ WD&NMEK (MR aW L
linje. 5GH]XOWDWL SUHWKR G QR (IRG{187) Na®dde-CMIK UAANOIKDE LY D QML
NRaAWDQH GL BNB-&a QretbkdIDsFdmrieidnim tijelima izravni diferencijacijski

protokRO 8 RYRP LVWUDALYDQMX NRULGW prazeneVfinokekED S UR
XPLOQNRYLWRVWL

Za diferencijaciju EMS&a SUHPD NRAaAWDQRM njht\@ Ld¥etencippXia @rbz
PHYXVWDGLM PH]HQKL P QaHidentbikddijp Satlija/ MB&upbtHieljen je

vizualni bilieg .60%$5)3 D ]D LGHQWLILNDFLMX VWDGLMD JUHOLK
DiferencijacijaEMS-a, koje su dobivene od dstruko transgeskog P L Ad@dema stanicam
NRaAWDQH OLQ L MvisaJprimarhbHk@tiviad EM®) Mitd vivo (intramuskularnom
transplantaciomVWDQLFD L SRVOMtd@awpQLP VWYDUDQMHP

Nakon uklanjphD HPEULRQDOQLK PLaMUK VVEDQ ELO@EvbmX © W,X U D
diferencijaciia EMS-a SUH P D N R/AVADBhiR K& HeMprocjenjivanatijekom tri tjedna.
RezultatiRYRJ LV W hoRezali¥uiDd@WWDQLFH SRSULPDMX HthEFWREQDVW L
VWDQLFD sighal DSNPARBEP. Navedeno ukazuje na njihovo usmijeravanje prema
PHIHQKLPQLP PDWLPpQLP VWDQIngaBIlieill4. siyral BWMARAARMeYLGOML
LIUDAHQ XQXWDU V&P IDK N RGR K Db BEcagaabkafiHroblastimakoje

R N U XkbkheEMS-a

Nakon prvog tjedngrimi M H U H &kfivndsHalkalne fosfataze kulturamaEMS-a, koja se
EODJR SRYHuD ¥iDj&ba Kutivatie NMRfddom von Kossabojenja dokazana je
SULVXWQRVW PLQHUDOL]JLUDQRJ PDWULNVD QDNRQ GD

predstavljati potvrdu diferencijacigMS-au zrele osteoblast®ezultati nisu pokazali razliku
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u aktivnosti alkalne fosfataze i razini mineralizacile s obzirom nduvsotokola za

diferencijaciju EMSa.

SUHPD UH]XOWBWLP{8QD QDWHIXOWDWLPD RMRAIMMS-®W UDAaLYD
NRAWDQH VUA&L SRNDDPXQWH SR VY WHXOR@RA BREN DMWY Lp QLK ]D N
tijekom navedenog vremenskog pericasteodiferencijacijeDakle, znakovito je da stanice

NRMH VX XVPMHUHQH N RVW H RE®@avii QranbkpicddRih LfaksdRaN D ] X M X
Runx2a i osterik®, QDN R Qddlatidd» SR Y H i ® QNI DataiM avedenih biljega
osteoblastne loze: kolagetip 1, BSRai OC-a(146). RezultatiR YR J LV W pbkazdlitD Q M D
kako rijedan od navedenilbilega QLMH LJUDAaHQ XmE@MSil sedbigQdahd) D Q
nakon SRWLFDQMD NRAWDEMBa GLUMHNRPL iDWIUNXRHPVE R IV BB Q
SRYHUDQMH L]UD & Rdafent Lif).NBHehRuvxa dtkriven jetek u pHWUGHVHW |
drugom danujednoslojne VWD QLPpQH NXOWXNRML-WGEFLGR NEDL[WMHSRYHUL
tiMHNRP RVWHRJHQH GLIHUHQFLMD F L MikegMzrelibodsBob)ddtaD DM E
OC jako je nizak ili nije otkriven tijekom bilo kojeg stupmdiferencijacije Treba spomenuti

kako otkrivanje malogoorastal ] U D Adyedénih gena N R & Wdi2i@riRiranim kulturama

EMS-au odnosu nanedifeenciranekulture EMSa, NR M H t& akbzQu mali ili nikakav

L] U DN AW D Q L. iKijeEl\vOljMio-zapdtvrdu diferencijacije ureleosteoblasteStoga jeu

RYRP LVW XYVSLR/\DHYMEINIR 4 Wojeya K kulturi osteodiferenciranin EMSa

razinom N R a4 WHij€yh K osteodiferaciranoj kulturi MMSa N R & W D Q\ikka/rdzinia
LIJUDADMD VYLK RVWHREODVW QIlokobiolLj® MdijiveDu Xisphir¥dbivé X U D P D
razinom istih biliega u kulturi MM& N R & W D @akondvaddsei jednogadara poticanja
NRawDQH GLIHUHQFLMDFLMH 9LGOMLNIRBa MkduN DIMRa MH L]JUL
NRAWDQH VUAL QHNRHIULNR RGQRVIX W B R O RiEHHKo €0 6
MHGQRVORMQD BEM%B@dcieqizantipko iy kakhijeg vremenskog perioda (42

dan) X V OXdpBeEMS diferencirgu sporije odMMS-a NRAWDQH VUAaLJUDEDXW LF
NRaWDQLK E Lakéh2DlavbHbs@lacieHGLQL ELOMHJI NRML MH SR
porast bio je BSP. Sobziro3 D QLMHM XRPHUDADM GUXJLK RVWHREODV
MDpL L]UDADREHp8MEati S WDQLFDPD NRMH QLVX RVWHREODVW

stanice koje su diferencirane iz EMS sudjelujuu stvaranju placent@ vivo (188).

%URMQD SULMDAQMD LVWU D & INVRCEQWDOD XS ROV MWultier@ifih. WX F XM 2
PDW L QL KnakabrD<pipfidmineralizacije L] UID AN W D (@a6KI87H8909).
8 OLWHUDWXUL VX WDNRVHU RSLVDIQ? L XRS O/HRPL LW X O WD
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XVSRUHYLYDOL VI/KKIS\DHQ M R LQMHADW IRVWHREODVWQLK JHQD
PLAMEMSa MMS-a NRAWDQH VUAL L NDOYDULMVNLK RVWtE
RVWHRVWLPXOLUDMXUHP PHGLMX S5HNCOWOW LQ D WLHIRY W
mineralizacije kod kultura EM@ za razliku od kultura MM& NRAWDQH VUAL L NDO"
RVWHR E OD V, wdne @sktegbiadtnitPbiliega (Runx2, AP, kolagiprl, OC) bile su 100

- [ YHUH X NXOVWAXNRERDD Q06 VUAL L NDOYDULMVNLK RVWHF
EMS-a Autori su primjetili znaDQ EURM PUWYLK VWDQLFD X NRaAawDQL
VPDWUDMX GD VH YLVRND UD]JLQD PLQHUDOL]JLUD@GRJ PDW!
PRA&H SULSLVDWL GLVWURILPQRM QHWLS INGUWDRRWIL P Q Qi W/DNCDLQ
ne sintezi posredovanoj zrelim osteoblastimé O lgzQ@thte navod®oth i sur (137). koji

su primijetili VPDQMHQX PRJX0QRWW aGlljuddkiihnHERI$ 4 o $datniceVikda sti

Rezultati ovog LVW U Dialvitr® MIRWSXQRVWL VX X VNODGXurV LVWUL
192 kao i s rezultatim@otha i sur. (137). Rezultatiovogi spomenuthLVW UDALYDQMD XN
QD PpLQMHQLFX GefrijadiR EWEeQPR GD IHEUW L SDA&O 4l Y RU SR D W
alkalne fosfataze i prisutnost mineralizagg®zitivno von Kossa Alizarin red bojenje) nisu
GRYROMDQ NULWHULM 1D SUFEMMMQ/XnQ\IiBLﬁ.@QMat@juuaUHQFLI\
nakupljanje ionck DOFLMD NRML VH SRMDYOMXMHEMN&aM MaNKRjP N R aW I
mjeri nije ovisno o osteoblastimaNaime metodabojenjaAlizarin red otkriva prisutnost

kalcija koji je vezan za anorganski anopLPH VDPD PHWRGD QLMH VSHFLIL
mineralizacije posredovane osteoblastirkako su navedene metod® HV S H FproegsQ H
NRaAWDQH G L hihindlqoFde MddapotVviréiti kombinacijom ovih metoda metode
DQDOL]JH L]JUDADMD JHQD V SHFMRyHIL KNJIDNRREW D) R WML YRU
sposobnostPDW LY QIDKQ L F D diferdiRigd\juDp@kiadno je koristitise modelma in

vivoo NDR MW RINWRSLPpQR NPO3dDdf QjdliehiNRY¥WDQLK GHIHNDWD
YHOLpPLQH

.DNR EL GR&RAR BQRH G| HadjMohBe MIBDG LMK GRSOfdstt, koji
budenhidrolizirandjelovanjem osteoblastrakalne fosfatazep LPH QDVWDMX IRVIDWL ¢
PLQHUDOL]DFLMX \%D(@IXMW—BWONI‘D\OBQD IRVIDWD]D NOMX
proces QXaQR MH LVW DN@XOWD GRV NDHY BUSIm Likiviba Ha@Du
nediferenciranimEMS prile SRpHWND NR aW D Qbakle, Lmikethliz@cka. melyiksa M H
PRaH ELWL SRVUHGRYDQD DONDOQRP IRVIDWD]RP L] GUX:
akalnom fosfatazom. 8 R E L p D9d H€tokoli z diferencijaciju koriste visakm
koncentracipm egzogenog -glicerolfosfataza koj S U L M ¥ S\QUVDRArAYodeQdlsl uzrokuje
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G LV W Uddlagdnie Rnineral*193 194}. .R UL Ved/grioidkobom NRML QLMH -XNOMXDpl
glicerolfosfat u hranjivom medijuEvans i sur{192 nisu prinijetili znatniju prisutnost C&
iona (metodom Alizarin red ) u kulturama EMS, aWRRAaH XN DnhLYdywV L
glicerofosfataX SURFHVX GLVWURILpQH PLQHUDOL]DFLMH

Nadalje, ¢dno od PR J X (R_LKM Djd RadjinH€g maA H R E M D¥aQjé iireraliaivanog
matriksa u kulturiX NRMRM Q L bsttollaR@gadifi&rer@ijgcie V Q D feQ@relacija
L ] P HmiXeralizacije i smrti stanice. Naimpoznato je daj&SDWRORAND PLQHUDOL]L

povezana s apoptozomnekrozom &anica in vivo (1959. Poznato je da ndd RWLPpQR WNLY

stimulira nepravilnu mineralizaciju uvjetimain vivo i in vitro zbog sklonosti nakupljanju
QHWRSOMLYLK VROL NR@DI@E{MHe BENDSD M XMGIHEROIHDW LaHVC
strukturepa SRVW R ML P RzbdfsQdnjend oskrbe hranjivim tvarinshance u centru
podegnunekrozii GLVWURILPpQRM NDOFLILNDFLML

, ] VYHIJD QDYHGHQRJ YLGOMLYD MH L]JUD]JLWD VORAHQRYV
mineralizacije u kulturi koja je dobivena EMS-a.

U ovom LVWUDALY D Q Mixstau wRdljivilé WadsQenil Kako bse procijenio proces

N R &W D @ridija@jé IHWitro i in vivoo .DODM]LU L VXU sX_LYWHMKERGOQQM L
dokazalikako je promotor & R O dn] W Bt@nicama kojsu sposobne stvaratminerak
(osteoblastima) i u stanicama koj¢H QDOD]H X NR aWda@ditnaRI3q)| 119%.N VX WM
RezultatiovogisW U D & L Y D Q h Bods Mddl jdvddtiukdransgeske linije EMS-a koja je

razviena GLIHUHQFLMDFLMD X RVWHR E ODR/NWYQIXyIERiGED QX OLQ
Col2.3GFP 7UL WMHG QD je @ O)NRVQO BW R RWH VBNV B Qdofaydmiedll Xa0 W X U L

N R d Wiie@dcijaciju nije se primijetio L] U Dhiljipgd Col2.3GFPR iako je primi M Hdi H Q
VQDAaQD DAPYW LLY Q\WD/OR & H @ MUH MPHIGIGHRUD @1 GhoKushWiL kejima su
upotrijebljene stanice dobivene izmbrioidnih tijela dokazan jemalen broj stanica koje

L] U D a bille®®bIR.3GFP Dakle u uvjetimain vitro NRAWDQH GLLHUBEEMMDFLMF
Col23GFPELR MH PLQLPD O D.QNakdd LizogahissEhanile Raktivaicije biljiega

Col2.3GFP in vitto L VODERJ L]JUDADMD VSHFLILPpQLK RVWHREO
WUDQVJIHQ4& pRrakse(DBNOMXpLWL PRIXUQRVW GD MjenilaHQHWLp
diferencijacijske sposobnosti transgkih EMS. Stogaje u VO MH G H U H pota&iifd X V X
NRaAawDQD GLIEMSH iFljed/ bDpa L(Neansgeskog P L a Rori VW H U ListiwaH

protokobom V. MHGQRVORMQRP VWDQLPpQRP NXOWXURP 1DNR
osteoblastnih gena metodom CR WDNRYHUMM¥Y WQDBE L]JUDabDM VYL
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osteoblastnih biljlega (Slika 23). Navedene kulture EMB8ivlieg tipa SRND]XMX VOLpPC
aktivnostAP-ai sILpDQ VW X SD QM k&oLi @Quitweét@anspeikh BWIS-a (Slika 24.).
=D N O M XdatGMRtravidgeni nisu utjecad diferencijacijlEMS-a.

OHULQD LVW WbjinLpf@aiirma PO WRAWDQX G LIHaH@Fdbia@F LM X  (C
RVOQRYQH RVWHRJHQH -diceBIsaN Bskhrbiitka Me&ind/ iXdeksametazon
124|[130). Buttery i sur.@ u svom su isV U D & L Y D@ ivijebilSspornenute dodatke te
su nakon 21 dan kultivacije potvrdili prisutnostineraliziranog matriksa metoaga von
Kossa iAlizarin redboeQMD 7DNRYHU PLQHUDOL]JLUDQL pYRULUL ELC
i osteokalcin.6 XSURWQR QDYHGHQR RailsurWwWpaXL O\ QW X RAXMUNDHE U Y D
sur{192 ukazalisu QD YHUL VWXSDQM PLQHUD®DUJdnEsuMaHkuiReG N X OW
MMS-a NRAWDQH VUAL L NDOY DU L3 privra kstirR dodatirRatbr@ipvoiv D N R U L
PHGLMX Qrdzné \dsteBblastnih biliega (Runx2, AP, kolagipnl, OC) bile su 100

[ YHUH X NXOWADNREPDDQM VUAL L NDOYDUW MKNUK RVWHF
EMS-a Rezultati ovog LVWUDAQYBRMBRWYUGLOL VYHOLNX XpLQN]
RVWHRVWLPXOLUDMXULK GRGDWDND S8 InOJitie,RtE stilRaWDQH
potpurosti u skladu s rezultatom Evansa i s@rugi su se LVW U D a L YiDdpugimfNR ULV W
dodatima RVQRYQRP KUDQMLYR:PUHMG.LQ\R)LHVQ}TFW)WEW&K@@
125, vitamin D3(126), BMP 2 (125(201) i FGF (202. Njihovi su rezultati pokazali da
QDYHGHQL GRGDWFL GRYRGH GR SRYHUDQRJ VWYDUDQMD
LIUDADMDVSREWLRRAIND ELODMAH MX 2& 23 RVWHRQHNWLQ %
UD]JOLPpLWLK GRGDWDND X SayRuWdRddRI ré? Ditaka QigairedehinX M H L
LVWUDALYDQMD

Na temelju rezultata ovod. VW U D &videbu@Nedlge XVSMHAQRVW NRAWDQH GL
EMS-a in vitro manjau odnosu naN R amdite@cijaciy MMS-a NRaAWDQH VUaL (06
SOXULSRWHQWQH VWDQLFH WH PRUDMX SURUL GXaL SXW
]JIDPHWQLK OLVWLUD XNOMXjpnaNidu BdHgudriudlhdtyastahkiay2Xeltw D G L
osteoblasta. S druge stran®06 NR aW D QYH & Warhjerene prema stanicama

mezenhimne loze X N O M XipostbbKléstnu lozuTako RGUHYHQL SR-94WR ®MDDIQM0 6
VUAL L]UDAD Yibiljgg\AR. Bé& Bkrbedao, QH PRUD QXAaQR J]QDpLWL GD
koje suAP pozitivhe imaju sposobnosY WYDUD QMD MWiQN@QM\MEngYeD

vidlivo da je SXQR |]DKWMHYQLMH SURQDuUL XVSMHaQH L SU
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diferencijaciju EMSa, ali e LVWR WDNR Q X &tDpQorifk&nt &hhlir® siobnosti
NRAWDQH GLVMS-aRQREWDRIHVWU AL

Kako bise dokazalala se transge@ol2.3GFP ipakP R aH D N Wzeti dddedtdstiMa
dobivenimiz transgeskih EMS-a, u drugoj seriji pokusa napravljena peociecnaNRawDQH
diferencijacije transgeskih EMS-a in vivo. Nediferencirane transgeke EMS transplantirane

suu EHGUHQL PLALU LPXQ Rakdbiserstybriotepalo ) ReduliatisiiDkazalina
SULVXWQR VW YNR &QXQDI WANH U DViniR 2 B (i jdkDRkR/iids Wiljdd &l

&RO *)3 X SR G kb)rmavsk Mmalazilo N R 8 WHvQ ®akle, u uvjetimain vivo

transgeske EMS pokazale su sposobnost spontane diferencijacije u zrele osteoblaste i
aktivacije biljega Col2.3GFP.Navedeni rezultat petdio je korisnostizvjestiteljskogbiljega

Col2.3GFP kadiljega zrelihosteoblasta prilikom procjen®l R & Wdi2i@ntijacije EMS-a
RezultatiovogLVWUDALYDQMD X VNODGX VX aisur @.GSKMDWH_PD LVW
usvomsu LVWUDALYDQMX XVSMHOL LGRIN B3 DO/BLWDLQ HEHH QIFRRLAVDIFQ
N R UL WW HW DidtiR {tétdomskin modebm. U teratomskom modelu nediferarame

(06 VSRQWDQR L feeDcitjlPL p/AWRD GLFH VYD Walkime]iDX MR §\ DARLR/ W
tkivo. 0 Hy X WwidvBdenje modelupotrijebljensamokao potvrdasposobnostiliferencijacije

EMS-au staniFH N R aW prérbapliRipbtentnost nediferenciranih EML SRVOMHGLpPpQ
sposobnost stvaranja teratoma predstavjd OLNL QHGRVWDWDN NRML RWHAaD
WNLY QRé&stlQla st€yMnavedenp LGOMLYD MH QXAaQRVW UD]YRMD X|
protokola za usmijeravanije diferencijacije EMSX VPMHUX WRPQR aHOMHQH VW
NRQWDPLQDFLMH QHSRAHOMQLP VWDQLpQLP OR]DPD L VWY

Rezutatiovog LVWUDALYDQMD XND]XMX QD QXAaQRVW RSUH]JQRJ ¢
diferencijacije EMS-a. Prisutnost pozitivnog befja na AP i mineralizacija nisu dovoljni

pokazitelji prisutnostjUH O LK RV W H Rj& @Rajen&rd EQ O MPIE FSQRDY HADDNDL P

L] U D adbebkBicina ND R &t WRdljMoHu primarnoj kulturi MMSa NRaW D @80.VUAL

EMS dobivene 0d.60$5)3 &R O *)3 PLaAD SUHGVWDY Oupdriebiti PR GHO
u svrhu procjene njihove sposobnoz#i stvaranje kosti in vitro i in vivo uvjetima. Jedna od
]DGDUD EX\GXUDKst SDQNDCDHEWROMQLK W Bdtdxdl&kKkdjimX WBMHAQL
se diferencijaciiaEMS-a ciljano usmgriti prema zrelim osteoblastima) R U L $&\fritbinL

jasnim kriterijima kako bi se progenila SULSDG QR YV WWNDRAW Q RURK®IBKaQ L M L
sposobnost osteoblastastvaraneNRaAWDQRJ PDWU LNV DU DBW XU DEN © MG b H
da je ovo L V W Uj®gr\oYkbig€pe upotrijebilo L ] U Dram3dénaCol2.3GFPkao biljega zrelih
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osteoblastau osteodiferenciranokulturi EMS-a 5H]XOWDWL RYRJ LVWUDALYD
transgeskeEMS koje nosetransgerCol2.3GFR predstavlgu PRGHO SRPRUX NRMHJD \
progjeniti N R & Wifer@ijacijaEMS-a.
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RezuWDWL RYRJ LVWUDMKMNG®MD MONINKMX QD VO

1. MMS NREDQH VUAL GREL Yttu@d¢éeskog BIYRD/ WBWD$ERZ &RO  *)3
SRND]XMX L]J]uUDabM .60%$5)3 ELOMHJID IDNRQ SRWLF
.60%$5)3 VW Be@ifeFeAciraju u Col2.3GFP+ stanice, tj. u zrele osteoblaste,
pokazuju spodmost mineralizacieit JQDWQRM PMHUL LJUDADYDMX WL
osteoblasta (BSP, OCMMS NRaWDQH VUA&L LPDMX VSRVREQRVW

osteoblaste in vitro uvjetima.

2. EMSdobivene iz dvostruko transgéiog PLAD .60$5)3 & R @kaztijsslabu
aktivnost biljega Col2.3GFP QDNRQ SRWLFDQMD NRAWDRIQH GLIHU
XYMHWLPD 7D N R ypbthsO\RRNAWI Bek2 KdipeC (3 ohBbiljega(kolagen tip
1, BSP, OC, Runx2 i osteriksypji bi potvrdili diferencjaciju EMS-a u smjeru zrelih
osteoblasta. PrinM H U H QzDatnisl &ktivnost ARa i prisutnost mineraliziranog

matriksa.

3. Rezultati XSXURMXPpLQMHQLFX GD NRaWRQER GO |BUW Q FSLOVEIDA
promatranajer LJUDaDM DONDOQH IRVIDWD]H L SULVXWQRV\
kriterj zapRWYUGX NREWBDIMHHGCGLIHUHQFLMDFLMH (06

4. RezultatipoND]XMX GD MH XVSMHAaAQRVW {dRawtd 2pdtnoG L1 H U H C
PDQMD X RGQRVX ddjadjiRNIMGA QIR AL DHDUN RVUUS&/IMI itbinL
standardim protokoima ]|D NRaAWDQX GLIHUHQFLMDFLMX PDWLpPpQL

5. Dvostruko transgeske EMS pokazuju sposobnost diferencijacije u zrele osteoblaste
NRML L]WilheyTyIDIGERPU funkcionalnom modelin vivo +teratom model.
*HQVNL NRQVWUXNW @&pRtjebititKako BiRs& potWdila diferencijacija

EMS-au zrele osteoblaste
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6. MMS i EMS dobiveneod transgnskog PLa30$5)3 &RO *)3 SUHGVWDY
PRGHO NR MupotiigbifP R svthu procjene njihove sposobnosti za stvaranje
kosti u uvjetiman vitro i in vivo.
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