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�8�� �R�Y�R�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X��analiziran je �N�R�ã�W�D�Q�L�� �U�H�J�H�Q�H�U�D�F�L�M�V�N�L�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�� �P�H�]�H�Q�K�L�P�Q�L�K�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K��

�V�W�D�Q�L�F�D�� ���0�0�6���� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�åi i �H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�L�K�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� ��EMS). U tu je svrhu  

upotrijebljen �W�U�D�Q�V�J�H�Q�L�þ�Qi �P�L�ã�Mi �P�R�G�H�O�� �.SMARFP/Col2.3GFP. MMS su identificirane kroz 

�L�]�U�D�å�D�M���F�U�Y�H�Q�H���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�H���E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�H - RFP (od engl. red fluorescent protein) koja je pod 

�N�R�Q�W�U�R�O�R�P�� �S�U�R�P�R�W�R�U�D�� �]�D�� �.-�D�N�W�L�Q�� �J�O�D�W�N�L�K�� �P�L�ã�L�ü�D�� ���.�6�0�$������ �.�D�N�R�� �E�L se pratila diferencijacija 

MMS-a i EMS-a u zrele osteoblaste, upotrijebljena je  zelena fluorescentna �E�M�H�O�D�þ�H�Y�L�Qa - GFP 

(od eng. green fluorescent protein), �þ�L�M�L���M�H���L�]�U�D�å�D�M���S�R�G���N�R�Q�W�U�R�O�R�P�����������N�E���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���ã�W�D�N�R�U�V�N�R�J��

promotora za kolagen tip I (Col 2.3). Za obje vrste stanica napravljena je  analiza osteogenog 

potencijala in vitro i  analiza in vivo za EMS.  

�1�D�N�R�Q���S�R�W�L�F�D�Q�M�D���N�R�ã�W�D�Q�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H u uvjetima in vitro, �0�0�6���N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L���N�R�M�H���L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X��

biljeg �.�6�0�$�5�)�3��diferenciraju se u Col2.3GFP+ stanice, tj. u zrele osteoblaste, pokazuju 

�V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�� �P�L�Q�H�U�D�O�L�]�D�F�L�M�H�� �L�� �X�� �]�Q�D�W�Q�R�M�� �P�M�H�U�L�� �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X�� �W�L�S�L�þ�Q�H�� �E�L�O�M�H�J�H�� �]�U�H�O�L�K�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�D��

(�R�V�W�H�R�N�D�O�F�L�Q���L���N�R�ã�W�D�Q�X���V�L�M�D�O�R�E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�X). 

EMS pokazuju slabu aktivnost biljega Col2.3GFP �Q�D�N�R�Q�� �S�R�W�L�F�D�Q�M�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �X��

uvjetima in vitro. �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �V�O�D�E�� �S�R�U�D�V�W�� �N�R�ã�W�D�Q�L�K�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�V�N�L�K�� �E�L�O�M�H�J�D���� �N�R�M�L�� �E�L��

potvrdili diferencijaciju EMS-a u zrele osteoblaste. Primi�M�H�ü�H�Q�D�� �M�H��znatna aktivnost alkalne 

fosfataze i prisutnost mineraliziranog matriksa. �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �G�D�� �M�H�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W���N�R�ã�W�D�Q�H��

diferencijacije EMS-a in vitro �]�Q�D�W�Q�R�� �P�D�Q�M�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�ã�W�D�Q�X�� �G�L�I�H�Uencijaciju MMS-a 

�N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L�����N�R�U�L�V�W�H�ü�L��se standardnim protokolima �]�D���N�R�ã�W�D�Q�X���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X���P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�� 

S druge strane, u uvjetima in vivo �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �V�H��modelom stvaranja teratoma, EMS pokazuju 

�V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �X�� �]�U�H�O�H�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�H�� �N�R�M�L�� �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X��biljeg Col2.3GFP. Genski 

�N�R�Q�V�W�U�X�N�W�� �&�R�O�������*�)�3�� �P�R�å�H�� �V�H��upotrebljavati kako bi se potvrdila diferencijacija EMS-a u 

zrele osteoblaste. 

 

 

 

 

 

 

 
 



SUMMARY  
 
Determination of bone regeneration 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 decade, as they can be easily recovered from patients. More recently some of 

the focus in this field has shifted towards the use of embryonic stem cells (ESCs). Previous 

studies reported that ESCs can be induced to differentiate into cells showing a mature 

osteoblastic phenotype by culturing them under osteoinductive conditions. This study 

proposes determination of the bone regeneration potential of murine bone marrow MSCs and 

ESCs.  

 

Materials and methods 

For this purpose, a murine model (dual transgenic mice �.�6�0�$�5�)�3���&�R�O�������*�)�3) has been 

utilized. After isolation of cells from the bone marrow of long bones, MSCs have been 

identified through the expression of alpha-�V�P�R�R�W�K�� �P�X�V�F�O�H�� �D�F�W�L�Q�� ���.�6�0�$���� �S�U�R�P�R�W�H�U�� �G�L�U�H�F�W�H�G��

RFP. To track the transition of MSCs into mature osteoblasts, a bone-specific fragment of rat 

type I collagen promoter driving green fluorescent protein (Col2.3GFP) has been utilized. In 

addition, ESC lines have been derived �I�U�R�P���W�K�H���V�D�P�H���.�6�0�$�5�)�3���&�R�O�������*�)�3���W�U�D�Q�V�J�H�Q�L�F���P�L�F�H����

allowing identification of �F�H�O�O�V�� �D�W�� �W�K�H�� �P�H�V�H�Q�F�K�\�P�D�O�� �V�W�D�J�H�� ���.�6�0�$�5�)�3���� �D�Q�G��at mature 

osteoblast stage (Col2.3GFP). In vitro analysis of osteogenic potential has been made for both 

types of cells and in vivo analysis (teratoma assay) of osteogenic potential for ESCs.  

 

Results 

Cultures of bone marrow MSCs were established, and after one week a population of 

�.�6�0�$�5�)�3�� �H�[�S�U�H�V�V�L�Q�J�� �F�H�O�O�V was noticed���� �)�R�O�O�R�Z�L�Q�J�� �F�H�O�O�� �V�R�U�W�L�Q�J���� �U�H�S�O�D�W�H�G�� �.�6�0�$�5�)�3���� �F�H�O�O�V��

(20-30%) were induced to osteogenesis, and strong expression of osteoblast specific transgene 

Col2.3GFP was noticed, confirming osteog�H�Q�L�F�� �D�E�L�O�L�W�\�� �R�I�� �.�6�0�$�5�)�3���� �F�H�O�O�V���� �2�V�W�H�R�J�H�Q�L�F��

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 induction in ESCs, expression of alkaline phosphatase and subsequent 

mineralization (detected by von Kossa staining) was observed. After one week 



of osteogenic induction, ESCs bega�Q���W�R���H�[�S�U�H�V�V���.�6�0�$�5�)�3�����7�K�L�V���H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���Z�D�V���O�R�F�D�O�L�]�H�G���W�R��

the peripheral area encircl�L�Q�J���D���W�\�S�L�F�D�O���(�6�&���F�R�O�R�Q�\�����1�H�Y�H�U�W�K�H�O�H�V�V�����W�K�H�V�H���.�6�0�$�5�)�3�����F�H�O�O�V���G�L�G��

not show activation of the Col2.3GFP, even after 6 weeks of osteogenic differentiation in 

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

I, bone sialoprotein) were noticed, but 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 the areas that stain positive for mineralization by von Kossa. 

 

Conclusion 

These results show that MSCs compare to ESCs, have much more capability to differentiate 

into mature osteoblast, express specific bone markers and Col2.3GFP transgene after 

osteogenic induction in vitro. On the other hand, in the functional in vivo assay ESCs show 

capability to form bone and activate Col2.3GFP marker. 

The results obtained indicate 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 promoter-visual transgene approach to assess the 

commitment and differentiation of stem cells into the 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.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



�.�O�M�X�þ�Q�H���U�L�M�H�þ�L�� 

Embrion�D�O�Q�H�� �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �P�H�]�H�Q�K�L�P�Q�H�� �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �R�V�W�Hoblast, zelena fluorescentna 

�E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�D, diferencijacija, teratom. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



POPIS OZNAKA I KRATICA  

 

AP  alkalna fosfataza - prema engl. alkaline phosphatase 

ATF 4 aktiviraju�üi transkripcijski �þimbenik 4 - prema engl. activating transcription 

factor 4 

BGP  ��-glicerolfosfat - prema engl. ��-glycerophosphate 

BMP  �N�R�ã�W�D�Q�D���P�R�U�I�R�J�H�Q�H�W�V�N�D���E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�D��- prema engl. bone morphogenetic protein 

BMSC  �V�W�U�R�P�D�O�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L - prema engl. bone marrow stromal cells 

BSP  �N�R�ã�W�D�Q�D���V�L�M�D�O�R�E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�D��- prema engl. bone sialoprotein  

CAT kloramfenikolska transferaza acetilne skupine - prema engl. chloramphenicol 

acetyltransferase 

cDNA  komplementarna DNA - prema engl. complementary DNA 

CFU-F �N�R�O�R�Q�L�M�H���V�W�D�Q�L�F�D���I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�Q�L�K���]�Q�D�þ�D�M�N�L��- prema engl. colony forming unit-

fibroblast 

Col 1  kolagen tip 1 - prema engl. Colagen type 1 

Col 2.3 2.3 kb - fragment promotora za kolagen tip 1  

Col 3,6 3,6 kb - fragment promotora za kolagen tip 1 

DMP  bjelan�þevina dentinskog matriksa - prema engl. dentin matrix protein 

DNA    deoksiribonukleinska kiselina - prema engl. deoksiribonucleic acid 

EB embrioidna tijela - prema engl. embryoid bodies 

EDTA etilen diamin tetraoctena kiselina - prema engl. ethylene diamine 

tetraacetic acid  

EMS  �H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�H���P�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H 

FACS sortiranje stanica fluorescentnom aktivacijom - prema engl. fluorescence 

activated cell sorting  

FBS  fetusni �J�R�Y�H�ÿ�L���V�H�U�X�P��- prema engl. fetal bovine serum  

FGF  �þimbenik rasta fibroblasta - prema engl. fibroblast growth factor 

GAPDH gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza - prema engl. glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase 

GFP  zelena fluorescentna bjelan�þevina -  prema engl. green fluorescent protein  



IGF  �L�Q�]�X�O�L�Q�X���V�O�L�þ�D�Q���þimbenik rasta - prema engl. insulin-like growth factors 

LIF  i�Q�K�L�E�L�F�L�M�V�N�L���þ�L�P�E�H�Q�L�N���O�H�X�N�H�P�L�M�H��- prema engl. leukemia inhibitory factor  

M-CSF  makr�R�I�D�J�Q�L���þ�L�P�E�H�Q�L�N���U�D�V�W�D���N�R�O�R�Q�L�M�D��- prema engl. macrophage colony-

stimulating factor 

MEF  �P�L�ã�M�L���H�P�E�U�Lonalni fibroblast - prema engl. mouse embryonic fybroblast 

MEPE  fosfogli�N�R�S�U�R�W�H�L�Q�L���L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�H���W�Y�D�U�L��- prema engl. matrix extracellular 

phosphoglycoprotein 

MMP  matriksna metalproteinaza - prema engl. matrix metalloproteinase 

MMS  �P�H�]�H�Q�K�L�P�Q�H���P�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H�� 

NF-kB  �M�H�]�J�U�L�Q���þ�L�P�E�H�Q�L�N���N�%��- prema engl. nuclear factor kB 

OC   osteokalcin - prema engl. osteocalcin 

OP   osteopontin - prema  engl. osteopontine 

OPG   osteoprotegerin - prema engl. osteoprotegerin 

Osx   osteriks - prema engl. osterix  

PBS f�L�]�L�R�O�R�ã�N�D���R�W�R�S�L�Q�D���S�X�I�H�U�L�U�D�Q�D���I�R�V�I�D�W�Q�L�P���S�X�I�H�U�R�P��- prema engl.  phosphate 

buffered saline  

PCR   �O�D�Q�þ�D�Qa reakcija polimerazinog tipa - prema eng. polymerase chain reaction 

PHEX  �U�H�J�X�O�L�U�D�M�X�ü�L���J�H�Q���]�D���I�R�V�I�D�W�H���K�R�P�R�O�R�J�D�Q endopeptazama na kromosomu X - 

prema engl. phospate-regulating gene with homologies to endopeptidases on 

the X chromosome 

RANK  aktivator receptora NF-kB - prema engl. activator of nuclear factor kappa B 

RANKL   ligand aktivator receptora NF-kB - prema engl. receptor activator of nuclear 

factor kappa-B ligand 

RFP crvena fluorescentna bjelan�þevina - prema engl. red fluorescent protein 

RNA   ribonukleinska kiselina  

RT-PCR  �R�E�U�Q�X�W�R�� �S�U�H�S�L�V�L�Y�D�Q�M�H�� �L�� �X�P�Q�D�å�D�Q�M�H �O�D�Q�þ�D�Qom reakcijom polimerazinog tipa - 

prema engl. reverse transcription polymerase chain reaction  

Runx2 �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L���þ�L�P�E�H�Q�L�N���V�O�L�þ�D�Q��runtu 2 - prema engl. runt related transcription 

factor 2 

SSEA-1  stadij specifi�þan embrionalni antigen - prema engl. stage specific embryonic 

antigen 

TGF- �� transformacijski �þimbenik �U�D�V�W�D������- prema engl. transforming growth factor 



TNF  �þ�L�P�E�H�Q�L�N���W�X�P�R�U�V�N�H��nekroze - prema engl. tumor necrosis factor 

TRAP   kisela fosfataza otporna na tartarat - prema engl. tartarate- resistent acid 

phosphatase 

�.�6�0�$  �.-�D�N�W�L�Q���J�O�D�W�N�L�K���P�L�ã�L�ü�D��- prema engl. �.-smooth muscle actin 
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�.�R�ã�W�D�Q�L�� �G�H�I�H�N�W�L�� �Q�D�N�R�Q traume i�O�L�� �N�L�U�X�U�ã�N�R�J�� �R�G�V�W�U�D�Q�M�L�Y�D�Q�M�D�� �F�L�V�W�D�� �L�� �W�X�P�R�U�D���X�� �X�V�Q�R�M�� �ã�X�S�O�M�L�Q�L����

�Q�H�G�R�Y�R�O�M�Q�D�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�� �N�R�V�W�L�� �X�� �L�P�S�O�D�Q�W�D�F�L�M�V�N�R�M�� �]�R�Q�L���� �J�X�E�L�W�D�N�� �N�R�V�W�L�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�� �S�D�U�R�G�R�Q�W�Q�R�P��

�E�R�O�H�V�W�L�����V�D�P�R���V�X���Q�H�N�D���N�O�L�Q�L�þ�N�D���V�W�D�Q�M�D���Q�D���N�R�M�D se �þ�H�V�W�R���Q�D�L�Oazi u suvremenoj dentalnoj medicini. 

Nado�N�Q�D�G�D�� �X�Q�L�ã�W�H�Q�R�J�� �L�� �L�]�J�X�E�O�M�H�Q�R�J�� �N�R�ã�W�D�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �S�U�D�Y�L�� �L�]�D�]�R�Y�� �X�� �N�O�L�Q�L�þ�N�R�M��

rekonstrukcijskoj kirurgiji. �$�X�W�R�O�R�J�Q�L���� �D�O�R�J�H�Q�L���� �N�V�H�Q�R�J�H�Q�L�� �N�R�ã�W�D�Q�L�� �Q�D�G�R�P�M�H�Vt�F�L�� �L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L��

�D�O�R�S�O�D�V�W�L�þ�Q�L�� �V�L�Q�W�H�Wi�þ�N�L �P�D�W�H�U�L�M�D�O�L�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �V�H��upotrebljavaju za nadoknadu izgubljene kosti. 

�.�R�U�L�ãtenje autologne kosti standard je u zahvatima regeneracije �N�R�ã�W�D�Q�R�J tkiva, ali ima 

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���Q�H�G�R�V�W�D�W�N�H���N�D�R���ã�W�R���V�X���E�R�O���S�R�Y�H�]�D�Q�D���V���R�W�Y�D�U�D�Q�M�H�P���G�R�G�D�W�Q�R�J���U�D�G�Q�R�J���S�R�O�M�D���L���R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�D��

�N�R�O�L�þ�L�Q�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�H�� �N�R�V�W�L���� �$�O�R�J�H�Q�L�� �J�U�D�I�W�R�Y�L�� �V�X �S�D�N�� �S�R�Y�H�]�D�Q�L�� �V�� �U�L�]�L�N�R�P�� �R�G�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�H�� �U�H�D�N�F�L�M�H��

�R�G�E�D�F�L�Y�D�Q�M�D�� �L�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L prijenosa infekcije. Navedena stanja predstavljaju izazov za 

�N�O�L�Q�L�þ�D�U�H���L���]�Q�D�Q�V�W�Y�H�Q�L�N�H�����þ�L�M�L���V�X���Q�D�S�R�U�L���G�D�Q�D�V���X�Y�H�O�L�N�H���X�V�P�M�H�U�H�Q�L���S�U�R�Q�D�O�D�å�H�Q�M�X���Q�R�Y�L�K���P�H�W�R�G�D���� 

 

1.1 �.�R�ã�W�D�Q�R���W�N�L�Y�R  
 

�.�R�ã�W�D�Qi sustav svih �N�U�D�O�M�H�ånjaka g�U�D�ÿ�H�Q�� �M�H�� �R�G�� �G�Y�Dju osnovnih �W�N�L�Y�D���� �K�U�V�N�D�Y�L�F�H�� �L�� �N�R�ã�W�D�Q�R�J��

�W�N�L�Y�D���� �.�R�ã�W�D�Q�R�� �W�N�L�Y�R�� �V�D�V�W�R�M�L se �R�G�� �P�L�Q�H�U�D�O�L�]�L�U�D�Q�H�� �P�H�ÿ�X�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �W�Y�D�U�L�� �L���N�R�ã�W�D�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D����

Kolagen tip 1 �þ�L�Q�L�� ���� % �E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�D �P�H�ÿ�X�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �W�Y�D�U�L���� �R�V�W�D�O�L�K�� �� ���� �þ�L�Qe proteoglikani i 

brojne nekolagene �E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�H. U ranoj fazi embrionalnog razvoja k�R�ã�W�D�Q�L�� �V�X�V�W�D�Y�� �U�D�]�Y�L�M�D�� �V�H��

od �W�U�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�H osnove: paraksijalnog mezoderma, �S�D�U�L�M�H�W�D�O�Q�H���P�H�]�R�G�H�U�P�D�O�Q�H���S�O�R�þ�H i neuralnog 

grebena. �3�U�R�F�H�V�� �Q�D�V�W�D�Q�N�D�� �N�R�ã�W�D�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D�� �R�G�Y�L�M�D�� �V�H�� �X�� �þ�Htiri faze: migracija mezenhimnih 

�V�W�D�Q�L�F�D�� �G�R�� �P�M�H�V�W�D�� �Q�D�V�W�D�Q�N�D�� �E�X�G�X�ü�H�� �N�R�V�W�L���� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �W�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �V �H�S�L�W�H�O�R�P���� �]�J�X�ã�Q�M�D�Y�D�Q�M�H��

mezenhimnih stanica te diferencijacija tih stanica u osteoblaste ili hondroblaste. Zatim slijede 

�G�Y�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�D�� �S�U�R�F�H�V�D����intramembrans�N�R�� �L�O�L�� �H�Q�K�R�Q�G�U�D�O�Q�R�� �R�N�R�ã�W�D�Y�D�Q�M�H���� �8�� �S�U�R�F�H�V�X��

�L�Q�W�U�D�P�H�P�E�U�D�Q�V�N�R�J�� �R�N�R�ã�W�D�Y�D�Q�M�D�� �]�J�X�V�Q�X�W�H�� �P�H�]�H�Q�K�L�P�V�N�H�� �V�W�D�Q�L�F�H��izravno se diferenciraju u 

�S�U�R�J�H�Q�L�W�R�U�H�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L�þ�Q�H�� �O�R�]�H�� �L�� �Q�D�� �N�R�Q�F�X�� �X�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�H���� �8�� �H�Q�K�R�Q�G�U�D�O�Q�R�P��se �R�N�R�ã�W�D�Y�D�Q�M�X�� �L�]��

zgusnutog mezenhima formira �K�U�V�N�D�Y�L�þ�Q�D osnova koja se postupno zamjenjuje s kosti (1, 2).  

�0�R�U�I�R�O�R�ã�N�L�� �S�R�V�W�R�M�H�� �G�Y�L�M�H�� �Y�U�V�We �N�R�V�W�L���� �N�R�U�W�L�N�D�O�Q�D�� ���N�R�P�S�D�N�W�Q�D���� �L�� �V�S�R�Q�J�L�R�]�Q�D�� ���V�S�X�å�Y�D�V�W�D���� �N�R�V�W����

�.�R�U�W�L�N�D�O�Q�D���N�R�V�W���J�U�D�ÿ�H�Q�D���M�H���R�G���J�X�V�W�R���I�R�U�P�L�U�D�Q�L�K���N�R�O�D�J�H�Q�Lh vlakana dok spongiozna kost sa�G�U�å�L��

�S�R�U�R�]�Q�L�� �P�D�W�U�L�N�V���� �*�U�D�ÿ�D�� �V�Y�D�N�H�� �N�R�V�W�L��u skladu je s njezinom funkcijom. Kortikalna kost ima 

�S�U�L�M�H�� �V�Y�H�J�D�� �P�H�K�D�Q�L�þ�N�X�� �L�� �]�D�ã�W�L�W�Q�X�� �I�X�Q�N�F�L�M�X�� �G�R�N�� �M�H�� �X�O�R�J�D�� �V�S�R�Q�J�L�R�]�Q�H�� �N�R�V�W�L�� �S�U�L�M�H�� �V�Y�H�J�D��

�P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�D (3). �3�U�H�F�L�]�Q�L�M�H�����V�S�R�Q�J�L�R�]�Q�D���N�R�V�W���þ�L�Q�L�� �J�O�D�Y�Q�X���U�H�]�H�U�Y�X�� �L�R�Q�D���N�D�O�F�L�M�D�� �L�� �I�R�V�I�D�W�D te ima 

�Y�D�å�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�X�� �U�D�Y�Q�R�W�H�å�H�� �Q�M�L�K�R�Y�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �X�� �V�H�U�X�P�X (4). Hrskavica, 
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�N�R�U�W�L�N�D�O�Q�D�� �W�H�� �V�S�R�Q�J�L�R�]�Q�D�� �N�R�V�W�� �L�P�D�M�X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H����hondrocite u hrskavici i osteoblaste, 

osteocite, osteoklaste i o�E�O�R�å�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �X�� �N�R�V�W�L���� �6�Y�D�N�D�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�P�D�� �Y�O�D�V�W�L�W�L�� �U�D�]�Y�R�M�Q�L��

�S�X�W�� �L�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�X�� �I�X�Q�N�F�L�M�X (5)���� �2�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L���� �R�V�W�H�R�N�O�D�V�W�L�� �L�� �R�E�O�R�å�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �Q�D�O�D�]�H�� �V�H�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L��

kosti, �G�R�N�� �V�X���R�V�W�H�R�F�L�W�L�� �X�N�O�R�S�O�M�H�Q�L�� �X�� �P�L�Q�H�U�D�O�L�]�L�U�D�Q�X�� �P�H�ÿ�X�V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �W�Y�D�U���� �2�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L���� �R�V�W�H�R�F�L�W�L i 

�R�E�O�R�å�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �P�H�]�H�Q�K�L�Pnog su podrijetla, �G�R�N�� �R�V�W�H�R�N�O�D�V�W�L�� �S�R�W�M�H�þ�X od hematopoetskih 

stanica.  

 

1.1.1 K �R�ã�W�D�Q�D���P�H�ÿ�X�V�W�D�Q�L�þ�Q�D���W�Y�D�U 
 

�*�O�D�Y�Q�H�� �V�D�V�W�D�Y�Q�L�F�H�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �P�H�ÿ�X�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �W�Y�D�U�L�� �V�X�� �N�R�O�D�J�H�Q���� �Q�H�N�R�O�D�J�H�Q�V�N�H�� �E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�H�� �L��

�P�L�Q�H�U�D�O�L�����9�L�ã�H���R�G������ �����R�U�J�D�Q�V�N�H���W�Y�D�U�L���X���N�R�V�W�L�P�D���þ�L�Q�L �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�D���E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�D���N�R�O�D�J�H�Q��tip 1 

�N�R�M�X�� �L�]�O�X�þ�X�M�X�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L (6, 7). �%�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�D�� �N�R�O�D�J�H�Q�� �W�L�S��1 sastavljena je od tri polipeptidna 

lanca omotana �Q�D�� �Q�D�þ�L�Q���G�D���þ�L�Q�H���W�U�R�V�W�U�X�N�X���X�]�Y�R�M�Q�L�F�X�����.�R�O�D�J�H�Q���W�L�S��1 �L�]�O�X�þ�X�M�H���V�H�� �L�]���V�W�D�Q�L�F�D���N�D�R��

propeptid te pod utjecajem proteaza dolazi do odvajanja C- i N- propeptida. Pritom se 

�S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�H���]�U�H�O�H���N�R�O�D�J�H�Q�V�N�H���P�R�O�H�N�X�O�H���P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R���X�G�U�X�å�X�M�X���L���V�W�Y�D�U�D�M�X���N�R�O�D�J�H�Q�V�N�D���Y�O�D�N�Q�D (7). 

Osim kolagena tip 1, �X�� �L�]�J�U�D�G�Q�M�L�� �N�R�ã�W�D�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D�� �V�X�G�M�H�O�X�M�X�� �L�� �R�V�W�D�O�H�� �Q�H�N�R�O�D�J�H�Q�V�N�H��

�E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�H�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X: proteoglikani (biglikan, dekorin, fibromodulin, hijaluronan, 

osteoglicin), glikoproteini (alkalna fosfataza - AP - prema engl. alkaline phosphatase, 

osteonektin, tetranektin), SIBLING-�E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�H�� ���R�V�W�H�R�S�R�Q�W�L�Q, DMP - �E�M�H�O�D�Q�þevina 

dentinskog matriksa �± prema engl. dentin matrix protein, BSP - �N�R�ã�W�D�Q�D�� �V�L�M�D�O�R�E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�D��- 

prema engl. bone sialoprotein���� �W�H�� ��-�N�D�U�E�R�N�V�L�O�L�U�D�Q�H�� �E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�H�� ���2�& - osteokalcin - prema 

engl. osteocalcin������ �*�O�D�Y�Q�D�� �I�X�Q�N�F�L�M�D�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�L�K�� �E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�D�� �M�H�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�D�� �X�P�U�H�å�D�Y�D�Q�M�D��

kolagenih vlakana i kristala hidroksiapatita te povezivanje �N�R�ã�W�D�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D���V�� �P�H�ÿ�X�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P��

tvari (8). 

 

1.1.2 Minerali  �N�R�ã�W�D�Q�R�J���W�N�L�Y�D 
 

�*�O�D�Y�Q�L�� �P�L�Q�H�U�D�O�� �N�R�ã�W�D�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D�� �M�H�V�W kalcij �± �K�L�G�U�R�N�V�L�D�S�D�W�L�W�� �N�R�M�L�� �þini 90 % od svih minerala. 

�+�L�G�U�R�N�V�L�D�S�D�W�L�W�� �M�H�� �R�G�J�R�Y�R�U�D�Q�� �]�D�� �þ�Y�U�V�W�R�ü�X�� �N�R�V�W�L�� �L�� �V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�� �Q�R�ã�H�Q�M�D�� �R�S�W�H�U�H�üenja. Proces 

�P�L�Q�H�U�D�O�L�]�D�F�L�M�H���]�D�S�R�þ�L�Q�M�H���Q�D�N�X�S�O�M�D�Q�M�H�P���P�L�Q�H�U�D�O�D���K�L�G�U�R�N�V�L�D�S�D�W�L�W�D���L���D�Q�R�U�J�D�Q�V�N�L�K���I�R�V�I�D�W�Q�L�K���L�R�Q�D���X��

�P�M�H�K�X�U�L�ü�L�P�D osteoblasta (9). Kako s vremenom kristali rastu, dolazi do pucanja �P�M�H�K�X�U�L�ü�D��i 

doticaja kristala �V�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P�� �R�N�R�O�L�ã�H�P���� �ã�W�R�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �Q�M�L�K�R�Y�� �G�D�O�M�Q�L�� �U�D�V�W���� �2�Q�L se na 
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�S�R�þ�H�W�N�X�� �R�G�O�D�å�X�� �Q�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�P�� �P�M�H�V�W�L�P�D�� �N�R�O�D�J�H�Q�L�K�� �Q�L�W�L���� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �U�D�V�W�X�� �N�D�N�R�� �N�R�V�W�� �V�D�]�U�L�M�H�Y�D����

�1�H�N�R�O�D�J�H�Q�V�N�H�� �E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�H�� �N�R�M�H�� �V�X�� �Y�H�]�D�Qe �]�D�� �N�R�O�D�J�H�Q�H�� �Q�L�W�L�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �U�D�V�W�� �N�U�L�V�W�D�O�D��

�P�L�Q�H�U�D�O�D���W�H���U�H�J�X�O�L�U�D�M�X�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�X�� �L���R�E�O�L�N���N�U�L�V�W�D�O�D (10)�����0�L�Q�H�U�D�O�L���N�U�R�]���U�D�]�Y�R�M���]�D�G�R�E�L�Y�D�M�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�D 

kationska one�þ�L�ã�ü�H�Q�M�D�� �ã�W�R�� �G�M�H�O�X�M�H�� �Q�D�� �N�R�Q�D�þ�Q�L�� �V�D�V�W�D�Y�� �P�L�Q�H�U�D�O�D���� �W�H�� �X�]�U�R�N�X�M�H�� �U�D�]�Y�R�M�� �P�D�Q�M�L�K�� �L��

�Q�H�S�U�D�Y�L�O�Q�L�K���N�U�L�V�W�D�O�D���� �.�D�O�F�L�M�� �þ�H�V�W�R���E�X�G�H�� �]�D�Pijenjen magnezijem, stroncijem ili kadmijem. Oni 

�þ�L�Q�H�� �N�U�L�V�W�D�O�H�� �W�R�S�O�M�L�Y�L�M�L�P�� �L�� �S�R�G�O�R�å�Q�L�M�L�P�� �N�R�ã�W�D�Q�R�M�� �S�U�H�G�J�U�D�G�Q�M�L���� �6�� �G�U�X�J�H�� �V�W�Uane, ugradnjom 

flu�R�U�L�G�D���Q�D�V�W�D�M�X���Y�H�ü�L���N�U�L�V�W�D�O�L���N�R�M�L���V�X���P�D�Q�M�H���W�R�S�O�M�L�Y�L���L���R�W�S�R�U�Q�L�M�L���Q�D��proces razgradnje (11).  

 

1.1.3 �6�W�D�Q�L�F�H���N�R�ã�W�D�Q�R�J���W�N�L�Y�D 
 

1.1.3.1 �6�W�D�Q�L�F�H���N�R�ã�W�D�Q�L�K���S�U�R�J�H�Q�L�W�R�U�D 
 

�6�W�D�Q�L�F�H���N�R�ã�W�D�Q�L�K���S�U�R�J�H�Q�L�W�R�U�D���S�U�H�W�K�R�G�Q�L�þ�N�H��su stanice osteoblasta. Nastaju diferencijacijom iz 

multipotentnih mezenhim�Q�L�K�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D��(MMS) �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L���� �.�O�M�X�þ�Q�L�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�� �N�R�M�L��

�S�R�W�L�þ�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X�� �0�0�6-a �S�U�H�P�D�� �N�R�ã�W�D�Q�L�P�� �S�U�R�J�H�Q�L�W�R�U�L�P�D�� �M�H��transkripcijski �þ�L�P�E�H�Q�L�N��

�V�O�L�þ�D�Q�� �U�X�Q�W�X�� ���5�X�Q�[2, prema engl. runt related transcription factor 2). Pod utjecajem 

�þ�L�P�E�H�Q�L�N�D��Sox9, MMS se diferenciraju �X�� �K�R�Q�G�U�R�E�O�D�V�W�H���� �G�R�N�� �M�H�� �3�3�$�5������ �Y�D�å�D�Q�� �]�D��

diferencijaciju u adipoblaste (12). �.�R�ã�W�D�Q�H�� �S�U�R�J�H�Q�L�W�R�Une �V�W�D�Q�L�F�H�� �Q�D�V�W�D�M�X�� �X�� �N�R�ã�W�D�Q�R�M�� �V�U�å�L�� �W�H��

�R�V�W�D�M�X�� �X�� �V�W�D�Q�M�X�� �P�L�U�R�Y�D�Q�M�D�� �X�� �S�H�U�L�Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L�P�� �Q�L�ã�D�P�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �W�H�� �Q�D�� �S�H�U�L�R�V�W�D�O�Q�R�M�� �L��

�H�Q�G�R�V�W�D�O�Q�R�M�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �N�R�V�W�L (13)���� �0�R�U�I�R�O�R�ã�N�L�� �V�H�� �S�U�H�S�R�]�Q�D�M�X�� �N�D�R���O�D�J�D�Q�R�� �V�S�O�M�R�ã�Wene stanice 

�L�]�G�X�å�H�Q�H�� �L�O�L�� �R�Y�D�O�Q�H�� �M�H�]�J�U�H���� �V�� �K�U�D�S�D�Y�R�P�� �H�Q�G�R�S�O�D�]�P�D�W�V�N�R�P�� �P�U�H�å�L�F�R�P���� �Q�H�ã�W�R�� �V�O�R�E�R�G�Qih 

ribosoma i malim Golgijevim �W�L�M�H�O�R�P�����0�R�U�I�R�O�R�ã�N�L���L�]�J�O�H�G���X���V�N�O�D�G�X���M�H���V���Q�M�L�K�R�Y�R�P���V�X�G�E�L�Q�R�P�� jer 

�V�H�� �Q�D�N�R�Q�� �P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�R�J�� �S�R�G�U�D�å�D�M�D�� �R�Y�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�M�X�� �X�� �V�H�N�U�H�W�R�U�Q�R��jako aktivne zrele 

osteoblaste (14).  

 

1.1.3.2 Osteoblasti 
 

�2�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L���V�X���]�U�H�O�H���V�W�D�Q�L�F�H���N�R�ã�W�D�Q�R�J���W�N�L�Y�D���R�G�J�R�Y�R�U�Q�H���]�D���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H���N�R�ã�W�D�Q�H���P�H�ÿ�X�V�W�D�Q�L�þ�Q�H���W�Y�D�U�L��

i za regulaciju aktivnosti osteoklasta (15, 16)���� �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �L�P�D�M�X �Y�D�å�Q�X��ulogu u regulaciji 

hematopoeze (17). Osteoblasti se razvijaju iz MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �S�R�G�� �Q�D�G�]�R�U�R�P��

transkripcijskih �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D��Runx2, osteriksa (Osx, od engl. osterix) �L�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�üeg 
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�W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�R�J�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D�� �� (ATF 4, od engl. activating transcription factor 4) (18). 

�0�R�U�I�R�O�R�ã�N�L�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L�� �L�P�D�M�X�� �Y�H�O�L�N�X�� �M�H�]�J�U�X���� �S�R�Y�H�ü�D�Q�� �*�R�O�J�L�M�H�Y�� �D�S�D�U�D�W�� �W�H�� �G�R�E�U�R�� �U�D�]�Y�L�M�H�Q��

endoplazmatski retikul.  

 

1.1.3.3 Biljezi stanica osteoblastne loze 

 
O�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L�� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �V�D�]�U�L�M�H�Y�D�Q�M�D�� �S�U�R�O�D�]�H�� �W�U�L�� �V�W�D�G�L�M�D���� ������ �V�W�D�G�L�M�� �X�P�Q�D�å�D�Q�M�D�� �Vtromalnih stanica 

�N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L��- �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�D���� ������ �V�W�D�G�L�M�� �N�R�M�L�� �M�H�� �S�R�S�U�D�ü�H�Q�� �S�R�þ�H�W�N�R�P�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�D�� �E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�D��

�P�H�ÿ�X�V�W�D�Q�L�þ�Q�H���W�Y�D�U�L���± sazrijevanje te 3) stadij ovapnjenja prilikom kojega dolazi do odlaganja 

�P�L�Q�H�U�D�O�Q�L�K�� �V�R�O�L�� �X�� �P�H�ÿ�X�V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �W�Y�D�U���± mineralizacija (19). �7�L�M�H�N�R�P�� �S�U�R�F�H�V�D�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L�þ�Q�H��

diferencijacije, �N�R�ã�W�D�Q�H�� �S�U�R�J�H�Q�L�W�R�Une stanice proliferiraju i prolaze procese sazrijevanja prije 

nego �ã�W�R���S�R�V�W�L�J�Q�X���V�W�D�G�L�M���]�U�H�O�R�J���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�D�����6�W�D�Q�L�F�H���Q�D���V�Y�D�N�R�P���R�G���W�L�K���N�R�U�D�N�D���S�R�N�D�]�X�M�X���L�]�U�D�å�D�M��

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���E�L�O�M�H�J�D���W�H���V�H, �R�V�L�P���P�R�U�I�R�O�R�ã�N�L, �P�R�J�X���L���Q�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q���S�Uepoznati i dokazivati (Slika 1.). 

�6�W�D�G�L�M�� �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �M�R�ã��je �X�Y�L�M�H�N�� �Q�H�M�D�V�Q�R�� �G�H�I�L�Q�L�U�D�Q���� �Q�R�� �L�]�U�D�å�D�M�� �J�H�Q�D�� �2�F�W-4 i Nanog je 

�]�Q�D�N�R�Y�L�W�� �]�D�� �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �3�R�W�L�F�D�Q�M�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �X�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �S�U�R�J�H�Q�L�W�R�U�H�� �R�G�Y�L�M�D�� �V�H�� �S�R�G��

u�W�M�H�F�D�M�H�P�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L�K�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D od kojih �V�X�� �G�R�V�D�G�� �Q�D�M�Y�L�ã�H�� �L�V�W�U�D�å�H�Q�L�� �5�X�Q�[2 i Osx. 

�'�R�V�W�X�S�Q�L���E�L�O�M�H�]�L���Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L���V�W�D�Q�L�F�H���X���W�R�P stadiju su SB-10, HOP-26 i Stro-�������D���S�R�P�R�ü�X���Q�M�L�K��

se mogu izolirati progenitorne stanice. �,�]�U�D�åaj gena za alkalnu fosfatazu, kolagen tip 1 i 

osteopontin (OP, od engl. osteopontine) pojavljuje se u stadiju preosteoblasta, koji imaju 

�W�L�S�L�þ�Q�X�� �I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�L�þ�Q�X�� �P�R�U�I�R�O�R�J�L�M�X�� Kolagen tip 1 glavni je proizvod osteoblasta i 

�Q�D�M�]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�L�M�D�� �E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �P�H�ÿ�X�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �W�Y�D�U�L, a �L�]�O�X�þ�X�M�H��se u ranom stadiju 

sazrijevanja. OP je m�D�Q�M�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�D�Q�� �E�L�O�M�H�J�� �Rsteoblasta �N�R�M�L�� �M�H�� �L�]�U�D�å�H�Q�� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �X�P�Q�D�å�D�Q�M�D��

stromalnih stanica. Rani osteoblasti su stanice �N�X�E�L�þ�Q�H�� �P�R�U�I�R�O�R�J�L�M�H�� �W�H�� �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X��BSP. 

�7�L�M�H�N�R�P�� �V�D�]�U�L�M�H�Y�D�Q�M�D�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�D�� �L�� �S�R�þ�H�W�N�R�P�� �P�L�Q�H�U�D�O�L�]�D�F�L�M�H�� �G�R�O�D�]�L do smanjenja �L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�D��

AP-a za razliku od OP-a �N�R�M�L�� �V�H�� �V�P�D�Q�M�X�M�H�� �X�� �V�W�D�G�L�M�X�� �V�D�]�U�L�M�H�Y�D�Q�M�D�� �W�H�� �V�H�� �S�R�Q�R�Y�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �X��

stadiju mineralizacije. Osteokalcin �M�H�� �N�O�D�V�L�þ�Q�L�� �E�L�O�M�H�J�� �]�U�H�O�L�K�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�D�� �N�R�M�L�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�� �N�R�ã�W�D�Q�L��

matriks. �,�]�U�D�åaj osteokalcina se javlja u najkasnijem stadiju mineralizacije te je jedini 

�V�S�H�F�L�I�L�þ�D�Q���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�Q�L���E�L�O�M�H�J. �6�S�H�F�L�I�L�þ�D�Q���E�L�O�M�H�J���]�D���R�V�W�H�R�F�L�W�H���M�H���'�0�3-1 (19, 20).  

�ä�L�Y�R�W�Q�L���Y�L�M�H�N���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�D���M�H��od �������G�R���������G�D�Q�D���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D�����P�R�J�X���G�R�å�L�Y�M�H�W�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�X���V�X�G�E�L�Q�X����������

�X�J�U�D�G�L�W�L���V�H���X���N�R�ã�W�D�Q�X���L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�X���W�Y�D�U���W�H���S�R�V�W�D�W�L���R�V�W�H�R�F�L�W�L�����������R�V�W�D�W�L���Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L���N�R�V�W�L���N�D�R��

�R�E�O�R�å�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H�����������W�U�D�Q�V�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�W�L���V�H���X���K�R�Q�G�U�R�F�L�W�Q�X���V�W�D�Q�L�þ�Q�X���O�L�Q�L�M�X���L���������X�P�U�L�M�H�W�L���D�S�R�S�W�R�]�R�P��

(21) (Slika 1.). U 50 - 70 % stanica dolazi do procesa apoptoze dok manji broj osteoblasta 

postaju osteociti (22)�����3�U�R�F�H�V���W�U�D�Q�V�I�R�U�P�L�U�D�Q�M�D���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�D���X���R�V�W�H�R�F�L�W�H���S�R�S�U�D�ü�H�Q���M�H���V�P�D�Q�M�H�Q�L�P��
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�O�X�þ�H�Q�M�H�P���$�3-a �W�H���S�R�Y�H�ü�D�Q�L�P���L�]�U�D�å�D�M�H�P���2�&-a �L���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K���E�L�O�M�H�J�D���N�D�R���ã�W�R���V�X�����U�H�J�X�O�L�U�D�M�X�ü�L���J�H�Q��

za fosfate homologan endopeptazama na kromosomu X (PHEX, engl. phospate-regulating 

gene with homologies to endopeptidases on the X chromosome), fosfoglikoprotein 

�L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�H���W�Y�D�U�L�����0�(�3�(�����H�Q�J�O����matrix extracelluar phosphoglyoprotein, DMP-1, FGF-23, 

sklerostin te ORP150 (23). 

 

 

Slika 1. �.�R�U�D�F�L���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L�þ�Q�H���O�R�]�H���X�]���S�U�L�N�D�]���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���E�L�O�M�H�J�D���N�D�R���S�R�N�D�]�D�W�H�O�M�D��

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�J stupnja zrelosti. I�]�U�D�å�D�M���J�H�Q�D���2�F�W-4 je znakovit za s�W�D�G�L�M���P�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H. Poticanje 

�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �X�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �S�U�R�J�H�Q�L�W�R�U�H�� �R�G�Y�L�M�D�� �V�H�� �S�R�G�� �X�W�M�H�F�D�M�H�P transkrip�F�L�M�V�N�L�K�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D od 

kojih je do�V�D�G�� �Q�D�M�Y�L�ã�H�� �L�V�W�U�D�å�H�Q�� �5�X�Q�[2. Kolagen i OP su biljezi koji se pojavljuju u stadiju 

�S�U�H�R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�D���� �D�� �Q�M�L�K�R�Y�� �L�]�U�D�å�D�M�� �U�D�V�W�H�� �V�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�R�P����BSP i OC �V�X�� �N�O�D�V�L�þ�Q�L�� �E�L�O�M�H�]�L�� �]�U�H�O�L�K��

�R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�D�� �N�R�M�L�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�� �N�R�ã�W�D�Q�L�� �P�D�W�U�L�N�V�����6�S�H�F�L�I�L�þ�D�Q biljeg za osteocite je DMP1. Preuzeto i 

�S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���R�G Kalajzi�ü�D I. (24). 

 

1.1.3.4 Utjecaj signalnih molekula na osteoblastnu diferencijaciju 
 

�2�V�W�H�R�J�H�Q�H�]�D���M�H���V�W�U�R�J�R���N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�Q���S�U�R�F�H�V���U�H�J�X�O�L�U�D�Q���X�]�D�M�D�P�Q�L�P���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�P���P�Q�R�ã�W�Y�D��signalnih 

molekula ka�R���ã�W�R���V�X�����W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L���þ�L�P�E�H�Q�L�F�L�����þ�L�P�E�H�Q�L�F�L rasta, hormon rasta i dr. 

Runx���� ���W�D�N�R�ÿ�H�U�� �S�R�]�Q�D�W���N�D�R��Cbfa1- core binding factor alpha 1 ili Osf-2- osteoblast specific 

factor-2) je n�D�M�Y�D�å�Q�L�M�L���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L���þ�L�P�E�H�Q�L�N koji sudjeluje u kontroli procesa osteogeneze. 
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To je rani biljeg osteogeneze neophodan u kondenzaciji mezenhimskih stanica, njihovoj 

�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�L�� �X�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�H���� �K�L�S�H�U�W�U�R�I�L�M�L�� �K�R�Q�G�U�R�F�L�W�D�� �W�H�� �X�� �L�Q�Y�D�]�L�M�L�� �N�U�Y�Q�L�K�� �å�L�O�D�� �X���U�D�]�Y�L�M�D�M�X�ü�H��

�N�R�ã�W�D�Q�R���W�N�L�Y�R�����5�X�Q�[�����V�H���Y�H�å�H���]�D���7�*�3�\�*�*�7�3�\���V�H�N�Y�H�Q�F�X��deoksiribonukleinske kiseline (DNA, 

od engl. deoksiribonucleic acid) (25) �W�H�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D�� �L�]�U�D�å�D�M�� �J�H�Q�D�� �N�R�M�L�� �V�X��

�N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�L�� �]�D�� �R�V�W�Hoblaste, �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �2�&, kolagen tip 1, BSP i OP (26, 27). Otto i sur. 

(28)  u svom su �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X��upotrijebili �P�L�ã�H�Y�H�� �V isklju�þ�H�Q�R�P�� �I�X�Q�N�F�L�M�R�P�� �J�H�Q�D�� �5�X�Q�[2 

���³�N�Q�R�F�N-�R�X�W�³�� �P�L�ã������ �1�M�L�K�R�Y�L�� �K�R�P�R�]�L�J�R�W�Q�L�� �P�X�W�D�Q�W�Q�L �P�L�ã�H�Y�L�� �X�P�U�O�L�� �V�X�� �Q�D�N�R�Q�� �U�R�ÿ�H�Q�M�D�� �]�E�R�J��

zatajenja �G�L�ã�Q�R�J sustava. �3�D�W�R�K�L�V�W�R�O�R�ã�N�D���D�Q�D�O�L�]�D u kojoj su upotrebljavali bojenja Alizarin 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 

heterozigot�Q�L�K�� �P�L�ã�H�Y�D �Q�D�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �K�L�S�R�S�O�D�]�L�M�D�� �N�O�M�X�þ�Q�L�K�� �N�R�V�W�L�M�X �L�� �]�D�N�D�ã�Q�M�H�O�L�� �U�D�]�Y�R�M��

�L�Q�W�U�D�P�H�P�E�U�D�Q�R�]�Q�L�K�� �N�R�V�W�L�M�X���� �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �R�Y�R�J�� �L�� �G�U�X�J�L�K�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��(27-29) potvrdili su da je 

Runx�����N�O�M�X�þ�Q�L���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L���þ�L�P�E�H�Q�L�N �Q�X�å�D�Q���]�D�� �G�L�Ie�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X���V�W�D�Q�L�F�D���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�Q�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H��

loze i u enhondralnom i u �L�Q�W�U�D�P�H�P�E�U�D�Q�R�]�Q�R�P�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�X�� �Q�D�V�W�D�Q�N�D���N�R�ã�W�D�Q�R�J���W�N�L�Y�D�����3�R�V�W�R�M�H��

dvije izoforme gena Runx2: Runx2 tip 1 je odgovoran za ranu osteogenezu i 

intramembranozno stvaranje kosti, a Runx2  tip 2 za potpuno sazrijevanje osteoblasta i 

enhondralno stvaranje kosti (25). 

Dr�X�J�L�� �E�L�W�D�Q�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N �V�S�H�F�L�I�L�þ�D�Q�� �]�D�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�H�� �M�H��Osx. On usmjerava 

�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X�� �R�V�W�H�R�K�R�Q�G�U�R�S�U�R�J�H�Q�L�W�R�U�D�� �S�U�H�P�D�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L�P�D���� �0�L�ã�H�Y�L�� �V�� �L�]�E�D�þ�H�Q�R�P�� �I�X�Q�N�F�L�M�R�P��

gena Osx �W�D�N�R�ÿ�H�U���X�P�L�U�X���Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���Q�D�N�R�Q���U�R�ÿ�H�Q�M�D���]�E�R�J���G�L�ã�Q�L�K smetnji te pokazuju normalno 

razvijenu hrskavicu, ali potpuni nedostatak kosti bez obzira radi li se o enhondralnoj ili 

intramembranoznoj kosti (30)���� �7�L�� �P�L�ã�H�Y�L�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �Qormalan �L�]�U�D�å�D�M�� �5�X�Q�[������ �G�R�N�� �5�X�Q�[2 

�³�N�Q�R�F�N-ou�W�� �³�� �P�L�ã�H�Y�L�� �Q�H�� �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X�� �2�V�[���� �ã�W�R�� �X�N�D�]�X�M�H�� �G�D�� �M�H�� �2�V�[ aktivan u kasnijoj fazi 

osteogeneze t�H�� �M�H�� �S�R�G�� �N�R�Q�W�U�R�O�R�P�� �5�X�Q�[���� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D (30, 31). �7�U�H�ü�L�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N koji kontrolira 

�W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�X�� �X�� �]�U�H�O�L�P�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L�P�D�� �M�H�� �$�7�)�� ������ �2�V�R�E�L�W�R�� �M�H�� �Y�D�å�D�Q�� �X��kontroli sinteze kolagena 

tipa 1 (32).  

�1�H�N�R�O�L�N�R�� �þimbenika rasta �L�J�U�D�� �Y�D�å�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �U�D�]�Y�R�M�X�� �N�R�ã�W�D�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D. �7�R�� �V�X�� �N�R�ã�W�D�Q�H��

�P�R�U�I�R�J�H�Q�H�W�V�N�H�� �E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�H��(BMP, od engl. bone morphogenetic protein) (33), 

transformacijski �þimbenik rasta ����(TGF-��, engl. transforming growth factor) (34)���� �þimbenik 

rasta fibroblasta (FGF, engl. fibroblast growth factor) (35, 36)�����L�Q�]�X�O�L�Q�X���V�O�L�þan �þimbenik rasta 

(IGF, engl. insulin-like growth factors) (37), �þ�O�D�Q�R�Y�L��grupe Wnt (38, 39) i hedgehog signalnog 

puta(31).  
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1.1.3.5 Osteociti 
 

�2�V�W�H�R�F�L�W�L���V�X���S�R�W�S�X�Q�R���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�Q�H���N�R�ã�W�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���X�N�O�R�S�O�M�H�Q�H���X���N�R�ã�W�D�Q�L���P�D�W�U�L�N�V�����3�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X��

�Q�D�M�Y�H�ü�X���S�R�S�X�O�D�F�L�M�X���V�W�D�Q�L�F�D���X���N�R�V�W�L���W�H���L�J�U�D�M�X���Y�D�å�Q�X���X�O�R�J�X���X���N�R�ã�W�D�Q�R�P���P�H�W�D�E�R�O�L�]�P�X�����1�D�V�W�D�M�X���L�]��

zrelih i aktivnih osteoblasta koji, �L�]�O�X�þ�X�M�X�ü�L�� �N�R�ã�W�D�Q�X�� �P�H�ÿ�X�V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �W�Y�D�U, ostaju zarobljeni u 

�Q�M�R�M���� �S�R�S�U�L�P�D�M�X�� �G�H�Q�G�U�L�W�L�þ�N�L�� �I�H�Q�R�W�L�S�� �L�� �V�P�D�Q�M�X�M�X�� �V�Y�R�M�X�� �V�L�Q�W�H�W�V�N�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W��(40)���� �6�P�M�H�ã�W�H�Q�L�� �V�X��

�ã�L�U�R�P�� �N�R�V�W�L�� �X�� �P�D�O�L�P�� �ã�X�S�O�M�L�Q�D�P�D�� �]�Y�D�Q�L�P�� �O�D�N�X�Q�H���� �0�R�U�I�R�O�R�ã�N�L, to su zvjezdaste stanice s 

�P�Q�R�ã�W�Y�R�P�� �Q�D�V�W�D�Y�D�N�D - �G�H�Q�G�U�L�W�D�� �N�R�M�L�� �V�X�� �S�R�O�R�å�H�Q�L�� �X�� �P�D�O�L�P��kanalima - kanalikulima. Osteociti 

�V�X���S�R�Y�H�]�D�Q�L���G�H�Q�G�U�L�W�L�þ�N�L�P���Q�D�V�W�D�Y�F�L�P�D���P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R, kao i s osteoblas�W�L�P�D���L���R�E�O�R�å�Q�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D��

na en�G�R�V�W�D�O�Q�R�M�� �L�� �S�H�U�L�R�V�W�D�O�Q�R�M�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �N�R�V�W�L���� �1�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�� �N�R�P�X�Q�L�F�L�U�D�M�X��

�S�U�H�Q�R�V�H�ü�L�� �V�L�J�Q�D�O�H�� �L�� �K�U�D�Q�M�L�Y�H�� �V�D�V�W�R�M�N�H��(41-45). �=�D�K�Y�D�O�M�X�M�X�ü�L�� �]�Y�M�H�]�G�D�V�W�R�M�� �P�R�U�I�R�O�R�J�L�M�L�� �L��

pukotinastim spojevima kojima su nastavci povezani i kojima se prenose signali, osteociti 

�L�P�D�M�X�� �V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�� �W�U�D�Q�V�I�R�U�P�D�F�L�M�H�� �V�W�L�P�X�O�D�Q�V�D�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�R�J�� �P�H�K�D�Q�L�þ�N�L�P�� �R�S�W�H�U�H�ü�H�Q�M�H�P�� �X��

�E�L�R�N�H�P�L�M�V�N�H���V�L�J�Q�D�O�H�����7�R���X���N�R�Q�D�þ�Q�L�F�L���R�W�Y�D�U�D���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���N�R�Q�W�U�R�O�H���S�U�R�F�H�V�D���V�W�Y�D�U�D�Q�M�D���L��razgradnje 

�N�R�V�W�L���R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�M�X�ü�L���W�L�P�H���S�U�D�Y�L�O�D�Q���R�G�J�R�Y�R�U���W�L�M�H�O�D���Q�D���P�H�K�D�Q�L�þ�N�R���R�S�W�H�U�H�ü�H�Qje (42). Zbog svega 

navedenog, osteocite nazivaju i �Ä�å�L�Y�þ�D�Q�H�³ �V�W�D�Q�L�F�H���N�R�ã�W�D�Q�R�J���W�N�L�Y�D��(40).   

 

1.1.3.6 �2�E�O�R�å�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H 
 

�2�E�O�R�å�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���V�X���Q�H�D�N�W�L�Y�Q�H�����S�O�R�V�Q�D�W�H�����L�]�G�X�å�H�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���N�R�M�H���V�H���P�R�J�X���Q�D�ü�L���L���Q�D���H�Q�G�R�V�W�D�O�Q�R�M�� �L��

na �S�H�U�L�R�V�W�D�O�Q�R�M�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �N�R�V�W�L���� �6�W�Y�D�U�Q�D�� �I�X�Q�N�F�L�M�D�� �R�Y�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �Q�L�M�H�� �X�� �S�R�W�S�X�Q�R�V�W�L�� �U�D�]�M�D�ã�Q�M�H�Q�D, 

�P�H�ÿ�X�W�L�P���S�R�]�Q�D�W�R���M�H���G�D���Q�H���V�X�G�M�H�O�X�M�X���L�]�U�D�Y�Q�R���X���V�W�Y�D�U�D�Q�M�X���L���U�D�]�J�U�D�G�Q�M�L���Nosti. Pretpostavlja se da 

nastaju iz osteoblasta, ali se mogu i rediferencirati u osteoblaste (21, 46, 47). Smatra se da 

�R�E�O�R�å�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H�� �L�]�O�X�þ�X�M�X���N�R�O�D�J�H�Q�D�]�X���N�R�M�D���X�N�O�D�Q�M�D���Q�H�P�L�Q�H�U�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�� �P�D�W�U�L�N�V�� �Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L���N�R�V�W�L�� �L��

�W�L�P�H���V�S�U�H�þ�D�Y�D�M�X���S�U�L�D�Q�M�D�Q�M�H���R�V�W�H�R�N�O�D�V�W�D. �7�D�N�R�ÿ�H�U���V�H���S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�O�M�D���G�D���R�E�O�R�å�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H, �S�U�L�P�D�M�X�ü�L��

signale od osteocita, iste prenose i aktiviraju osteoklaste na ciljanim lokacijama kosti (46).  

 

1.1.3.7 Osteoklasti 
 

Osteoklasti su multinuklearne stanice odgovorne �]�D�� �U�H�V�R�U�S�F�L�M�X�� �N�R�ã�W�D�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D���� �,�J�U�D�M�X�� �Y�D�å�Q�X��

ulogu u normalnom razvoju kosti. Hematopoetskog su podrijetla odnosno nastaju iz 

�K�H�P�D�W�R�S�R�H�W�V�N�L�K�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L (3, 48) iz kojih se formiraju mononuklearni 
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mijelo-monocitni proge�Q�L�W�R�U�L���� �I�X�]�L�M�R�P�� �N�R�M�L�K�� �Q�D�V�W�D�M�X�� �]�U�H�O�L�� �R�V�W�H�R�N�O�D�V�W�L���� �0�R�U�I�R�O�R�ã�N�L, osteoklasti 

su vrlo velike stanice, (promjera oko 50-�������—�P���� �V�D�� ���� �G�R�� �������� �M�H�]�J�D�U�D���� �Yelikim brojem 

mitohondrija, lizosoma i slobodnih ribosoma. Nalaze se unutar udubljenj�D�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�D�P�D��

kosti koje se nazivaju Howshipovim lakunama, a rezultat su njihove resorptivne aktivnosti 

(49, 50). �3�U�L�O�L�N�R�P���N�R�ã�W�D�Q�H���U�D�]�J�U�D�G�Q�M�H, osteoklast se prili�M�H�S�L�� �Q�D���G�L�R���N�R�ã�W�D�Q�R�J���P�D�W�U�L�N�V�D���S�X�W�H�P��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K���D�G�K�H�]�L�M�V�N�L�K���V�W�U�X�N�W�X�U�D��nazvanih podosomi. Podosomi se specif�L�þ�Q�R���Y�H�å�X���]�D��kolagen 

tip 1 i OP putem brojnih integrina (51)���� �8�� �W�U�H�Q�X�W�N�X�� �S�U�L�þ�Y�U�ã�ü�L�Y�D�Q�M�D�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �S�R�O�D�U�L�]�D�F�L�M�H��

membrane o�V�W�H�R�N�O�D�V�W�D�� �N�R�M�D�� �X�� �S�R�G�U�X�þ�M�X�� �N�R�Q�W�D�N�W�D�� �V�� �N�R�ã�W�D�Q�L�P�� �W�N�L�Y�R�P�� �S�R�V�W�D�M�H�� �Q�D�E�U�D�Q�D����

�$�N�W�L�Y�L�U�D�Q�L�� �R�V�W�H�R�N�O�D�V�W�L�� �L�]�O�X�þ�X�M�X�� �Y�R�G�L�N�R�Y�H�� �L�R�Q�H�� �N�U�R�]�� �++ pumpu, matriksne metalproteinaze 

(MMP, prema engl. matrix metalloproteinase), kiselu fosfatazu otpornu na tartarat (TRAP, 

prema engl. tartarate- resistent acid phosphatase�����L���K�L�G�U�R�O�L�W�L�þ�N�H���H�Q�]�L�P�H���N�D�R���ã�W�R���M�H���N�Dtepsin K. 

�7�L�P�H�� �V�H�� �S�+�� �S�U�R�V�W�R�U�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �Q�D�E�U�D�Q�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �L�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �N�R�V�W�L�� �V�P�D�Q�M�X�M�H�� �Q�D�� �R�N�R�� �������� �L�� �V�Y�H��

�V�N�X�S�D�� �Y�R�G�L�� �N�D�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�L�� �P�L�Q�H�U�D�O�Q�H�� �L�� �R�U�J�D�Q�V�N�H�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�� �N�R�ã�W�D�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D���� �5�D�]�J�U�D�ÿ�H�Q�L��se 

matriks endocitozom zatvara unutar �P�M�H�K�X�U�L�ü�D koji migriraju prema apikalnoj membrani i 

�L�V�S�X�ã�W�D�M�X�� �V�D�G�U�å�D�M�� �X�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �S�U�R�V�W�R�U��(52, 53). �=�U�H�O�L�� �R�V�W�H�R�N�O�D�V�W�L�� �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X�� �7�5�$�3 (54), 

receptor za kalcitonin C1a (55, 56)���� �Y�L�W�U�R�Q�H�N�W�L�Q�V�N�L�� �U�H�F�H�S�W�R�U�� �.���� �0�0�3�� ���� �W�H�� �P�R�O�H�N�X�O�X�� �F-SRC 

���V�L�J�Q�D�O�Q�D�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �Y�D�å�Q�D�� �]�D�� �S�R�O�D�U�L�]�D�F�L�M�X�� �R�V�W�H�R�N�O�D�V�W�D����(57-59). �*�O�D�Y�Q�L�� �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L koji 

�N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�M�X�� �S�U�R�F�H�V�� �R�V�W�H�R�N�O�D�V�W�R�J�H�Q�H�]�H�� �V�X�� �P�D�N�U�R�I�D�J�Q�L�� �þ�L�P�Eenik rasta kolonija (M-CSF, engl. 

macrophage colony-stimulating factor) i ligand aktivator receptora NF-kB (RANKL, engl. 

receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand). RANK�/���M�H���Q�D�M�E�L�W�Q�L�M�L���I�L�]�R�O�R�ã�N�L���þ�L�P�E�H�Q�L�N 

diferencijacije osteoklasta. To je transmembranski glikoprotein iz obitelji �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D���W�X�P�R�U�V�N�H��

nekroze (TNF, engl. tumor necrosis factor) (15, 60) �N�R�M�L�� �M�H�� �L�]�U�D�å�H�Q�� �X�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L�P�D, 

mezenhim�Q�L�P�� �P�D�W�L�þ�Q�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �L�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�L�P�� �O�L�P�I�R�F�L�W�L�P�D��(15)���� �5�$�1�.�/�� �V�H�� �Y�H�å�H�� �Q�D�� �V�Y�R�M��

�U�H�F�H�S�W�R�U�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �R�V�W�H�R�N�O�D�V�W�D����receptor �D�N�W�L�Y�D�W�R�U�� �M�H�]�J�U�L�Q�R�J�� �þ�L�P�Eenika kB (RANK, engl. 

receptor activator of nuclear factor kB) te aktivira jezgrin �þ�L�P�E�H�Q�L�N���N�%�����1�)-kB, engl. nuclear 

factor kB���� �ã�W�R�� �X�� �N�R�Q�D�þ�Q�L�F�L�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �I�X�]�L�M�H�� �S�U�H�R�V�W�H�R�N�O�D�V�W�D�� �L�� �Q�M�L�K�R�Y�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �X�� �]�U�H�O�H��

osteoklaste (61, 62)���� �%�L�R�O�R�ã�N�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D�� �5�$�1�.�/�� �P�R�å�H�� �Q�H�X�W�U�D�O�L�]�L�U�D�W�L�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �]�D��

molekulu osteoprotegerina (OPG, engl. osteoprotegerin������ �þ�O�D�Q�D�� �R�E�L�W�H�O�M�L�� �7�1�)�� �N�R�M�H�J�� �L�]�O�X�þ�X�M�X��

osteoblasti i stromalne stanice (Slika 2.). Vezanjem OPG-a za RANKL inhibira se proces 

osteoklastogeneze  (63-65). �&�L�M�H�O�L���å�L�Y�R�W�Q�L���F�L�N�O�X�V���R�V�W�H�R�N�O�D�V�W�D�����V�W�X�S�D�Q�M���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�����D�N�W�L�Y�Dcije 

�L���D�S�R�S�W�R�]�H�����R�G�U�H�ÿ�H�Q�� �M�H �R�P�M�H�U�R�P���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D���5�$�1�.�/�� �L���2�3�*��(66). �ä�L�Y�R�W�Q�L��je vijek osteoklasta 

�R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q���W�H, �Q�D�N�R�Q���ã�W�R���V�X���Uazgradili kost, odumiru apoptozom (67, 68).  
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Slika 2. Prikaz sustava RANKL/RANK/OPG. RANK�/�� �M�H�� �þ�O�D�Q�� �R�E�L�W�H�O�M�L�� �7�1�)�� �L�]�U�D�å�H�Q�� �Q�D��

osteoblastima, koji vezanjem za �5�$�1�.���� �P�H�P�E�U�D�Q�V�N�L�� �U�H�F�H�S�W�R�U�� �L�]�U�D�å�H�Q�� �Q�D progenitorima 

�R�V�W�H�R�N�O�D�V�W�D���� �S�R�W�L�þ�H�� �R�V�W�H�R�N�O�D�V�W�R�J�H�Q�H�]�X�� �2�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X�� �2�3�*, solubilni �O�D�å�Q�L��

�U�H�F�H�S�W�R�U���� �þ�Lja je uloga kompeticija za RANKL vezanjem kojega se inhibira proces 

diferencijacije osteoklasta. �3�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���R�G���&�R�H�W�]ea i Krugera (16, 69).  

 

1.2 �0�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H 
 

Cijela nova era u regeneracijskoj �P�H�G�L�F�L�Q�L�� �L�� �W�N�L�Y�Q�R�P�� �L�Q�å�H�Q�M�H�Ustvu �]�D�S�R�þ�H�O�D�� �M�H�� �R�W�N�U�L�ü�H�P��

�P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�����3rema �G�H�I�L�Q�L�F�L�M�L�� �P�D�W�L�þ�Q�D���V�W�D�Q�L�F�D���Q�H�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�Q�D��je stanica koja ima visoku 

�V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�� �V�D�P�R�R�E�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�D�� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�H���� �W�H�� �V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �X�� �Y�L�ã�H��

�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���O�R�]�D���R�G�Q�R�V�Q�R���Y�U�V�W�D���S�U�R�J�H�Q�L�W�R�Unih stanica. �%�L�W�Q�R���M�H���Q�D�J�O�D�V�L�W�L���U�D�]�O�L�N�X���L�]�P�H�ÿ�X���P�D�W�L�þ�Q�L�K��

stanica i progenitornih �V�W�D�Q�L�F�D���� �0�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�P�D�M�X�� �V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�� �V�D�P�R�R�E�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�D�� �L�� �P�X�O�W�L-

linijske diferencijacije, dok progenitorne stanice nemaju sposobnost samoobnavljanja nego 

�V�D�P�R���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���X���Y�L�ã�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���O�L�Q�L�M�D���� 

�0�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H mogu se �S�R�G�L�M�H�O�L�W�L�� �X�� �G�Y�L�M�H�� �R�V�Q�R�Y�Q�H�� �V�N�X�S�L�Q�H���� �H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�H�� �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H 

(EMS) �L���P�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���R�G�U�D�V�O�L�K����Naziv �Ä�P�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���R�G�U�D�V�O�L�K�³  �Q�D�M�Y�L�ã�H��je u uporabi, iako 

on ne o�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �S�U�H�F�L�]�Q�R�� �S�Rdrijetlo �W�H�� �V�N�X�S�L�Q�H�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�� �P�R�å�H�� �G�R�Y�H�V�W�L�� �G�R�� �]�D�E�X�Q�H����
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Naime, iste stanice prisutne su i u tkivima djece te u pupkovini i posteljici. Stoga su 

�S�U�H�G�O�D�J�D�Q�L���G�U�X�J�L���W�H�U�P�L�Q�L���]�D���R�Y�X���V�N�X�S�L�Q�X���P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���N�D�R���ã�W�R���V�X���Ä�W�N�L�Y�Q�H���P�D�W�L�þ�Q�H���V�Wanice�³, 

�Ä�V�R�P�D�W�V�N�H�� �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�³ i �Ä�S�R�V�W�Q�D�W�D�O�Q�H�� �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�³, ali je termin �Ä�P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H��

odraslih�³ �Y�H�ü�L�Q�R�P��ostao u uporabi.  

�â�L�U�L�Q�D�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�V�N�R�J�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D���P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D���R�]�Q�D�þ�D�Y�D��se terminom potentnosti. 

�6�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�� �N�R�M�H�� �V�H�� �P�R�å�H��formirati svako tkivo organizma, te embrio�Q�D�O�Q�L�� �R�U�J�D�Q�L�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �M�H��

posteljica, naziva se totipotentnom. Primjer takve stanice je zigota. Pluripotentne stanice 

�P�R�J�X���V�W�Y�R�U�L�W�L���W�N�L�Y�D���V�Y�L�K���W�U�L�M�X���]�D�P�H�W�Q�L�K���O�L�V�W�L�ü�D�����H�Q�G�R�G�H�U�P�D�����P�H�]�R�G�H�U�P�D���L���H�N�W�R�G�H�U�P�D�� - takve su 

embr�L�R�Q�D�O�Q�H�� �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �0�X�O�W�L�S�R�W�H�Q�W�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �P�R�J�X�� �S�D�N�� �V�W�Y�D�U�D�W�L�� �V�D�P�R�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�� �W�N�L�Y�D��

�N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�H���]�D���]�D�P�H�W�Q�L���O�L�V�W�L�ü���L�]���N�R�M�H�Ja su one same podrijetlom - �W�D�N�Y�H���V�X���P�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H��

�R�G�U�D�V�O�L�K�����Q�S�U�����P�H�]�H�Q�K�L�P�Q�H���P�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H��  

 

1.2.1 �0�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���R�G�U�D�V�O�L�K 

 
Prva �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D ma�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D �]�D�S�R�þ�H�O�D��su �ã�H�]�G�H�V�H�W�L�K���J�R�G�L�Q�D�����������V�W�R�O�M�H�ü�D�����N�D�Ga �M�H���X�W�Y�U�ÿ�H�Q�R��

�G�D�� �X�� �N�R�ã�W�D�Q�R�M�� �V�U�å�L�� �L�� �N�U�Y�L�� �S�R�V�W�R�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �N�R�M�H�� �S�R�V�M�H�G�X�M�X�� �V�Y�R�M�V�W�Y�D�� �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H (70, 71) . 

�'�D�Q�D�V�� �M�H�� �S�R�]�Q�D�W�R�� �G�D�� �V�H�� �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �R�G�U�D�V�O�L�K�� �P�R�J�X�� �L�]�R�O�L�U�D�W�L iz mnogih tkiva odraslog 

�R�U�J�D�Q�L�]�P�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X���� �N�R�ã�W�D�Q�D�� �V�U�å���� �V�S�X�å�Y�D�V�W�D�� �N�R�V�W���� �S�H�U�L�R�V�W���� �]�J�O�R�E�Q�D�� �K�U�V�N�D�Y�L�F�D���� �P�L�ã�L�ü���� �P�D�V�Q�R��

�W�N�L�Y�R�����å�L�Y�þ�D�Q�R���W�N�L�Y�R�����]�X�E�Q�D���S�X�O�S�D�� folikul dlake, probavni trakt itd. (Slika 3.). �0�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H��

�R�G�U�D�V�O�L�K�� �V�P�M�H�ã�W�H�Q�H�� �V�X���X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P�� �Q�L�ã�Dma u nediferenciranom stanju i odgovorne su za 

�R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H�� �L�� �R�E�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�H�� �W�N�L�Y�D�� �X�� �N�R�M�H�Pu �V�H�� �Q�D�O�D�]�H���� �6�D�P�H�� �Q�L�ã�H�� �V�D�G�U�å�H�� �P�Q�R�J�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �L��

�Q�H�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�� �þ�L�M�L�P�� �V�H�� �P�H�ÿ�X�G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�P�� �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �R�G�U�å�D�Y�D�M�X�� �X�� �P�L�U�Q�R�P����

nediferenciranom stanju (72). 
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Slika 3. Prikaz glavnih izvora i �O�R�N�D�F�L�M�D�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D���R�G�U�D�V�O�L�K�� �3�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���R�G��

Hodgkinsona i sur. (72).  

 

Bez obzira na izvor iz kojega �V�H�� �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �G�R�E�L�Y�D�M�X���� �]�D�� �Q�M�L�K�R�Y�X�� �X�S�R�U�D�E�X�� �X��

regeneracijskoj �P�H�G�L�F�L�Q�L�� �P�R�U�D�M�X�� �E�L�W�L�� �L�V�S�X�Q�M�H�Q�L�� �V�O�M�H�G�H�ü�L�� �X�Y�M�H�Wi: stanice se moraju dobivati 

minimalno invazivnim postupcima, moraju biti �G�R�V�W�X�S�Q�H�� �X�� �G�R�Y�R�O�M�Q�R�M�� �N�R�O�L�þ�L�Q�L, moraju se 

razviti efikasni protokoli kojima se �Q�D�� �S�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�� �Q�D�þ�L�Q���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�M�X�� �W�R�þ�Q�R�� �X�� �V�P�M�H�U�X�� �å�H�O�M�H�Q�H��

s�W�D�Q�L�þ�Q�H���O�L�Q�L�M�H, moraju biti osigurani uvjeti da se mogu sigurno i pouzdano transplantirati bilo 

�X���D�X�W�R�O�R�J�Q�R�J���E�L�O�R���D�O�R�J�H�Q�R�J���G�R�P�D�ü�L�Q�D�� 

Bitno je istaknuti da je omjer broja �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D i broja diferenciranih somatskih stanica 

malen kod izolacije �Y�H�ü�L�Q�H���P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���R�G�U�D�V�O�L�K�����ã�W�R���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���R�]�E�L�O�M�D�Q���S�U�R�E�O�H�P���� 

Skeletni 
�u�]�“�]�� 

Hrskavica 

�•�]�À���] 

�'�µ�“�š���Œ������ 

Probavni trakt 

�<�}�Î�� 

Masno tkivo 

�•�]�À�����v����
ovojnica 

Zubna pulpa 

Folikul dlake 

Srce 
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�,�P�D�M�X�ü�L�� �W�R�� �X�� �Y�L�G�X, �P�Q�R�J�H�� �R�G�� �J�R�U�H�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�L�K�� �S�R�S�X�O�D�F�L�M�D�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �R�G�U�D�V�O�L�K�� �Q�L�V�X��

prikladne za uporabu �X�� �W�N�L�Y�Q�R�P�� �L�Q�å�H�Q�M�H�Ustvu (�V�O�R�å�H�Q�L�� �L�� �L�Q�Y�D�]�L�Y�Q�L�� �S�R�V�W�X�S�F�L�� �G�R�E�L�Y�D�Q�M�D�� �L�� �P�D�O�D��

�N�R�O�L�þ�L�Q�D���Gobivenih stanica), dok su MMS �N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L���L���P�D�V�Q�R�J���W�N�L�Y�D���Q�D�M�S�U�L�N�O�D�G�Q�L�M�L���N�D�Q�G�L�G�D�W�L���� 

 

1.2.1.1 �0�H�]�H�Q�K�L�P�Q�H���P�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L 
 

�3�R�S�X�O�D�F�L�M�D�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �M�H�� �K�H�W�H�U�R�J�H�Q�D�� �V�N�X�S�L�Q�D�� �L�� �V�D�V�W�R�M�L�� �V�H�� �R�G��

�K�H�P�D�W�R�S�R�H�W�V�N�L�K�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �P�H�]�H�Q�K�L�P�Q�L�K���P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �S�U�R�J�H�Q�L�W�R�Unih 

stanica (73, 74). �8�W�Y�U�ÿ�H�Q�R���M�H���G�D���V�H���X���N�R�ã�W�D�Q�R�M���V�U�å�L���Q�D�������������������V�W�D�Q�L�F�D���Q�D�O�D�]�L�������P�D�W�L�þ�Q�D���V�W�D�Q�L�F�D�� 

MMS �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �V�X�� �L�]�� �V�N�X�S�L�Q�H�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �R�G�U�D�V�O�L�K�� �S�U�Y�H�� �R�W�N�U�L�Y�H�Q�H���� �L�� �Q�D�M�E�R�O�M�H��su 

�L�V�W�U�D�å�H�Q�D�� �V�N�X�S�L�Q�D�� �)�U�L�H�G�H�Q�V�W�H�L�Q�� �M�H�� �M�R�ã�� �X�� �G�U�X�J�R�M�� �S�R�O�R�Y�L�F�L�� �V�H�G�D�P�G�H�V�H�W�L�K�� �J�R�G�L�Q�D�� �X�W�Y�U�G�L�R�� �G�D��

�N�R�ã�W�D�Q�D�� �V�U�å�� �V�D�G�U�å�L�� �S�R�S�X�O�D�F�L�M�X�� �Y�L�V�R�N�R�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�W�L�Y�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �N�R�M�H�� �D�G�K�H�U�L�U�D�M�X�� �]�D�� �S�O�Dsti�þ�Qu 

�S�R�Y�U�ãinu i formiraju kolonije fibroblasta. Nazvao ih je �Äkolonije stanica fibroblastnih 

�]�Q�D�þ�D�M�N�L�³ (CFU-F, prema engl. colony forming unit-fibroblast) (75). �.�D�V�Q�L�M�H�� �V�X�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�Q�H��

terminom �Ä�V�W�U�R�P�D�O�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L�³ (BMSC, od engl. bone marrow stromal cells), da 

�E�L�� �L�K�� �$�U�Q�R�O�G�� �&�D�S�O�D�Q�� �Q�D�]�Y�D�R�� �G�D�Q�D�V�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�P�� �W�H�U�P�L�Q�R�P���Ämezenhim�Q�H�� �P�D�W�L�þ�Q�H��

stanice�³�����D�Q�D�O�R�J�Q�R���W�H�U�P�L�Q�X���Y�H�ü���U�D�Q�L�M�H���R�W�N�U�L�Y�H�Q�L�K���K�H�P�D�W�R�S�R�H�W�V�N�L�K���P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D��(76). To su 

multipotentne stanice koje se �P�R�J�X�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�W�L�� �X�� �V�Y�H�� �Y�U�V�W�H�� �P�H�]�H�Q�K�L�P�Q�L�K�� �W�N�L�Y�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X��

�N�R�V�W�����K�U�V�N�D�Y�L�F�D�����W�H�W�L�Y�D�����P�L�ã�L�ü�Q�R���L���P�D�V�Q�R���W�N�L�Y�R��(13) (Slika 4.). �1�M�L�K�R�Y�D���]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W���X���N�R�ã�W�D�Q�R�M��

�V�U�å�L���M�H���P�D�O�D���L���L�]�Q�R�V�L������MMS na 5x103 �P�R�Q�R�Q�X�N�O�H�D�U�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L�����,�P�D�M�X���V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W��

brze adherencije za podlogu Petrijeve zdjelice za kultivaciju i formiranja kolonija, pa se na taj 

�Q�D�þ�L�Q���L�]�G�Y�D�M�D�M�X���R�G���K�H�P�D�W�R�S�R�H�W�V�N�L�K���P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���Q�D�N�R�Q���L�]�R�O�D�F�L�M�H���L�]���N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L��(77). Ipak, 

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�� �W�H�� �P�H�W�R�G�H�� �P�R�å�H�� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�W�L�� �G�R�E�L�Y�D�Q�M�H�P�� �K�H�W�H�U�R�J�H�Q�H�� �S�R�S�X�O�D�F�L�M�H�� �N�R�M�D�� �V�H�� �V�D�V�W�R�M�L�� �R�G��

�P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�� �S�U�R�J�H�Q�L�W�R�Unih stanica, �S�U�L�� �þ�H�P�X�� �S�U�D�Y�H��MMS �þ�H�V�W�R�� �þ�L�Q�H�� �V�Y�H�J�D�� ���� % od 

ukupnog broja izoliranih stanica (78).  
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Slika 4. Prikaz diferencijacijskog potencijala mezenhim�Q�L�K���P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L�����3�R�G��

kontroliranim uvjetima �0�0�6�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�M�X�� �X�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �W�N�L�Y�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X��

�N�R�ã�W�D�Q�R�� �W�N�L�Y�R���� �K�U�V�N�D�Y�L�F�D���� �P�D�V�Q�R�� �W�N�L�Y�R���� �W�H�W�L�Y�H�� �L�� �P�L�ã�L�ü�L���� �'�Y�R�V�W�U�D�Q�H�� �V�W�U�H�O�L�F�H�� �X�N�D�]�X�M�X�� �G�D��

diferencirane MMS imaju sposobnost dediferencijacije i transdiferencijacije. Preuzeto i 

�S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���Rd Chena i Tuana (79). 

 

 

�0�0�6�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L��identificiraju se �S�R�� �I�X�Q�N�F�L�M�V�N�L�P�� �L�� �P�R�U�I�R�O�R�ã�N�L�P�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�D�P�D�� �W�H�� �S�R��

�L�]�U�D�å�D�Y�D�Q�M�X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �E�L�O�M�H�J�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X��Stro-1, ALCAM, SB-10 (80, 81)���� �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �L�K��

kar�D�N�W�H�U�L�]�L�U�D���S�R�]�L�W�L�Y�Q�L���L�]�U�D�å�D�M biljega CD-29, CD-44, CD-49a, CD-73, CD-90, CD- 105 i CD-

106, a negativni CD-14, CD-19, CD-34, CD-45, i HLA-DR (82, 83). Biljezi CD-73, CD-90 i 

CD-105 u�M�H�G�Q�D�þ�H�Q�R su �L�� �M�D�N�R�� �L�]�U�D�å�H�Q�L�� �X�� �N�X�O�W�X�U�D�P�D�� �0�0�6-a �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �Q�H�R�Y�L�V�Q�R�� �R�� �E�U�R�M�X��

�S�D�V�D�å�D�� �L�� �V�W�D�U�R�V�W�L�� �N�X�O�W�X�U�H���� �N�D�R�� �L�� �G�R�E�L�� �G�R�Q�R�U�D���� �6�� �G�U�X�J�H�� �V�W�U�D�Q�H, �L�]�U�D�å�D�M�� �E�L�O�M�H�J�D�� �6�W�U�R-1 i CD-106 

�R�S�D�G�D�� �V�D�� �V�W�D�U�R�V�W�L�� �N�X�O�W�X�U�H�� �L�� �E�U�R�M�H�P�� �S�D�V�D�å�D���� �N�D�R�� �L�� �Q�D�N�R�Q�� �X�V�P�M�H�U�D�Y�D�Q�M�D�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�Me k 

adipocitima, osteoblastima i hondrocitima (84).  

�2�S�U�H�þ�Q�D���V�X���P�L�ã�O�M�H�Q�M�D���R���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P���R�G�Q�R�V�L�P�D��MMS-a �L���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J���V�X�V�W�D�Y�D���G�R�P�D�ü�L�Q�D�����'�R�N��

mnoge studije tvrde da ne izazivaju imuno�O�R�ã�N�X�� �U�H�D�N�F�L�M�X�� �R�G�E�D�F�L�Y�Dnja, da su 
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imunoprivilegirane i time prikladne za alogenu transplantaciju (85-87), druge su pokazale da 

pod �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D���R�Y�H���V�W�D�Q�L�F�H���L�S�D�N���L�]�D�]�L�Y�D�M�X���U�H�D�N�F�L�M�X���R�G�E�D�F�L�Y�D�Q�M�D (88).  

Naravno, postoje �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�D�� �L�� �W�H�ã�N�R�ü�H�� �X�� �Q�M�L�K�R�Y�R�M�� �S�U�L�P�M�H�Q�L �X�� �W�N�L�Y�Q�R�P�� �L�Q�å�H�Q�M�H�Ustvu. 

Kultivacija in vitro �L���X�P�Q�D�å�D�Q�M�H�� �P�Rgu uzrokovati postupni gubitak multipotentnosti i ubrzati 

starenje stanica. Coelho i sur. izvijestili su �G�D���X�P�Q�D�å�D�Q�M�H���0�0�6-a, �R�G�Q�R�V�Q�R���E�U�R�M���S�D�V�D�å�D���N�D�R���L��

�Y�U�V�W�D���K�U�D�Q�M�L�Y�R�J���P�H�G�L�M�D���X�W�M�H�þ�H���Q�D���R�V�W�H�R�J�H�Q�L���N�D�S�D�F�L�W�H�W���R�Y�L�K���V�W�D�Q�L�F�D��(89). Sugiura i sur. pokazali 

su �G�D�� �0�0�6�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �N�R�M�H�� �V�X�� �S�U�R�ãle �P�D�Q�M�L�� �E�U�R�M�� �S�D�V�D�å�D���� �Q�D�N�R�Q�� �R�V�W�H�R�J�H�Qe stimulacije 

�S�R�N�D�]�X�M�X�� �V�Q�D�å�Q�L�M�L�� �L�]�U�D�å�D�M�� �N�R�ã�W�D�Q�L�K�� �E�L�O�M�H�J�D�� �Q�H�J�R�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �V�� �Y�H�ü�L�P�� �E�U�R�M�H�P�� �S�D�V�D�å�D��(90)���� �6�O�M�H�G�H�ü�L��

problem jesu i veliki �W�U�R�ã�N�R�Y�L�� �L�]�R�O�D�F�L�M�H�� �L�� �X�P�Q�D�å�D�Q�M�D���� �D�� �V�D�P�� �S�R�V�W�X�S�D�N�� �M�H�� �Y�U�H�P�H�Q�V�N�L�� �]�D�K�W�M�H�Y�D�Q 

(91)���� �7�D�N�R�ÿ�H�U, postoje znatne razlike u diferencijacijskom potencijalu s obzirom na donora. 

�3�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�V�N�L���L���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�V�N�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O���R�Y�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���R�S�ü�H�Q�L�W�R���V�H���V�P�D�Q�M�X�M�H���V���J�R�G�L�Q�D�P�D��(92, 

93). Choolani i sur. pokazali su da fetusne �0�0�6�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �L�P�Dju �Y�H�ü�L�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�V�N�L�� �L��

osteogeni potencijal od MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �R�G�U�D�V�O�L�K��(94)���� �0�0�6�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �P�R�J�X�� �Q�R�V�L�W�L�� �U�D�]�Q�H��

�J�H�Q�H�W�V�N�H�� �Q�H�S�U�D�Y�L�O�Q�R�V�W�L�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�H�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�H�P�� �V�X�Q�þ�H�Y�R�P�� �V�Y�M�H�W�Ou i toksinima, kao i 

po�J�U�H�ã�N�D�P�D���X��replikaciji DNA �N�R�M�H���V�H���G�R�J�R�G�H���W�L�M�H�N�R�P���å�L�Y�R�W�D���� 

�.�D�R���U�H�]�X�O�W�D�W���R�Y�L�K���S�U�R�E�O�H�P�D�����N�R�O�L�þ�L�Q�D���G�R�E�L�Y�H�Q�H���N�R�V�W�L���þ�H�V�W�R���Q�L�M�H���G�R�Y�R�O�M�Q�D���]�D���N�O�L�Q�L�þ�N�X���S�U�L�P�M�H�Q�X��

(95-97).  

 

1.2.1.2 �.�R�ã�W�D�Q�D���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�D��MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L 
 

�8�� �G�R�V�D�G�D�ã�Q�M�L�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D��in vitro �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �0�0�6�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L��imaju osteogeni 

�S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�� �N�D�G�� �V�H�� �X�]�J�D�M�D�M�X�� �X�� �X�Y�M�H�W�L�P�D�� �N�R�M�L�� �S�R�W�L�þ�X�� �R�V�W�H�R�J�H�Q�H�]�X���� �1�D�N�R�Q�� �S�R�W�L�F�D�Q�M�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H��

�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�����0�0�6���I�R�U�P�L�U�D�M�X���N�R�O�R�Q�L�M�H���V�D�V�W�D�Y�O�M�H�Q�H���R�G���N�X�E�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���S�R�]�L�W�L�Y�Q�L�K���Q�D���D�O�N�D�O�Q�X��

�I�R�V�I�D�W�D�]�X�����N�R�M�H���Q�D���N�U�D�M�X���I�R�U�P�L�U�D�M�X���P�L�Q�H�U�D�O�L�]�L�U�D�Q�H���N�R�ã�W�D�Q�H���þ�Y�R�U�L�ü�H����Usporedna studija Coelha i 

sur. pokazala je �G�D���M�H���V�W�X�S�D�Q�M���P�L�Q�H�U�D�O�L�]�D�F�L�M�H���L���L�]�U�D�å�D�M���N�R�ã�W�D�Q�L�K���E�L�O�M�H�J�D���Y�H�ü�L���X���N�X�O�W�X�U�D�P�D���N�R�M�H���V�X��

uzgajane u mediju �.�0�(�0�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Qa one uzgajane u mediju DMEM (18). �1�D�M�þ�H�ã�ü�H��

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���L���Q�D�M�S�R�X�]�G�D�Q�L�M�L���G�R�G�Dtci hranjivom mediju koji se upotrebljavaju �]�D���S�R�W�L�F�D�Q�M�H���N�R�ã�W�D�Q�H��

diferencijacije su askorbinska kiselina (�S�R�W�L�þ�H�� �V�L�Q�W�H�]�X��kolagena), ��-glicerol fosfat (�S�R�W�L�þ�H 

mineralizaciju) i deksametazon (83, 98-100). �5�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �L�]�R�I�R�U�P�H�� �N�R�ã�W�D�Q�R�J�� �P�R�U�I�R�J�H�Q�H�W�V�N�R�J��

proteina (BMP)- BMP-2, BMP-6, BMP-���� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �S�R�W�L�þ�X�� �N�R�ã�W�D�Q�X�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X��

MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L��(101-103). 

Osim toga, dobro je dokumentirano da MMS �N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�åi �P�R�J�X���V�W�Y�D�U�D�W�L���N�R�ã�W�D�Q�R���W�N�L�Y�R��

in vivo �Q�D�N�R�Q���S�R�W�N�R�å�Q�H���L�P�S�O�D�Q�W�D�F�L�M�H���Rvih stanica �X���L�P�X�Q�R�G�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�Q�H���P�L�ã�H�Y�H (104, 105). 



�����Œ�]�}���Z���‰�]���U�����]�•���Œ�š�����]�i�� 
 
 

16 
 

1.2.2 �(�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�H���P�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H�� 
 

�8���Q�R�Y�L�M�H���Y�U�L�M�H�P�H���W�H�å�L�ã�W�H���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���X���U�H�J�H�Q�H�U�Dcijskoj medic�L�Q�L���L���N�R�ã�W�D�Q�R�M���E�L�R�O�R�J�L�M�L���S�U�H�E�D�þ�H�Q�R��

�M�H���Q�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H �N�R�ã�W�D�Q�R�J diferencijacijskog potencijala emb�U�L�R�Q�D�O�Q�L�K���P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D. To su 

pluripotentne �V�W�D�Q�L�F�H���N�R�M�H���V�H���P�R�J�X���Q�H�R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�R���X�P�Q�D�å�D�W�L���L���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�W�L���X���V�Y�H���W�L�S�R�Y�H���W�N�L�Y�D�� U 

odnosu na MMS, �R�Q�H�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�� �Q�H�R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�� �L�]�Y�R�U�� �S�U�R�J�H�Q�L�W�R�U�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D����

Nakon in vivo �H�N�W�R�S�L�þ�Q�H�� �S�R�W�N�R�å�Q�H�� �W�U�D�Q�V�S�O�D�Q�W�D�F�L�M�H�� �(�0�6�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�� �W�H�U�D�W�R�P�H�� Dobivaju se iz 

unut�U�D�ã�Q�M�H mase stanica blastociste embrija (106). Blastocista je mikroskopska kuglasta 

nakupina stanica koja se razvija 5 - 8 dana nakon oplodnje. Na njoj se razlikuju tri strukture. 

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

�N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �S�R�V�W�H�O�M�L�F�D�� �L�� �S�X�S�N�R�Y�L�Q�D���� �8�Q�X�W�D�U�� �E�O�D�V�W�R�F�L�V�W�H�� �M�H�� �ã�X�S�O�M�L�Q�D�� �N�R�M�D�� �V�H�� �Q�D�]�L�Y�D�� �E�O�D�V�W�R�N�H�O�D����

�7�U�H�ü�D�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �M�H�� �X�Q�X�W�U�D�ã�Q�M�D�� �P�D�V�D�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �N�R�M�D�� �M�H�� �V�P�M�H�ã�W�H�Q�D�� �Q�D�� �M�H�G�Q�R�M�� �V�W�U�D�Q�L�� �E�O�D�V�W�R�F�L�V�W�H��

vezana za trofoblast. Stanice koje tvore unut�U�D�ã�Q�M�X masu stanica jesu pluripotentne i izvor su 

�H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�L�K�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D��(107)���� �2�Q�H�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�� �]�D�P�H�W�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �V�S�H�U�P�D�W�R�F�L�W�H�� �L��

oocite (108, 109) (Slika 5.).  

�(�Y�D�Q�V�� �L�� �.�D�X�I�P�D�Q�� �S�U�Y�L�� �V�X�� �M�R�ã�� ������������godine �L�]�R�O�L�U�D�O�L�� �S�O�X�U�L�S�R�W�H�Q�W�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�]�� �P�L�ã�M�H�J�� �H�P�E�U�L�M�D��

(110)���� �3�U�H�F�L�]�Q�D�� �W�H�K�Q�L�N�D�� �L�]�G�Y�D�M�D�Q�M�D�� �L�� �G�R�E�L�Y�D�Q�M�D�� �O�L�Q�L�M�D�� �P�L�ã�Mih EMS-a sa 100-postotnom 

usp�M�H�ã�Q�R�V�W�L�� �R�S�L�V�D�Q�D�� �M�H�� ������������ �J�R�Gine (111)���� �6�O�M�H�G�H�ü�H��su godine po prvi put izdvojene EMS iz 

ljudske blastociste (112). 

�(�0�6�� �V�H�� �P�R�J�X�� �S�U�H�S�R�]�Q�D�W�L�� �S�R�� �L�]�U�D�å�D�M�X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �E�L�O�M�H�J�D�� �S�O�X�U�L�S�R�W�H�Q�F�L�M�H�� �N�R�M�L�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�H�� �Q�D��

�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L���� �7�R�� �V�X���V�W�D�G�L�M�� �V�S�H�F�L�I�L�þni embrionalni antigen 1 (SSEA-1 od engl. stage 

specific embryonic antigen) (�V�D�P�R���P�L�ã�M�H���(�0�6�������6�6�(�$-3 i 4 (samo ljudske EMS), Oct 4, Sox 

2 i NANOG (113). Oct 4, Sox2 i NANOG tri su �N�O�M�X�þ�Q�D���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�D���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D odgovorna 

�]�D���R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H���(�0�6-a u nediferenciranom stadiju (114).  

Nakon izolacije, �P�L�ã�M�H�� �(�0�6�� �P�R�J�X��se �X�P�Q�D�å�D�W�L��in vitro u ko-�N�X�O�W�X�U�L�� �V�� �P�L�ã�M�L�P�� �H�Pbrionalnim 

fibroblastima (MEF, od engl. mouse embryonic fibroblast���� �N�R�M�L�� �V�S�U�H�þ�D�Y�D�M�X�� �Q�M�L�K�R�Y�X��

�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X���� �0�(�)�� �S�R�G�U�å�D�Y�D�M�X�� �U�D�V�W�� �L�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�X�� �(�0�6-a �]�D�K�Y�D�O�M�X�M�X�ü�L�� �O�X�þ�H�Q�M�X�� �S�R�O�L�S�H�S�W�L�G�D��

zvanog �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�V�N�L���þ�L�P�E�H�Q�L�N���O�H�X�N�H�P�L�M�H��(LIF, od engl. leukemia inhibiting factor) (106, 115). 

�3�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�O�M�D���V�H���G�D���/�,�)�����E�L�O�R���G�D���J�D���O�X�þ�H���0�(�)���L�O�L���V�H���G�R�G�D�M�H���N�D�R���U�H�N�R�P�E�L�Q�D�Q�W�Q�L���S�U�R�W�H�L�Q�����G�M�H�O�X�M�H��

�S�R�� �S�U�L�Q�F�L�S�X�� �K�H�W�H�U�R�G�L�P�H�U�L�]�D�F�L�M�H�� �U�H�F�H�S�W�R�U�D�� �]�D�� �/�,�)�� �L�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�V�N�R�J�� �P�H�P�E�U�D�Q�V�N�R�J�� �U�H�F�H�S�W�R�U�D�� �L�]��

sustava signalnog puta gp130. Aktivacija tog signalnog puta uzrokuje aktivaciju i 

�W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�X���J�H�Q�D���R�G�J�R�Y�R�U�Q�L�K���]�D���V�D�P�R�R�E�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�H���L���S�O�X�U�L�S�R�W�H�Q�W�Q�R�V�W���P�L�ã�M�L�K���(�0�6-a (116, 117). 

LIF �S�U�H�G�R�P�L�Q�D�W�Q�R�� �S�R�W�L�þ�H�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�R�J�� �I�D�N�W�R�U�D�� �6�W�D�W���� �N�R�M�L�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �F�L�O�M�Q�H�� �J�H�Q�H��

�N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�H���]�D�� �Q�H�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�Q�L���V�W�D�G�L�M���(�0�6-a (118)�����7�D�N�R�ÿ�H�U���M�H���G�R�N�D�]�D�Q�R���G�D���%�0�3�����R�V�R�E�L�W�R��
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BMP-4, �L�J�U�D�� �X�O�R�J�X�� �X�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�X�� �S�O�X�U�L�S�R�W�H�Q�W�Q�R�J�� �I�H�Q�R�W�L�S�D�� �(�0�6-a u suradnji s �þ�L�P�E�H�Q�L�N�R�P 

�6�W�D�W������ �0�L�ã�Me EMS u prisutnosti BMP-4 i LIF-�D�� �]�D�G�U�å�D�Y�D�M�X�� �V�Y�R�M�V�W�Y�D�� �S�O�X�U�L�S�R�W�H�Q�W�Q�R�V�W�L�� �L��

samoobnavljanja i bez prisutnosti MEF-a i seruma (119). 

 

 

 



�����Œ�]�}���Z���‰�]���U�����]�•���Œ�š�����]�i�� 
 
 

18 
 

 

 

Slika 5. Prikaz ranog stadija embrionalnog razvoja, od oplodnje do stadija stvaranja 

�E�O�D�V�W�R�F�L�V�W�H���� �(�0�6�� �V�H�� �L�]�G�Y�D�M�D�M�X�� �L�]�� �X�Q�X�W�U�D�ã�Q�M�H�� �P�D�V�H�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �E�O�D�V�W�R�F�L�V�W�H���� �L�P�D�M�X�� �V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W��

samoobnavljanja, proliferacije te formiranja stanica i tkiva svih triju  �]�D�P�H�W�Q�L�K�� �O�L�V�W�L�ü�D. 

�3�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���R�G��Gotharda D. i sur. (120). 

Kavitacija 

�8�Q�X�W�U�D�ã�Q�M�D��
masa stanica 

Blastocista 

EMS  

�3�O�X�U�L�S�R�W�H�Q�W�Q�R�V�W�����(�0�6���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�M�X���X���V�W�D�Q�L�F�H���W�U�L�M�X���]�D�P�H�W�Q�L�K���O�L�V�W�L�ü�D 

Samoobnavljanje:
e:e 

EMS proliferiraju in vitro 
�V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L���L�V�W�R�Y�M�H�W�Q�H���N�R�S�L�M�H 

Rana blastocista 

�'�Y�R�V�W�D�Q�L�þ�Q�L��
stadij 

Morula 

Spermij i jajna 
stanica 

�2�S�O�R�ÿ�H�Q�D���M�D�M�Q�D��
stanica 

Stadij osam 
stanica 

Blastokela 

Zametna 
stanica  

�6�W�D�G�L�M���þ�H�W�L�U�L�M�X��
stanica 
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1.2.2.1 Diferencijacija EM S-a 

 
U nedostatku �N�O�M�X�þ�Q�L�K���I�D�N�W�R�U�D �]�D���R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H���S�O�X�U�L�S�R�W�H�Q�W�Q�R�V�W�L, EMS se �S�R�þ�L�Q�Mu diferencirati i u 

�S�U�L�N�O�D�G�Q�L�P���N�X�O�W�L�Y�D�F�L�M�V�N�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D���V�W�Y�D�U�D�M�X���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���O�L�Q�L�M�H���W�U�L�M�X���]�D�P�H�W�Q�L�K���O�L�V�W�L�ü�D - endoderma, 

mezoderma i ektoderma. Tri su osnovna pristupa za poticanje diferencijacije EMS-a (121). 

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

embrioidnih tijela �± EB (od engl. embryoid bodies) slobodnom agregacijom stanica (108). 

Drugi je pristup kultivacija EMS-a �L�]�U�D�Y�Q�R���Q�D���V�W�U�R�P�D�O�Q�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D�����D���W�U�H�ü�L���M�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�D��

EMS-a u jednom sloju na sloju iz�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�����8�S�R�W�U�H�E�O�M�D�Y�D�M�X�ü�L ova tri pristupa uz 

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H���G�R�G�D�W�N�H���L���X�Y�M�H�W�H���N�X�O�W�L�Y�D�F�L�M�H, �G�R�E�L�Y�H�Q���M�H���F�L�M�H�O�L���V�S�H�N�W�D�U���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���O�L�Q�L�M�D���L�]���P�L�ã�M�L�K���(�0�6-

a���� �K�R�Q�G�U�R�F�L�W�L���� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L���� �J�O�D�W�N�H�� �P�L�ã�L�ü�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �D�G�L�S�R�F�L�W�L���� �Q�H�X�U�R�Q�L���� �R�O�L�J�R�G�H�Q�G�U�R�F�L�W�L����

keratinociti itd. (121). Bez obzira na to koji se pristup primjenjuje, od neprocjenjive je 

�Y�D�å�Q�R�V�W�L�� �S�U�R�Q�D�ü�L�� �W�R�þ�D�Q�� �L�� �G�R�E�U�R�� �G�H�I�L�Q�L�U�D�Q�� �S�U�R�W�R�N�R�O�� �V�� �W�R�þ�Q�R�� �S�U�H�F�L�]�L�U�D�Qom metodologijom, 

poznatim faktorima rasta �L�� �Q�M�L�K�R�Y�L�P�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D�� �N�R�M�L�� �ü�H�� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�W�L�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�R�P�� �X�� �W�R�þ�Q�R��

�å�H�O�M�H�Q�R�P���V�P�M�H�U�X�����E�H�]���N�R�Q�W�D�P�L�Q�D�F�L�M�H���V���Q�H�å�H�O�M�H�Q�L�P���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P lozama, bez stvaranja teratoma u 

in vivo primjeni. Mnogo je �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �G�R�� �G�D�Q�D�V�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�� �V �F�L�O�M�H�P�� �S�U�R�Q�D�O�V�N�D�� �P�H�W�R�G�D�� �ã�W�R��

bolje kontrole diferencijacije EMS-a �L�� �G�R�E�L�Y�D�Q�M�D�� �þ�L�V�W�L�K�� �L�� �K�R�P�R�J�H�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �N�X�O�W�X�U�D��

�S�R�J�R�G�Q�L�K�� �]�D�� �N�O�L�Q�L�þ�N�X�� �S�U�L�P�M�H�Q�X�� �X�� �U�H�J�H�Q�H�U�Dcijskoj medicini (122)���� �0�H�ÿ�X�W�L�P, napredak je na 

tom polju mukotrpan i spor i zahti�M�H�Y�D���M�R�ã���P�Q�R�J�R���U�D�G�D��(123). Poznavanje mehanizama genske 

�N�R�Q�W�U�R�O�H�� �L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D koji kontroliraju diferencijaciju EMS-a �X�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�P��

smjerovima  �M�R�ã��je uvijek nedovoljno. 

Za ovo je �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �R�G�� �S�R�V�H�E�Q�R�J�� �L�Q�W�H�U�H�V�D�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�D�� �P�L�ã�M�L�K�� �(�0�6-a u smjeru stanica 

�R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L�þ�Q�H���O�R�]�H�� 

 

1.2.2.2 �.�R�ã�W�D�Q�D���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�D��EMS-a 

 
�.�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H���O�M�X�G�V�N�L�K���(�0�6-a �X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���L���W�H�U�D�S�L�M�L���Q�R�V�L���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���N�R�Q�W�U�R�Y�H�U�]ije. Naime, 

postupak dobivanja EMS-a �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �L�O�L�� �X�Q�L�ã�W�D�Y�D�Q�M�H�� �H�P�E�U�L�M�D�� �X�� �V�W�D�G�L�M�X�� �Elastociste, ili 

�U�H�S�U�R�J�U�D�P�L�U�D�Q�M�H���V�R�P�D�W�V�N�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���X���V�W�D�Q�L�F�H���V���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�R�P���H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�L�K���P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D, pri 

�þ�H�P�X���V�H���Q�D�L�O�D�]�L���Q�D���U�D�]�Q�H���S�U�R�E�O�H�P�H���� 

�3�U�Y�L�� �X�V�S�M�H�ã�Q�L��in vitro �S�R�N�X�V�L�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �Giferencijacije EMS-a �Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�L�� �V�X�� �Q�D�� �P�L�ã�M�L�P��

stanicama (124-126). 
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D�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�D�� �P�L�ã�M�L�K�� �(�0�6-a in vitro �P�R�å�H��se potaknuti uklanjanjem MEF-a ili LIF -a iz 

kulture. Da bi se EMS diferencirale u osteoblaste, �P�R�U�D�M�X�� �S�U�R�ü�L�� �N�U�R�]�� �V�W�D�G�L�M�� �P�H�]�H�Q�K�L�P�Q�L�K��

stanica, iz kojih se diferenciraju progenitori osteoblasta. Stoga se za diferencijaciju EMS-a 

upotrebljavaju gotovo isti uvjeti kao za MMS. N�D�M�þ�H�ã�ü�H���V�H��rabe �G�Y�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�D���S�R�V�W�X�S�N�D �± prvi s 

embrioidnim tijelima, a drugi je izravni  diferencijacijski postupak koji zaobilazi formiranje 

embrioidnih tijela (127-130). U v�H�ü�L�Qi �U�D�Q�L�M�L�K�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��upotrebljavan je diferencijacijski 

�S�U�R�W�R�N�R�O�� �N�R�M�L�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �I�R�U�P�L�U�D�Q�M�H�� �(�%-�D���� �.�X�J�O�D�V�W�L�� �D�J�U�H�J�D�W�L�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�M�X�� �E�R�O�M�L��

�P�H�ÿ�X�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �N�R�Q�W�D�N�W�� �L�� �V�L�J�Q�D�O�L�]�D�F�L�M�X���� �ã�W�R�� �Y�R�G�L�� �V�S�R�Q�W�D�Q�R�M�� �L�� �Q�D�V�X�P�L�þ�Q�R�M�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�L���� �=�D��

vrijeme  stvaranja EB-a in vitro, EMS ulaze u istovrsni diferencijacijski put kao za vrijeme 

�U�D�Q�L�K���I�D�]�D���H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�R�J���U�D�]�Y�R�M�D�����=�D�S�U�D�Y�R���(�%���R�S�R�Q�D�ã�D���H�P�E�U�Lj u ranoj fazi razvoja te dolazi do 

�V�S�R�Q�W�D�Q�R�J���I�R�U�P�L�U�D�Q�M�D�� �V�W�D�Q�L�F�D���V�Y�L�K���W�U�L�M�X���]�D�P�H�W�Q�L�K�� �O�L�V�W�L�ü�D�����H�Q�G�R�G�H�U�P�D���� �P�H�]�R�G�H�U�P�D�� �L�� �H�N�W�R�G�H�U�P�D��

(131). EB-ovi stari 3-7 dana enzimatski se disociraju te se dobivene stanice ponovo kultiviraju 

u jednom sloju uz dodatak osteoinduktivnih faktora. Iz stvorenih se mezodermalnih stanica 

daljnom usmjerenom diferencijacijom stvaraju stanice osteoblastne loze (Slika 6.). 
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Slika 6. Prikaz postupka izolacije �H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�L�K���P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D, dobivanja embrioidnih tijela 

�W�H�� �S�R�W�L�F�D�Q�M�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���� �3�U�L�V�X�W�Q�R�V�W��mineraliziranog matriksa nakon poticanja 

�N�R�ã�W�D�Q�H���G�L�I�Hrencijacije dokazuje se metodom Alizarin red bojenja, �D�� �L�]�U�D�å�D�M�� �D�O�N�D�O�Q�H�� �I�R�V�I�D�W�D�]�H  

bojenjem za �D�O�N�D�O�Q�X���I�R�V�I�D�W�D�]�X�����3�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���R�G���6�H�R�Q�J���L���V�X�U����(132). 

 

�9�L�ã�H�� �M�H�� �P�H�W�R�G�D�� �]�D�� �G�R�E�L�Y�D�Q�M�H�� �H�P�E�U�L�R�L�G�Q�L�K�� �W�L�M�H�O�D�� �X�� �N�X�O�W�X�U�L���� �D�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �V�H��upotrebljava 

�V�X�V�S�H�Q�]�L�M�V�N�D�� �N�X�O�W�X�U�D�� �X�� �S�O�D�V�W�L�þ�Q�L�P�� �Q�H�D�G�K�H�U�L�U�D�M�X�ü�L�P�� �N�X�O�W�L�Y�D�F�L�M�V�N�L�P�� �]�G�M�H�O�L�F�D�P�D�� �L�� �W�]�Y�����Ämetoda 

�Y�L�V�H�ü�L�K�� �N�D�S�L�³ (od eng. �³�K�D�Q�J�L�Q�J�� �G�U�R�S�´) (127). Jedna od negativnih strana EB-a je stvaranje 

�ã�X�S�O�M�L�Q�H, �ã�W�R���M�H �S�R�V�O�M�H�G�L�F�D���D�S�R�S�W�R�]�H���V�W�D�Q�L�F�D���X���V�U�H�G�L�ã�W�X�����.�D�Y�L�W�D�F�L�M�X���M�H���W�H�ã�N�R���N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�W�L���L���W�R���Y�R�G�L��

�G�R�� �J�X�E�L�W�N�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�J�� �E�U�R�M�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �]�D�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X���� �7�D�N�R�ÿ�H�U, spontano stvaranje stanica 

�V�Y�L�K�� �W�U�L�M�X�� �]�D�P�H�W�Q�L�K�� �O�L�V�W�L�ü�D�� �Q�H�P�L�Q�R�Y�Q�R�� �V�P�D�Q�M�X�M�H�� �E�U�R�M�� �V�W�Dnica koje se mogu diferencirati u 

�V�P�M�H�U�X���W�R�þ�Q�R���å�H�O�M�H�Q�H���F�L�O�M�Q�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���O�R�]�H�� 

�8�Q�X�W�U�D�ã�Q�M�D���P�D�V�D���V�W�D�Q�L�F�D 

Oplodnja 
Kasna blastocista - 4 do 5 
dan 

 

Osteogeni dodatci 

�(�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�H���P�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H Stvaranje embrioidnog tijela 

Primitivni endoderm 

�2�S�O�R�ÿ�H�Q�D���M�D�M�Q�D���V�D�W�Q�L�F�D 

Osteogena kultura 
 

Endoderm 
Ektoderm 
Mezoderm 

 

Alizarin red bojenje Fenotipska ekspresija alkalne 
fosfataze 
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Langer i sur. razvili su postupak izravne �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �O�M�X�G�V�N�L�K�� �(�0�6-a �]�D�R�E�L�O�D�]�H�ü�L��

korak stvaranja EB-�D�����S�U�L���þ�H�P�X���M�H���X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W���W�R�J��izravnog �S�R�V�W�X�S�N�D���E�L�O�D���Y�H�ü�D���R�G���(�%���S�U�Rtokola 

(130)�����9�L�ã�H��je autora razvilo isti direktni �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�V�N�L���S�U�R�W�R�N�R�O���]�D���P�L�ã�Me EMS (129, 133). 

Prema navodima iz literature, �R�S�U�H�þ�Q�D�� �V�X�� �V�W�D�M�D�O�L�ã�W�D�� �R�� �W�R�P�H�� �N�R�M�L je postupak efikasniji i 

�S�U�D�N�W�L�þ�Q�L�M�L (127, 130).  

�*�O�D�Y�Q�L�� �R�V�W�H�R�J�H�Q�L�� �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L�� �N�R�M�L�� �V�H�� �G�R�G�D�M�X�� �X�� �K�U�D�Q�M�L�Y�L�� �P�H�G�L�M�� �X�� �V�Y�U�K�X�� �S�R�Wicanja in vitro 

diferencijacije EMS-a prema osteoblastnoj lozi su: askorbinska kiselina, ��-glicerol-fosfat i 

�G�H�N�V�D�P�H�W�D�]�R�Q�����8���S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L���R�Y�L�K���R�V�W�H�R�L�Q�G�X�N�W�L�Y�Q�L�K���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D���(�0�6��se diferenciraju u smjeru 

�R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�Q�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �O�R�]�H���� �$�V�N�R�U�E�L�Q�V�N�D�� �N�L�V�H�O�L�Q�D�� �S�R�W�L�þ�H�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�H�� �Q�D�� �O�X�þ�H�Q�M�H�� �N�R�O�D�J�H�Q�R�J��

matriksa, dok je ��-�J�O�L�F�H�U�R�O�� �I�R�V�I�D�W�� �S�R�G�O�R�å�D�Q�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�L�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�P�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�Q�H�� �D�O�N�D�O�Q�H��

fosfataze i kao takav postaje izvor fosfatnih iona potrebnih za mineralizaciju. Rezultat je in 

vitro stvaranje trodimenzijskih �P�L�Q�H�U�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�K���þ�Y�R�U�L�ü�D���N�R�M�L���V�X���S�R�N�U�L�Y�H�Q�L���Y�L�ã�H�N�X�W�Q�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D��

�Q�D�O�L�N���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L�P�D�����ý�Y�R�U�L�ü�L���Q�D�O�L�N�X�M�X���V�S�X�å�Y�D�V�W�R�M���N�R�V�W�L���L���S�R�]�L�W�L�Y�Q�R���V�H���E�R�Me na alkalnu fosfatazu 

i kolagen tip 1 (134). Brojna su �G�U�X�J�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���S�R�N�D�]�D�O�D���S�R�]�L�W�L�Y�D�Q���X�þ�L�Q�D�N���U�D�]�Q�L�K���P�R�O�H�N�X�O�D��

i �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D �Q�D�� �S�U�R�F�H�V�� �R�V�W�H�R�J�H�Q�H�]�H���� �P�H�ÿ�X�W�L�P�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�� �K�U�D�Q�M�L�Y�R�J�� �P�H�G�L�M�D�� �V�D�� �V�S�R�P�H�Q�X�W�L�P��

osnovnim dodatcima vrlo je �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�D���L���M�H�I�W�L�Q�D���P�H�W�R�G�D���S�R�W�L�F�D�Q�M�D���R�V�W�H�R�J�H�Q�H�]�H�� 

�3�R�]�L�W�L�Y�D�Q�� �X�þ�L�Q�D�N�� �Q�D�� �N�R�ã�W�D�Q�X�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X EMS-a pokazali su �U�H�W�L�Q�R�L�þ�Q�D�� �N�L�V�H�O�L�Q�D�� �L�� ��������-

hidroksi vitamin D3 (124, 135). Nadalje, k�R�ã�W�D�Q�D��je diferencijacija EMS-a �S�R�V�S�M�H�ã�H�Q�D��

istovremenom kultivacijom s fetalnim osteoblastima, hondrocitima i fibroblastima 

parodontnog ligamenta (124).  

Kultivacija EMS-a zajedno s drugim stanicama, npr. jetrenim stanicama ili u hranjivom 

mediju koji je dobiven od jetrenih stanica, �S�R�W�L�þ�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X�� �X�� �V�P�M�H�U�X�� �P�H�]�R�G�H�U�P�D�� �L��

�S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R���Y�R�G�L���G�R���I�R�U�P�L�U�D�Q�M�D���Y�H�ü�H�J���E�U�R�M�D���N�R�ã�W�D�Q�L�K���S�U�H�N�X�U�V�R�U�D��(128)�����7�D�M���V�L�Q�H�U�J�L�V�W�L�þ�N�L���X�þ�L�Q�D�N��

�S�R�þ�L�Y�D���Q�D���þ�L�Q�M�H�Q�L�F�L���G�D���]�D���Y�U�L�M�H�P�H���J�D�V�W�U�X�O�D�F�L�M�H��in vivo �Y�L�V�F�H�U�D�O�Q�L���H�Q�G�R�G�H�U�P���S�R�W�L�þ�H���P�H�]�R�G�H�U�P�Q�X��

�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X�����D���S�R�]�Q�D�W�R���M�H���G�D���V�X���M�H�W�U�H�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���S�R���V�Y�R�M�L�P���E�L�R�O�R�ã�N�L�P���I�X�Q�N�F�L�M�D�P�D���M�D�N�R���V�O�L�þ�Q�H��

visceralnom endodermu (136).  

�1�R�Y�L�M�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �N�U�H�Q�X�O�D�� �V�X�� �X�� �V�P�M�H�U�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D�� �W�U�R�G�L�P�H�Q�]�Ljskih �S�R�O�L�P�H�U�Q�L�K�� �Q�R�V�D�þ�D����

�P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �N�D�R�� �L�]�Y�R�U�D�� �N�R�ã�W�D�Q�L�K�� �S�U�R�J�H�Q�L�W�R�Unih stanica te �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �N�X�O�W�L�Y�D�F�L�M�V�N�L�K��

osteoinduktivnih faktora. Cilj je in vitro �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�Q�H�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �S�U�R�J�H�Q�L�W�R�U�H�� �L�O�L�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�H�� �Q�D��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P�� �Q�R�V�D�þ�L�P�D��upotrebljavati za in vivo transplantaciju i nadoknadu izgubljene kosti. 

Zasad se p�X�Q�R���E�R�O�M�L���U�H�]�X�O�W�D�W�L���S�R�V�W�L�å�X���V MMS nego s EMS (137). 
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1.2.3 Metode d�R�N�D�]�L�Y�D�Q�M�D���N�R�ã�W�D�Q�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D 
 

Nekoliko je standardnih �P�H�W�R�G�D�� �N�R�M�H�� �V�H�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H��upotrebljavaju �]�D�� �G�R�N�D�]�L�Y�D�Q�M�H�� �N�R�ã�W�D�Q�H��

�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���� 

Glavna histokemijska metoda koja se upotrebljava �X�� �V�Y�L�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D�� �R�V�W�H�R�J�H�Q�H�]�H�� �M�H��

bojenje na alkalnu fosfatazu. Alkalna fosfataza je membranski enzim koji katalizira hidrolizu 

�R�U�J�D�Q�V�N�L�K�� �I�R�V�I�D�W�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �I�R�V�I�D�W�Q�L�� �P�R�Q�R�H�V�W�H�U�L���� �(�Q�]�L�P�� �M�H�� �L�]�U�D�å�H�Q�� �X�� �P�Q�R�J�L�P�� �W�N�L�Y�L�P�D���� �D��

�S�R�V�H�E�Q�R�� �M�H�� �R�E�L�O�D�Q�� �X�� �W�N�L�Y�L�P�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �Vu kost, jetra, bubreg, posteljica, a aktivan je i u EMS. 

Dakle, �M�D�V�Q�R���M�H���G�D���X�Q�D�W�R�þ���M�D�N�R�P���L�]�U�D�å�D�M�X���L���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���R�Y�R�J���H�Q�]�L�P�D���X���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L�P�D���L���N�R�ã�W�D�Q�R�P��

tkivu on nije osteoblast-�V�S�H�F�L�I�L�þ�D�Q�����2�Y�R�P��se metodom prisutnost i aktivnost enzima dokazuje 

dodavanjem supstrata koji bude hidroliziran djelovanjem alkalne fosfataze i pri tome dolazi 

do promjene boje supstrata. Supstrat je pri �W�R�P�H�� �S�R�Y�H�]�D�Q�� �V�� �G�L�D�]�R�Q�L�M�� �V�R�O�L�P�D���� �ã�W�R�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R��

�Q�M�H�J�R�Y�R�J���R�G�O�D�J�D�Q�M�D���W�R�þ�Q�R��ondje gdje su stanice pozitivne na alkalnu fosfatazu. 

Metode koje otkrivaju biomineralizaciju i prisutnost mineraliziranog matriksa su bojenja von 

Kossa i Alizarin red . Obje metode pokazuju prisutnost kalcijevih soli. U bojenju von Kossa 

upotrebljava �V�H���V�U�H�E�U�H�Q�L�� �Q�L�W�U�D�W�����S�U�L���þ�H�P�X���V�U�H�E�U�R���]�D�P�M�H�Q�M�X�M�H���N�D�O�F�L�M���S�D�� �M�H�� �P�L�Q�H�U�D�Oizirani matriks 

obojen u tamnosivo boju. Alizarin red je boja s velikim afinitetom za kalcij, koja boji 

�P�L�Q�H�U�D�O�L�]�L�U�D�Q�H���þ�Y�R�U�L�ü�H���X���F�U�Y�H�Q�X���E�R�M�X�� 

�9�D�å�Q�D�� �L�� �Q�H�L�]�R�V�W�D�Y�Q�D�� �P�H�W�R�G�D�� �]�D�� �S�U�R�F�M�H�Q�X�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �X�� �V�W�D�Q�L�F�H��

osteoblastne loze je analiza �J�H�Q�V�N�R�J�� �L�]�U�D�å�D�M�D�� O�E�U�Q�X�W�R�� �S�U�H�S�L�V�L�Y�D�Q�M�H�� �L�� �X�P�Q�D�å�D�Q�M�H���O�D�Q�þ�D�Qom 

reakcijom polimerazinog tipa (RT-PCR, od engl. reverse transcription polymerase chain 

reaction) �M�H�� �P�H�W�R�G�D�� �L�]�E�R�U�D�� �]�D�� �G�R�N�D�]�L�Y�D�Q�M�H�� �L�]�U�D�å�D�M�D�� �J�H�Q�D�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�L�K�� �]�D�� �R�V�W�H�R�J�H�Q�X��

�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X���� �D�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �V�H��upotrebljavaju Runx2, Osx, AP, kolagen tip 1, BSP i OC. 

�*�X�E�L�W�D�N�� �L�]�U�D�å�D�M�D�� �E�L�O�M�H�J�D�� �S�O�X�U�L�S�R�W�H�Q�F�L�M�H�� �(�0�6-a, Oct-���� �L�� �1�D�Q�R�J�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �V�H�� �S�U�R�Y�M�H�U�D�Y�D����

Vremenski �V�O�L�M�H�G���X���N�R�M�H�P�� �V�H���S�U�R�Y�R�G�L���D�Q�D�O�L�]�D�� �L�]�U�D�å�D�M�D���V�S�R�P�H�Q�X�W�L�K�� �E�L�O�M�H�J�D�� �M�H������ 14, 21 dan. U 

�S�U�Y�L�K�� �V�H�G�D�P���G�D�Q�D���N�X�O�W�L�Y�D�F�L�M�H���R�þ�H�N�X�M�H�� �V�H���S�R�Y�H�ü�D�Q�L�� �L�]�U�D�å�D�M���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L�K���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D���5�X�Q�[2 i 

Osx�����Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �V�O�L�M�H�Gi aktivacija biljega AP i kolagena tip 1�����G�D�� �E�L�� �L�]�U�D�å�D�M��OC bio vidljiv u 

�W�U�H�ü�H�P���W�M�H�G�Q�X���N�X�O�W�L�Y�D�F�L�M�H�� 
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1.3 Transgenski �P�L�ã�H�Y�L 
 

�ä�L�Y�R�W�L�Q�M�D�� �X�� �þ�L�M�L�� �M�H�� �J�H�Q�R�P�� �V�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�P�� �F�L�O�M�H�P�� �X�E�D�þ�H�Q�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�� �V�W�U�D�Q�L�� �J�H�Q�� �Q�D�]�L�Y�D�� �V�H��

transgenskom. Glavna m�H�W�R�G�D�� �]�D�� �G�R�E�L�Y�D�Q�M�H�� �J�H�Q�D�� �N�R�M�L�� �V�H�� �X�E�D�F�X�M�X�� �X�� �G�R�P�D�ü�L�Q�D�� �M�H�� �W�H�K�Q�R�O�R�J�L�M�D��

rekombinantne DNA. Osim strukturnog gena, �X�E�D�þ�H�Q�D�� �'�1�$�� �V�D�G�U�å�L�� �L�� �V�O�L�M�H�G�R�Y�H�� �E�D�]�D�� �N�R�M�H�� �M�R�M��

�R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�M�X�� �G�D�� �V�H�� �X�E�D�F�L�� �X�� �V�W�U�X�N�W�X�U�X�� �J�H�Q�R�P�D�� �G�R�P�D�ü�L�Q�D�� �W�H�� �G�D�� �J�H�Q�� �E�X�G�H�� �L�V�S�U�D�Y�Q�R�� �L�]�U�D�å�H�Q�� �X��

�V�W�D�Q�L�F�L�� �G�R�P�D�ü�L�Q�D�����0�L�N�U�R�L�Q�L�F�L�U�D�Q�M�H�� �'�1�$�� �X�� �R�S�O�R�ÿ�H�Q�X�� �M�D�M�Q�X�� �V�W�D�Q�L�F�X�� �L�� �X�S�R�Uaba embrionalnih 

�P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���G�Y�D��su osnovna postupka za stvaranje transgenskih �P�L�ã�H�Y�D��(138). 

�6�N�X�S�L�Q�D�� �D�P�H�U�L�þ�N�L�K�� �]�Q�D�Q�V�W�Y�H�Q�L�N�D�� �V�D�� �6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�D�� �X�� �&�R�Q�Q�H�F�W�L�F�X�W�X�� �U�D�]�Y�L�O�D�� �M�H�� �S�R�V�H�E�Q�H�� �P�R�G�H�O�H��

transgenskih �P�L�ã�H�Y�D�� �]�D�� �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H�� �R�V�W�H�R�J�H�Q�H�]�H. U genom tih transgenskih �P�L�ã�H�Y�D�� �X�E�D�þ�H�Q�L��

su tzv. geni izvjestitelji (reporterski geni, engl. reporter gene) koji su pod nadzorom 

�S�U�R�P�R�W�R�U�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�� �V�W�X�S�D�Q�M�� �V�D�]�U�L�M�H�Y�D�Q�M�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L�þ�Q�H�� �O�R�]�H�� 

Izvjestiteljski geni koji se upotrebljavaju �]�D�� �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H�� �R�V�W�H�R�J�H�Q�Hze razvijeni su u obliku 

�N�R�M�L���R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �Q�H�S�U�H�N�L�G�Q�R���S�U�D�ü�H�Q�M�H���W�L�M�H�N�R�P���F�L�M�H�O�R�J���Y�U�H�P�H�Q�D���X�]�J�R�M�D���V�W�D�Q�L�F�D in vitro, te koji 

�V�H�� �P�R�å�H�� �S�U�L�N�D�]�D�W�L�� �Q�D�� �K�L�V�W�R�O�R�ã�N�L�P�� �U�H�]�R�Y�L�P�D�� �N�R�V�W�L�M�X�� �H�P�E�U�L�M�D�� �L�� �R�G�U�D�V�O�R�J�D�� �P�L�ã�D����Rezultati 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �X�N�D�]�D�O�L su �Q�D�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �X�S�R�U�D�E�H�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K�� �R�E�O�L�N�D�� �]�H�O�H�Q�H�� �I�O�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�H��

�E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�H�� ���*�)�3���� �H�Q�J�O�� green flourescent protein) �N�D�R�� �E�L�O�M�H�J�D�� �å�L�Y�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D��(139-142). 

�.�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H���*�)�3-a u i�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D���N�R�V�W�L���R�P�R�J�X�ü�X�M�H �Y�L�G�O�M�L�Y�R���U�D�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�H���V�W�D�Q�L�F�D���N�R�ã�W�D�Q�H loze 

tijekom ra�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �V�W�D�G�L�M�D�� �V�D�]�U�L�M�H�Y�D�Q�M�D�� ���S�U�R�F�H�V�D�� �R�V�W�H�R�J�H�Q�H�]�H�������L�]�G�Y�D�M�D�Q�M�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �S�R�S�X�O�D�F�L�M�D��

�S�R�P�R�ü�X��metode sortiranja stanica fluorescentnom aktivacijom (FACS od engl. fluorescence 

activated cell sorting) i �W�R�þ�Q�R���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���Q�M�L�K�R�Y�R�J���J�H�Q�V�N�R�J���L�]�U�D�å�D�M�D (143-146).  

�3�U�H�G�Q�R�V�W���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D�� �L�]�Y�M�H�V�W�L�W�H�O�M�V�N�R�J���J�H�Q�D���*�)�3���V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W��je �]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D�� �V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���V�L�J�Q�D�O�D���X��

�K�L�V�W�R�O�R�ã�N�L�P���S�R�V�W�X�S�F�L�P�D���S�U�L�S�U�H�P�H���W�N�L�Y�D���N�R�M�L���X�N�O�M�X�þ�X�M�X���X�S�Rrabu paraformaldehida za fiksaciju, 

dekalcifikacijske otopine, te uklapanje u parafin ili smrznute blokove (147).  

 

Za uporabu genskih konstrukata promotor �± gen izvjestitelj �X���S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�X���R�V�W�H�R�J�H�Q�H�]�H���Q�X�å�Q�R��

�M�H�� �E�L�O�R�� �S�U�R�Q�D�ü�L�� �S�U�R�P�R�W�R�U�H�� �N�R�M�L�� �V�X�� �D�N�W�L�Y�Q�L�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �U�D�]�Y�R�M�Q�L�P�� �V�W�D�G�L�M�L�P�D�� �Giferencijacije 

osteoblasta. �â�W�D�N�R�U�V�N�L�� �Sromotor za gen kolagen tip 1 ima modularnu strukturu prema kojoj 

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���G�R�P�H�Q�H���N�R�U�L�V�W�H���V�W�D�Q�L�F�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���W�N�L�Y�D���X���N�R�M�L�P�D���V�H���V�W�Y�D�U�D���N�R�O�D�J�H�Q���W�L�S��1�����,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H��

Bogdanovica i sur. (148) koji su koristili transgenske �P�L�ã�H�Y�H�� �X�� �N�R�M�L�K�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�L�� �N�R�O�D�J�H�Q�V�N�R�J��

promotora kontroliraju aktivnost enzima kloramfenikolske transferaze acetilne skupine (CAT, 

od engl. chloramphenicol acetyltransferase), pokazalo je da je 3,6 kb fragment promotora 

kolagena (Col3,6) odgovoran za aktivn�R�V�W�� �X�� �N�R�ã�W�D�Q�L�P, �D�O�L�� �L�� �X�� �G�U�X�J�L�P�� �W�N�L�Y�L�P�D�� ���W�H�W�L�Y�D���� �N�R�å�D����
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�S�O�X�ü�D������ �)�U�D�J�P�H�Q�W�����������N�E�����&�R�O���������� �L�P�D���R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�L�M�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W s jakom �D�N�W�L�Y�Q�R�ã�ü�X���X���N�R�V�W�L�P�D�� �L��

�]�X�E�L�P�D�����D���V�O�D�E�R�P���D�N�W�L�Y�Q�R�ã�ü�X���X���W�H�W�L�Y�L��te neprimjetnom u drugim tkivima (143, 148).  

�.�D�O�D�M�]�L�ü�� �L�� �V�X�U���� �U�D�]�Y�L�O�L��su transgenskog �P�L�ã�D�� �X�� �N�R�M�H�P�� �M�H�� �*�)�3�� �S�R�G�� �N�R�Q�W�U�R�O�R�P��3,6 kb i 2,3 kb 

fragmenta promotora za kolagen tip 1 te su analizirali aktivnost tih promotora u kulturama 

�V�W�U�R�P�D�O�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �L��u kulturama kalvarijskih osteoblasta (146). Konstrukt 

Col3,6�*�)�3�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �V�H�� �X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �N�X�O�W�X�U�L�� �L�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�R�� �V �L�]�U�D�å�D�M�H�P�� �N�R�O�D�J�H�Q�D�� �W�L�S�� �� i ALP-a, 

odnosno u preosteoblastima koji imaju potencijal diferencijacije u zrele osteoblaste. Taj 

�N�R�Q�V�W�U�X�N�W���P�R�å�H���V�H���X�V�S�M�H�ã�Q�R��upotrebljavati �X���L�]�G�Y�D�M�D�Q�M�X���S�U�H�R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����X���S�U�L�P�D�U�Q�R�M��

kulturi tijekom 3 do 4 dana prije sazrijevanja stanica u osteoblaste. Drugi konstrukt 

Col2.3GFP aktivira se �X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P�� �N�X�O�W�X�U�D�P�D�� �]�Q�D�W�Q�R�� �N�D�V�Q�L�M�H��od �&�R�O�������*�)�3�� �W�H�� �M�H�� �L�]�U�D�å�D�M��

�R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�� �Q�D�� �þ�Y�R�U�L�ü�H�� �N�R�M�L�� �P�L�Q�Hraliziraju. �6�W�D�Q�L�F�H�� �N�R�M�H�� �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X�� �W�D�M�� �N�R�Q�V�W�U�X�N�W�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X��

razmjerno homogenu populaciju visoko diferenciranih zrelih osteoblasta i osteocita (149). 

�+�L�V�W�R�O�R�ã�N�D�� �D�Q�D�O�L�]�D�� �W�M�H�P�H�Q�L�K�� �N�R�V�W�L�M�X�� �L�� �I�H�P�X�U�D�� �S�R�W�Y�U�G�L�O�D�� �M�H�� �L�]�U�D�å�D�M�� �N�R�Q�V�W�U�X�N�W�D�� �&�R�O�������*�)�3�� �X��

stadiju preosteoblasta, dok je aktivnost �N�R�Q�V�W�U�X�N�W�D�� �&�R�O�������*�)�3�� �X�R�þ�H�Q�D�� �L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R�� �X�� �]�U�H�O�L�P��

osteoblastima i osteocitima (150). �.�D�O�D�M�]�L�ü�� �L���V�X�U���� �]�D�N�O�M�X�þ�L�O�L��su kako navedni konstrukti imaju 

�Y�D�å�Q�X �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�þ�N�X���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���X���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�X���V�W�X�S�Q�M�D���]�U�H�O�R�V�W�L���V�W�D�Q�L�F�D���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�Q�H���O�R�]�H (146).  

�8�� �G�U�X�J�R�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X (151) ista se grupa autora vodila spoznajom da su perivaskularne 

stanice - �S�H�U�L�F�L�W�L�� ���S�U�L�V�X�W�Q�L�� �X�� �S�H�U�L�Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L�P�� �Q�L�ã�D�P�D���� �V�W�D�Q�L�F�H s potencijalom mezenhimnih 

�P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D (84, 152, 153). �.�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �V�X transgenski �P�L�ã�H�Y�L kod kojih je izvjestiteljski 

�J�H�Q�� �*�)�3�� �E�L�R�� �S�R�G�� �N�R�Q�W�U�R�O�R�P�� �S�U�R�P�R�W�R�U�D�� �]�D�� �.-�D�N�W�L�Q�� �J�O�D�W�N�L�K�� �P�L�ã�L�ü�D�� ���.-SMA, eng. �.-smooth 

muscle actin) �L�� �G�R�N�D�]�D�O�L�� �G�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �N�R�M�H�� �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X�� �.-SMAGFP imaju pericitno-

miofibroblastni fenotip i pokazuju osteogeni potencijal, odnosno mogu se diferencirati in vitro 

i in vivo u zrele osteoblaste �N�R�M�L�� �V�X�� �L�]�U�D�å�D�Y�D�O�L�� �&�R�O�������*�)�3. �,�]�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �L�� �P�D�V�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D��

izoli�U�D�Q�H�� �.-SMAGFP+ stanice  pokazale su i adipogeni i osteogeni potencijal in vitro. 

�7�D�N�R�ÿ�H�U���� �.-SMAGFP+ stanice izolirane iz masnog tkiva bile su pozitivne i za druge biljege 

�P�H�]�H�Q�K�L�P�Q�L�K�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D, �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X���D�Q�W�L�J�H�Q�� �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� ���� ���6�&�$-1, engl. stem cell 

antigen 1) i CD90, a negativne za CD117 i CD11b ( hematopoetske biljege) (154-156) . 

�=�D�N�O�M�X�þ�L�O�L���V�X���G�D���M�H���.-SMAGFP koristan biljeg stanica s kara�N�W�H�U�L�V�W�L�N�D�P�D���P�H�]�H�Q�K�L�P�Q�H���P�D�W�L�þ�Q�H��

stanice. 

MMS se dakle mogu identi�I�L�F�L�U�D�W�L���N�U�R�]���L�]�U�D�å�D�M���.-SMAGFP-a, dok z�U�H�O�L���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L���L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X��

Col2.3GFP (146, 151).  
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2. Svrha i cilj rada 
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�8�S�R�U�D�E�D���P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���X���W�H�U�D�S�L�M�L���V�Y�H���Y�H�ü�H�J���E�U�R�M�D���E�R�O�H�V�W�L���G�D�Q�D�ã�Q�M�L�F�H���Y�U�O�R��je nedvojbena.  

�(�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�H�� �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�P�D�M�X�� �V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �X�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�� �W�N�L�Y�D�� �V�Y�L�K�� �W�U�L�M�X��

�]�D�P�H�W�Q�L�K�� �O�L�V�W�L�ü�D���� �.�D�G�D�� �V�X�� �L�Qj�L�F�L�U�D�Q�H�� �X�� �R�G�U�D�V�O�R�J�� �P�L�ã�D, EMS stvaraju teratom�H�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�D�Y�D�M�X��

�ã�L�U�R�N�X�� �O�H�S�H�]�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �W�L�S�R�Y�D�� �]�U�H�O�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�����3�U�H�P�G�D�� �ã�L�U�R�N�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�V�N�H�� �V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�L��

�S�U�X�å�D�M�X���R�J�U�R�P�D�Q���U�H�J�H�Q�H�U�Dcijski �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O���R�Y�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����W�R���W�D�N�R�ÿ�H�U���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���Y�H�O�L�N�L���L�]�D�]�R�Y���X��

�U�D�]�X�P�L�M�H�Y�D�Q�M�X���S�U�R�F�H�V�D���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���L���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L���N�R�Q�W�U�R�O�H���V�D�P�R�J���S�U�R�F�H�V�D��(108).  

S druge strane, �G�R�E�U�R���M�H�� �L�V�W�U�D�å�H�Q���N�R�ã�W�D�Q�L���U�H�J�H�Q�H�U�Dcijski potencijal MMS-a odraslih. Rezultati 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �Y�H�ü�� �V�X�� �S�R�W�Y�U�G�L�O�L�� �X�V�S�M�H�ã�Q�X�� �X�S�Rrabu ovih stanica za transplantacijske postupke u 

regeneracijskoj medicini (157-159)���� �8�R�E�L�þ�D�M�H�Q�L�� �S�U�R�W�R�N�R�O���þ�L�Q�L�� �X�S�R�U�D�E�D�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D��

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �L�]�Y�R�U�D�����Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �0�0�6-a �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �L�� �0�0�6-a masnog tkiva, u kombinaciji sa 

�R�V�W�H�R�L�Q�G�X�N�W�L�Y�Q�L�P�� �I�D�N�W�R�U�L�P�D�� �L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �Q�R�V�D�þ�L�P�D�� �W�U�R�G�L�P�H�Q�]�Ljske geometrije (151, 160-162). 

Uporaba MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �L�� �P�D�V�Q�R�J�D�� �W�N�L�Y�D�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �Q�R�Y�L�� �Y�D�å�D�Q�� �W�H�U�D�S�L�M�V�N�L�� �S�U�L�V�W�X�S�� �]�D��

�O�L�M�H�þ�H�Q�M�H�� �E�R�O�H�V�W�L�� �P�L�ã�L�ü�Q�R-skeletnog sustava (163-166). Usprkos terapijskim prednostima 

MMS-a �R�G�U�D�V�O�L�K���� �S�R�V�W�R�M�H�� �Q�H�G�R�V�W�D�W�F�L�� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �Q�M�L�K�R�Y�R�J�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D���� ������ �Y�L�V�R�N�� �W�U�R�ã�D�N�� �L�]�R�O�D�F�L�M�H��

�V�W�D�Q�L�F�D���� ������ �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�V�N�L�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�� �R�Y�L�V�Q�R�� �R�� �G�R�Q�R�U�X���� ������ �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H��

�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�V�N�R�J���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D���Q�D�N�R�Q���R�S�H�W�R�Y�D�Q�R�J���X�P�Q�D�å�D�Q�M�D���� 

Nasuprot tome, kada se razvije �X�V�S�M�H�ã�D�Q��protokol diferencijacije, EMS imaju potencijal za 

�V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�� �Y�H�O�L�N�R�J�� �E�U�R�M�D�� �N�R�ã�W�D�Q�L�K�� �S�U�R�J�H�Q�L�W�R�Unih stanica. Izvjesno je stvaranje organizirane 

banke EMS-a �N�R�M�D���E�L���V�D�G�U�å�D�Y�D�O�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���O�L�Q�L�M�H���V�Y�L�K��tipova HLA i �N�R�M�D���E�L���S�R�V�O�X�å�L�O�D���N�D�R���L�]vor 

�G�R�Q�R�U�V�N�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���]�D���O�L�M�H�þ�H�Q�M�H���S�D�F�L�M�H�Q�D�W�D���� 

�1�H�G�D�Y�Q�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �S�R�W�Y�U�G�L�O�D�� �V�X�� �V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �P�L�ã�Mih i ljudskih EMS-a u 

osteoblaste (124, 126, 167-169)�����0�H�ÿ�X�W�L�P, �X�V�S�R�U�H�ÿ�X�M�X�ü�L���R�V�W�H�R�J�H�Q�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O���(�0�6-a s MMS-

om �N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L, primi�M�H�ü�H�Q���M�H���P�D�Q�M�L���R�V�W�H�R�J�H�Q�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O���(�0�6-a. Navedeno je jasno vidljivo 

u �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D��in vivo u kojima su transplantirane MMS pokazale sposobnost stvaranja kosti 

dok EMS nisu (137). 

�8�]�L�P�D�M�X�ü�L���X���R�E�]�L�U��potencijal EMS-a �]�D���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H���N�R�V�W�L�����Q�X�å�Q�R���M�H���R�W�N�U�L�W�L���E�L�O�M�H�J�H���N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Qe 

�]�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �V�W�X�S�Q�M�H�Y�H diferencijacije do zrelog osteoblasta, koji na putu od EMS-a prolazi 

�P�H�ÿ�X�V�W�X�S�Dnj mezenhimne �P�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H�����S�U�H�N�R���N�R�ã�W�D�Q�R�J progenitora do zrelog osteoblasta. 

�7�D�N�R�ÿ�H�U, �Q�X�åno je razviti sustav u kojemu �V�H���V�W�D�Q�L�F�H���Q�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���V�W�X�S�Q�M�H�Y�L�P�D���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H��

�P�R�J�X�� �S�U�H�S�R�]�Q�D�W�L�� �L�� �L�]�G�Y�R�M�L�W�L���� �8�V�S�M�H�ã�Q�D�� �P�H�W�R�G�D�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�Q�M�D���� �Y�L�]�X�D�O�Q�R�J�� �S�U�H�S�R�]�Q�D�Y�D�Q�M�D�� �L��

�L�]�G�Y�D�M�D�Q�M�D�� �N�R�ã�W�D�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�R�J�� �V�W�X�S�Q�M�D�� �U�D�]�Y�R�M�D�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�� �J�H�Q�V�N�L�K�� �N�R�Q�V�W�U�X�N�D�W�D��

promotor-GFP izvjestiteljski geni.  
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Pregledom literature evidentno je da se model transgenskih �P�L�ã�H�Y�D���L���*�)�3-izvjestiteljskih gena 

nije upotrebljavao �X�� �G�R�V�D�G�D�ã�Q�M�L�P�� �L�V�Wr�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D�� �Q�D�� �S�R�O�M�X�� �(�0�6-a i njihove diferencijacije u 

�V�P�M�H�U�X���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L�þ�Q�H���O�R�]�H�����9�R�ÿ�H�Q�L���W�R�P���V�S�R�]�Q�D�M�R�P, �D�X�W�R�U�L���R�Y�R�J���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���L�V�S�O�D�Q�L�U�D�O�L���V�X���Q�L�]��

pokusa u kojima �ü�H model dvostruko trans�J�H�Q�V�N�R�J�� �P�L�ã�D�� �L�V�N�R�U�L�V�W�Lti �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �L�� �S�U�D�ü�H�Q�M�H��

�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �S�U�H�P�D�� �]�U�Hlim osteoblastima. Stoga �M�H�� �F�L�O�M�� �R�Y�R�J�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D 

�R�G�U�H�G�L�W�L�� �N�R�ã�W�D�Q�L�� �U�H�J�H�Q�H�U�D�F�L�M�V�N�L�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�� �P�L�ã�M�L�K�� �0�0�6-a i EMS-a in vitro i �P�L�ã�M�L�K�� �(�0�6-a in 

vivo. U tu svrhu upotrijebit �ü�H�� �V�H�� �0�0�6�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L���� �W�H�� �O�L�Q�L�M�D EMS-a , koje �ü�H�� �V�H izolirati iz 

dvostruko transgenskih �P�L�ã�H�Y�D�� �.�6�0�$�5�)�3���&�R�O�������*�)�3�����7�R���ü�H omog�X�ü�L�W�L���G�D��se vizualno prati 

proces diferencijacije stanica te �V�H���L�V�W�H���V�W�D�Q�L�F�H���G�R�N�D�å�X u mezenhimno�P���V�W�D�G�L�M�X�����.SMARFP+) i 

u stadiju zrelih osteoblasta (Col2.3GFP+). Krajnji cilj je bolje razumijevanje tog procesa, a 

sve u svrhu kori�ãtenja tih stanica za regeneraciju ko�ãtanog tkiva.  

 

Prvi cilj ( in vitro)  

�D�����2�G�U�H�G�L�W�L���N�R�ã�W�D�Q�L���U�H�J�H�Q�H�U�D�F�L�M�V�N�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O���P�L�ã�Mih MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K���L�]�U�D�å�D�M�H�P��

�.SMARFP in vitro. 

�E���� �2�G�U�H�G�L�W�L�� �N�R�ã�W�D�Q�L�� �U�H�J�H�Q�H�U�D�F�L�M�V�N�L�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�� �P�L�ã�M�L�K�� �(�0�6-a in vitro, �X�S�R�W�U�H�E�O�M�D�Y�D�M�X�ü�L dva 

�U�D�]�O�L�þ�L�W�D���S�U�R�W�R�N�R�O�D: protokol s embrioidnim tijelima i izravni diferencijacijski protokol. 

 

Drugi cilj ( in vivo) 

�,�V�W�U�D�å�L�W�L�W�L�� sposobnost EMS-a da se diferenciraju u zrele osteoblaste in vivo, stvaraju novu kost 
i �D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X���L�]�U�D�å�D�M���W�U�D�Q�V�J�H�Q�D�����N�R�U�L�V�W�H�ü�L se pritom intramuskularnom implantacijom stanica u 
imunodeficijentne sojeve �P�L�ã�H�Y�D���V���S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�L�P���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�P���W�H�U�D�W�R�P�D�� 
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3. MATERIJALI I POSTUPCI  
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3.1. �3�R�N�X�V�Q�H���å�L�Y�R�W�L�Q�M�H��- Transgenski �P�L�ã 
 

�8�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X��su upotrebljavane �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�]�R�O�L�U�D�Q�H�� �L�]��dvostruko transgenskih �P�L�ã�H�Y�D��

�.-SMARFP/Col2.3GFP�����N�R�M�L���V�X���G�R�E�L�Y�H�Q�L���N�U�L�å�D�Q�M�H�P �Y�H�ü���S�U�L�M�H���U�D�]�Y�L�M�H�Q�L�K���.-SMARFP-cherry i 

Col2.3GFP �P�L�ã�H�Y�D��(146, 170). Sve transgenske �å�L�Y�R�W�L�Q�M�H���X�]�J�R�M�H�Q�H���V�X���X���V�R�M�X���P�L�ã�H�Y�D���&57Bl6. 

Pokus intramuskularne transplantacije i stvaranja teratoma in vivo �Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P��

3-���� �P�M�H�V�H�F�D�� �V�W�D�U�R�J�D�� �1�2�'���6�&�,�'���L�Q�W�H�U�O�H�X�N�L�Q�� ���� �U�H�F�H�S�W�R�U�� �>�,�/���U�@���J�D�P�P�D�� ���Q�X�O�O���� ���1�6�*���� �P�L�ã�D�� �N�D�R��

primatelja (171). 

�6�Y�L���S�R�V�W�X�S�F�L���Y�H�]�D�Q�L�� �]�D���S�R�N�X�V�Q�H���å�L�Y�R�W�L�Q�M�H���R�G�U�D�ÿ�H�Q�L���V�X���X���V�N�O�D�G�X���V�D��standardima za rukovanje i 

rad s pokusnim �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�P�D�� �D�P�H�U�L�þ�N�R�J�� �1�D�F�L�R�Q�D�O�Q�R�J�� �L�Q�V�W�L�W�X�W�D�� �]�D�� �]�G�U�D�Y�O�M�H�� ��National Institutes 

of Health, USA)���� �6�Y�H�� �S�U�R�W�R�N�R�O�H�� �]�D�� �U�D�G�� �V�� �S�R�N�X�V�Q�L�P�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�P�D�� �R�G�R�E�U�L�O�R�� �M�H�� �3�R�Y�M�H�U�H�Q�V�W�Y�R�� �]�D��

brigu o laboratorijskim �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�P�D�� ��Animal Care Committiee) Zdravstvenog centra 

�6�Y�H�X�þ�L�O�L�ãta u Connecticutu.  

 

3.2. Stvaranje i kultivacija linije EMS-a 
 

EMS su izolirane iz �.-SMARFP/Col2.3GFP �P�L�ã�H�Y�D���� �1�D�N�R�Q�� �S�D�U�H�Q�M�D�� �L�� �X�W�Y�U�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �W�U�X�G�Q�R�ü�H��

�å�H�Q�N�H���V�X���å�U�W�Y�R�Y�D�Q�H, disecirana je blastocista, a i iz nje su izdvojene st�D�Q�L�F�H���X�Q�X�W�U�D�ã�Q�M�H���P�D�V�H�� �L��

pripremljene �H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�H���P�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H��(172). 

Postupak je proveden na Odjelu za transgenske �å�L�Y�R�W�L�Q�M�H���� �=�G�U�D�Y�V�W�Y�H�Q�R�J�� �Fe�Q�W�U�D�� �6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�D�� �X��

Connecticutu. �*�H�Q�R�W�L�S�L�]�L�U�D�Q�M�H�� �M�H�� �Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�R�� �S�R�P�R�ü�X�� �V�H�W�R�Y�D�� �S�U�L�P�H�U�D�� �H�*�)�3�������¶-

TCATCTGCACCACCGGCAAGC; ���¶-AGCAGGACCATGTGATCGCGC) i �5�)�3�� �����¶-

�&�&�$�7�&�$�7�&�$�$�*�*�$�*�7�7�&�$�7�*�&���� ���¶- TCTTGACCTCAGCGTCGTAGT). EMS divljeg 

tipa izolirane od C57Bl6 netransgenskog �P�L�ã�D�� �V�X komercijalno dostupne te su kupljene (Life 

Technologies, Carlsbad, CA).  

�(�0�6�� �V�X�� �Q�D�V�D�ÿ�H�Q�H��na tzv. �Äfeeder�³ stanice ���P�L�ã�Me embrionalne fibroblaste, mitotski 

inaktivirane �N�R�U�L�V�W�H�ü�L��se gama-zrakama) u hranjivom mediju za EMS: DMEM (Sigma 

Chemical Co., St. Louis, MO, SAD), �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�L 15-postotni fetusni �J�R�Y�H�ÿ�L�� �V�H�U�X�P��(FBS, 

HyClone, Logan, UT, USA), 1-postotni penicilin-streptomicin (100 U/mL penicilina i  100 

�—g/mL streptomicina), �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�V�N�L�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�� �O�H�X�N�H�P�L�M�H (LIF �± od engl. leukemia inhibitory 

factor), natrij-piruvat������-merkaptoetanol, neesencijalne aminokiseline i L-glutamin. 
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3.3. Priprema kultura i �N�R�ã�W�D�Q�D���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�D���M�H�G�Q�R�V�O�R�M�Q�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���N�X�O�W�X�U�H���(�0�6-a  
 
EMS su tripsinizirane (0,05 % tripsin/ 1 mM etilen diamin tetraoctena kiselina (EDTA, od 

engl. Ethylene Diamine Tetraacetic Acid ) i na�V�D�ÿ�H�Q�H u 0.1 % �å�H�O�D�W�L�Q�R�P�� �S�R�N�U�L�Y�H�Q�H�� �]�G�M�H�O�L�F�H��

promjera 100 mm u hranjivi medij ���Y�L�V�R�N�R�J�O�X�N�R�]�Q�L�� �'�0�(�0�� �R�E�R�J�D�ü�H�Q�� �V�� �������� �)�%�6-a i 1-

postotni penicilin-�V�W�U�H�S�W�R�P�L�F�L�Q�������1�D�N�R�Q���þ�H�Wiri dana stanice su ponovo �W�U�L�S�V�L�Q�L�]�L�U�D�Q�H���L���Q�D�V�D�ÿene  

(100 000 stanica/zdencu) �X�� �S�O�R�þ�L�F�H�� �S�U�R�P�M�H�U�D�� �]�G�H�Q�F�D�� ������ �P�P��(Falcon, Fisher Scientific, 

Pittsburgh, PA, SAD) te su diferencirane �W�L�M�H�N�R�P�� �þ�H�W�U�G�H�V�H�W�� �L�� �G�Y�D dana �N�R�U�L�V�W�H�ü�L��

�R�V�W�H�R�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�M�X�ü�L�� �P�H�G�L�M: �.�0�(�0 , �X�]�� �G�R�G�D�W�D�N�� ������ ���J���P�/��askorbinske kiseline, 10 nM 

�G�H�N�V�D�P�H�W�D�]�R�Q�D�� �L�� ���� �P�0�� ��-glicerofosfata (BGP, od engl. ��-glycerophosphate) (124, 167). 

Medij je mijenjan svaka dva dana do kraja pokusa. 

 

3.4. �<�}�“�š���v�������]�(���Œ���v���]�i�����]�i�������D�^-a uporabom embrioidnih tijela 

 
Embrioidna su tijela dobivena metodom �Ä�V�X�V�S�H�Q�]�L�M�V�N�H���N�X�O�W�X�U�H�´�� EMS su odvojene od podloge 

uporabom otopine 0.05 % tripsina i 1mM EDTA�����S�U�H�V�D�ÿ�H�Q�H���V�X na dva dana u 0.1% �å�H�O�D�W�L�Q�R�P��

pokrivene zdjelice�����Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�X �S�U�H�E�D�þ�H�Q�H u EMS hranjivi medij u nead�K�H�U�L�U�D�M�X�ü�H��Petrijeve 

zdjelice tijekom �ã�H�V�W�� �G�D�Q�D���� �0�H�G�L�M�� �M�H mijenjan svaki dan. Stanice su �S�O�X�W�D�M�X�ü�L�� �I�R�U�P�L�U�Dle 

trodimenzionalne kuglaste nakupine �W�]�Y���� �H�P�E�U�L�R�L�G�Q�D�� �W�L�M�H�O�D���� �â�H�V�W�R�J��su dana embrioidna tijela 

sakupljena te su tripsinizirana �������������� �W�U�L�S�V�L�Q���(�'�7�$���� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �G�R�E�L�O�H�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�H�� �V�W�D�Qice. 

Stanice (100 000/zdencu) su p�U�H�V�D�ÿene �X���S�O�R�þ�L�F�H���]�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�X���N�X�O�W�X�U�X���S�U�R�P�Mera zdenca 35 mm 

(Falcon, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, SAD) te je jedna skupina stanica hranjena 

�K�U�D�Q�M�L�Y�L�P�� �P�H�G�L�M�H�P�� �'�0�(�0���� �������� �)�&�6���� ������ �S�H�Q�L�F�L�O�L�Q���V�W�U�H�S�W�R�P�L�F�L�Q�� �W�L�M�H�N�R�P�� �þ�H�W�U�L�� �G�D�Q�D���� �Q�D�N�R�Q��

�þ�H�J�D��je diferencirana tijekom dvadeset i jednog dana �X�S�R�W�U�H�E�O�M�D�Y�D�M�X�ü�L �R�V�W�H�R�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�M�X�ü�L��

medij (EB-D)���� �D�� �G�U�X�J�D�� �V�N�X�S�L�Q�D�� �M�H�� �L�]�U�D�Y�Q�R�� �S�U�H�E�D�þ�H�Q�D u �R�V�W�H�R�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�M�X�ü�L�� �P�H�G�L�M na 21 dan 

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

 

3.5. Priprema �N�X�O�W�X�U�D���L���N�R�ã�W�D�Q�H �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���P�L�ã�M�L�K���0�0�6-a �N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L 

 

Transgenski �P�L�ã�H�Y�L�� �V�W�D�U�L��od 6 do 8 tjedana �å�U�W�Y�R�Y�D�Q�L�� �V�X �S�R�P�R�ü�X�� �&�22 plina. Femuri i tibije 

izdvojeni su od okolnog tkiva. Nakon odstranjivanja epif�L�]�Q�L�K�� �S�O�R�þ�D�� �U�D�V�W�D���� �N�R�ã�W�D�Q�D�� �V�U�å�� �Me 

isprana hranjivim medijem za �V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �N�X�O�W�X�U�X�� �.�0�(�0�� �R�E�R�J�D�ü�H�Q�L�P�� �V�D 100 U/mL penicilina, 

�����������J���P�/���V�W�U�H�S�W�R�P�L�F�L�Qa i 10% FBS-a (GIBCO BRL, Life Technologies, Grand Island, NY, 
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�6�$�'������ �U�D�E�H�ü�L�� �L�J�O�X�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �����*���� �-�H�G�Q�R�V�W�D�Q�L�þ�Q�D��je suspenzija  pripravljena �S�U�R�S�X�ã�W�D�Q�M�H�P��

�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���D�J�U�H�J�D�W�D���N�U�R�]���L�J�O�X���Y�H�O�L�þ�L�Q�H�������*���W�H���I�L�O�W�U�L�U�D�Q�M�H�P���N�U�R�]���V�W�D�Q�L�þ�Q�L���I�L�O�W�H�U���V���S�R�U�D�P�D���Y�H�O�L�þ�L�Q�H��

�������P�� ���)�D�O�F�R�Q; Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, SA�'������ �.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �Me 

brojanjem u 0,04 % tripanskom plavilu te su stanice posa�ÿene �X���J�X�V�W�R�ü�L��106 �å�L�Y�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���F�P2 

�X�� �S�O�R�þ�L�F�H�� �]�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �N�X�O�W�X�U�X�� �S�U�R�P�M�H�U�D�� ������ �P�P���� �ý�H�W�Y�U�W�R�J�� �G�D�Q�D�� �R�G�� �]�D�V�L�M�D�Y�D�Q�M�D���� �S�R�O�R�Yica 

medija je zamijenjena �V�Y�M�H�å�L�P�����6�H�G�P�R�J�D�� �G�D�Q�D�� �G�L�R�� �S�O�R�þ�L�F�D�� �V�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �M�H�� �S�U�L�S�Uemljen za 

sortiranje. Stanice su isprane u PBS-u, te su nakon 15-minutne tripsinizacije u 2,5% tripsinu, 

sortirane uporabom �X�U�H�ÿ�D�Ma za sortiranje stanica FACS Vantage (Becton Dickinson, San Jose, 

CA, SAD). Dio sortiranih stanica ( 5x104/cm2) �S�R�V�D�ÿ�H�Q je u �S�O�R�þ�L�F�H�� �]�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �N�X�O�W�X�U�X��

promjera zdenca 35 mm i podvrgnut �S�U�R�F�H�V�X���N�R�ã�W�D�Q�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H, �N�D�R���ã�W�R���Q�D�Y�R�G�H���.�D�O�D�M�]�L�ü��

i sur. (151)�����'�U�X�J�L���G�L�R���V�W�D�Q�L�F�D�� �L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H���]�D���W�]�Y�����Äspot�³ kultivaciju u kojoj je 1x105 stanica 

�S�R�V�D�ÿ�H�Q�R �X���������—�O���K�U�D�Q�M�L�Y�R�J���P�H�G�L�M�D��(173). Nakon tjedan dana u bazalnim uvjetima potaknuta 

j�H���N�R�ã�W�D�Q�D���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�D���G�R�G�D�Y�D�Q�M�H�P���D�V�N�R�U�E�L�Q�V�N�H���N�L�V�H�O�L�Q�H�����������—�J���P�/�����L���%�*�3-a (8 mM).  

�'�L�R�� �S�O�R�þ�L�F�D�� �V�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �N�R�M�L�� �Q�L�M�H�� �V�R�U�W�L�U�D�Q�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H�� �S�R�G�Y�U�J�Q�X�W�� �S�R�V�W�X�S�N�X�� �N�R�ã�W�D�Q�H��

diferencijac�L�M�H�� �R�G�� ���� �G�R�� ������ �G�D�Q�D���� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �V�H�� �S�U�L�V�W�X�S�L�O�R�� �S�R�V�W�X�S�N�X��izolacije RNA u svrhu 

�X�W�Y�U�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���L�]�U�D�å�D�M�D���N�R�ã�W�D�Q�L�K���E�L�O�M�H�J�D���� 

 

3.6. Mjerenje aktivnosti alkalne fosfataze i stupnja mineralizacije 

 
Nakon 21 dana �X�� �R�V�W�H�R�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�M�X�ü�H�P�� �P�H�G�L�M�X, osteoblastna aktivnost u kulturama 

procijenjena je histokemijskom analizom aktivnosti alkalne fosfataze (58), �N�R�U�L�V�W�H�üi se 

komercijalno dostupnim kitom (86-R Alkaline Phosphatase, Sigma Diagnostics, Inc. ST. 

Louis, MO, SAD). Stupanj mineralizacije procijenjen je metodama bojenja von Kossa i 

Alizarin red. Bojenje von Kossa �Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�R�� �M�H�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�R�P�� �N�X�O�W�L�Y�D�F�L�M�V�N�L�K�� �S�O�R�þ�L�F�D�� �X�� ������

srebro nitratu pod UV svjetlom. Kao izvor �8�9�� �V�Y�M�H�W�O�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �Me �X�O�W�U�D�O�M�X�E�L�þ�D�V�W�L��crosslinker. 

Prisutno�V�W���P�L�Q�H�U�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�K���þ�Y�R�U�L�ü�D���S�U�R�Fijenjena je bojenjem s 1% Alizarin red (Sigma-Aldrich 

Corp., St. Louis, MO, USA) nako �ã�W�R���V�X���V�W�D�Q�L�F�H���I�L�N�V�L�U�D�Q�H���X�����������H�W�D�Q�R�O�X (174).  

�1�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �V�X�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �R�E�R�Mene, �S�O�R�þ�L�F�H�� �]�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �N�X�O�W�X�U�X�� �V�X�� �V�N�H�Q�L�U�D�Q�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �V�N�H�Q�H�U�D��

(Umax Astra 4000, Umax, Taiwan).  
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3.7. �,�]�R�O�D�F�L�M�D���5�1�$���L���D�Q�D�O�L�]�D���L�]�U�D�å�D�M�D���J�H�Q�D 
 

�8�N�X�S�Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�D�� �5�1�$�� �L�]�R�O�L�U�D�Q�D�� �M�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �7�5�,�]�R�O�� �U�H�D�J�H�Q�W�D�� �S�U�H�P�D�� �X�S�X�W�D�P�D�� �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D��

(Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD). Stanice su isprane u PBS-u, dodano je 1 ml TRIzol reagenta 

te su stanice skupljene u eppendorf tube. Kako bi se razbili mineralizirani �þ�Y�R�U�L�ü�L, takva 

suspenzija je homogenizirana ULTRA-TURRAX T 10 Basic homogenizatorom (IKA, 

Wilmington, NC, USA) te �M�H�� �G�R�G�D�Q�R�� �������� ���O�� �N�O�R�U�R�I�R�U�P�D���� �1�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �V�X�� �X�]�R�U�F�L�� �G�R�E�U�R��

�S�U�R�P�L�M�H�ã�D�Q�L�����F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�L���V�X�������P�L�Q�X�W�D���Q�D���������������J���S�U�L�����ƒ�&�����*�R�U�Q�M�D���Y�R�G�H�Q�D���I�D�]�D���S�U�H�Q�Hsena je u 

�Q�R�Y�X���W�X�E�L�F�X���W�H���M�H���G�R�G�D�Q���L�V�W�L���Y�R�O�X�P�H�Q���L�]�R�S�U�R�S�D�Q�R�O�D�����5�1�$���M�H���S�U�H�F�L�S�L�W�L�U�D�Q�D���S�U�H�N�R���Q�R�ü�L���Q�D��-�����ƒ�&��

�Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�X��uzorci centrifugirani 15 minuta na 12000 g. Precipitat je opran u 70-postotnom 

etanolu, centrifugiran 5 minuta na 12000 g te otopljen u destiliranoj vodi tretiranoj s dietil-

pirokarbonatom (DEPC voda) (175).  

Ko�O�L�þ�L�Q�D i kvaliteta �5�1�$�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H gel elektroforezom i metodom spektrofotometrije, 

�N�R�U�L�V�W�H�ü�L��se pri tom �X�U�H�ÿ�D�M�H�P��NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA). �8�N�X�S�Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�D�� �5�1�$�� �R�E�U�Q�X�W�R�� �M�H�� �S�U�H�S�L�V�D�Q�D�� �X�� �N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�X�� �'�1�$��

(cDNA, prema engl. complementary DNA���� �S�U�H�P�D�� �X�S�X�W�L�� �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D�� �]�D��Superscript III First 

Strand Synthesis System�����W�H���M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D za reakciju RT-PCR (Invitrogen, Life Technologies, 

Grand Island, NY, USA) i to �������J���5�1�$���S�R���X�]�R�U�N�X��  

Metodom RT-PCR na stroju 7900HT fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, 

Foster City, CA) izmjeren �M�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�L���L�]�U�D�å�D�M��OC-a, BSP-a, osteriksa, Runx2 i kolagena tip 1, 

�N�R�U�L�V�W�H�ü�L��se pritom komercijalno dostupnim probama- �7�D�T�0�D�Q�Š�� �*�H�Q�H�� �H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �S�U�R�E�H��

(identifikacijski brojevi proba: osteokalcin, Mm03413826_mH; �N�R�ã�W�D�Qa sijalo�E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�D, 

Mm00492555_m1; osteriks, Mm00504574_m1; Runx2, Mm00501584_m1 i kolagen tip 1, 

Mm00483888_m1) . Kao kontrolni gen z�D�� �Q�R�U�P�D�O�L�]�D�F�L�M�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �Jliceraldehid-3-fosfat 

dehidrogenaza (GAPDH, prema engl. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) 

(Mm99999915_g1). 

 

3.8. Detekcija GFP-a �X���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P���N�X�O�W�X�U�D�P�D����in vitro) 
 

�,�]�U�D�å�D�M��fluorescentnog izvjestiteljskog gena ���.SMARFP i Col2.3GFP) u kulturi stanica 

analiziran je uporabom invertnog mikroskopa Olympus IX50 (Olympus America Inc., 

Melville, NY, SAD) opremljenog invertiranim IX-FLA filterima�����=�D���V�O�L�N�D�Q�M�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���N�X�O�W�X�U�D��

dobivenih od �.�6�0�$�5�)�3���&�R�O�������*�)�3 transgenskog �P�L�ã�D��upotrijebljeni su sl�M�H�G�H�ü�L���I�L�O�W�H�U�L: GFP 
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(eksitacije 500/20, emisije 535/30) i RFP (eksitacije 560/40, emisije 630/75), kako bi se 

vizualno razlikovali signal GFP-a od signala RFP-a���� �6�O�L�N�H�� �V�X�� �V�Q�L�P�O�M�H�Q�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �6�3�2�7-

kamere (Diagnostic Instruments, Inc., Sterling Heights, MI, SAD).  

 

3.9. O�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���N�R�ã�W�D�Q�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���(�0�6-a in vivo �± stvaranje teratoma 
 

Za pr�R�F�M�H�Q�X���N�R�ã�W�D�Q�R�J���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D EMS-a in vivo �N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H �H�N�W�R�S�L�þ�Q�L���N�R�ã�W�D�Q�L���W�U�D�Q�V�S�O�D�Q�W�D�F�L�M�V�N�L��

model (intramuskularna transplantac�L�M�D�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �X�� �L�P�X�Q�R�G�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�Q�L�P�� �P�L�ã�H�Y�L�P�D. EMS 

�G�R�E�L�Y�H�Q�H�� �L�]�� �.�6MARFP/Col2.3GFP uzgojene su kao jednoslojna kultura stanica na 

�å�H�O�D�W�L�Q�R�]�Q�R�M�� �S�R�G�O�R�]�L���� �1�D�N�R�Q�� �G�U�X�J�H�� �S�D�V�D�å�H, 106 stanica ubrizgano je �X�� �E�H�G�U�H�Q�L�� �P�L�ã�L�ü NSG 

�P�L�ã�D�� �0�L�ã�H�Y�L��su anestezirani kombinacijom ketamina/ksilazina intraperitonealnom injekcijom. 

�.�R�å�D���Q�D���X�Q�X�W�D�U�Q�M�R�M���V�W�U�D�Q�L���E�H�G�U�D���G�H�]�L�Q�I�L�F�L�U�Dna je 70-postotnim alkoholom te su stanice u PBS 

otopini injektirane �X�� �E�H�G�U�H�Q�L�� �P�L�ã�L�ü�� �ã�S�U�L�F�R�P���� �U�D�E�H�ü�L�� �L�J�O�X�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �����*�����â�H�V�W�� �W�M�H�G�D�Q�D�� �Qakon 

�X�E�U�L�]�J�D�Y�D�Q�M�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �S�R�V�W�R�M�D�Q�M�H�� �W�H�U�D�W�R�P�D���� �1�D�Sravljena jee RTG-snimka donjih 

udova i disekcija teratomskog tkiva koje je potom �K�L�V�W�R�O�R�ã�N�L �R�E�U�D�ÿ�H�Q�R. 

 

3.10. �+�L�V�W�R�O�R�ã�N�D���D�Q�D�O�L�]�D���L�]�U�D�å�D�M�D���W�U�D�Q�V�J�H�Q�D 

 
�7�H�U�D�W�R�P�V�N�R�� �W�N�L�Y�R�� �I�L�N�V�L�U�D�Q�R�� �M�H�� �S�U�H�N�R�� �Q�R�ü�L�� �X�� ��-postotnom paraformaldehidu na 4oC. Tijekom 

������ �V�D�W�D�� �K�L�G�U�D�W�L�]�L�U�D�Q�R�� �M�H�� �X�� �V�D�K�D�U�R�]�L���� �X�O�R�å�H�Q�R�� �X�� �V�P�U�]�D�Y�D�M�X�ü�L�� �P�H�G�L�M�� ��Thermo Shandon, 

Pittsburgh, PA, USA) �L�� �L�]�U�H�]�D�Q�R�� �Q�D�� �G�H�E�O�M�L�Q�X�� �U�H�]�D�� �R�G�� ���� ���P, �X�S�R�W�U�H�E�O�M�D�Y�D�M�X�ü�L sustav traka 

CryoJane (Instrumedics, Ann Arbor, MI, USA). �1�D���K�L�V�W�R�O�R�ã�N�H��je rezove nakapan 50-postotni 

glicerol u PBS-u te su rezovi �S�U�H�N�U�L�Y�H�Q�L�� �S�R�N�U�R�Y�Q�L�F�D�P�D���� �,�]�U�D�å�D�M��signala GFP-a �]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q je 

�S�R�P�R�ü�X��invertnog mikroskopa Zeiss Observer.Z1 (Carl Zeiss MicroImaging, Thornwood, 

NY, USA) �V�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P�� �I�L�O�W�H�U-kockama optimiziranima za varijante GFP-a���� �+�L�V�W�R�O�R�ã�N�L��

preparati cijelo su �Y�U�L�M�H�P�H�� �E�L�O�L�� �]�D�ã�W�L�ü�H�Q�L�� �R�G�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �V�Y�M�H�W�O�R�V�W�L. Slike su snimljene crno 

/bijelom kamerom, a zatim je boja na slici odabrana programom AxioVision (Carl Zeiss 

Mycroscopy Ltd, Cambridge, GB). Da bi se dobila cijela slika kosti, kosti su snimljene na 

�Y�L�V�R�N�R�P���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�X���L���V�S�R�M�H�Q�H���X���]�G�U�X�åenu sliku.   
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4.  REZULTA TI   
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4.1. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���N�R�ã�W�D�Q�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���0�0�6-a �N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L �± in vitro  
 

U svrhu identifikacije populacije stanica koje imaju potencijal mezenhimnih �P�D�W�L�þ�Q�L�K��stanica 

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H transgen�V�N�L�� �P�L�ã u kojemu �.�6�0�$�� �S�U�R�P�R�W�R�U�� �U�H�J�X�O�L�U�D���L�]�U�D�å�D�M RFP-a. Navedeni 

transgen aktivan je u populaciji stanica koje imaju sposobnost diferencijacije u zrele 

osteoblaste u in vitro i in vivo uvjetima. Kako bi se procijenila navedena sposobnost 

diferencijacije, upotrijebljen je �&�R�O�������*�)�3�� �P�L�ã �N�R�M�L�� �M�H�� �S�R�N�D�]�D�R�� �L�]�U�D�å�D�M transgena u 

osteoblastima i osteocitima. Tranzicija mezenhimnih �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �X��osteoblaste 

procijenjena je uporabom primarne kulture �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�����6�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �Nulture 

dobivene su k�R�U�L�V�W�H�üi se �P�D�W�L�þ�Qim stanicama �L�]�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L��dvostrukog transgenskog �P�L�ã�D��

�.�6�0�$�5�)�3���&�R�O����3GFP (Slika 7.)  

 

 

 

Slika 7. �*�U�D�I�L�þ�N�L�� �S�U�L�N�D�]�� �J�H�Q�V�N�R�J���N�R�Q�V�W�U�X�N�W�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�R�J�� �X�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�X�� �W�U�D�Q�V�J�H�Qskih �P�L�ã�H�Y�D��

�.SM�$�5�)�3���&�R�O�������*�)�3���� �3�U�R�P�R�W�R�U�� �.�6�0�$ �N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�� �L�]�U�D�å�D�M�� �5�)�3-a, dok 2.3kb fragment 

promotora kolagena tip 1 �N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D���L�]�U�D�å�D�M���*�)�3-a.  

 
 

Nakon izolacije, stanice su kultivirane u hranjivom mediju za �V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �N�X�O�W�X�U�X�� ���.�0�(�0��

�R�E�R�J�D�ü�H�Q�� �V�D�� �������� �8���P�/�� �S�H�Q�L�F�L�O�L�Q�D���� �������� ���J���P�/�� �V�W�U�H�S�W�R�P�L�F�Q�D��i 10% FBS-a) u vremenskom 

periodu od sedam dana. Tijekom navedenog vremenskog perioda �G�R�ã�O�R��je do aktivacije 

�.�6�0�$RFP transgena u znatnom broju stanica, �ã�W�R�� �V�H�� �M�Dsno vidi na Slici 8-B. �6�Q�D�å�D�Q signal 

RFP-a vidljiv je u �Y�H�ü�L�Q�L�� �V�W�D�Q�L�F�D�� Biljeg Col2.3GFP �M�R�ã nije ak�W�L�Y�D�Q�� �M�H�U���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���N�X�O�W�X�U�H���Q�L�V�X��

ni usmjerene  prema osteoblastnoj lozi (Slika 8-C.). 
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Slika 8. Kultura sedam dana starih MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �N�R�M�H�� �V�X�� �G�R�E�L�Y�H�Q�H�� �R�G�� �G�Y�R�M�Q�R�J��

�.�6�0�$�5�)�3���&�R�O�������*�)�3���W�U�D�Q�V�J�H�Qsk�R�J���P�L�ã�D����A-brightfiled/svijetlo polje; B-RFP; C- GFP). 

 

Nakon sedam dana kultivacije stanica u navedenim uvjetima, dio je �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���S�O�R�þ�L�F�D sortiran 

metodom FACS �V�� �R�E�]�L�U�R�P�� �Q�D�� �L�]�U�D�å�D�M���.�6�0�$�5�)�3 �W�U�D�Q�V�J�H�Q�D�� �Q�D�� �X�U�H�ÿ�D�M�X�� �]�D�� �V�R�U�W�L�U�D�Q�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�D����

Postotak �.�6�0�$�5�)�3+ iznosio je 23.5%. �.�6�0�$�5�)�3+ stanice kultivirane su u hranjivom 

mediju za �V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �N�X�O�W�X�U�X�� ���.�0�(�0�� �R�E�R�J�D�ü�H�Q�� �V�D�� �������� �8���P�/�� �S�H�Q�L�F�L�O�L�Q�D���� �������� ���J���P�/��

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

 

 

Slika 9. A-Rezultati FACS �D�Q�D�O�L�]�H�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �.�6�0�$�5�)�3-a i nedostatak aktivnosti 

Col2.3GFP-a. �3�U�L�N�D�]�� �N�X�O�W�X�U�H�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �W�M�H�G�D�Q�� �G�D�Q�D�� �Q�D�N�R�Q�� �V�R�U�W�L�U�D�Q�M�D�� �S�U�L�M�H�� �S�R�þ�H�W�N�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H��

diferencijacije, B- svijetlo polje; C-RFP. 

 

Nakon toga, �V�W�D�Q�L�þ�Q�H��su kulture hranjene �R�V�W�H�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�M�X�ü�L�P��hranjivim medijem (�.�0�(�0 , uz 

�G�R�G�D�W�D�N�����������J���P�/���D�V�N�R�U�E�L�Q�V�N�H���N�L�V�H�O�Lne i �����P�0����-glicerolfosfata- BGP) kako bi se potaknula 

diferencijacija MMS-�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L���� �N�R�M�H�� �V�X�� �S�U�H�S�R�]�Q�D�W�H �S�R�� �L�]�U�D�å�D�M�X���.SMARFP, u smjeru 

A                                                  B                                                  C 

   A                                            B                                                 C 
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�V�W�D�Q�L�F�D�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L�þ�Q�H�� �O�R�]�H���� �$ktivacija osteoblastnog �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J transgena Col2.3GFP 

potvrdila je osteogenu sposobnost �.�6�0�$�5�)�3���� �V�W�D�Q�L�F�D���� �6�Q�D�å�D�Q�� �L�]�U�D�å�D�M�� �&�R�O�������*�)�3-a 

primi�M�H�ü�H�Q��je �N�D�G�D�� �V�X�� �V�R�U�W�L�U�D�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �N�R�M�H�� �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X���.�6�0�$�5�)�3�� �S�U�H�V�D�ÿ�H�Q�H�� �N�D�R�� �W�R�þ�N�D�V�W�D 

kultura �L���L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�H���X���V�P�M�H�U�X���N�R�ã�W�D�Q�H diferencijacije, Slika 10.  

 

 

 

 

Slika 10. Prikaz kulture MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L nultog i devetog dana nakon �S�R�þ�H�W�N�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H��

diferencijacije. A-svijetlo polje; B-RFP; C-GFP; D�±kompozitni prikaz preklapanja slika B i 

C. 

Dan 0                 Dan 9                                           
A 
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�9�L�G�O�M�L�Y�R�� �M�H�� �N�D�N�R�� �Q�X�O�W�R�J�� �G�D�Q�D�� ���S�U�L�M�H�� �S�R�þ�H�W�N�D�� �R�V�W�H�R�J�H�Q�H�� �V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H���� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X�� �V�D�P�R��

transgen �.SMARFP�����N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�D�Q���]�D���V�W�D�G�L�M���P�H�]�H�Q�K�L�P�Q�H���P�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H�����D���Q�H�P�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L��

Col2.3GFP-a. Devetog dana osteogene stimulacije aktivnost transgena �.SMARFP se 

�V�P�D�Q�M�X�M�H�����ã�W�R���J�R�Y�R�U�L���G�D���V�X���V�H���V�W�D�Q�L�F�H���S�R�þ�H�O�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�W�L���X���V�P�M�H�U�X���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�Q�L�K���S�U�R�J�H�Q�L�W�R�U�D���L��

�]�U�H�O�L�K�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�D���� �7�R�� �V�H�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H�� �V�Q�D�å�Q�R�P�� �D�N�W�L�Y�Q�R�ã�ü�X�� �W�U�D�Q�V�J�H�Q�D��Col2.3GFP devetog dana 

�N�X�O�W�X�U�H���� �ã�W�R�� �M�H�� �M�D�V�Q�R�� �Y�Ldljivo u kompozitnom prikazu kojim su preklopljene slike kulture 

snimljene GFP i RFP filterima (Slika 10 A-D.).  

�.�R�ã�W�D�Q�D diferencijacija i prisutnost mineraliziranog matriksa �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H�� �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�D metodom 

bojenja von Kossa koja prikazuje prisutnost mineralizacije devetog dana �V�W�D�Q�L�þ�Q�H���N�X�O�W�X�U�H, dok 

prije dodavanja osteoinduktivnih faktora nema tragova mineraliziranog matriksa (Slika 11.). 

 

 

 

  

Slika 11. Bojenje von Kossa koje �G�R�N�D�]�X�M�H�� �N�R�ã�W�D�Q�X�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X�� �L�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W��

�P�L�Q�H�U�D�O�L�]�L�U�D�Q�R�J���P�D�W�U�L�N�V�D���G�H�Y�H�W�R�J���G�D�Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���N�X�O�W�X�U�H. 

 

Kako bi se dokazalo �G�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �N�R�M�H�� �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X�� �W�U�D�Q�V�J�H�Q�� �&�R�O�������*�)�3�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X�� �]�U�H�O�H��

osteoblaste, nultog dana te devetog dana osteodiferencijacije izolirana je RNA iz kultura 

�.�6�0�$RFP+ stanica. Metodom RT-PCR �R�G�U�H�ÿ�H�Q�� �M�H �L�]�U�D�å�D�M�� �E�L�O�M�H�J�D�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�L�K�� �]�D�� �]�U�H�O�H 

osteoblaste, osteokalcina (OC �± od engl. osteocalcin) i BSP-a (Slika 12.). �,�]���J�U�D�I�L�þ�N�R�J���S�U�L�N�D�]�D��

�Y�L�G�O�M�L�Y�R���M�H���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H���L�]�U�D�å�D�M�D���V�S�R�P�H�Q�X�W�L�K���E�L�O�M�H�J�D���Q�D�N�R�Q���G�H�Y�H�W�R�J���G�D�Q�D���X���R�V�W�H�R�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�M�X�ü�H�P��

mediju. Razina ovih �E�L�O�M�H�J�D���X�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�D���M�H s razinom istih biljega �X���]�U�H�O�R�P���N�R�ã�W�D�Q�R�P���W�N�L�Y�X���W�M����

uzorku kosti. Vidljivo je cca 2500 x �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �U�D�]�L�Q�H�� �E�L�O�M�H�J�D�� �%�6�3-a nakon devet 

Dan 0        Dan 9 
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�G�D�Q�D���R�V�W�H�R�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���W�H���S�U�L�E�O�L�å�D�Y�D�Q�M�H���U�D�]�L�Q�L���%�6�3-a �X���]�U�H�O�R�P���N�R�ã�W�D�Q�R�P���W�N�L�Y�X�����1�H�ã�W�R���P�D�Q�M�H��

�S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H, �D�O�L�� �Q�H�� �E�H�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� ���F�F�D�� ������ x), vidljivo je i za OC. S obzirom na to da OC 

predstavlja biljeg zrelih osteoblasta, �O�R�J�L�þ�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �Q�M�H�J�R�Y�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �U�D�]�L�Q�H�� �Q�L�M�H��

�W�R�O�L�N�R���L�]�U�D�å�H�Q�R���M�H�U���M�H���G�H�Y�H�W�R�J���G�D�Q�D���R�V�W�H�R�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���V�D�P�R���G�L�R���V�W�D�Q�L�F�D���G�R�V�H�J�D�R���V�W�D�G�L�M���]�U�H�O�R�J��

osteoblasta.  

 

 

Slika 12. �,�]�U�D�å�D�M�� �N�R�ã�W�D�Q�L�K�� �E�L�O�M�H�J�D�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�L�K�� �]�D�� �]�U�H�O�H�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�H��- osteokalcina (OC) i 

�N�R�ã�W�D�Qe �V�L�M�D�O�R�E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Qe (BSP) - nultog (day 0) i devetog dana (day 9) �N�R�ã�W�D�Q�H��

diferencijacije u kulturama �.�6�0�$���� �V�W�D�Q�L�F�D, �X�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�� �V�� �L�]�U�D�å�D�M�H�P�� �L�V�W�L�K�� �E�L�O�M�H�J�D�� �X�� �N�R�ã�W�D�Q�R�P��

tkivu (bone). SMA+ : stanice k�R�M�H���L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X���W�U�D�Q�V�J�H�Q���.�6�0�$�5�)�3�����E�R�Q�H- kost. 

 

K�R�ã�W�D�Q�D���G�L�I�H�Uencijacija i aktivacija transgena proci�M�H�Q�M�H�Q�D���M�H���X���W�U�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�D���E�L�R�O�R�ã�N�D���S�R�N�X�V�D���W�H��

su prikazani rezultati najreprezentativnijeg pokusa. Ovi rezultati �X�N�D�]�X�M�X�� �G�D�� �.�6�0�$�5�)�3����

stanice imaju potencijal diferencijacije u osteoblaste i aktivacije konstrukta Col�������*�)�3���� �ã�W�R��

�X�S�X�ü�X�M�H��na to �G�D���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X���S�R�S�X�O�D�F�L�M�X���P�H�]�H�Q�K�L�P�Q�L�K���P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�Wanica. Rezultati navedenih 

�P�H�W�R�G�D�� �S�R�W�Y�U�G�L�O�L�� �V�X�� �X�V�S�M�H�ã�Q�X��in vitro diferencijaciju mezenhim�Q�L�K�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H��

�V�U�å�L���X���]�U�H�O�H���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�H���� 
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4.2. �6�W�Y�D�U�D�Q�M�H���H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�L�K���P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���L�] dvostruko transgenskog �P�L�ã�D 
 

Za potrebe ovog is�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �N�U�L�å�D�Q�L�� �V�X��heterozigotni �.SMARFP i homozigotni Col2.3GFP 

�P�L�ã�� �W�H�� �V�X iz blastocista nastalih embrija izdvojene EMS. EMS genotipizirane su metodom 

�O�D�Q�þ�D�Qe reakcije polimerazinog tipa (PCR, od eng. polymerase chain reaction) �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �S�U�L�P�H�U�D��GFP i RFP. Na Slici 13. vidljivo je da su dobivena �W�U�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�D�� �N�O�R�Q�D��

stanica koja �V�D�G�U�å�H���R�E�D���W�U�D�Q�V�J�H�Q�D (klon 1, klon 6, klon 7). 

 

 

 

Slika 13. Stvaranje linija �H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�L�K���P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D. A) �.�R�Q�V�W�U�X�N�W�L���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���]�D���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H��

transgenskoga �P�L�ã�D���� �3�U�R�P�R�W�R�U�� �.�6�0�$�� �X�S�U�D�Y�O�M�D�� �L�]�U�D�å�D�M�H�P�� �5�)�3�� �L�]�Y�M�H�V�W�L�W�H�O�M�V�N�R�J�� �W�U�D�Q�V�J�H�Q�D��

���.�6�0�$�5�)�3������ �G�R�N�� �������� �N�E�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�� �S�U�R�P�R�W�R�U�D�� �]�D�� �N�R�O�D�J�H�Q tip 1 �X�S�U�D�Y�O�M�D�� �L�]�U�D�å�D�M�H�P�� �*�)�3-a 

(Col2.3GFP). B) �.�U�L�å�D�Q�M�H�P�� �W�L�K�� �G�Y�D�M�X�� �W�U�D�Q�V�J�H�Qskih mi�ã�H�Y�D dobijen je dvostruko transgenski 

�P�L�ã iz kojega su dobivene linije EMS-a. C) Genotipiziranje EMS-a �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P���G�Y�D�M�X���V�H�W�R�Y�D��

primera koji razlikuju GFP od RFP-a. GFP - zelena fluorescentna �E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�D; RFP - crvena 

fluorescentna �E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�D. 
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Nakon izolacije, �(�0�6�� �V�X�� �S�R�V�D�ÿ�H�Qe �X�� �S�O�R�þ�L�F�H�� �]�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �N�X�O�W�X�U�X�� �]�D�M�H�G�Q�R�� �V�� �P�L�ã�M�L�P��

embrionalnim fibroblastima u me�G�L�M�X�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�L�� �/�,�)���� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �V�S�U�L�M�H�þ�L�O�D diferencijacija, a 

pritom �R�G�U�å�D�O�D proliferacija. Nakon uklanjanj�D�� �H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�L�K�� �P�L�ã�M�L�K�� �I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�D�� �L�� �/�,�)-a iz 

�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �N�X�O�W�X�U�D, EMS s�X�� �S�R�þ�H�O�H spontano diferencirati. Pritom su poprimile �I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�L�þ�Q�L��

oblik te je �Y�H�ü�L�Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�U�D�å�D�Y�Dla �.SMARFP signal (Slika 14.). Navedeno ukazuje na 

njihovo usmjeravanje prema mezenhim�Q�L�P�� �P�D�W�L�þ�Q�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D���� �.�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �Y�L�G�O�M�L�Y�R�� �L�]�� �6�O�L�N�H��

14���� �.SMARFP �V�L�J�Q�D�O�� �Q�L�M�H�� �L�]�U�D�å�H�Q�� �X�Q�X�W�D�U�� �V�D�P�L�K�� �N�R�O�R�Q�L�M�D�� �(�0�6-a���� �D�O�L�� �M�H�� �M�D�N�R�� �L�]�U�D�å�H�Q�� �X��

stanicama nalik �I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�L�P�D���N�R�M�H���R�N�U�X�å�X�M�X���N�R�O�R�Q�L�M�H EMS-a. 

 

 

 

Slika 14. Prat�H�ü�L�� �S�R�þ�H�Wa�N�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�� �M�H�� �L�]�U�D�å�D�M���.SMARFP signala u stanicama 

�N�R�M�H�� �R�N�U�X�å�X�M�X��koloniju EMS-a, dok �L�]�U�D�å�D�M���.SMARFP signala u samoj koloniji EMS-a nije 

�X�W�Y�U�ÿ�H�Q���� �0�R�U�I�R�O�R�ã�N�L�� �L�]�J�O�H�G���.SMARFP+ stanica je nalik �I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�L�P�D���� �5�D�]�O�L�N�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �G�Y�Lju 

�M�D�V�Q�L�K���S�R�S�X�O�D�F�L�M�D���R�]�Q�D�þ�H�Q�D��je strelicama. A) svijetlo polje; B) RFP 

 

4.3. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���N�R�ã�W�D�Q�H��diferencijacije EMS-a in vitro �± histokemijska analiza 
  

�8�� �R�Y�R�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �V�X metode �L�]�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �R�E�M�D�Y�O�M�H�Q�L�K�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�Ma u kojima su 

dodavanjem askorbinske kiseline i beta-glicerol fosfata �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �S�R�W�L�F�Dli  �N�R�ã�W�D�Q�X��

diferencijaciju EMS-a. Dva su �S�U�R�W�R�N�R�O�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D �X�� �V�Y�U�K�X�� �X�P�Q�D�å�D�Q�M�D�� �L���S�R�W�L�F�D�Q�M�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H��

diferencijacije EMS-a: �������M�H�G�Q�R�V�O�R�M�Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�D kultura (Slika 15.) i 2) protokol koji �X�N�O�M�X�þ�X�M�H��

stvaranje embrioidnih tijela (Slika 16.).  

A       B 
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Slika 15. �3�U�R�W�R�N�R�O���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���P�L�ã�M�L�K���(�0�6-a �± �M�H�G�Q�R�V�O�R�M�Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�D���N�X�O�W�X�U�D. 

 

 

 

Slika 16. �3�U�R�W�R�N�R�O�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �P�L�ã�M�L�K�� �(�0�6-a �± protokol koji �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�D��

embrioidnih tijela.  

 

Tijekom dvadeset i jednog dana �S�R�W�L�F�D�Q�M�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H, svakih je sedam dana 

(vremenski slijed: 7. dan; 14. dan; 21. dan) �U�D�ÿ�H�Q�D�� �S�U�R�F�M�H�Q�D �V�W�X�S�Q�M�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H����

K�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �V�X���X�R�E�L�þ�D�M�H�Qe metode �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �D�Q�D�O�L�]�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L alkalne fosfataze (bojenje na 

alkalnu fosfatazu) i analiza stvaranja mineraliziranog matriksa (metoda von Kossa bojenja). 

EMS stare sedam dana su pokazale aktivnost alkalne fosfataze, koja je postala sve �L�]�U�D�å�H�Q�L�M�D 

�þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�R�J��dana, �D�� �Q�D�M�Y�H�ü�D�� �M�H��dvadeset i prvog dana. Nije primi�M�H�ü�H�Q�D znatna razlika u 

aktivnosti alkalne fosfataze s obzirom na vrstu protokola���� �R�V�L�P�� �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�R�J�� �G�D�Q�D starosti 

kulture kada je aktivnost AP �M�D�þ�D���X���M�H�G�Q�R�V�O�R�M�Q�R�M���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M���N�X�O�W�X�U�L (Slika 17. A, B).  

 

 

EMS medij + LIF         DMEM +20%FBS      �2�V�W�H�R�L�Q�G�X�F�L�U�D�M�X�ü�L���P�H�G�L�M 

�2�V�W�H�R�L�Q�G�X�F�L�U�D�M�X�ü�L���P�H�G�L�M 

 

EMS medij + LIF      DMEM +20%FBS 
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Slika 17. Histokemijska analiza aktivnosti alkalne fosfataze u vremenskom slijedu 7.; 14.; 21. 

�G�D�Q���N�R�ã�W�D�Q�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���(�0�6-a. A �± �S�U�R�W�R�N�R�O���V���M�H�G�Q�R�V�O�R�M�Q�R�P���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P���N�X�O�W�X�U�R�P; B �± 

protokol s embrioidnim tijelima 

 

Dvadeset prvog dana je �S�R�P�R�ü�X metode von Kossa �E�R�M�H�Q�M�D�� �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R stvaranje 

mineraliziranog matriksa u znatnom �S�R�V�W�R�W�N�X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �N�R�O�R�Q�L�M�D�� �L�]�Y�H�G�H�Q�L�K�� �R�G��EMS-a. Nema 

znatne razlike u razini mineralizacije s obzirom na vrstu protokola (Slika 18. A, B).  

 

 

 

Slika 18. Histokemijska analiza mineralizacije metodom von Kossa bojenja dvadeset i prvog 

�G�D�Q�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �(�0�6-a. A �± �S�U�R�W�R�N�R�O�� �]�D�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M�Q�X�� �V�W�D�Q�L�þ�Qu kulturu; B �± 

protokol s embrioidnim tijelima. 

 A        B 

 

 

Dan 7 

 

 

Dan 14 

 

 

Dan 21 

 A         B 
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4.4. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �(�0�6-a in vitro - analiza �L�]�U�D�å�D�M�D��osteoblastnih 

biljega  

 

Nakon histokemijskih metoda, diferencijacija EMS-a prema stanicama �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L�þ�Q�H���O�R�]�H��

dodatno je analizirana metodom RT- PCR. �2�G�U�H�ÿ�H�Q���M�H �L�]�U�D�å�D�M���E�L�O�M�H�J�D���N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�L�K���]�D��

stanice osteoblastne loze: Runx2, osteriks, kolagen tip I, BSP i OC. Od stanica koje su 

usmjerene osteoblastnoj lozi �R�þ�H�N�X�M�H���V�H���S�R�Y�H�üanje glavnih transkripcijskih faktora Runx2 i 

osteriks, �Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���E�L���W�U�H�E�D�O�R���G�R�ü�L���G�R���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D���X���L�]�U�D�å�D�M�X��ostalih navedenih biljega 

osteoblastne loze: kolagena tip 1, BSP-a i OC-a (146). Rezultati �R�Y�R�J���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��pokazali su 

kako nijedan od navedenih biljega �Q�L�M�H���L�]�U�D�å�H�Q���X���Q�H�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�Q�L�P��EMS ili sedmog dana 

nakon �S�R�W�L�F�D�Q�M�D���N�R�ã�W�D�Q�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H EMS-a, �X�S�R�W�U�H�E�O�M�D�Y�D�M�X�ü�L pritom protokol jednoslojne 

�V�W�D�Q�L�þ�Q�H���N�X�O�W�X�U�H�����6�O�L�N�D������.)�����7�L�M�H�N�R�P���þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�R�J���G�D�Q�D���X�R�þ�H�Q�R���M�H �S�R�Y�H�üanje �L�]�U�D�å�D�M�D���E�L�O�M�H�J�D 

BSP i kolagena tip 1. Runx2 biljeg otkriven je �W�H�N���X���þ�H�W�U�G�H�V�H�W���L���G�U�X�J�R�P���G�D�Q�X���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���N�X�O�W�X�U�H����

Jedini biljeg �N�R�M�L���M�H���S�R�N�D�]�D�R���S�R�Y�H�ü�D�Q�L���L�]�U�D�å�D�M���W�Ljekom osteogene �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���M�H���%�6�3�����,�]�U�D�å�D�M��

biljega osteriks i biljega zrelih osteoblasta OC jako je nizak ili nije otkriven tijekom bilo kojeg 

stupnja diferencijacije. Kako bi se potvrdilo �G�D���U�D�]�L�Q�H���N�R�ã�W�D�Q�L�K��biljega u kulturi EMS-a 

�S�R�N�D�]�X�M�X���P�L�Q�L�P�D�O�Q�R���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H, �R�G�U�H�ÿ�H�Q���M�H �L�]�U�D�å�D�M���N�R�ã�W�D�Q�L�K���E�L�O�M�H�J�D��u kulturi MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H��

�V�U�å�L��nakon dvadeset i jednog dana �S�R�W�L�F�D�Q�M�D���N�R�ã�W�D�Q�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H te su dobiveni rezultati 

�P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R���X�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�L. �9�L�G�O�M�L�Y�R���M�H���N�D�N�R���M�H���L�]�U�D�å�D�M���V�Y�L�K���N�R�ã�W�D�Q�L�K���E�L�O�M�H�J�D���X���N�X�O�W�X�U�L���0�0�6-a 

�N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L���Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�R���Y�H�ü�L���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�X�O�W�X�U�X���(�0�6-a.   
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Slika 19. �$�Q�D�O�L�]�D���L�]�U�D�å�D�M�D��osteoblastnih biljega kod nediferenciranih EMS-a, �W�L�M�H�N�R�P���N�R�ã�W�D�Q�H��

diferencijacije transgenskih EMS-a ���S�U�R�W�R�N�R�O�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M�Q�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �N�X�O�W�X�U�H���� �L�� �0�0�6-a �N�R�ã�W�D�Q�H��

�V�U�å�L�� O�G�U�H�ÿ�H�Q���M�H���L�]�U�D�å�D�M���E�L�O�M�H�J�D���5�X�Q�[�������R�V�W�H�U�L�N�V�D (OSX), kolagena tip 1 (COL 1), BSP-a i OC-

a. Nediferencirane EMS upotrebljavale �V�X�� �V�H�� �]�D�� �Q�R�U�P�D�O�L�]�D�F�L�M�X�� �L�]�U�D�å�D�M�D���� �D�� �5�1�$�� �L�]�� �0�0�6-a 

�N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L���N�D�R���S�R�]�L�W�L�Y�Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�D����Undiff ESC �± nediferencirane EMS, Diff D7, D14, D21 i 

D42 �± �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�Q�H�� �(�0�6�� �W�L�M�H�N�R�P�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�R�J�� �Y�U�H�P�H�Q�V�N�R�J�� �S�H�U�L�R�G�D���� �%�0�6�&�� �'�������± MMS 

ko�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L���Q�D�N�R�Q������-�R�J���G�D�Q�D���N�R�ã�W�D�Q�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� 

 

U drugoj seriji pokusa analizirana je diferencijacija EMS-a koje su dobivene digestijom od 

embrioidnih tijela (protokol s embrioidnim tijelima). Stanice su nakon digestije embrioidnih 

tijela �X�P�Q�R�å�D�Y�D�Q�H���W�L�M�H�N�R�P���þ�H�Wiri dana u DMEM-u , �Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���M�H���S�R�W�D�N�Q�X�W�D���R�V�W�H�R�J�H�Q�H�]�D��(EB-

D) ili su nakon digestije izravno podvrgnute osteogenezi (EB-L). �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�� �M�H �L�]�U�D�å�D�M��

osteoblastnih biljega metodom RT-PCR nakon dvadeset i jednog dana �N�R�ã�W�D�Q�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H����

�6�O�L�þ�Q�R�� �Nao kod jednoslojne �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �N�X�O�W�X�U�H��EMS-a, otkrivene su samo niske razine biljega 

kolagena tip 1, BSP-a i vrlo niska razina OC-a. I�]�U�D�å�D�M�� �V�Y�L�K�� �R�V�W�D�O�L�K���N�R�ã�W�D�Q�L�K biljega nije 

vidljiv ili je jako nizak  u usporedbi s diferenciranim �0�0�6���N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L�����6�O�L�N�D������.). 
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Slika 20. �$�Q�D�O�L�]�D���L�]�U�D�å�D�M�D���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�Q�L�K���E�L�O�M�H�J�D���N�R�G���Q�H�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�Q�L�K���(�0�6-a�����W�L�M�H�N�R�P���N�R�ã�W�D�Q�H��

diferencijacije transgenskih EMS-a (protokol s embrioidnim tijelima) i MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� 

�2�G�U�H�ÿ�H�Q�� �M�H�� �L�]�U�D�å�D�M�� �E�L�O�M�H�J�D�� �5�X�Q�[������ �R�V�W�H�U�L�N�V�D�� ���2�6�;������ �N�R�O�D�J�H�Q�D�� �W�L�S�� �� (COL 1), BSP-a i OC-a. 

�1�H�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�Q�H�� �(�0�6�� �X�S�R�W�U�H�E�O�M�D�Y�D�O�H�� �V�X�� �V�H�� �]�D�� �Q�R�U�P�D�O�L�]�D�F�L�M�X�� �L�]�U�D�å�D�M�D���� �D�� �5�1�$�� �L�]�� �0�0�6-a 

�N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �N�D�R�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�D���� �8�Q�G�L�I�I�� �(�6�&���± nediferencirane EMS, EB-L- izravno 

diferencirane EMS, EB-D- EMS diferencirane nakon 4 dana u DMEM-u, BMSC D21 �± MMS 

�N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L���Q�D�N�R�Q������-�R�J���G�D�Q�D���N�R�ã�W�D�Q�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� 

 

4.5. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���N�R�ã�W�D�Q�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���(�0�6-a �S�R�P�R�ü�X izvjestiteljskih transgena  
 

�2�V�L�P�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L�K�� �P�H�W�R�G�D���� �X�� �V�Y�U�K�X�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �(�0�6-a �S�U�D�ü�H�Q�� �M�H 

�L�]�U�D�å�D�M�� �L�]�Y�M�H�V�W�L�W�H�O�M�V�N�L�K�� �W�U�D�Q�V�J�H�Q�D���.SMARFP i Col2.3GFP u osteostimuliranim kulturama 

EMS-a (Slika 21. i 22.). �,�]�U�D�å�D�M�� �P�H�]�H�Q�K�L�Pnog �E�L�O�M�H�J�D�� �.�6�0�$�5�)�3�� �S�U�Lmi�M�H�ü�H�Q je u stanicama 

oko kolonija EMS-a �Y�H�ü��sedmoga dana, dok biljeg Col2.3GFP u tom periodu nije vidljiv. 

Daljnj�R�P���N�X�O�W�L�Y�D�F�L�M�R�P���X���P�H�G�L�M�X���]�D���N�R�ã�W�D�Q�X���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X���L�]�U�D�å�D�M���E�L�O�M�H�J�D���.�6�0�$�5�)�3���S�R�M�D�þ�D�Y�D��
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se kao posljedica diferencijacije EMS-a u mezenhim�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �ý�H�W�U�Q�D�H�V�W�R�J�� �G�D�Q�D starosti 

kulture �X�R�þ�H�Q�� �M�H �P�D�N�V�L�P�D�O�D�Q�� �L�]�U�D�å�D�M�� �E�L�O�M�H�J�D�� �.�6�0�$�5�)�3���� �P�H�ÿ�X�W�L�P�� �Q�L�M�H�� �X�R�þ�H�Q�D aktivnost 

�E�L�O�M�H�J�D�� �]�U�H�O�L�K�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�D�� �&�R�O�������*�)�3���� �,�]�U�D�å�D�M�� �R�E�D�� �E�L�O�M�H�J�D�� �Q�L�M�H�� �S�R�N�D�]�D�R�� �Q�L�N�D�N�Y�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �V��

�R�E�]�L�U�R�P�� �Q�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �S�U�R�W�R�N�R�O�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �(�0�6-a (�S�U�R�W�R�N�R�O�� �V�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M�Q�R�P�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P��

kulturom i protokol s embrioidnim tijelima). Nakon dvadeset i jed�D�Q�� �G�D�Q�� �N�R�ã�W�D�Q�H��

diferencijacije, �L�]�U�D�å�D�M�� �.�6�0�$�5�)�3�� �E�L�O�M�H�J�D�� �]�Q�D�W�Q�R��je smanjen. Usprkos prisutnosti 

mineraliziranih kolonija, detekcija �L�]�U�D�å�D�M�D�� �&�R�O�������*�)�3���X���N�X�O�W�X�U�D�P�D���(�0�6-a diferenciranih po 

�S�U�R�W�R�N�R�O�X���M�H�G�Q�R�V�O�R�M�Q�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���N�X�O�W�X�U�H���Q�L�M�H���E�L�O�D���P�R�J�X�ü�D�����6�O�L�N�D������- dan 21). Signal GFP-a nije 

prim�L�M�H�ü�H�Q �Q�L�� �Q�D�N�R�Q�� �S�U�R�G�X�å�H�W�N�D�� �N�X�O�W�L�Y�D�F�L�M�H�� �G�R�� ������ �G�D�Q�D. Vidljiv je samo pozadinski signal 

mineraliziranog matriksa zelenkaste boje. Kultura EMS-a koja je diferencirana po protokolu s 

embrioidnim tijelima pokazala je svega nekoliko st�D�Q�L�F�D�� �N�R�M�H�� �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X��biljeg Col2.3GFP  

(Slika 22.- 14 i 21 dan).  

 

 

 

Slika 21. Kultura EMS-a �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�Q�L�K���S�R���S�U�R�W�R�N�R�O�X���M�H�G�Q�R�V�O�R�M�Q�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���N�X�O�W�X�U�H�� A-svijetlo 

polje; B �± RFP signal; C �± GFP signal. Epifluorescentno snimanje za GFP nije pokazalo 

aktivnost signala GFP-a, vidljiv je samo pozadinski signal mineraliziranog matriksa 

zelenkaste boje. Signal RFP-a �Q�D�M�L�]�U�D�å�H�Q�L�M�L��je �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�R�J���G�D�Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���N�X�O�W�X�U�H�� 

 

 

Dan 7 

 

 

Dan 14 

 

 

Dan 21 

  A    B    C 
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Slika 22. Kultura EMS-a diferenciranih po protokolu s embrioidnim tijelima. A-svijetlo polje; 

B �± RFP signal; C- GFP signal. Epifluorescentno snimanje za GFP nije pokazalo aktivnost 

signala GFP-a �V�H�G�P�R�J�� �G�D�Q�D���� �9�L�G�O�M�L�Y�R�� �M�H�� �V�Y�H�J�D�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �N�R�M�H�� �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X��biljeg 

Col2.3GFP 14. i 21. �G�D�Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���N�X�O�W�X�U�H���� 

 

Nakon izostanka znatnije aktivacije biljega Col2.3GFP  �L�� �V�O�D�E�R�J�� �L�]�U�D�å�D�M�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K��

osteoblastnih biljega u kulturama transgenskih EMS-a, bilo je potrebno �L�V�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W��

da gensko �L�Q�å�H�Q�M�H�Ustvo �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�V�N�H�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L�� �W�U�D�Q�V�J�H�Qskih EMS-a. U svrhu 

�S�R�W�Y�U�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �G�D��transgeni nisu utjecali na diferencijaciju embrionalnih �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D, 

napravljen je pokus u kojemu je potaknuta �N�R�ã�W�D�Q�D�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�D EMS-a divljeg tipa 

(netransgenskog �P�L�ã�D�����N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �V�H�� �L�V�W�L�P�� �S�U�R�W�R�N�R�O�R�P���V�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M�Q�R�P�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P�� �N�X�O�W�X�U�R�P����

�1�D�N�R�Q���S�U�R�Y�H�G�H�Q�H���D�Q�D�O�L�]�H���L�]�U�D�å�D�M�D���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�Q�L�K���J�H�Q�D��metodom RT-�3�&�5���W�D�N�R�ÿ�H�U���M�H���X�R�þ�H�Q slab 

�L�]�U�D�å�D�M�� �V�Y�L�K�� �J�O�D�Y�Q�L�K osteoblastnih biljega (Slika 23.). Navedene kulture EMS-a divljeg tipa 

pokazale su �V�O�L�þ�Q�X��aktivnost AP i �V�O�L�þ�D�Q���V�W�X�S�D�Q�M���P�L�Q�H�U�D�O�L�]�D�F�L�M�H�����6�O�L�N�D����4.).  

 

 

Dan 7 

 

 

Dan 14 

 

 

Dan 21 

  A    B    C 
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Slika 23. �$�Q�D�O�L�]�D�� �L�]�U�D�å�D�M�D���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�Q�L�K�� �E�L�O�M�H�J�D metodom RT-PCR tijekom 7., 14. i 21. dana 

(D7, D14, D21) �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �(�0�6-a divljeg tipa (netransgenskog �P�L�ã�D���� ���S�U�R�W�R�N�R�O��

�M�H�G�Q�R�V�O�R�M�Q�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �N�X�O�W�X�U�H�� u usporedbi s diferenciranim �0�0�6�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L (21 dan). 

�2�G�U�H�ÿ�H�Q�� �M�H�� �L�]�U�D�å�D�M�� �E�L�O�M�H�J�D�� �5�X�Q�[������ �R�V�W�H�U�L�N�Va (OSX), kolagena tip 1 (COL 1), BSP-a i OC-a. 

Prikazani su rezultati jednog od dva neovisna pokusa. 
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Slika 24. Histokemijska analiza kulture EMS-a divljeg tipa diferencirane po protokolu 

�M�H�G�Q�R�V�O�R�M�Q�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���N�X�O�W�X�U�H tijekom 21 dan. A- Alizarin red bojenje 21. dana starosti �V�W�D�Q�L�þ�Q�H��

kulture; B-von Kossa bojenje 21. �G�D�Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �N�X�O�W�X�U�H���� �6�O�L�N�H�� �$�� �L�� �%���Q�D�þ�L�Q�M�H�Q�H��su fazno-

�N�R�Q�W�U�D�V�W�Q�L�P�� �P�L�N�U�R�V�N�R�S�R�P�� ���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �������[��. C- Analiza aktivnosti alkane fosfataze 7., 14., 

21. �G�D�Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���N�X�O�W�X�U�H�� 

 

4.6. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���N�R�ã�W�D�Qe diferencijacije EMS-a in vivo �± stvaranje teratoma  
 

U svrhu �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�L�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H��EMS-a i aktivacije biljega 

Col2.3GFP in vivo, proveden je pokus intramuskularne transplantacije �± tzv. teratom model. 

Nediferencirane EMS od dvostruko transgenskog �P�L�ã�D���X�P�Q�R�å�H�Q�H su te transplantirane u 

bedreni �P�L�ã�L�ü���L�P�X�Q�R�G�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�Q�R�J���P�L�ã�D�����3�U�L�V�X�W�Q�R�V�W �W�X�P�R�U�V�N�R�J�D���W�N�L�Y�D���S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�D �M�H���ã�H�V�W���W�M�H�G�D�Q�D��

nakon implantacije. Tumorsko tkivo je izdvojeno i pripremljeno �]�D�� �K�L�V�W�R�O�R�ã�N�X�� �R�E�U�D�G�X����Na 

�K�L�V�W�R�O�R�ã�N�L�P���S�U�H�S�D�U�D�W�L�P�D���Y�L�G�O�M�L�Y�� �M�H���V�Q�D�å�D�Q��signal Col2.3GFP-a u pojedinim �S�R�G�U�X�þ�M�L�P�D (Slika 

C  

Dan 7 

 

Dan 14 

 

Dan 21 
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25.). Navedena su �S�R�G�U�X�þ�M�D pozitivno obojena primjenom metode von Kossa bojenja, �ã�W�R�� �M�H��

znak prisutnosti mineraliziranog tkiva (Slika 26.). Naveden�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�X�� �G�D�� �]�U�H�O�L��

osteoblasti koji �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X���&�R�O�������*�)�3���P�R�J�X��nastati diferencijacijom EMS-a u funkcionalnom 

modelu in vivo. Genski konstrukt Col2.3GFP �P�R�å�H��se upotrijebiti kako bi se potvrdila �N�R�ã�W�D�Q�D��

diferencijacija EMS-a.  

 

 

 

  

Slika 25. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���L�]�U�D�å�D�M�D���E�L�O�M�H�J�D Col2.3GFP in vivo tijekom stvaranja teratoma.  

�(�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�H�� �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �N�R�M�H�� �V�X�� �G�R�E�L�Y�H�Q�H�� �R�G�� �.�6�0�$�5�)�3���&�R�O�������*�)�3�� �W�U�D�Q�V�J�H�Qskog �P�L�ã�D��

�W�U�D�Q�V�S�O�D�Q�W�L�U�D�Q�H���V�X���X���I�H�P�R�U�D�O�Q�L���P�L�ã�L�ü���L�P�X�Q�R�G�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�Q�R�J���P�L�ã�D����U novostvorenom teratomskom 

�W�N�L�Y�X���Y�L�G�O�M�L�Y���M�H���V�Q�D�å�D�Q���L�]�U�D�å�D�M��signala Col2.3GFP.  
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Slika 23. Metoda von Kossa bojenja istog preparata koja �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H���S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W���P�L�Q�H�U�D�Oiziranog 

�W�N�L�Y�D���X���S�R�G�U�X�þ�M�L�P�D��u kojima �M�H���L�]�U�D�å�H�Q Col2.3GFP�����8���S�R�N�X�V�X���V�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���þ�H�W�L�U�L���P�L�ã�D���N�R�M�L�P�D��

�V�X���H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�H���P�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���X�E�U�L�]�J�D�Q�H���X���I�H�P�R�U�D�O�Q�L���P�L�ã�L�ü . 
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5. RASPRAVA  
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M�H�]�H�Q�K�L�P�Q�H���P�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L���L���H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�H���P�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���Y�H�ü��su neko vrijeme 

�S�U�H�G�P�H�W�� �Q�D�M�D�N�W�L�Y�Q�L�M�L�K�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �X�� �S�R�G�U�X�þ�M�X transplantacijske regeneracijske medicine i 

�N�R�ã�W�D�Q�R�J�� �W�N�L�Y�Q�R�J�� �L�Q�å�H�Q�M�H�Ustva. U osnovi, �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���X�P�Q�D�å�D�M�X��se in vitro kako bi se 

�S�R�V�W�L�J�D�R���]�D�G�R�Y�R�O�M�D�Y�D�M�X�ü�L���E�U�R�M���V�W�D�Q�L�F�D����potom se usmjeravaju prema osteoblastnoj lozi, a onda 

�V�H�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �S�U�R�J�H�Q�L�W�R�U�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�O�L�� �S�U�H�R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L�� �Q�D�V�D�ÿ�H�Q�L�� �Q�D�� �W�U�R�G�L�P�H�Q�]�L�R�Q�D�O�Q�H�� �Q�R�V�D�þ�H��

�W�U�D�Q�V�S�O�D�Q�W�L�U�D�M�X���Q�D���å�H�O�M�H�Q�R���P�M�H�V�W�R���X���R�U�J�D�Q�L�]�P�X�����7�U�D�Q�V�S�O�D�Q�W�L�U�D�Q�L���S�U�H�R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L���L�O�L���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L���E�L��

trebali djelovati osteoinduktivno i ubrzati integraciju transplantiranog grafta s tkivom 

�G�R�P�D�ü�L�Q�D (176). �1�X�å�Q�R�� �M�H�� �U�D�]�Y�L�W�L��dobro definirane, precizne i ef�L�N�D�V�Q�H�� �S�U�R�W�R�N�R�O�H�� �V�� �W�R�þ�Q�R��

preciziranom metodologijom, poznatim dodat�F�L�P�D�� �L�� �Q�M�L�K�R�Y�L�P�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D�� �N�R�M�L�� �ü�H�� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�W�L��

diferencijacijom �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H �X�� �W�R�þ�Q�R�� �å�H�O�M�H�Q�R�P�� �V�P�M�H�U�X���� �E�H�]�� �N�R�Q�W�D�P�L�Q�D�F�L�M�H�� �V�� �Q�H�å�H�O�M�H�Q�L�P��

�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P�� �O�R�]�D�P�D���� �2�V�R�E�L�W�R�� �M�H�� �Y�D�å�Q�R�� �V�S�U�L�M�H�þ�L�W�L�� �P�R�J�X�ü�H��stvaranje teratoma ako se 

upotrebljavaju �H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�H�� �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H��(177). Takvi bi �S�U�R�W�R�N�R�O�L�� �R�P�R�J�X�ü�L�O�L�� �N�O�L�Q�L�þ�N�X��

�X�S�R�U�D�E�X�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �N�R�G�� �O�M�X�G�L���� �2�V�L�P�� �W�R�J�D, takvi bi �S�U�R�W�R�N�R�O�L�� �R�P�R�J�X�ü�L�O�L�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H��

�P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �N�D�R�� �P�R�G�H�O�D�� �]�D�� �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H�� �R�V�W�H�R�J�H�Q�H�]�H�� �L�� �N�R�ã�W�D�Q�R�J�� �U�D�]�Y�R�M�D in vitro. 

�2�V�W�H�R�J�H�Q�H�]�D�� �M�H�� �Y�L�V�R�N�R���V�O�R�å�H�Q�L���S�U�R�F�H�V���W�L�M�H�N�R�P���U�D�]�Y�R�M�D����pregradnje i cijeljenja kosti u kojemu 

�N�R�ã�W�D�Q�H�� �S�U�R�J�H�Q�L�W�R�U�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �E�L�Y�D�M�X�� �S�U�L�Y�X�þ�H�Q�H�� �Q�D�� �å�H�O�M�H�Q�X�� �O�R�N�D�F�L�M�X�� �W�H��se u interakciji sa 

susjednim stanicama i �E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�D�P�D�� �P�H�ÿ�X�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �W�Y�D�U�L�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�M�X�� �X�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�H���� �1�D��

�G�D�Q�D�ã�Q�M�H�P�� �V�W�X�S�Q�M�X znanstvenih spoznaja �N�R�ã�W�D�Q�D�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�D�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D in vitro 

�P�R�å�H���V�D�P�R���G�R���R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�J���V�W�X�S�Q�M�D���S�U�L�N�D�]�D�W�L���W�D�M���S�U�R�F�H�V�����.�U�D�M�Q�M�L���U�H�]�X�O�W�D�W���N�R�ã�W�D�Q�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H��

in vitro mineralizirani je matriks formiran od strane diferenciranih osteoblasta, dok stvaranje 

in vitro �S�R�W�S�X�Q�R�J�� �P�R�U�I�R�O�R�ã�N�L�� �V�W�U�X�N�W�X�U�L�U�D�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D�� �N�R�V�W�L�� �Q�L�M�H�� �G�R�� �V�D�G�D�� �R�S�L�V�D�Q�R�� �X�� �O�L�W�H�U�D�W�X�U�L����

�2�þ�L�J�O�H�G�Q�R��je da su signali koji su potrebni �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �O�R�]�H�� �]�D�� �R�U�J�D�Q�Lzaciju u 

funkci�R�Q�D�O�Q�H�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �M�H�G�L�Q�L�F�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�L �X�� �H�N�W�R�S�L�þ�Q�R�P�� �S�R�G�U�X�þ�M�X nakon transplantacije, a nisu 

prisutni u in vitro uvjetima (137). I�]�Q�L�P�Q�R�� �M�H�� �W�H�ã�N�R�� �U�D�V�Yijetliti �V�O�R�å�H�Q�H�� �P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�H��

�P�H�K�D�Q�L�]�P�H�� �L�� �V�L�J�Q�D�O�Q�H�� �S�X�W�H�Y�H�� �N�R�M�L�� �N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�M�X�� �S�U�R�F�H�V�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�D�� �N�R�ã�W�D�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D��in vivo. 

�0�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X�� �P�R�G�H�O�� �N�R�M�L�� �M�H�� �O�D�N�R�� �S�R�G�O�R�å�D�Q�� �P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�R�M�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�D�F�L�M�L�� �L��

�J�H�Q�H�W�L�þ�N�R�M�� �P�D�Q�L�S�X�O�D�F�L�M�L���� �7�D�N�R�ÿ�H�U, osteo�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�Q�H�� �P�D�W�L�þ�Q�H stanice su dobar poligon za 

�U�D�]�Y�R�M�� �I�D�U�P�D�N�R�N�L�Q�H�W�L�þ�N�L�K�� �L�� �F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R���J�H�Q�R�W�R�N�V�L�þ�Q�L�K screening testova za biomaterijale i 

lijekove koji se rabe �X���N�R�ã�Wanoj patologiji (178).  

�'�R���R�Y�R�J���W�U�H�Q�X�W�N�D�� �Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D�� �V�X�� �P�Q�R�J�R�E�U�R�M�Q�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �L�� �P�Q�R�ã�W�Y�R��je studija objavljeno o 

�X�V�S�M�H�ã�Q�R�M��in vitro i in vivo �N�R�ã�W�D�Q�R�M���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�L �P�L�ã�M�L�K �0�0�6���N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L���L���(�0�6-a (83, 124-
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126, 135, 160, 179). Mnogo je �G�R�G�D�W�D�N�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�R�� �X�� �V�Y�U�K�X�� �S�U�R�P�R�F�L�M�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �R�Y�L�K��

stanica prema osteoblastnoj lozi. N�D�N�R�Q�� �P�Q�R�J�R�� �R�E�M�D�Y�O�M�H�Q�L�K�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D razvijen je 

relativno jednostavan i jeftin osteogeni hranj�L�Y�L���P�H�G�L�M���N�R�M�L���V�H���G�D�Q�D�V���Q�D�M�Y�L�ã�H upotrebljava. Radi 

se o hranjivom mediju �.�0�(�0  s dodatkom fetusnog �J�R�Y�H�ÿ�H�J seruma, antibiotika, askorbinske 

kiseline i ��-glicerol fosfata. �8�� �R�Y�R�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H upravo taj hranjivi osteogeni 

�P�H�G�L�M���]�D���S�R�W�L�F�D�Q�M�H���N�R�ã�W�D�Q�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���0�0�6-a �N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L���L���(�0�6-a. 

V�H�ü�L�Q�D�� �G�R�� �V�D�G�� �R�E�M�D�Y�O�M�H�Q�L�K�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �N�R�U�L�V�W�L�O�D�� �V�X��se standardnim metodama za dokazivanje 

�N�R�ã�W�D�Q�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���X���]�U�H�O�H���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�H (124, 125). To su �D�Q�D�O�L�]�D�� �L�]�U�D�å�D�M�D��

�J�H�Q�D���N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�L�K���]�D���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�H, histokemijske metode bojenja na alkalnu fosfatazu te von 

Kossa i Alizarin red bojenja, koja s�O�X�å�H kao potvrda mineralizacije. 

Cilj je ovog �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D bio procijeniti sposobnost �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �P�L�ã�M�L�K�� �0�0�6-a 

�N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �L���(�0�6-a in vitro�����W�H���V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W���N�R�ã�W�D�Q�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���P�L�ã�M�L�K��EMS-a in vivo. U 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �V�X �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H spomenute �X�R�E�L�þ�D�M�H�Q�H�� �P�H�W�R�G�H �G�R�N�D�]�L�Y�D�Q�M�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H��

(aktivnost alkalne fosfataze, stupanj mineralizacije i analiza �L�]�U�D�å�D�M�D�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�Q�L�K gena). 

Osim toga, �P�D�W�L�þ�Q�H��su stanice dobivene iz dvostruko transgenskih �P�L�ã�H�Y�D�� �N�R�M�L�� �V�X�� �Q�R�V�L�W�H�O�M�L��

vizualnih biljega mezenhim�Q�L�K���P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D (�.�6�0�$�5�)�3�� i osteoblasta (Col2.3GFP) (151, 

180). �7�R���M�H���R�P�R�J�X�ü�L�O�R���S�U�D�ü�H�Q�M�H���G�L�I�Hrencijacije �L�V�W�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���N�X�O�W�X�U�H���R�G���V�W�D�G�L�M�D���P�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H��

do eventualnog stadija osteoblasta, bez potrebe za prekidom razvoja kulture. Uz standardne 

�P�H�W�R�G�H�� �G�R�N�D�]�L�Y�D�Q�M�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H����aktivacija izvjestiteljskih gena (GFP i RFP) 

karakteristi�þ�Q�L�K�� �]�D�� �V�W�D�G�L�M�� �P�H�]�H�Q�K�L�P�Q�H�� �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�� �V�W�D�G�L�M�� �]�U�H�O�R�J�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�D, dodatno je 

potvrdila diferencijaciju prema osteoblastima. Razvoj transgenskih �P�R�G�H�O�D�� �P�L�ã�M�L�K�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K��

stanica i pouzdanih stadij-�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �Y�L�G�O�M�L�Y�L�K�� �L�]�Y�M�H�V�W�L�W�H�O�M�V�N�L�K�� �E�L�O�M�H�J�D�� �R�W�Y�D�U�D�� �ã�L�Uoke 

�P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L���N�R�Q�W�U�R�O�H���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�L i pouzdanosti �S�U�R�W�R�N�R�O�D���]�D���N�R�ã�W�D�Q�X���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X���P�D�W�L�þ�Q�L�K��

�V�W�D�Q�L�F�D���� �8�þ�L�Q�D�N�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �G�R�G�D�W�D�N�D�� �Q�D�� �S�U�R�F�H�V�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �P�R�å�H��

biti �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R testiran na transgenskim �P�L�ã�M�L�P���P�R�G�H�O�L�P�D���� 

Diferencijacija MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L��koje su dobivene od dvostruko transgenskog �P�L�ã�D��

���.SMA�5�)�3���&�R�O�������*�)�3�����S�U�H�P�D���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���N�R�ã�W�D�Q�H���O�L�Q�L�M�H���S�U�R�Fijenjena je in vitro. Veliki je broj 

�E�L�O�M�H�J�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q���X���V�Y�U�K�X���L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�H���P�H�]�H�Q�K�L�P�Q�L�K���P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L. Biljezi koji 

�V�H���X�R�E�L�þ�D�M�H�Q�R��upotrebljavaju �]�D���R�]�Q�D�þ�D�Y�D�Q�M�H���O�M�X�G�V�N�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���V�X���&�'-146 (181) i Stro-1 (182), 

dok se biljezi nestin (183), �.SMA (184) i osteriks (185) �X�R�E�L�þ�D�M�H�Q�R��upotrebljavaju za 

�L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�X�� �S�R�S�X�O�D�F�L�M�H�� �P�L�ãjih mezenhim�Q�L�K�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D���N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L���� �2predijeljenost 

mezenhim�Q�L�K�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L��prema k�R�ã�W�D�Q�R�M�� �O�L�Q�L�M�L�� �L�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�D prema 
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osteoblastima jasno je �G�H�I�L�Q�L�U�D�Q�D���� �7�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L�� �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L koji imaju glavnu ulogu u 

�U�H�J�X�O�D�F�L�M�L�� �L�]�U�D�å�D�M�D�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�Q�L�K�� �J�H�Q�D��su prepoznati, to su Runx2 i osteriks. Oni se 

upotrebljavaju kao biljezi �N�R�M�L�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�M�X��st�D�G�L�M�� �N�R�ã�W�D�Q�L�K�� �S�U�R�J�H�Q�L�W�R�U�D���� �6�W�D�G�L�M�� �S�U�H�R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�D��

�R�]�Q�D�þ�H�Q���M�H��izr�D�å�D�M�H�P���D�O�N�D�O�Q�H���I�R�V�I�D�Waze (58), OP-a, i BSP-a. Stadij zrelih osteoblasta �P�R�å�H���E�L�W�L��

procijenje�Q�� �W�H�P�H�O�M�H�P�� �L�]�U�D�å�D�M�D �E�L�O�M�H�J�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X OC i DMP-1. Uz navedene biljege, u ovom 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R��su upotrijebljeni vizualni biljezi kako bi �V�H�� �R�]�Q�D�þ�L�O�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�� �V�W�D�G�L�M�L 

�N�R�ã�W�D�Q�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���O�L�Q�L�M�H���� �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��Kalaj�]�L�üa i sur. ukazuju na to �G�D�� �M�H�� �L�]�U�D�å�D�M��

biljega �.SMARFP �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�D�Q���]�D���V�W�D�G�L�M���P�H�]�H�Q�K�L�P�Q�H���P�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H�� dok je �L�]�U�D�å�D�M��biljega 

Col2.3GFP karakteristika zrelih osteoblasta (146, 151, 184). Rezultati navedenih �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��

ukazuju na to da se mezenhim�Q�H�� �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �N�R�M�H�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �L�]�U�D�å�D�M��biljega �.SMARFP 

mogu diferencirati u zrele osteoblaste �L�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�W�L�� �L�]�U�D�å�D�M�� �&�R�O�������*�)�3����Rezultati ovoga 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �X�� �V�N�O�D�G�X��su s �U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�L�K�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���� �1�D�N�R�Q�� �L�]�R�O�D�F�L�M�H����

�0�0�6�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �K�U�D�Q�M�H�Qe su u bazalnim uvjetima tijekom sedam dana te su sedmog dana 

�V�R�U�W�L�U�D�Q�H�� �V�� �R�E�]�L�U�R�P�� �Q�D�� �L�]�U�D�å�D�M��biljega �.�6�0�$�5�)�3���� �3�R�V�W�R�W�D�N�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �N�R�M�H�� �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X��biljeg 

�.�6�0�$�5�)�3 iznosio je 23.5 %. �.�X�O�W�X�U�H�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �V�X�� �K�H�W�H�U�R�J�H�Q�H���� �W�D�N�R�� �G�D�� �Y�H�üinu 

�V�W�D�Q�L�F�D�� �V�H�G�P�R�J�� �G�D�Q�D�� �X�� �N�X�O�W�X�U�L�� �þine stanice hematopoetske loze���� �Y�H�üinom makrofazi. Biljeg 

�.�6�0�$�5�)�3 je �D�N�W�L�Y�D�Q�� �X�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�L�þnog izgleda te nije aktivan u stanicama 

hematopoetske loze. Sortirane stanice su diferencirane �S�U�H�P�D�� �N�R�ã�W�D�Q�R�M�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �O�L�Q�L�M�L��

�N�R�U�L�V�W�H�ü�L��se pri tome osteo�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�M�X�ü�Lm hranjivim medijem. �5�H�]�X�O�W�D�W�L���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���X�N�D�]�X�M�X��

na smanjenje aktivnosti transgena �.SMARFP devetog dana osteogene stimulacije�����ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H 

�Q�D�� �S�R�þ�H�W�D�N�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �X�� �V�P�M�H�U�X�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�Q�L�K�� �S�U�R�J�H�Q�L�Wora i zrelih osteoblasta. 

Devetog dana starosti kulture �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H prim�L�M�H�ü�H�Q�D�� �V�Q�D�å�Q�D aktivnost biljega zrelih 

osteoblasta Col2.3GFP���� �ã�W�R�� �M�H�� �M�D�V�Q�R�� �Y�L�G�O�M�L�Y�R�� �X�� �N�R�P�S�R�]�L�W�Q�R�P�� �S�U�L�N�D�]�X�� �N�R�M�L�P�� �V�X�� �S�Ueklopljene 

slike kulture snimljene GFP i RFP filterima (Slika 10.). Aktivnost zrelih osteoblasta i 

�S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�� �P�L�Q�H�U�D�O�L�]�L�U�D�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D�� �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Qo je metodom von Kossa bojenja. 

Dokazana je �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �P�L�Q�H�U�D�O�L�]�D�F�L�M�H�� �G�H�Y�H�W�R�J�� �G�D�Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �N�X�O�W�X�U�H, dok prije dodavanja 

osteoinduktivnih faktora nema tragova mineraliziranog matriksa (Slika 11.). �.�R�Q�D�þ�Q�X���S�R�W�Y�U�G�X 

sposobnosti diferencijacije MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �X�� �]�U�H�O�H�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�H�� �G�D�O�D�� �M�H�� �D�Q�D�O�L�]�D �L�]�U�D�å�D�M�D��

�E�L�O�M�H�J�D���N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�L�K���]�D���]�U�H�Oe osteoblaste. Metodom RT-PCR �R�G�U�H�ÿ�H�Q���M�H �L�]�U�D�å�D�M���E�L�O�M�H�J�D��OC 

�L�� �%�6�3���� �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �F�F�D�� ���������� �[�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �U�D�]�L�Q�H�� �E�L�O�M�H�J�D�� �%�6�3�� �X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P��

kulturama devetog dana osteodiferencijacije u odnosu na nulti dan osteodiferencijacije (Slika 

12.). Razina biljega BSP u diferenciranim kulturama MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �S�U�L�E�O�L�å�Q�D�� �M�H�� �U�D�]�L�Q�L��

�%�6�3�� �X�� �]�U�H�O�R�P�� �N�R�ã�W�D�Q�R�P�� �W�N�L�Y�X���� �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H�� �S�U�L�P�M�H�ü�H�Q�R���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� ���F�F�D�� �������� �[���� �E�L�O�M�H�J�D�� �2�&���� �6��
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obzirom na to da OC predstavlja biljeg zrelih osteoblasta, �O�R�J�L�þ�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �Q�M�H�J�R�Y�H��

relativne raz�L�Q�H�� �Q�L�M�H���W�R�O�L�N�R�� �L�]�U�D�å�H�Q�R�� �M�H�U�� �M�H���G�H�Y�H�W�R�J���G�D�Q�D���R�V�W�H�R�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �V�D�P�R���G�L�R���V�W�D�Q�L�F�D��

dosegao stadij zrelog osteoblasta. �1�D�Y�H�G�H�Q�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �X�N�D�]�X�M�X�� �Q�D�� �X�V�S�M�H�ã�Q�X�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X��

MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �X�� �]�U�H�O�H�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�H�� �7�D�N�R�ÿ�H�U, �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �M�H �G�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �N�R�M�H�� �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X��

biljeg �.SMARFP predstavljaju populaciju mezenhim�Q�L�K���P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���W�H���L�P�D�M�X���V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W��

aktivacije biljega Col2.3GFP, odnosno potencijal diferencijacije u zrele osteoblaste. �8�V�S�M�H�ã�D�Q��

protokol �N�R�ã�W�D�Q�H��diferencijacije MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L���Q�D�Y�H�G�H�Q���X���R�Y�R�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���X���V�N�O�D�G�X���M�H��

s rezultatima drugih autora �N�R�M�L���V�X���W�D�N�R�ÿ�H�U���X�V�S�M�H�ã�Q�R���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�O�L���0�0�6���N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L��(83). 

�1�D�N�R�Q���ã�W�R���M�H���S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�D �V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W���N�R�ã�W�D�Q�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���0�0�6-a �N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L�����V�O�M�H�G�H�ü�L��je cilj 

�R�Y�R�J�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D bio procijeniti sposobnost �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �P�L�ã�M�L�K�� �(�0�6-a u �V�W�D�Q�L�F�H�� �N�R�ã�W�D�Q�H��

linije. �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �R�E�M�D�Y�O�M�H�Q�L�K�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��(186, 187) navode �G�Y�D�� �U�D�]�O�L�þ�Lta protokola 

�N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H��EMS-a: protokol s embrioidnim tijelima i izravni diferencijacijski 

protok�R�O���� �8�� �R�Y�R�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �V�X�� �R�E�D�� �S�U�R�W�R�N�R�O�D�� �X�� �V�Yrhu procjene njihove 

�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�L���� 

Za diferencijaciju EMS-a �S�U�H�P�D�� �N�R�ã�W�D�Q�R�M�� �O�L�Q�L�M�L�� �Q�X�å�Q�D je njihova diferencijacija kroz 

�P�H�ÿ�X�V�W�D�G�L�M�� �P�H�]�H�Q�K�L�P�Q�H�� �P�D�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H. Za identifikaciju stadija MMS-a upotrijebljen je 

vizualni biljeg �.�6�0�$�5�)�3���� �D�� �]�D�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�X�� �V�W�D�G�L�M�D�� �]�U�H�O�L�K�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�D�� �E�L�O�M�H�J�� �&�R�O�������*�)�3����

Diferencijacija EMS-a, koje su dobivene od dvostruko transgenskog �P�L�ã�D, prema stanicama 

�N�R�ã�W�D�Q�H�� �O�L�Q�L�M�H�� �S�U�R�F�L�M�H�Q�M�H�Q�D�� �M�H in vitro (primarna kultura EMS-a) i in vivo (intramuskularnom 

transplantacijom �V�W�D�Q�L�F�D���L���S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�L�P���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�P teratoma). 

Nakon uklanjanj�D�� �H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�L�K�� �P�L�ã�M�L�K�� �I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�D�� �L�� �/�,�)-a �L�]�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �N�X�O�W�X�U�D potaknuta je 

diferencijacija EMS-a �S�U�H�P�D�� �N�R�ã�W�D�Q�R�M���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M��liniji te je procjenjivana tijekom tri tjedna. 

Rezultati �R�Y�R�J�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��pokazali su da �V�W�D�Q�L�F�H�� �S�R�S�U�L�P�D�M�X�� �I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�L�þ�Q�L���R�E�O�L�N���W�H��da �Y�H�ü�L�Q�D��

�V�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�U�D�å�D�Y�D signal �.SMARFP. Navedeno ukazuje na njihovo usmjeravanje prema 

�P�H�]�H�Q�K�L�P�Q�L�P�� �P�D�W�L�þ�Q�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D���� �.�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �Y�L�G�O�M�L�Y�R��na Slici 14., signal �.SMARFP nije 

�L�]�U�D�å�H�Q���X�Q�X�W�D�U���V�D�P�L�K���N�R�O�R�Q�L�M�D���(�0�6-a�����D�O�L���M�H���M�D�N�R���L�]�U�D�å�H�Q���X��stanicama nalik fibroblastima koje 

�R�N�U�X�å�X�M�X��kolonije EMS-a.  

Nakon prvog tjedna primi�M�H�ü�H�Q�D�� �M�H aktivnost alkalne fosfataze u kulturama EMS-a, koja se 

�E�O�D�J�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�O�D�� �W�L�M�H�N�R�P tri tjedna kultivacije. Metodom von Kossa bojenja dokazana je 

�S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �P�L�Q�H�U�D�O�L�]�L�U�D�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D�� �Q�D�N�R�Q�� ������ �G�D�Q�D�� �R�V�W�H�R�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���� �ã�W�R�� �E�L�� �W�U�H�E�D�O�R��

predstavljati potvrdu diferencijacije EMS-a u zrele osteoblaste. Rezultati nisu pokazali razliku 
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u aktivnosti alkalne fosfataze i razini mineralizacije s obzirom na vrstu protokola za 

diferencijaciju EMS-a. 

�3�U�H�P�D�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D�� �.�D�O�D�M�]�L�üa i sur. (180)���� �L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D�� �R�Y�R�J�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� kultura MMS-a 

�N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L���S�R�N�D�]�X�M�H���S�R�V�W�X�S�Q�R���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H���X���L�]�U�D�å�D�M�X���E�L�O�M�H�J�D �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�L�K���]�D���N�R�ã�W�D�Q�R���W�N�L�Y�R 

tijekom navedenog vremenskog perioda osteodiferencijacije. Dakle, znakovito je da stanice 

�N�R�M�H�� �V�X�� �X�V�P�M�H�U�H�Q�H�� �N�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�Q�R�M�� �O�R�]�L�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �S�R�Y�H�üanje glavnih transkripcijskih faktora 

Runx2-a i osteriksa, �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D��dolazi do �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D���X�� �L�]�U�D�å�D�M�X��ostalih navedenih biljega 

osteoblastne loze: kolagena tip 1, BSP-a i OC-a (146). Rezultati �R�Y�R�J���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D pokazali su 

kako nijedan od navedenih biljega �Q�L�M�H�� �L�]�U�D�å�H�Q�� �X�� �Q�H�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�Qim EMS ili sedmog dana 

nakon �S�R�W�L�F�D�Q�M�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H EMS-a. �7�L�M�H�N�R�P�� �þ�H�W�U�Q�D�H�V�W�R�J�� �G�D�Q�D���X�R�þ�L�O�L�� �V�P�R��

�S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �L�]�U�D�å�D�M�D�� �E�L�O�M�H�J�D�� �%�6�3 i kolagena tip 1. Biljeg Runx2 otkriven je tek u �þ�H�W�U�G�H�V�H�W�� �L��

drugom danu jednoslojne �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �N�X�O�W�X�U�H���� �-�H�G�L�Q�L�� �E�L�O�M�H�J���N�R�M�L�� �M�H�� �S�R�N�D�]�D�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�L�� �L�]�U�D�å�D�M��

ti�M�H�N�R�P�� �R�V�W�H�R�J�H�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �M�H�� �%�6�3���� �,�]�U�D�å�D�M�� �E�L�O�M�H�J�D�� �R�V�W�H�U�L�N�V i biljega zrelih osteoblasta 

OC jako je nizak ili nije otkriven tijekom bilo kojeg stupnja diferencijacije. Treba spomenuti 

kako otkrivanje malog porasta �L�]�U�D�å�D�M�D��navedenih gena u �N�R�ã�W�D�Q�R-diferenciranim kulturama 

EMS-a u odnosu na nediferencirane kulture EMS-a, �N�R�M�H���R�S�ü�H�Q�Lto pokazuju mali ili nikakav 

�L�]�U�D�å�D�M �N�R�ã�W�D�Q�L�K���E�L�O�M�H�J�D, nije dovoljno za potvrdu diferencijacije u zrele osteoblaste. Stoga je u 

�R�Y�R�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���X�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�D razina �N�R�ã�W�D�Q�L�K biljega u kulturi osteodiferenciranih EMS sa 

razinom �N�R�ã�W�D�Q�L�K biljega u osteodiferenciranoj kulturi MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� Niska razina 

�L�]�U�D�å�D�M�D�� �V�Y�L�K�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�Q�L�K�� �E�L�O�M�H�J�D�� �X�� �N�X�O�W�X�U�D�P�D�� �(�0�6-a osobito je vidljiva u usporedbi s 

razinom istih biljega u kulturi MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L nakon dvadeset i jednoga dana poticanja 

�N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���� �9�L�G�O�M�L�Y�R�� �M�H�� �N�D�N�R�� �M�H�� �L�]�U�D�å�D�M�� �V�Y�L�K�� �N�R�ã�W�D�Q�L�K�� �E�Lljega u kulturi MMS-a 

�N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �W�L�V�X�ü�D�� �S�X�W�D �Y�H�ü�L�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�X�O�W�X�U�X�� �(�0�6-a���� �7�D�N�R�ÿ�H�U, dodatno je 

�M�H�G�Q�R�V�O�R�M�Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�D���N�X�O�W�X�U�D EMS-a procjenjivana tijekom kasnijeg vremenskog perioda (42. 

dan), �X�� �V�O�X�þ�D�M�X da se EMS diferenciraju sporije od MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L���� �0�H�ÿ�X�W�L�P, �L�]�U�D�å�D�M��

�N�R�ã�W�D�Q�L�K���E�L�O�M�H�J�D���M�H���V�O�D�E��i nakon 42 dana osteostimulacije. �-�H�G�L�Q�L���E�L�O�M�H�J���N�R�M�L���M�H���S�R�N�D�]�D�R���V�Q�D�å�Q�L�M�L��

porast bio je BSP. S obzirom �G�D���Q�L�M�H���X�R�þ�H�Q �M�D�þ�L���L�]�U�D�å�D�M���G�U�X�J�L�K���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�Q�L�K���E�L�O�M�H�J�D�����Q�D�Y�H�G�H�Q�L��

�M�D�þ�L�� �L�]�U�D�å�D�M�� �%�6�3-a �P�R�å�H�� �V�H��pripisati s�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �N�R�M�H�� �Q�L�V�X�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�L���� �P�L�V�O�H�ü�L�� �S�U�L�� �W�R�P�H�� �Q�D��

stanice koje su diferencirane iz EMS-a i sudjeluju u stvaranju placente in vivo (188). 

�%�U�R�M�Q�D�� �S�U�L�M�D�ã�Q�M�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �S�R�W�Y�U�G�L�O�D�� �V�X�� �X�V�S�M�H�ã�Q�X �N�R�ã�W�D�Q�X�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X embrionalnih 

�P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D analizom stupnja mineralizacije �L���L�]�U�D�å�D�M�D���N�R�ã�W�D�Q�L�K���J�H�Q�D (126, 187, 189-191). 

�8�� �O�L�W�H�U�D�W�X�U�L�� �V�X�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �R�S�L�V�D�Q�L�� �L�� �R�S�U�H�þ�Q�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L���� �(�Y�D�Q�V�� �L�� �V�X�U����(192) �V�X�� �X�� �V�Y�R�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X��
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�X�V�S�R�U�H�ÿ�L�Y�D�O�L�� �V�W�X�S�D�Q�M�� �P�L�Q�H�U�D�O�L�]�D�F�L�M�H�� �L�� �L�]�U�D�å�D�M�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�Q�L�K�� �J�H�Q�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�U�L�P�D�U�Q�L�K�� �N�X�O�W�X�U�D 

�P�L�ã�M�L�K EMS-a, MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �L�� �N�D�O�Y�D�U�L�M�V�N�L�K�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�D�� �N�X�O�W�L�Y�L�U�D�Q�L�K�� �X��

�R�V�W�H�R�V�W�L�P�X�O�L�U�D�M�X�ü�H�P�� �P�H�G�L�M�X���� �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �Q�M�L�K�R�Y�R�J�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �V�X��u�N�D�]�D�O�L�� �Q�D�� �Y�H�ü�L�� �V�W�X�S�D�Q�M��

mineralizacije kod kultura EMS-a za razliku od kultura MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �L�� �N�D�O�Y�D�U�L�M�V�N�L�K��

�R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�D�����0�H�ÿ�X�W�L�P, razine osteoblastnih biljega (Runx2, AP, kolagen tip 1, OC) bile su 100 

- �����������[���Y�H�ü�H���X���N�X�O�W�X�U�D�P�D���0�0�6-a �N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L���L���N�D�O�Y�D�U�L�M�V�N�L�K���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�X�O�W�X�U�H��

EMS-a. Autori su primijetili znat�D�Q�� �E�U�R�M�� �P�U�W�Y�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �X�� �N�R�ã�W�D�Q�L�P�� �þ�Y�R�U�L�ü�L�P�D���� �=�D�N�O�M�X�þ�Q�R����

�V�P�D�W�U�D�M�X�� �G�D�� �V�H�� �Y�L�V�R�N�D�� �U�D�]�L�Q�D�� �P�L�Q�H�U�D�O�L�]�L�U�D�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D�� �N�R�M�D�� �M�H�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�D�� �N�R�G�� �N�X�O�W�X�U�H�� �(�0�6-a 

�P�R�å�H�� �S�U�L�S�L�V�D�W�L�� �G�L�V�W�U�R�I�L�þ�Q�R�M�� �Q�H�W�L�S�L�þ�Q�R�M�� �P�L�Q�H�U�D�O�L�]�D�F�L�M�L�� �Y�H�]�D�Q�R�M�� �]�D�� �V�O�R�M�H�Y�H�� �Q�H�N�U�R�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� a 

ne sintezi posredovanoj zrelim osteoblastima���� �6�O�L�þ�Q�H��rezultate navode Both i sur. (137). koji 

su primijetili  �V�P�D�Q�M�H�Q�X�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���P�L�ã�M�L�K��i ljudskih EMS-a u stanice kosti. 

Rezultati ovog �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��in vitro �X�� �S�R�W�S�X�Q�R�V�W�L�� �V�X�� �X�� �V�N�O�D�G�X�� �V�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P�� �(�Y�D�Q�Va i sur. 

(192) kao i s rezultatima Botha i sur. (137). Rezultati ovog i spomenutih �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���X�N�D�]�X�M�X��

�Q�D�� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�X�� �G�D�� �N�R�ã�W�D�Q�D�� �G�L�I�H�Uencijacija EMS-a �P�R�U�D�� �E�L�W�L�� �S�D�å�O�M�L�Y�R�� �S�U�R�P�D�W�U�D�Q�D��jer �L�]�U�D�å�D�M��

alkalne fosfataze i prisutnost mineralizacije (pozitivno von Kossa i Alizarin red bojenje) nisu 

�G�R�Y�R�O�M�D�Q�� �N�U�L�W�H�U�L�M�� �]�D�� �S�U�R�F�M�H�Q�X�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H��EMS-a. Evans i sur. (192) smatraju da 

nakupljanje iona k�D�O�F�L�M�D�� �N�R�M�L�� �V�H�� �S�R�M�D�Y�O�M�X�M�H�� �W�L�M�H�N�R�P�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H��EMS-a u velikoj 

mjeri nije ovisno o osteoblastima. Naime, metoda bojenja Alizarin red  otkriva prisutnost 

kalcija koji je vezan za anorganski anion, �þ�L�P�H�� �V�D�P�D�� �P�H�W�R�G�D�� �Q�L�M�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D�� �]�D�� �R�W�N�U�L�Y�D�Q�M�H��

mineralizacije posredovane osteoblastima. Kako su navedene metode �Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H, proces 

�N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H��minimalno se mora potvrditi kombinacijom ovih metoda i metode 

�D�Q�D�O�L�]�H���L�]�U�D�å�D�M�D���J�H�Q�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K���]�D���N�R�ã�W�D�Q�R���W�N�L�Y�R. �7�D�N�R�ÿ�H�U�����N�D�N�R���E�L���V�H���V�D���V�L�J�X�U�Q�R�ã�ü�X���S�R�W�Y�U�G�L�O�D 

sposobnost �P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�� �]�D�� �N�R�ã�W�D�Q�X��diferencijaciju, prikladno je koristiti se modelima in 

vivo, �N�D�R�� �ã�W�R �V�X�� �H�N�W�R�S�L�þ�Q�R�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�� �N�R�V�W�L��i sposobnost cijeljenja �N�R�ã�W�D�Q�L�K�� �G�H�I�H�N�D�W�D�� �N�U�L�W�L�þ�Q�H��

�Y�H�O�L�þ�L�Q�H. 

�.�D�N�R�� �E�L�� �G�R�ã�O�R�� �G�R �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H, hranjivom se �P�H�G�L�M�X�� �G�R�G�D�M�H�� ��-glicerolfosfat, koji 

bude hidroliziran djelovanjem osteoblastne alkalne fosfataze, �þ�L�P�H���Q�D�V�W�D�M�X���I�R�V�I�D�W�L���S�R�W�U�H�E�Q�L���]�D��

�P�L�Q�H�U�D�O�L�]�D�F�L�M�X�� �N�R�ã�W�D�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D��(58). �%�X�G�X�ü�L�� �G�D �M�H�� �D�O�N�D�O�Q�D�� �I�R�V�I�D�W�D�]�D�� �N�O�M�X�þ�Q�D�� �]�D�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�L��

proces, �Q�X�å�Q�R�� �M�H�� �L�V�W�D�N�Q�X�W�L�� �G�D�� �M�H�� �D�O�N�D�O�Q�D�� �I�R�V�I�D�W�D�]�D�� �L�]�U�D�å�H�Q�D u drugim tkivima, kao i u 

nediferenciranim EMS prije �S�R�þ�H�W�N�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� Dakle, mineralizacija matriksa 

�P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �S�R�V�U�H�G�R�Y�D�Q�D�� �D�O�N�D�O�Q�R�P�� �I�R�V�I�D�W�D�]�R�P�� �L�]�� �G�U�X�J�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �D�� �Q�H�� �V�D�P�R�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�Q�R�P��

alkalnom fosfatazom. �8�R�E�L�þ�D�M�H�Q�L��se protokoli za diferencijaciju koriste visokom 

koncentracijom egzogenog ��-glicerolfosfata za koji �S�U�L�M�D�ã�Q�M�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�Ma navode da uzrokuje 
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�G�L�V�W�U�R�I�L�þ�Q�R odlaganje minerala (193, 194). �.�R�U�L�V�W�H�ü�L��se protokolom �N�R�M�L�� �Q�L�M�H�� �X�N�O�M�X�þ�L�Y�D�R�� ��-

glicerolfosfat u hranjivom mediju, Evans i sur. (192) nisu primijetili znatniju prisutnost Ca++ 

iona (metodom Alizarin red ) u kulturama EMS-a, �ã�W�R �P�R�å�H�� �X�N�D�]�L�Y�D�W�L na ulogu ��-

glicerolfosfata �X���S�U�R�F�H�V�X���G�L�V�W�U�R�I�L�þ�Q�H���P�L�Q�H�U�D�O�L�]�D�F�L�M�H�� 

Nadalje, jedno od �P�R�J�X�ü�L�K���R�E�M�D�ã�Q�M�H�Qja kojim se mo�å�H�� �R�E�M�D�V�Q�L�W�L�� �V�Wvaranje mineraliziranog 

matriksa u kulturi �X�� �N�R�M�R�M�� �Q�L�M�H�� �G�R�ã�O�R�� �G�R��osteoblastne diferencijacije, �V�Q�D�å�Q�D��je korelacija 

�L�]�P�H�ÿ�X��mineralizacije i smrti stanice. Naime, poznato je da je �S�D�W�R�O�R�ã�N�D�� �P�L�Q�H�U�D�O�L�]�D�F�L�M�D�� �þ�H�V�W�R��

povezana s apoptozom i nekrozom stanica in vivo (195). Poznato je da nek�U�R�W�L�þ�Q�R�� �W�N�L�Y�R��

stimulira nepravilnu mineralizaciju u uvjetima in vivo i in vitro zbog sklonosti nakupljanju 

�Q�H�W�R�S�O�M�L�Y�L�K�� �V�R�O�L�� �N�R�M�H�� �V�D�G�U�å�H�� �N�D�O�F�L�M�� �L�� �I�R�V�I�D�W��(196-198). Nakupine EMS-a �V�X�� �G�H�E�H�O�H�� �Y�L�ã�H�V�O�R�M�Q�H��

strukture pa �S�R�V�W�R�M�L���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���G�D, zbog smanjene opskrbe hranjivim tvarima, stanice u centru 

podlegnu nekrozi i �G�L�V�W�U�R�I�L�þ�Q�R�M���N�D�O�F�L�I�L�N�D�F�L�M�L��  

�,�]�� �V�Y�H�J�D�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�R�J�� �Y�L�G�O�M�L�Y�D�� �M�H�� �L�]�U�D�]�L�W�D�� �V�O�R�å�H�Q�R�V�W�� �X�� �S�R�V�W�X�S�N�X�� �L�Q�W�H�U�S�U�H�W�D�F�L�M�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L��

mineralizacije u kulturi koja je dobivena iz EMS-a. 

U ovom �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H sustav vidljivih transgena kako bi se procijenio proces 

�N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�Uencijacije in vitro i in vivo. �.�D�O�D�M�]�L�ü�� �L�� �V�X�U���� �X�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�L�P��su �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D��

dokazali kako je promotor �&�R�O�������� �L�]�U�D�åen u stanicama koje su sposobne stvarati minerale 

(osteoblastima) i u stanicama koje �V�H�� �Q�D�O�D�]�H���X���N�R�ã�W�D�Q�R�P�� �P�D�W�U�L�N�V�X���W�M����osteocitima (180, 199). 

Rezultati ovog is�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���X�N�D�]�X�M�X��na to da kod dvostruko transgenske linije EMS-a koja je 

razvijena �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�D�� �X�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�Q�X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �O�L�Q�L�M�X�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�D izr�D�å�D�M�H�P biljega 

Col2.3GFP. �7�U�L�� �W�M�H�G�Q�D�� �Q�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �V�H��je�G�Q�R�V�O�R�M�Q�R�M�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �N�X�O�W�X�U�L EMS-a dodavao medij za 

�N�R�ã�W�D�Q�X��diferencijaciju, nije se primijetio �L�]�U�D�å�D�M��biljega Col2.3GFP, iako je primi�M�H�ü�H�Qa 

�V�Q�D�å�Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W AP-a �L�� �W�D�O�R�å�H�Q�M�H�� �P�L�Q�H�U�D�Oa. U �M�H�G�Q�R�P�� �R�G�� �þ�H�W�L�U�Lju pokusa u kojima su 

upotrijebljene stanice dobivene iz embrioidnih tijela, dokazan je malen broj stanica koje 

�L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X��biljeg Col2.3GFP. Dakle, u uvjetima in vitro �N�R�ã�W�D�Q�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���L�]�U�D�å�D�M��biljega 

Col2.3GFP �E�L�R�� �M�H�� �P�L�Q�L�P�D�O�D�Q�� �L�O�L�� �Q�H�S�R�V�W�R�M�H�üi. Nakon izostanka znatnije aktivacije biljega 

Col2.3GFP in vitro �L�� �V�O�D�E�R�J�� �L�]�U�D�å�D�M�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�Q�L�K�� �E�L�O�M�H�J�D�� �X�� �N�X�O�W�X�U�D�P�D��

�W�U�D�Q�V�J�H�Q�L�þ�Q�L�K���(�0�6-a, morala se �L�V�N�O�M�X�þ�L�W�L���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���G�D���M�H���J�H�Q�H�W�L�þ�N�D���P�D�Q�L�S�X�O�D�F�L�M�D���S�U�R�Pijenila 

diferencijacijske sposobnosti transgenskih EMS. Stoga je u �V�O�M�H�G�H�ü�H�P�� �S�R�N�X�V�X��potaknuta 

�N�R�ã�W�D�Q�D�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�D EMS-a divljeg tipa (netransgenskog �P�L�ã�D����kori�V�W�H�ü�L�� �V�H�� istim 

protokolom �V�� �M�H�G�Q�R�V�O�R�M�Q�R�P�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P�� �N�X�O�W�X�U�R�P���� �1�D�N�R�Q�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�H�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �L�]�U�D�å�D�M�D��

osteoblastnih gena metodom RT-PCR, �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H�� �Y�L�Gl�M�L�Y�� �V�O�D�E�� �L�]�U�D�å�D�M�� �V�Y�L�K�� �J�O�D�Y�Q�L�K��



�����Œ�]�}���Z���‰�]���U�����]�•���Œ�š�����]�i�� 
 
 

62 
 

osteoblastnih biljega (Slika 23). Navedene kulture EMS-a divljeg tipa �S�R�N�D�]�X�M�X�� �V�O�L�þ�Q�X��

aktivnost AP-a i sl�L�þ�D�Q�� �V�W�X�S�D�Q�M�� �P�L�Q�H�U�D�O�L�]�D�F�L�M�H, kao i kulture transgenskih EMS-a (Slika 24.). 

�=�D�N�O�M�X�þ�H�Q�R���M�H da GFP transgeni nisu utjecali na diferencijaciju EMS-a.  

�9�H�ü�L�Q�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �X�� �Vvojim protokolima �]�D�� �N�R�ã�W�D�Q�X�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X�� �(�0�6-a upotrebljava 

�R�V�Q�R�Y�Q�H�� �R�V�W�H�R�J�H�Q�H�� �G�R�G�D�W�N�H�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� ��-glicerolfosfat, askorbinska kiselina i deksametazon 

(124, 130). Buttery i sur. (124) u svom su is�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���S�U�Y�L��upotrijebili spomenute dodatke te 

su nakon 21 dan kultivacije potvrdili prisutnost mineraliziranog matriksa metodama von 

Kossa i Alizarin red boje�Q�M�D�����7�D�N�R�ÿ�H�U�����P�L�Q�H�U�D�O�L�]�L�U�D�Q�L���þ�Y�R�U�L�ü�L���E�L�O�L���V�X���S�R�]�L�W�L�Y�Q�L���Q�D���N�R�O�D�J�H�Q���W�L�S������

i osteokalcin. �6�X�S�U�R�W�Q�R���Q�D�Y�H�G�H�Q�R�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���%�X�W�W�H�U�\ja i sur., �U�H�]�X�O�W�D�W�L���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���(�Y�D�Q�V�D���L��

sur.(192) ukazali su �Q�D�� �Y�H�ü�L�� �V�W�X�S�D�Q�M�� �P�L�Q�H�U�D�O�L�]�D�F�L�M�H�� �N�R�G�� �N�X�O�W�X�U�D�� �(�0�6-a u odnosu na kulture 

MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L���L���N�D�O�Y�D�U�L�M�V�N�L�K���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�D�����N�R�U�L�V�W�H�ü�L��se pritom istim dodatcima hranjivom 

�P�H�G�L�M�X���� �0�H�ÿ�X�W�L�P, razine osteoblastnih biljega (Runx2, AP, kolagen tip 1, OC) bile su 100 - 

���������� �[�� �Y�H�ü�H�� �X�� �N�X�O�W�X�U�D�P�D�� �0�0�6-a �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �L�� �N�D�O�Y�D�U�L�M�V�N�L�K�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�D�� �X���R�G�Q�R�Vu na kulture 

EMS-a. Rezultati ovog �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D �Q�L�V�X�� �S�R�W�Y�U�G�L�O�L�� �Y�H�O�L�N�X�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�L�K��

�R�V�W�H�R�V�W�L�P�X�O�L�U�D�M�X�ü�L�K�� �G�R�G�D�W�D�N�D�� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �(�0�6-a in vitro, te su u 

potpunosti u skladu s rezultatom Evansa i sur. Drugi su se �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�þ�L�� �N�R�U�L�V�Wili drugim 

dodatcima �R�V�Q�R�Y�Q�R�P���K�U�D�Q�M�L�Y�R�P���P�H�G�L�M�X���N�D�R���ã�W�R���V�X: �U�H�W�L�Q�R�L�þ�Q�D���N�L�V�H�O�L�Q�D��(125, 200), kompaktin 

(125), vitamin D3 (126), BMP 2 (125, 201) i FGF (202). Njihovi su rezultati pokazali da 

�Q�D�Y�H�G�H�Q�L�� �G�R�G�D�W�F�L�� �G�R�Y�R�G�H�� �G�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�J�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�D�� �P�L�Q�H�U�D�O�L�]�L�U�D�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D�� �L�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�J��

�L�]�U�D�å�D�M�D�� �N�R�ã�W�D�Q�R-�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �E�L�O�M�H�J�D �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �2�&���� �2�3���� �R�V�W�H�R�Q�H�N�W�L�Q���� �%�6�3�� �L�� �$�3���� �.�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H��

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���G�R�G�D�W�D�N�D���X���S�U�R�W�R�N�R�O�L�P�D���R�Q�H�P�R�J�X�ü�X�M�H���Lzravnu usporedbu rezultata ovog i navedenih 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��  

Na temelju rezultata ovog �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D, evidentno je da je �X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H��

EMS-a in vitro manja u odnosu na �N�R�ã�W�D�Qu diferncijaciju MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L���� �(�0�6�� �V�X��

�S�O�X�U�L�S�R�W�H�Q�W�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �W�H�� �P�R�U�D�M�X�� �S�U�R�ü�L�� �G�X�å�L�� �S�X�W�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���� �N�R�M�L�� �Q�D�N�R�Q�� �U�D�]�Y�R�M�D�� �W�U�L�M�X��

�]�D�P�H�W�Q�L�K�� �O�L�V�W�L�ü�D���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �P�H�]�H�Q�K�L�P�Q�L�� �P�H�ÿ�X�V�W�D�G�Lj na putu do eventualnog nastanka zrelih 

osteoblasta. S druge strane, �0�0�6�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L���Y�H�ü��su usmjerene prema stanicama 

mezenhimne loze, �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L��i osteoblastnu lozu. Tako �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�� �S�R�V�W�R�W�D�N�� �0�0�6-a �N�R�ã�W�D�Q�H��

�V�U�å�L�� �L�]�U�D�å�D�Y�D�� �R�V�W�H�R�E�O�D�V�Wni biljeg AP. Bez obzira na to, �Q�H�� �P�R�U�D�� �Q�X�å�Q�R�� �]�Q�D�þ�L�W�L�� �G�D�� �V�Y�H�� �V�W�D�Q�L�F�H��

koje su AP pozitivne imaju sposobnost  �V�W�Y�D�U�D�Q�M�D���N�R�ã�W�D�Q�R�J���W�N�L�Y�D��in vivo (95). Iz navedenog je 

vidljivo da je �S�X�Q�R�� �]�D�K�W�M�H�Y�Q�L�M�H�� �S�U�R�Q�D�ü�L�� �X�V�S�M�H�ã�Q�H�� �L�� �S�U�H�F�L�]�Q�H�� �S�U�R�W�R�N�R�O�H�� �]�D�� �N�R�ã�W�D�Q�X��
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diferencijaciju EMS-a, ali je �L�V�W�R�� �W�D�N�R�� �Q�X�å�D�Q�� �R�S�U�H�]�D�Q�� �S�U�Lstup prilikom analize sposobnosti 

�N�R�ã�W�D�Q�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H��MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L.  

Kako bi se dokazalo da se transgen Col2.3GFP ipak �P�R�å�H�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�W�L�� �X��zrelim osteoblastima 

dobivenim iz transgenskih EMS-a, u drugoj seriji pokusa napravljena je procjena �N�R�ã�W�D�Q�H��

diferencijacije transgenskih EMS-a in vivo. Nediferencirane transgenske EMS transplantirane 

su u �E�H�G�U�H�Q�L���P�L�ã�L�ü���L�P�X�Q�R�G�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�Q�R�J���P�L�ã�D��kako bi se stvorio teratom. Rezultati su ukazali na 

�S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �N�R�ã�W�D�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D�� �X�Q�X�W�D�U�� �W�H�U�D�W�R�P�D���� �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H primi�M�H�ü�H�Q�D jaka aktivnost biljega 

�&�R�O�������*�)�3�� �X�� �S�R�G�U�X�þ�M�L�P�D��u kojima se nalazilo �N�R�ã�W�D�Q�R tkivo. Dakle, u uvjetima in vivo 

transgenske EMS pokazale su sposobnost spontane diferencijacije u zrele osteoblaste i 

aktivacije biljega Col2.3GFP. Navedeni rezultat potvrdio je korisnost izvjestiteljskog biljega 

Col2.3GFP kao biljega zrelih osteoblasta prilikom procjene �N�R�ã�W�D�Q�H��diferencijacije EMS-a. 

Rezultati ovog �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���X���V�N�O�D�G�X���V�X���V���U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���%�R�W�Ka i sur.(137). Both i sur. 

u svom su �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �X�V�S�M�H�O�L�� �G�R�N�D�]�D�W�L�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X�� �P�L�ã�M�L�K�� �(�0�6-a �X�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �O�R�]�H��

�N�R�U�L�V�W�H�ü�L���V�H�� �W�D�N�R�ÿ�H�U��istim teratomskim modelom. U teratomskom modelu nediferencirane 

�(�0�6���V�S�R�Q�W�D�Q�R���L�� �Q�D�V�X�P�L�þ�Q�R���G�Lferenciraju �X���V�W�D�Q�L�F�H���V�Y�D���W�U�L���]�D�P�H�W�Q�D�� �O�L�V�W�L�ü�D, a time i �X���N�R�ã�W�D�Q�R��

tkivo. �0�H�ÿ�X�W�L�P, navedeni je model upotrijebljen samo kao potvrda sposobnosti diferencijacije 

EMS-a u stani�F�H�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �O�R�]�H�� premda pluripotentnost nediferenciranih EMS-a �L�� �S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�D��

sposobnost stvaranja teratoma predstavlja �Y�H�O�L�N�L�� �Q�H�G�R�V�W�D�W�D�N�� �N�R�M�L�� �R�W�H�å�D�Y�D�� �Q�M�L�K�R�Y�X�� �S�U�L�P�M�H�Q�X�� �X��

�W�N�L�Y�Q�R�P���L�Q�å�H�Q�Merstvu. Iz svega navedenog, �Y�L�G�O�M�L�Y�D���M�H���Q�X�å�Q�R�V�W���U�D�]�Y�R�M�D���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�J���L���S�U�H�F�L�]�Q�R�J��

protokola za usmjeravanje diferencijacije EMS-a �X�� �V�P�M�H�U�X�� �W�R�þ�Q�R�� �å�H�O�M�H�Q�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �O�R�]�H, bez 

�N�R�Q�W�D�P�L�Q�D�F�L�M�H���Q�H�S�R�å�H�O�M�Q�L�P���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P���O�R�]�D�P�D���L���V�W�Y�D�U�D�Q�M�D���W�H�U�D�W�R�P�D�� 

Rezultati ovog �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �X�N�D�]�X�M�X�� �Q�D�� �Q�X�å�Q�R�V�W���R�S�U�H�]�Q�R�J�� �S�U�L�V�W�X�S�D�� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �S�U�R�F�M�H�Q�H�� �N�R�ã�W�D�Q�H��

diferencijacije EMS-a. Prisutnost pozitivnog bojenja na AP i mineralizacija nisu dovoljni 

pokazitelji prisutnosti �]�U�H�O�L�K���R�V�W�H�R�E�O�D�V�W�D�����6�Q�D�å�Q�D��je osteogeneza �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�D���M�D�N�L�P �S�R�Y�H�ü�D�Qjem 

�L�]�U�D�å�D�M�D osteokalcina, �N�D�R�� �ã�W�R�� �M�H��to vidljivo u primarnoj kulturi MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L (180). 

EMS dobivene od �.�6�0�$�5�)�3���&�R�O�������*�)�3�� �P�L�ã�D���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X�� �P�R�G�H�O���N�R�M�L���V�H�� �P�R�å�H��upotrijebiti 

u svrhu procjene njihove sposobnosti za stvaranje kosti u in vitro i in vivo uvjetima. Jedna od 

�]�D�G�D�ü�D���E�X�G�X�ü�L�K���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D jest �S�U�R�Q�D�O�D�å�H�Q�M�H �G�H�W�D�O�M�Q�L�K�����W�R�þ�Q�L�K���L���X�V�S�M�H�ã�Q�L�K��protokola kojima �ü�H��

se diferencijacija EMS-a ciljano usmjeriti prema zrelim osteoblastima, �N�R�U�L�V�W�H�ü�L��se pritom 

jasnim kriterijima kako bi se procijenila �S�U�L�S�D�G�Q�R�V�W�� �N�R�ã�W�D�Q�R�M���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �O�L�Q�L�M�L i funkcijska 

sposobnost osteoblasta za stvaranje �N�R�ã�W�D�Q�R�J���P�D�W�U�L�N�V�D�����3�U�H�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P���O�L�W�H�U�D�W�X�U�H���]�D�N�O�M�X�þ�H�Q�R���M�H��

da je ovo �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Qje prvo koje je upotrijebilo �L�]�U�D�å�D�M transgena Col2.3GFP kao biljega zrelih 
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osteoblasta u osteodiferenciranoj kulturi EMS-a���� �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �R�Y�R�J�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �X�N�D�]�X�M�X�� �G�D��

transgenske EMS koje nose transgen Col2.3GFP, predstavljaju �P�R�G�H�O���S�R�P�R�ü�X���N�R�M�H�J�D���V�H���P�R�å�H��

procijeniti �N�R�ã�W�D�Q�D diferencijacija EMS-a. 
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Rezul�W�D�W�L���R�Y�R�J���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���X�N�D�]�X�M�X���Q�D���V�O�M�H�G�H�ü�H���]�D�N�O�M�X�þ�N�H�� 

 

1. MMS �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �G�R�E�L�Y�H�Q�H�� �L�]�� �G�Y�R�V�W�U�X�N�R transgenskog �P�L�ã�D�� �.�6�0�$�5�)�3���&�R�O�������*�)�3��

�S�R�N�D�]�X�M�X�� �L�]�U�D�å�D�M�� �.�6�0�$�5�)�3�� �E�L�O�M�H�J�D���� �1�D�N�R�Q�� �S�R�W�L�F�D�Q�M�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H��

�.�6�0�$�5�)�3���� �V�W�D�Q�L�F�H��se diferenciraju u Col2.3GFP+ stanice, tj. u zrele osteoblaste, 

pokazuju sposobnost mineralizacije i u �]�Q�D�W�Q�R�M�� �P�M�H�U�L�� �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X�� �W�L�S�L�þ�Q�H�� �E�L�O�M�H�J�H�� �]�U�H�O�L�K��

osteoblasta (BSP, OC). MMS �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L�� �L�P�D�M�X�� �V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �X�� �]�U�H�O�H��

osteoblaste u in vitro uvjetima. 

 

2. EMS dobivene iz dvostruko transgenskog �P�L�ã�D���.�6�0�$�5�)�3���&�R�O�������*�)�3 pokazuju slabu 

aktivnost biljega Col2.3GFP �Q�D�N�R�Q�� �S�R�W�L�F�D�Q�M�D�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H u in vitro 

�X�Y�M�H�W�L�P�D�����7�D�N�R�ÿ�H�U���S�R�N�D�]�X�M�X���V�O�D�E��porast �N�R�ã�W�D�Q�L�K��diferencijacijskih biljega (kolagen tip 

1, BSP, OC, Runx2 i osteriks), koji bi potvrdili diferencijaciju EMS-a u smjeru zrelih 

osteoblasta. Primi�M�H�ü�H�Q�D�� �M�H��znatna aktivnost AP-a i prisutnost mineraliziranog 

matriksa. 

 

3. Rezultati �X�S�X�ü�X�M�X �Q�D�� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�X�� �G�D�� �N�R�ã�W�D�Q�D�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�D�� �(�0�6-a �P�R�U�D�� �E�L�W�L�� �S�D�å�O�M�L�Y�R��

promatrana jer �L�]�U�D�å�D�M�� �D�O�N�D�O�Q�H�� �I�R�V�I�D�W�D�]�H�� �L�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �P�L�Q�H�U�D�O�L�]�D�F�L�M�H�� �Q�L�V�X�� �G�R�Y�R�O�M�D�Q��

kriterij za p�R�W�Y�U�G�X���X�V�S�M�H�ã�Q�H �N�R�ã�W�D�Q�H���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���(�0�6-a. 

 

4. Rezultati po�N�D�]�X�M�X�� �G�D�� �M�H�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �(�0�6-a in vitro znatno 

�P�D�Q�M�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�ã�W�D�Q�X�� �G�L�I�H�Uencijaciju MMS-a �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L���� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L��se pri tom 

standardnim protokolima �]�D���N�R�ã�W�D�Q�X���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X���P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�� 

 

5. Dvostruko transgenske EMS pokazuju sposobnost diferencijacije u zrele osteoblaste 

�N�R�M�L�� �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X��biljeg Col2.3GFP u funkcionalnom modelu in vivo �± teratom model. 

�*�H�Q�V�N�L�� �N�R�Q�V�W�U�X�N�W���&�R�O�������*�)�3�� �P�R�å�H�� �V�H upotrijebiti kako bi se potvrdila diferencijacija 

EMS-a u zrele osteoblaste. 
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6. MMS i EMS dobivene od transgenskog �P�L�ã�D �.�6�0�$�5�)�3���&�R�O�������*�)�3�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X 
�P�R�G�H�O�� �N�R�M�L�� �V�H�� �P�R�å�H��upotrijebiti u svrhu procjene njihove sposobnosti za stvaranje 
kosti u uvjetima in vitro i in vivo. 
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