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1. UVOD

2013. godine, austrijska kriticarka hrane Hanni Riitzler imala je priliku prva pod okom javnosti
okusiti burger vrijedan 330,000 $. Dakako, to nije bio konvencionalan burger, ve¢ pljeskavica
proizvedena in-vitro uzgojem stanica govedine. Bilo je to djelo nizozemskog znanstvenika
Marka Posta te njegovog tima koji su se, svjesni uloge animalne agrikulture u klimatskim
promjenama, neetickom tretiranju zZivotinja te neodrzivosti mesne industrije, odlucili na ovaj
projekt. Dogadaj popracen velikim brojem medija oznacen je kao uspjesan: osim pozitivnih
ocjena kritiCara, sluzio je kao svojevrsni akcelerator podrucja stani¢ne agrikulture. U prilog
tomu idu i investicije u podrucje, koje su 2016.-2021. iznosile 1,93 milijardi $, a samo u 2021.
1,38 milijardi $ (71 % ukupnih investicija), $to jasno naznacuje kako je podrucje u naglom
usponu te da je ovo tek zacetak ozbiljnih znanstvenih istrazivanja, bilo u privatnim tvrtkama
ili javnim institucijama (Cohen 1 sur., 2022).

Stani¢na agrikultura je znanstveno podrucje usredotoeno na uzgoj konvencionalnih
agrikulturalnih proizvoda iz stani¢nih kultura. Koristenjem biotehnoloskih metoda, moguce je
rekapitulirati proizvode kao $to su koza, meso (govedina, svinjetina, perad, plodovi mora, ali i
neke egzoti¢ne Zivotinje), mlijeko i jaja izbjegavajuci na taj nacin Stetne ucinke tradicionalne
zivotinjske agrikulture, a dobivajuéi na kraju proizvod identi¢an, ili superiorniji, onom
konvencionalnom.

S obzirom da je in-vitro uzgoj mesa nedvojbeno mogu¢ i obecavajuci proces, a da na putu ka
komercijalizaciji 1 upregnuéu proizvodnih pogona industrijskih razmjera stoji niz zapreka,
ukljucujuéi zavr$nu cijenu proizvoda i tehnoloska pitanja, cilj ovog rada, osim rekapitulacija
osnova proizvodnje Cistog mesa, je analiza tehnoloskih prepreka, najnovijih tehnologija za
njihovo svladavanje, aktivnih podrucja rada i isticanje inovacijskih prioriteta te dati generalni

pregled trenutnog stanja industrije.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MOTIVACIJA ZA PROIZVODNJU ALTERNATIVNIH PROTEINA

Odavno je poznato da je trenutni sustav industrijske animalne agrokulture neodrziv. Opéenito,
danasnji sustavi za proizvodnju proteina odgovorni su za pojedinac¢no najvecu antropogensku
upotrebu zemljista te su jedan od vodecih pokretaca kréenja Suma (Song i sur., 2018). Tocnije,
koriste 70% agrokulturalno relevantne zemlje, odnosno 30% kopnene povrSine Zemlje
(Steinfeld, 2006). Specifi¢no, vise od 1/4 zemlje bez leda koristi se za ispasu stoke, a 1/3
namijenjena je hranidbi domacih Zivotinja (Shapiro, 2018). Ako broj uzgojenih zivotinja za
hranu nastavlja rasti, jednostavno nece postojati dovoljno obradive povrSine za opskrbu
svjetskog stanovnistva tolikom koli¢inom Zivotinjskih proizvoda. Istina je, nazalost, da se do
2050. ocekuje potrosnja mesa za 70% veéa u odnosu na 2011. $to sa sobom nosi povecanje
emisija staklenic¢kih plinova za 80% od 2014. Doista, sektor animalne agrokulture je odgovoran
za 18% emisija svih staklenickih plinova, $to je viSe nego emisije cijelog prometnog sustava
zajedno (Steinfeld, 2006). Ako Covjecanstvo zeli ikakvu Sansu u ispunjavanju zahtjeva
Pariskog sporazuma, odnosno ograni¢avanju globalnog zatopljenja do 1,5 °C u odnosu na
predindustrijsku razinu, klju¢no je istaknuti da je isto nemoguée realizirati bez znacajnih
promjena u sustavu hrane. Dapace, Cak 1 da se sve emisije iz industrije fosilnih goriva odmah
zaustave, emisije iz prehrambene industrije bi onemogucile ispunjavanje navedenog zahtjeva
(Clark 1 sur., 2020). Navedene tvrdnje proizlaze iz ¢injenice da su zivotinje termodinamicki
neucinkoviti sustav za proizvodnju hrane. Za proizvodnju jedne kalorije govedine, govedo
mora pojesti 23 kalorije hrane, koja bi se inace mogla koristiti za direktnu ljudsku potrosnju.
Drugim rijeima, prema autorici knjige “Diet for a small planet”, za cijenu sto¢ne hrane
potrebne za proizvodnju tipicnog odreska od 250g, moguce je nahraniti 45-50 gladnih ljudi
Salicom kuhanih Zitarica. Pored svega, sigurnost mesnih proizvoda je upitna, pocevsi od
fekalne kontaminacije koja je toliko sveprisutna da je mesna industrija, znajuci da je uzrok
problema nerjesiv, godinama lobirala da se meso ozracuje prije dolaska do potroSaca (Shapiro,
2018). Konvencionalno meso je, nadalje, naj¢es¢i uzrok potencijalno fatalnih infekcija,
uzrokovanih bakterijama poput Listeria 1 Salmonella. Takve bakterije nerijetko evoluiraju u
superbakterije - bakterije koje su razvile otpornost na konvencionalne antibiotike. PreSiroka

upotreba antibiotika omogucuje malom broju vrsta bakterija prirodno imunom na odredeni ili



sve antibiotike da se umnoze i tako postanu dominantne vrste bakterija u odredenoj populaciji.
Ovaj problem je itekako relevantan jer se 80% svih antibiotika administrira sto¢nim
zivotinjama (Landers i sur., 2012). S obzirom da protiv takvih bakterija nema lijeka, do 2050.
se ocCekuje smrtnost od 10 milijjuna ljudi godisnje kao direktne posljedice zaraze
superbakterijama. Stavimo li to u perspektivu, imajuc¢i na umu da je u 2 godine zbog Covida-
19 u svijetu preminulo 5.3 milijuna ljudi, jasno je da je oCekivana smrtnost zbog superbakterija
gotovo 4x veca od Covida-19. Istrazivanje provedeno 2014. od strane americke nezavisne
organizacije Consumer reports (2014) na uzorku od 300 pile¢ih prsa pronaslo je da je 97%
uzoraka sadrzavalo opasne bakterije poput Salmonella, Campylobacter i E. coli te da je oko
pola njih sadrzavalo barem jednu bakteriju otpornu na 3 ili viSe uobicajeno prepisanih
antibiotika, a vise od polovice sadrzavalo je i fekalnu kontaminaciju. Kako bi maksimizirali
njihovu ucinkovitost, farmeri Zivotinje drze u malim, skucenim prostorima, idealnima za
Sirenje raznih patogena. Na taj nacin industrija igra ulogu 1 u nastanku novih virusa. Naime, %
svih zaraznih bolesti u ljudi dolazi od zivotinja (CDC, 2021).

Unato¢ godinama zalaganja organizacija za prava zivotinja, postotak vegetarijanaca je
stagnirao na oko 2 do 5 % u posljednjih 3 desetljeca (Shapiro, 2018). Jasno je da je potreban
nov i inovativan pristup ovome problemu. Alternativni proteini, pri ¢emu se primarno misli na
mesne nadomjeske na biljnoj bazi te kultivirano meso, mogu igrati vode¢u ulogu u revoluciji
prehrambene industrije tako §to znacajno mogu smanjiti emisije staklenickih plinova dok u isto
vrijeme osloboditi znacajne koli¢ine obradivog zemljiSta koje se, zauzvrat, mozZe iskoristiti za
dodatne strategije za ublaZavanje klimatskih promjena te ocuvanja bioloSke raznolikosti.
Umyjesto koristenja zemljista za uzgoj hrane za stoku te dodatnog zemljista za uzgoj same stoke,
ta zemlja se moZe prenamijeniti za uzgoj hrane za direktnu ljudsku potrosnju ili za sirovine za
proizvodnju kultiviranog mesa, koje, u odnosu na konvencionalno meso, ima zna¢ajno manji
omjer pretvorbe sirovina u hranu. Trenutno je znanstveno stajaliSte da mesni nadomjestak na
biljnoj bazi koristi do 99 % manje zemljista nego konvencionalno proizvedena govedina, dok
kultivirano meso mozZe koristiti 95 % manje (Sinke 1 Odegard, 2021). Tranzicija na odrzive
izvore proteina ima potencijal smanjiti emisije za 14-20 % od onoga potrebnog za ispunjavanje
zahtjeva PariSkog sporazuma, Sto je 10-14 gigatona ekvivalenta CO> manje godiSnje. Taj
mitigacijski potencijal ukljucuje redukciju emisija kao utjecaja smanjene deforestacije zbog
uzgoja stoke 1 njihove hrane te smanjene direktne emisije iz sektora, a ne ukljucuje sekvestaciju
CO2, koja bi takoder doprinijela sa smanjenih 5 gigatona CO> godi$nje (Hayek i sur., 2020).

Medutim, s obzirom da industrija kultiviranog mesa sadrzi brojna, znanosti dosad nerjeSiva
3



pitanja da bi dosegla skalu dovoljnu za Siroku komercijalizaciju proizvoda (o kojima ¢e biti
rijeci kasnije), naspram premija proizvoda, dostupnih u samo odabranim restoranima (trenutno
jedino komercijalno dostupno kultivirano meso je kultivirana piletina firme ,,Eat Just* u
singapurskom restoranu), postavlja se logicko pitanje zaSto svu paznju ne usmjeriti na mesa na
biljnoj bazi? Odgovor je jednostavan: problem industrije zivotinjskih proizvoda je toliko velik
da mu treba pristupiti s raznih uglova, kao Sto danasnje odrzive alternative fosilnim gorivima
ukljucuju solarne, geotermalne i vjetrom proizvedene izvore energije. Osim legislativnih
problema u nazivlju proizvoda, upitno je bi li proizvodi na biljnoj bazi, koliko god okusom bili
sli¢ni, od strane potrosaca ikada dobili kulturolosku konotaciju mesa, dok je kultivirano meso

upravo to — meso.

2.2. PROCES PROIZVODNJE KULTIVIRANOG MESA

Kultivirano, €isto ili in-vitro (eng. cultured/cultivated/clean) meso (laboratorijski uzgojeno,
kao naziv, se izbjegava zbog negativne percepcije potrosaca i jer na industrijskoj skali nece biti
uzgajano u laboratorijima ve¢ u prehrambenim postrojenjima nalik pivovarama (Shapiro,
2018) je pravo zivotinjsko meso proizvedeno kultivacijom Zivotinjskih stanica. Cisto meso
nastoji replicirati konvencionalno proizvedeno meso u svakom pogledu, tako da se posebna
paznja usmjerava na pravilne tipove i raspodjelu stanica kao §to su u zivotinjskom tkivu, a
takoder 1 na senzorne (primarno gustativne $to ukljucuje i teksturu, ali i vizualne te oflaktivne
karakteristike) 1 nutritivne karakteristike mesa. Mimika 1 u¢inkovitost su dva klju¢na zahtjeva
koje ova nova tehnologija mora ispuniti kako bi proizvodnja dostigla komercijalnu skalu. Kako
bi postalo “novo normalno” meso mora imati okus identi¢an ili bolji te cijenu jednaku ili nizu
od konvencionalnog mesa. Naspram konvencionalnog uzgoja, ne ukljucuje usmréivanje
zivotinje, ve¢ se stanice biopsijom prikupljaju iz tkiva Zive zivotinje, iako je i1 post-mortem
prikupljanje stanica moguce. Kulture preuzete na ove nacine nazivaju se primarne kulture
stanica (Freshney, 2016). Alternativno, mogu se koristiti pluripotentne mati¢ne stanice, poput
embrionskih mati¢nih stanica (ESC) ili induciranih pluripotentnih mati¢nih stanica (iPSC). I s
primarnim i s pluripotentnim stanicama, ponekad je pozeljno provesti sortiranje stanica u svrhu

izolacije onih s pozeljnim fenotipom (slika 1).
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Slika 1. Shematski prikaz proizvodnje kultiviranog mesa (Reiss i sur., 2021)

Polinemni nosad

lako je meso kompleksno tkivo sacinjeno od priblizno 90% misi¢nih vlakna, 10% masti i
vezivnog tkiva te manje od 1% krvi, trenutno se vecina proizvodnje bazira na koriStenju
skeletnih miSi¢nih stanica te adipocita, za koje se smatra da su minimalne potrebne komponente
za rekapitulaciju mesa in-vitro (Reiss i sur., 2021; Post 1 sur., 2020). Dodatno, moguce je
koristiti primarne stani¢ne linije iz specifi¢nih organa ili tkiva za proizvodnju mesa organa,
npr. foie gras izveden iz hepatocita (Shapiro, 2018), ili ostalih organa npr. riblji pliva¢i mjehur.
Tijekom rane faze kulture stanica, prioritet je odrzati stanice u stadiju proliferacije kako bi se
dobio velik broj stanica koji se moze koristiti za proizvodnju prikladne mase kultiviranog mesa
(Reiss i sur., 2021). Opcenito, sam proces proizvodnje moZe se podijeliti na 2 faze: proliferacija
- gdje je cilj dobivanje §to veceg broja stanica iz pocetne Sarze stanica te diferencijacija i
sazrijevanje stanica - stanice se nacjepljuju na nosace te tamo sazrijevaju, a zatim se inducira
proizvodnja Sto veceg broja proteina (stanje hipertrofije) (Djisalov i sur., 2021). Kako bi se
postigla ekspanzija na velikoj skali, bioreaktor je kljucan uredaj za odrzavanje velikog broja
stanica funkcionalnim, dok istodobno omogucuje difuziju nutrijenata i mehanicku stimulaciju

stanica 1/ili nosaca potrebnu za osnazivanje i pravilno usmjeravanje stanica, odnosno tkiva.

5


https://www.theguardian.com/lifeandstyle/2018/jan/31/eat-it-without-the-guilt-the-story-of-the-worlds-first-clean-foie-gras

Tehnike koje se koriste za uzgoj ¢istog mesa primarno su preuzete iz tkivnog inzenjerstva,
podrucja koje se oslanja na 3 klju¢ne tehnicke komponente: stanice, stani¢ni signali i nosaci.
Primarna funkcija nosaca je pruzanje strukturalne podrske te sazrijevanje stanica (Reiss 2021).
Medutim, s obzirom da je tkivo nacinjeno u biomedicinske svrhe tradicionalno optimizirano
za poboljSanu uspjeSnost transplantacije te Sto manji imunosni odgovor, bit ¢e potrebno
adresirati specificne razlike koje se javljaju kod proizvodnje kultiviranog mesa, od kojih se
najvise isti¢e okus. Naime, meso sadrzi nekoliko tisu¢a molekula koje doprinose okusu (amino
kiseline, hemoproteini, sumporni i karbonilni spojevi, lipidi, kratki peptidi 1 dodatne hlapive

supstance) (Ben-Arye i sur., 2020).

2.3. STANICNE LINLJE

Pravilan odabir stani¢nih linija je iznimno bitan jer on diktira velik broj krajnjih karakteristika
proizvoda (eng. downstream varijable) ukljuujuci okus, teksturu i izgled. Za pocetne stanice
je najpoZzeljnije odabrati one sa kapacitetom samo obnavljanja i sposobnos¢u diferencijacije u
tipove stanica koje stvaraju miSi¢no (ili adipocitno/vezivno) tkivo. Samo obnavljanje se
definira kao sposobnost stanice za kontinuiranu replikaciju i proliferaciju, pritom zadrzavajuci
potencijal diferencijacije u 1 ili viSe tkivnu lozu (Freshney, 2016). Mati¢ne stanice ispunjavaju
sve potrebne karakteristike, stoga su one najce$¢i odabir za pocetak proizvodnje. Postoje 2
glavna tipa mati¢nih stanica pogodnih za proizvodnju Cistog mesa: odrasle mati¢ne stanice i
pluripotentne mati¢ne stanice. Sve poznate tehnike baziraju se na koristenju mati¢nih stanica,
ali postoje 3 razli¢ita poCetna pristupa in-vitro miogenezi: kultura misi¢nih mati¢nih stanica
(satelitnih ~ stanica), usmjerena diferencijacija pluripotentnih stanica te direktno
reprogramiranje koriStenjem transgeneze. Neki od primjera uspje$no provedenih izolacija
satelitnih stanica ukljucuju one porijeklom iz goveda (Post i van der Weele, 2014) i svinje
(Ding 1 sur., 2017). Ucinkovita derivacija stabilnih pluripotentnih mati¢nih stanica takoder je
demonstrirana na govedu (Bogliotti i sur., 2018), a Genovese i sur. (2017) uspjesno su pokazali
mogucénost induciranih pluripotentnih mati¢nih stanica (iPSC) porijeklom iz svinje da tvore

skeletne miotubule.

2.3.1 Odrasle maticne stanice

Odrasle mati¢ne stanice su nediferencirane progenitorske stanice koje obitavaju u specificnim
organima i tkivima u Zivotinja te su naj¢e$¢i izbor za proizvodnju kultiviranog mesa (Reiss 1
sur., 2021). Te stanice su multipotentne, Sto znaci da se mogu diferencirati u razlicite tipove
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stanica u specifi¢noj lozi stanica, ali su vise limitirane od pluripotentnih, odnosno totipotentnih,
koje imaju sposobnost diferencijacije u stanice svih triju slojeva zametnih listica (npr.
embrijske mati¢ne stanice. U neposrednoj blizini skeletnog misi¢nog tkiva prisutne su 3 klju¢ne
progenitorske maticne stanice (stanice potomci mati¢nih stanica) za proizvodnju kultiviranog
mesa: miSi¢ne satelitne stanice, koje su koriStene za proizvodnju prvog kultiviranog
hamburgera (Post i van der Weele, 2014) , mezenhimalne mati¢ne stanice (MSC; stromalne,
odnosno stanice koje sainjavaju vezivno tkivo) te fibroadipogenski progenitori (FAP). U
kombinaciji, MSCs, FAPs 1 satelitne stanice mogu konstituirati sva stani¢na tkiva prisutna u
mesu. Medutim, u svrhu koristenja minimalno resursa, dovoljno je koristiti satelitne stanice 1
adipocite za povoljnu rekapitulaciju mesa. Post i van der Weele (2014) opisuju metodu
proizvodnje malih volumena govedeg hamburgera koriste¢i mati¢ne stanice izvedene iz
adipoznog tkiva krave (ASCs od eng. adipose tissue derived stem cells) te satelitne miSi¢ne
stanice (slika 2). Oba tipa stanica se nacjepljuju zasebno na gelove u T-boce, diferenciraju i

pomijesaju.

Slika 2. Proizvodnja kultiviranog govedeg hamburgera koriste¢i adipocite 1 satelitne stanice

Post 1 van der Weele, 2014)

2.3.2. Satelitne stanice

Misiéne mati¢ne stanice (odnosno tzv. satelitne stanice) su prekursori za proizvodnju misi¢nog
tkiva. Satelitne stanice su najpristupacnije miogenske progenitorske stanice u skeletnom
misi¢nom tkivu 1 zahtijevaju malo resursa za diferencijaciju u skeletne miotubule (Post i sur.,

2020). Satelitne stanice procesom opredjeljenja stvaraju lako proliferiraju¢e mioblaste koji se



diferenciraju u miocite. Miociti zatim formiraju multinuklearne miotubule koji se pakiraju u
miofibrile. Osim toga, njihova izolacija iz stoke je dobro etablirana (Ding i sur., 2018). Iako se
jednostavno dobivaju i mogu se diferencirati u zrele stanice prisutne u mesu, njihov
proliferativni kapacitet 1 odrzivost su poprilino limitirani in-vitro jer proces spontane
diferencijacije do miofibrila nije jednostavno zaustaviti. Medutim, postoji nekoliko faktora
koje je moguce modificirati kako bi se Sto duze vrijeme odrzao proliferativni kapacitet
satelitnih stanica. Kod produljenja proliferacije bilo kakvih mati¢nih stanica, opéenito je cilj
Sto bliza rekapitulacija in-vivo uvjeta pojedine stanice Sto primarno ukljucuje izvanstanicni
matriks (ECM), signalne molekule (hormoni i citokini), metabolite te okolinu (temperatura, pH
i vlaznost) (Choi i sur., 2020). Stoga je supstrat, ¢ija je uloga pruzanje povrsine za usidrenje
stanica, bitan faktor za odrzavanje proliferacije. Kod satelitnih stanica, suplementacija
supstrata nekim proteinima iz ECM-a poput fibronektina, laminina i kolagena pomaZze u
odrzavanju proliferativnog kapaciteta satelitnih stanica. Specifino, pretjerana ekspresija
fibronektina in-vivo stimulira ekspanziju satelitnih stanica, dok njegova smanjena koliina
inducira poremecéenu repopulaciju niSe satelitnih stanica (Bentzinger i sur., 2013). Kolagen, jo$
jedna od komponenti ECM-a, takoder igra klju¢nu ulogu u proliferaciji 1 diferencijaciji
satelitnih stanica. Iskljucenje kolagena tipa 4 inducira redukciju regenerativnih sposobnosti
satelitnih stanica tijekom misi¢ne ozlijede u miSevima. U in-vivo uvjetima misi¢na ozljeda
rezultira pove¢anom proizvodnjom laminina u misiu Sto zauzvrat inducira i povecava
kapacitet samoobnove satelitnih stanica. Prikazani rezultati su sli¢ni i in-vitro - satelitne stanice
uzgajane na povrSinama oblozenim ECM proteinima pokazuju poboljSane sposobnosti
proliferacije 1 diferencijacije. Studije su pokazale znaCajna poboljSanja proliferacije
koriStenjem premaza povrSina zelatinom u svinjskim satelitnim stanicama, kolagena tipa 1 1
laminina u mi§jim mioblastima, komercijalnog pripravka ECM komponenti Matrigel u
miogenskim progenitorskim stanicama te svinjskim satelitnim stanicama (Choi i sur., 2020).
Drugim rijecima, optimalni supstrati uvelike ovise o Zivotinjskoj vrsti iz koje je stanica
preuzeta. Stoga, bit ¢e potrebna daljnja istrazivanja kako bi se pronasli idealni uvjeti za rast
stanica porijeklom iz agrikulturno relevantnih vrsta kako bi proces bio §to ucinkovitiji.
Takoder, razinu proliferacije je moguce povecati kroz inhibiciju p38-MAPK signalnog puta
(Ding i sur., 2018), Setd7 enzima te STAT3 gena. Osim toga, moguce je i sacuvati stanice
genetickom manipulacijom koriStenjem, primjerice, CRISPR/Cas9 kompleksa. Nadalje, kod
izolacije mati¢nih stanica moguce je koristiti blagi enzimatski tretman u kombinaciji s

trituracijom preostalih miSiénih fibrila §to znacajno produljuje vrijeme replikacijske faze
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stanica (Post i van der Weele, 2014). I na posljetku, neke studije pokazuju da je mozda moguce
iskoristiti Warburg efekt za stimulaciju proliferacije (raspravljano u nastavku pod “Glukoza”).
Sve u svemu, satelitne stanice pruzaju najdirektniji nacin stvaranja skeletnog misi¢nog tkiva

in-vitro, medutim za stvaranje ostalog tkiva, poput adipocitnog, nisu optimalan izbor.

2.3.3. Fibroblasti, miofibroblasti, fibroadipogenske progenitorske stanice (FAP),
mezenhimalne matic¢ne stanice (MSC)

MSC se najces¢e dobivaju iz koStane srzi, ali i iz drugih tkiva. Mogu se diferencirati u
adipocite, kondrocite 1 fibroblaste. Fibroadipogenske progenitorske stanice su vrsta
mezenhimalnih mati¢nih stanica. Ne mogu se diferencirati u mioblaste, medutim mogu
sekretirati razliCite faktore rasta i citokine koji mogu povecati miogenezu i miogensku
diferencijaciju (Wosczyna i Rando, 2018). Stoga, vrijedi razmotriti kokultivaciju ili pomijeSanu
kultivaciju sa satelitnim stanicama. Osim toga, mogu se diferencirati u fibroblaste ili adipocite
(tablica 1). FAP stanice takoder igraju ulogu u akumulaciji fibroblasta i adipocita u vezivnom
tkivu, pogotovo u kontekstu bolesti. Zbog toga je moguée da oni koji kultiviraju mezenhimalne
maticne stanice derivirane iz skeletnog misi¢nog tkiva zapravo kultiviraju i fibroblaste, bez
specifiénog znanja o tome jer su specifi¢ne znacajke tih fibroblasta za njihovo definiranje jo$

uvijek nepoznate.

2.3.4. Diferencijacija odraslih mati¢nih stanica

Diferencijacija satelitnih stanica se obi¢no postiZze uklanjanjem faktora rasta ili tretmanom
ligandima koji stimuliraju diferencijaciju. Osim toga, prakticira se i suplementacija duSi¢nim
oksidom te arahidonskom kiselinom (Choi 1 sur, 2020). NajceS¢e se, pak, Kkoristi
“izgladnjivanje” stanica serumom S$to ih tjera u miogensku diferecijaciju. To ukljucuje
postupno smanjenje koli¢ine seruma u mediju. Medutim, s obzirom da je serum problemati¢an
sastojak kultiviranog mesa (diskutirano u nastavku), Messmer i sur. (2022) su u nedavnom radu
identificirali povrSinske receptore satelitnih stanica te suplementirali ligande tim receptorima.
To je rezultiralo formulacijom medija za kulturu govedih satelitnih stanica bez seruma koji

inducira diferencijaciju sa sli¢nim u¢inkom kao konvencionalni medij sa serumom.

2.3.5 Pluripotentne stanice
Pluripotentne mati¢ne stanice (PSC) su grupa stanica koja moze beskonac¢no ostati u

proliferativnom stanju te se moze diferencirati u gotovo sve stanice u tijelu. Pod ovu grupu



stanica spadaju embrijske mati¢ne stanice (ESC) te inducirane pluripotentne mati¢ne stanice

(iPSC).

2.3.6 Embrijske mati¢ne stanice

ESC se dobivaju iz unutarnje stani¢ne mase blastociste koja se stvara nekoliko dana nakon
fertilizacije (Freshney, 2016). Sam proces ekstrakcije tih stanica je vrlo izazovan jer su stanice
iznimno osjetljive na supstrat te zahtijevaju specifi¢ne faktore rasta i inhibitore koji ovise od
vrste do vrste. Zbog toga je izvodenje i stabilna propagacija stanica stoCnih zivotinja tek

nedavno po prvi puta ucinjena (Bogliotti i sur., 2018).

2.3.7 Inducirane pluripotentne mati¢ne stanice

Nadalje, moguce je iskoristiti iPSC tehnologiju za induciranje pluripotentnog stanja u gotovo
bilo kojoj somatskoj stanici, uklju¢ujuéi one lako dobavljive kao $to su bijele krvne stanice ili
fibroblasti koze. Induciranje pluripotentnog stanja somatskih stanica izvodi se prekomjernom
ekspresijom transkripcijskih faktora poznatih kao Yamanaka faktori: Oct4, Kif4, c-
Myc, and Sox2 (Takahashi 1 Yamanaka, 2006). Reprogramiranje se moze provesti putem
virusom posredovane prekomjerne ekspresije navedenih faktora trajnom integracijom u genom
ili bez koriStenja transgena. Druga opcija je pozeljna u svrhu izbjegavanja mogucih poteskoca
s dobivanjem regulatornih dozvola za komercijalizaciju kultiviranog mesa. Izbjegavanje
transgena je moguce virusnim vektorom, npr. Sendai virusnim vektorom koji se jednostavno
eliminira iz stanica, episomalnom ili mRNA isporukom gena, proteina ili malih molekula. iPSC
je laksSe izvesti nego ESC, a po funkcionalnosti su stanice sli¢ne. Iako su generirane iz velikog

broja agrigulturalno relevantnih vrsta, daljnja istrazivanja su potrebna na morskim zivotinjama.

2.3.8 Diferencijacija pluripotentnih mati¢nih stanica

Kao $to je ve¢ spomenuto, PSC se mogu neogranic¢eno dugo odrzavati u kulturi putem samo
obnavljajuce diobe te se mogu diferencirati u sve somatske stanicne linije. Postoje 3 pristupa
diferencijaciji ovih stanica. Prvi ukljuCuje koriStenje faktora rasta i malih molekularnih
inhibitora koji usmjeravaju stanice prema miogenskoj liniji, drugi se zasniva na aktivaciji
ektopijski ekspresiranih transkripcijskih faktora (oni faktori €iji gen za njihovu proizvodnju
uobicajeno nije ekspresiran u odrasloj stanici) koji programiraju stanicu u miogensku liniju, a
zadnja je opcija suplementacija medija i posljedi¢no stanicama ligandima za diferencijaciju

(Post 1 sur., 2020). Alternativno, moguca je i transdiferencijacija, koja omogucuje direktnu

konverziju jednog tipa somatske stanice u drugi, bez intermedijarnog pluripotentnog stanja.
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Demonstrirana je na misi¢ima i mastima, medutim nije jasno koliko je ovaj pristup odrziv s

obzirom da se protokol provodi nakon proliferacije, a dio stanica neizbjezno bude neuspjesno

diferenciran. Usprkos tome, izraelska firma ,,FutureMeat” vjerojatno koristi ovaj pristup

transdiferenciraju¢i fibroblaste, koji imaju sposobnost udvostru¢enja u manje od 24 sata

(otprilike kao 1 mioblasti). Zanimljivo, izjavili su da postizu gustocu od 100 milijuna stanica

po mililitru te da je cijena proizvodnje 453 g kultivirane piletine 7.708$, Sto je diskutabilno jedna

od najnize postignutih cijena proizvodnje kultiviranog mesa.

Tablica 1. Pregled relevantnih matic¢nih stanica za proizvodnju kultiviranog mesa (Reiss i sur.,

2021).
Relevantni | Lokacija Metoda za | Prolifera | Diferenci- | Izolirano iz
stanicni tip | stani¢nog tipa | dobivanje | -tivni jacijski relevantnih
in-vivo kapacitet | potencijal | vrsta
Misi¢ne Ispod bazalne | MiSi¢na Limitiran | Skeletne Govedo
satelitne membrane biopsija miotubule | Koko$
Lzvor stanice skeletalnih Ovca
: miotubula Riba
stanice .
Svinja
Mezenhimal | ViSe lokacija | Biopsija Limitiran | Adipociti | Govedo
ne (n?r. kgstana tkiva Kondrociti Kokos
maticne/stro | srz, adipozno Ovca
malne tkivo...) Fibroblasti | Svinja
stanice
(MSCs)
Fibroadipo- | Intersticijski | MiSi¢na Limitiran | Adipociti | Govedo
genski o prostor. biopsija Fibroblasti Svinja
progenitori | skeletnih
(FAPs) miSica
Embrionske | Unutarnja Izolacija iz | Beskona- | Bilo koji Govedo
. mati¢ne stani¢na masa | unutarnje | ¢an tip stanice | Koko$
Pluripo- . . .V
tentne stanice blastociste stani¢ne Ovca
oy (ESCs) mase Riba
maticne ..
. Svinja
stanice
Inducirane | Nije Reprogra | Beskona- | Bilo koji | Govedo
pluripoten- | primjenjivo miranje ¢an tip stanice .
" ) Kokos
tne matic¢ne somatskih
) . Ovca
stanice stanica ..
Svinja

(iPSCs)
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2.4. MEDUJ ZA UZGOJ STANICA

Medij za kulturu stanica je nutritivno bogata teku¢ina koja je klju¢na za podrzavanje i
odrzavanje rasta stanica in-vitro. Ujedno, to je i komponenta kultiviranog mesa koja je
najzasluznija za visoku cijenu proizvodnje. Kompozicija medija ¢e definirati finalne
karakteristike proizvoda, stoga je pazljivo biranje koliCine i vrste sastojaka od iznimne
vaznosti. Takoder, bitno je da je medij za proliferaciju razli¢itog sastava od medija za
diferencijaciju stanica jer se ovisno o stanju stanice mijenja njihova primarna metabolicka
aktivnost (npr. razlicita je proizvodnja specijaliziranih proteina) (Post i sur. 2020). Op¢enito,
medij se sastoji od 2 dijela: bazalni medij i1 specifi¢ni dodani faktori. Bazalni medij sadrzi
esencijalne nutrijente, obi¢no pufersku otopinu glukoze, anorganskih soli, u vodi topivih
vitamina i aminokiselina. Specifi¢ni dodani faktori uklju¢uju rekombinantne proteine, faktore
rasta, hormone, lipide, antioksidanse itd. (Freshney, 2016). Nutrijenti u mediju se mogu
podijeliti na izvore ugljika i izvore dusika ¢ije preuzimanje stanice reguliraju preko njihove
dostupnosti, ekstracelularnim signalima i proliferativnim statusom stanica (O’Neill, 2020). U
nastavku su ukratko diskutirane bitnije komponente medija te su predstavljene taktike za

shizenje cijene.

2.4.1 Bazalni medij
Razli¢ite formulacije bazalnog medija su se razvijale tijekom vremena. Tako su FEagle'’s
minimal essential medium (MEM), Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 1 Ham'’s F-

.....

HelLa stanice ili specifi¢ne stanice glodavaca (O’Neill, 2020).

Izvori duSika u mediju
Aminokiseline, primarno glutamin, predstavljaju najznacajnije izvore dusika in-vitro. Dusik je

kljuéni element u funkcionalnim i strukturalnim molekulama poput proteina i nukleotida.

Aminokiseline

Jedna od najbitnijih komponenti medija su aminokiseline, ¢ija je uloga stvaranje proteina i
ostalih komponenti malih molekulskih masa poput nukleotida i malih peptida. Dijele se na
esencijalne i neesencijalne (in-vitro 1 in-vivo esencijalne aminokiseline nisu iste). Stanice
razlicitih Zivotinjskih vrsta zahtijevaju razlicite esencijalne aminokiselina (O’Neill, 2020). S

obzirom da su jedna od najbrojnijih komponenti medija, nuzno je odrzati cijenu proizvodnje
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niskom. Mogucée metode proizvodnje su ekstrakcija iz proteinskih hidrolizata, kemijska
sinteza, mikrobna fermentacija i prociS¢avanje, a zadnja predstavlja i najces¢e koriStenu
metodu. Post i sur. (2020) navode kako je proizvodnja aminokiselina najefektivnija kroz
fermentaciju, koriste¢i glukozu kao supstrat. Osim cijene, svakako je potrebno voditi racuna
da je 1 utjecaj na okoli$ Sto manji. Alternativni izvori aminokiselina i peptida se takoder mogu
koristiti. Primjer su mikroalge koje zahtijevaju minimalno prostora i resursa, a imaju kapacitet
proizvodnje visokovrijednih proteina, a takoder i masti, vitamina i minerala te im cijena moze
biti vrlo niska, pogotovo ako se koriste kao dio kruzne ekonomije. Usprkos tome, relativno su
neistrazene (Wang i sur., 2021). Takoder, potrebna su i daljnja istrazivanja vezana za koli¢inu
potrebnih aminokiselina. Naime, potrebna koli¢ina u pojedinom mediju se odreduje prema
potroS$nji aminokiselina pojedinih stanica te topivosti, stabilnosti i interakciji s drugim
komponentama medija poput metalnih kationa §to se sve moze promijeniti kad je medij
kompleksan, s velikim brojem varijabli (Salazar i sur., 2016). Izazov je joS veci zbog Cinjenice
da ¢e bioproces s obzirom na aminokiseline morati biti optimiziran za svaku relevantnu
zivotinjsku vrstu i razlicite stanice. Jedno od rjeSenja su svakako racunalne simulacije. L-
glutamin je jedna od najbitnijih aminokiselina u mediju jer je prekursor za intermedijarne
molekule koje sadrze dusik i ugljik i1 koje se koriste za proizvodnju ostalih aminokiselina i
nukleotida i moguce ga je dodati u koncentraciji 3-40 x vecoj nego ostale amino kiseline u
mediju (Yao i Asayama, 2017). Medutim, L-glutamin je iznimno nestabilan pri fizioloskom
pH, $to uzrokuje njegovu dekompoziciju u piroglutamat i amonijak. S obzirom da je amonijak
toksican za stanice, ne smije biti prisutan u kulturi. Potencijalna rjeSenja ukljucuju koriStenje
glutamata koji je stabilniji te specificni odabir stanica s velikim brojem enzima glutamin sintaze
koja mozZe pretvarati glutamat u glutamin, troSe¢i amonijak u procesu. Druga opcija je dodatak
dipeptida u formi alanil-glutamina (GlutaMAX ™M) ili glicil-glutamina koji su puno stabilniji
u kulturi 1 razina amonijaka je znacajno manja (Freshney, 2016). Nedavno istraZivanje
pokazalo je da kokultivacija Zivotinjskih stanica s mikro algama moZe doprinijeti zna¢ajnom
smanjenju koli¢ine amonijaka i pomo¢i kod proizvodnje gus¢ih, nutritivno bogatih tkiva

(Haraguchi 1 Shimizu, 2021).

Izvori ugljika u mediju

Vec¢ina kultiviranih Zivotinjskih stanica, Sto se izvora ugljika ti¢e, ne moze biokemijski
iskoristiti nista osim glukoze, glutamina 1 limitiranog broja ostalih aminokiselina i masnih
kiselina. Od Secera jo§ mogu iskoristiti 1 fruktozu, piruvat, maltozu i1 sukrozu, ali se te
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komponente znacajno loSije metaboliziraju (O’Neill, 2020). Vanjsko dodavanje masnih
kiselina nije potrebno, iako moze smanjiti metabolicko optere¢enje kod sinteze masnih

kiselina.

Glukoza

Glukoza (pogotovo D-glukoza) je najces¢i izvor ugljika u kulturama stanica. Industrijski se
proizvodi koriStenjem enzima amilaze za degradaciju Skroba iz kukuruza, krumpira, pSenice i
ostalih usjeva. Proces je dobro etabliran, s malim koli¢inama otpada i malim energetskim
gubicima (Post i sur., 2020). Tijekom perioda proliferacije, ¢ak i s dovoljnim koli¢inama kisika,
iz glukoze moze nastati laktat, jo§ jedan produkt toksi¢an za stanice (Warburg efekt). Drugim
rijeCima, dio glukoze se ne oksidira potpuno do CO> i H2O, ve¢ se proizvodi laktat. Kroz
Warburg efekt se stvara nekoliko metabolita koji su korisni proliferirajué¢im stanicama
(O’Neill, 2020). Glukoza ulazi u stanicu pomocu transportnih proteina na povrsini stanice,
koriste¢i ili pasivan transport niz koncentracijski gradijent ili aktivni transport uz utroSak ATP-
a. U stanici se koristi kao primarni izvor energije formiraju¢i ATP kroz glikolizu (uz pomo¢
kojeg se stvaraju biomolekule poput masnih kiselina, aminokiselina i nukleotida), ali i kao
reduktivni agens protiv oksidativnog stresa tako §to generira NADPH kroz pentoza fosfatni
ciklus. In-vitro se koristi pri koncentracijama 5,5-55 mM, ovisno o tipu i stadiju stanica

(proliferacija ili diferencijacija).

Anorganske soli

KoriStenje anorganskih soli omogucava odrzavanje osmolarnosti unutar i izvan stanice u
mediju te kao enzimatski kofaktori 1 bitne komponente stani¢nih receptora i ECM proteina.
Ove anorganske soli su sastavljene od kationa i aniona koji se otapaju u otopini. Originalni
medij sadrzava 6 anorganskih soli (CaClz, KCl, MgSQO4, NaCl, Na;PO3, NaHCOs3). Ostale
formulacije ukljucuju 1 druge anorganske soli poput cinka, bakra 1 zeljeza koje imaju bitnu
ulogu u razli¢itim staniénim funkcijama. Svaka stanica ima odredeni potencijal membrane u
mirovanju, medutim podrazljive stanice poput skeletnog misiénog tkiva su osobito osjetljive
na promjene u ionskim koncentracijama, stoga na trzistu postoje razvijene formulacije medija

specificne za skeletno miSi¢no tkivo.

Vitamini
Vitamini su klju¢ni za rast i odrzavanje stanica. Ve¢inu vitamina je potrebno dodati direktno u

medij, s nekoliko iznimki (npr. fibroblasti sami sintetiziraju vitamin D). Dijele se na topive u
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vodi 1 topive u mastima. Uloga u stanici im je kao enzimski kofaktori, antioksidansi 1 hormoni.
Apsorpcija in-vivo je kompleksna, primarno zbog razli¢itih okolina i uvjeta poput pH na putu
do intestinalnog trakta. U nedostatku problemati¢nih okolina (kao Sto je barijera krv-mozak),
in-vitro suplementacija je relativno jednostavna i stanice direktno procesiraju kemijski dodatak.
Industrijski se proizvode mikrobnom fermentacijom, medutim potrebna su poboljSanja kako bi
se smanjila cijena i povecala efikasnost. Iz tog razloga se neki proizvode kemijskom sintezom

(Acevedo-Rocha i sur., 2019).

Puferi

Puferi su esencijalni u mediju jer bi bez njih stanice rapidno odumirale zbog naglih promjena
u potencijalu membrane uzrokovanih promjenom pH, $to bi posljedi¢no utjecalo i na osmotski
pritisak stanica. U kulturi stanica, obi¢no se koriste bikarbonatni puferi (CO2) ili puferski
agensi poput HEPES-a (Freshney, 2016). Bikarbonatski sustav se obi¢no egzogeno inkorporira
dodajuci 5-10 postotni plinoviti CO2. Promjene pH prirodno nastupaju zbog respiracije stanica
i zbog otpustanja COz, koji u otopini stvara H2COs3 te zbog formiranja laktata metabolizmom
glukoze. Zbog toga dodani natrijev bikarbonat mora biti proporcionalan atmosferskom CO,.
Koristenjem bikarbonata javljaju se 1 odredeni problemi pri velikim skalama. Naime, kod
proliferacije velikog broja stanica, razina H>CO3 u otopini moze dostic¢i za stanicu kobne razine.
Zbog toga se Cesto preferira kultiviranje pri atmosferskom CO, s HEPES-om, koji je
dvopolarizirani ionski pufer i ima malu toksi¢nost i visoku topivost. Nadalje, puferi su jedan
od najskupljih sastojaka bazalnog medija, ukljucujuéi 1 HEPES, pa posebnu pozornost treba
posvetiti odrzivosti na velikim skalama (Specht, 2020). Medutim, predvida se da ¢e na velikoj
skali biti dovoljni 1 obi¢ni bikarbonatni puferi zbog striktne kontrole CO> u bioreaktorima

(O’Neill, 2020).

2.4.2 Serum

Bazalni medij je dovoljan da stanice ostanu Zive neko vrijeme, ali ukoliko je potrebna
proliferacija dulje vremena potrebne su komponente prisutne u Zivotinjskom serumu (najcesce
se koristi fetalni govedi serum). Serum je visokoproteinska mjesavina koja sadrzi faktore rasta,
faktore vezanja stanica, hormone, antioksidanse, lipide i ostale komponente koji oponaSaju
fetalno stanje in-vivo. OponasSanje seruma kemijski sintetiziranim faktorima, zbog nepoznatog
tocnog sastava seruma (diskutirano pod “Fetalni govedi serum”), je iznimno zahtjevno i

razlikuje se prema stani¢nom tipu i vrsti Zivotinje (van der Valk i sur., 2018).
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Fetalni govedi serum (FBS od eng. fetal bovine serum)

FBS se prikuplja iz krvi fetusa, koji se vade iz trudnih krava te se smatra nusproizvodom mesne
industrije (van der Valk 1 sur., 2018). Iako se rutinski koristi za poboljSanje rasta velikog broja
stanica, postoji niz problema povezan s njegovim koristenjem. Kao prvo, kompozicija se
razlikuje od Sarze do Sarze, tako da je pravi sastav seruma nepoznat. Razlog tomu je razlika
ishrane krava, razlika geografskih podrucja na kojima obitavaju, gestacijska dob fetusa itd. To
dovodi do nemogucénosti reprodudicibilnosti eksperimenata i do velikih troskova u rigoroznoj
kontroli kvalitete svake Sarze. Nadalje, potencijalan je izvor kontaminacije velikim brojem
mikroorganizama. Mikroorganizmi ukljucuju viruse, mikoplazme i prione koji uzrokuju bolest
kravljeg ludila. Odredene drzave poput SAD-a nemaju zabiljeZenih slucaja zaraza serumom s
tim prionima, tako da one imaju moguénost drZanja trziSne cijene seruma visokom (Schnitzler
1 sur., 2016). Serum je inherentno neodrZiva solucija. Polje stani¢ne terapije dobiva sve vise
dozvola za koriStenje seruma, tako da potraznja raste, ali s obzirom da se serum smatra
nusproizvodom, farmeri ne dobivaju nikakve dodatne prihode od njega, ve¢ sve prihode
zadrZavaju klaonice. Zbog toga cijene seruma naglo skacu (povecanje vise od 300% tijekom
zadnjih nekoliko godina). Nadalje, proces prikupljanja seruma ukljucuje uklanjanje fetusa iz
kravlje utrobe i vadenje krvi tako da se zabije igla direktno u srce, jer je to jedina lokacija u
tijelu u kojoj nema zgrusane krvi. S obzirom da je do tada zivcani sustav teleta ve¢ razvijen,
vjerojatno osjeca iznimnu bol (van der Valk i sur., 2018). Zbog svih navedenih razloga je

apsolutni imperativ industrije kultiviranog mesa da se pronade adekvatna zamjena za serum.

2.4.3 Zamjena za serum

Uobicajena praksa je da se medij bez seruma za biofarmaceutsku industriju ili medicinska
istraZivanja suplementira skupim faktorima rasta (posebno inzulin, FGF2 i TGFp) koji se
proizvode rekombinantno ili izoliraju iz Zivotinjskog seruma. Druga opcija je, naravno,
neodrziva za industriju Cistog mesa. U tradicionalnim proizvodnji Zivotinjskih stanica, ¢esto se
koristi Essential 8 7% medij ili Fibroblast Growth Medium 7% dizajnirani za proliferaciju
ljudskih pluripotentnih maticnih stanica i ljudskih primarnih fibroblasta, respektivno. Kao
primjer formulacije medija bez seruma, Essential 8T temelji se na bazalnom mediju
DMEM/F12 te sadrzi 7 preostalih sastojaka: aminokiseline, vitamine, anorganske soli,
ugljikohidrate, lipide, faktore rasta i grupu “ostalih™ sastojaka koja ukljucuje fenol crveno za
indikaciju pH (O’Neill i sur., 2020). Navedena 2 medija su uspjesno koriStena za proliferaciju

primarnih govedih mioblasta u trajanju od 6 dana, medutim postignuto je samo 1 udvostrucenje
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stanica (Kolkmann 1 sur., 2020). Takoder, koristenje takvog medija na velikoj skali bi bilo
prohibitivno skupo. Usprkos tome, brojne kompanije kontinuirano izjavljuju kako uspijevaju
formulirati vlastite stani¢ne medije bez seruma (npr. Mosa Meat). To daje naslutiti da je moguce
razvijen velik broj specifi¢nih formulacija medija bez seruma koji su intelektualno vlasnistvo

svake firme.

Endogena proizvodnja faktora rasta

Potencijalno obecavajuca tehnologija za proizvodnju faktora rasta je 1 geneticki inzenjering
stanica tako da same endogeno proizvode proteine. Medutim, potrebno je dodatnih istrazivanja
kako bi se minimizirala cijena, a osim toga dobivanje ranije spomenutih regulatornih dozvola

moglo bi biti izazovno.

Lizati ljudskih trombocita

Druga moguca metoda je koristenje ljudskih lizata trombocita koji su nusprodukt doniranja
krvi (van der Valk i sur., 2018). Oni sadrze mnostvo faktora rasta, citokina i faktora vezivanja
stanica. No brojna pitanja ostaju otvorena kod ovog pristupa: kompatibilnost medu vrstama,

cijena i logistika opskrbe.

Proteinski ekstrakti biljaka ili gljiva mozda mogu posluziti kao faktori rasta i regulatorni

proteini kod kultiviranog mesa.

Kondicionirani medij

Ovaj pristup temeljno ukljucuje recikliranje i koncentriranje faktora rasta koje Zivotinjske
stanice same proizvode u spojenom sustavu bioreaktora. To¢nije, kondicionirani medij je medij
koji sadrzi bioloSki aktivne komponente dobivene od prethodne kultivacije stanica koje su

ispustile supstance koje utjecu na stani¢ne funkcije poput rasta.

2.4.4 Antibiotici

Antibiotici kod proizvodnje €istog mesa ¢e se izbjegavati na velikoj skali. Razlozi tomu su
sli¢ni kao 1 za ve¢ postojece industrije Zivotinjskih stanica: promovira loSu asepticku tehniku,
dovodi do stvaranja superbakterija, mnogim organizmima je rast inhibiran, ali ih se ne ubije
Sto dovodi do suptilne kontaminacije, ne moze se ukloniti mikoplazma te moZe utjecati na
stani¢ne procese (Freshney, 2016). Takoder, u industriji kultiviranog mesa je takoder apsolutno
nepozeljno da u zavrSnom proizvodu bude rezidualnih antibiotika zbog zdravlja potroSaca.
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Kultivirano meso bez antibiotika je jedan od velikih pluseva zbog kojih bi potrosaci u

buduénosti mogli odabrati kultivirano meso naspram konvencionalnog.

2.4.5 Podruéja koja zahtijevaju dodatna istrazivanja

1.Optimizirane formulacije medija bez zivotinjskih sastojaka za stanice morskih zivotinja.

2. Optimizacija za kopnene Zzivotinje. Primjer da su optimizacije potrebne vidljiv je i na
primjeru DMEM medija, koji sadrzi ekscesivan broj aminokiselina koje su skupe, ali je
svejedno Siroko koristen u industriji kultiviranog mesa na laboratorijskoj skali (O’Neill, 2020).
Uspjesne formulacije medija sa zna¢ajno manjim cijenama mogu pruzati putokaz za buduca
istrazivanja.

3. Snizenje cijene. Npr. Kuo i sur. (2020) su uspjeli formulirati medij cijene svega 3%
konvencionalne cijene, atribuirajuéi svoj uspjeh primarno vlastorucnoj proizvodnji
rekombinantnih proteina koriste¢i E. coli kao organizam za ekspresiju proteina (Kuo 1 sur.,
2020). Takoder, nizozemska firma Mosa Meat je izjavila u srpnju 2020. da su smanjili cijenu
medija vise od 80 puta od originalne formulacije, a u svibnju 2021. da su smanjili cijenu medija
za adipocite vise od 65 puta. Stovise, iako je znatajno smanjenje cijene medija izazovno,
prijasnji primjeri dokazuju da je 1 moguce. Jedna analiza ¢ak pokazuje da je smanjenje cijene
medija moguce za 99,99% (Specht, 2020). Medutim, pitanje ostaje koliko je moguce na velikoj
skali, koje kultivirano meso pokusava posti¢i. Humbird (2021) izjavljuje da ¢ak i kad se rijese
inZenjerski problemi vezani uz proizvodnju kultiviranog mesa na velikoj skali, limitiraju¢i
faktor bit ¢e cijena medija, osobito zbog cijene aminokiselina na tolikoj skali. Medutim, ostale
tehnoekonomske analize su optimisti¢nije, Sinke 1 Odegard (2021) predvidaju da se
aminokiseline mogu skalirati da kostaju 0,40$/kg, a Risner, i sur. (2020) ih modeliraju na
0.24$-3.12%/L, dok je Humbirdova projekcija da ¢e cijena biti 3.39$/kg. Nadalje, recikliranje
medija se istrazuje kao metoda za smanjenje troSkova, ali jo§ ne na kulturama Zivotinjskih
stanica. Uspjesno je ve¢ demonstrirana u bakterijskim 1 algalnim kulturama. Post 1 sur. (2020)
predvidaju da bi ta metoda u kombinaciji s perfuzijom znacajno mogla smanjiti koristenje

sterilne prociS¢ene vode koja je vrlo energetski intenzivan resurs.

4. Etablirane stani¢ne linije moraju biti prilagodene novim formulacijama medija bez seruma
Sto se radi postupnim smanjenjem seruma u mediju 1 postupnim dodavanjem novog medija bez
seruma. Taj proces nije jasno karakteriziran za miSi¢ne mati¢ne stanice. Stoga, od kriticnog je

znaCaja osigurati Sto viSe stanicnih linija sa smanjenim potrebama za komponente seruma
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(O’Neill 1 sur., 2020).

2.5. NOSACI

Nosaci su kljuéna komponenta stanicne agrikulture koja sluzi kao integrirana mreza za
podrzavanje rasta i diferencijacije stanica. Na njih se stanice usidre Sto znacajno poboljSava
rast stanica, a pogotovo je klju¢no kod onih stanica koje su ovisne o usidrenju. Naime, s
obzirom da se stanice kad su u velikim bioreaktorima nalaze u neprirodnom okruzenju, one
ovisne o usidrenju bit ¢e pod velikim rizikom od Anoikisa, odnosno programirane stanicne
smrti uslijed odvajanja od ekstracelularnog matriksa. Stoga, snabdijevajuci stanicama supstrat
u formi nosaca omogucuje rast i proliferaciju. Alternative za izbjegavanje anoikisa kod stanica
ovisnih o usidrenju ukljucuju koristenje stani¢nih linija adaptiranih na rast u suspenziji,
kultivaciju u obliku sferoida ili koriStenje molekula poput inhibitora rho-kinaze. Nosaci
omogucavaju protok kisika 1 hranjivih tvari $to pomaze da se odrZze metaboli¢ke funkcije. U
povijesti su se razvijali za tkivno inZenjerstvo i regenerativnu medicinu, stoga je za stani¢nu
agrikulturu potreban razliciti set kriterija: moraju biti sigurni za konzumaciju kuhani i
nekuhani, moraju biti ili razgradivi ili ukusni za konzumaciju i imati poZeljna nutritivna
svojstva. Osim toga, moraju biti termicki stabilni, ekonomicni i mora ih se mo¢i proizvoditi na
velikoj skali (Post i sur., 2020). S obzirom da se asortiman konvencionalnih mesnih proizvoda
moze promatrati u spektru strukturne sofisticiranosti (npr. hrenovke, mljeveni proizvodi poput
hamburgera i1 odresci), na isti nacin valja promatrati i kultivirane proizvode. Odabir nosaca

ovisit ¢e o Zeljenoj kompleksnosti strukture.

Kako se milijarde mati¢nih stanica diferencijacijom pretvaraju u strukturirano meso? Kljucna

komponenta je izvanstani¢ni matriks.

2.5.1. Ekstracelularni matriks

In-vivo, stanice se nalaze u okruZenju slozene matrice izlu¢enih proteina i proteoglikana koja
se naziva izvanstani¢ni matriks (ECM). ECM ima svojstvenu krutost koja zauzvrat moze
utjecati na stani¢nu aktivnost preko specijaliziranih proteina staniéne membrane koji se
nazivaju integrini. Integrini djeluju kao “mehanosenzori” tj. proteini za prijenos informacija iz
izvanstanicnog matriksa u intracelularni aktomiozinski citoskelet. Te informacije se prenose
mehanotransdukcijskim signalnim putovima te utje¢u na niz nizvodnih stani¢nih odgovora. u
stanici-matriksu adhezijski kompleksi povezuju citoskelet aktomiozina s izvanstani¢nim

matriksom (fokalni adhezijski kompleksi). Ove veze posreduju u sposobnosti stanice da osjeti
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izvanstanicni okoli§, §to dovodi do signalizacije nizvodno koja moze utjecati na polaritet
stanice, migraciju 1 diferencijaciju (Sun 1 sur, 2016.). Ovaj proces se naziva
mehanotransdukcija. Tijekom embriogeneze i razvoja stanica, one se mnoze i diferenciraju
djelomi¢no zbog znakova iz svoje izvanstani¢ne okoline. Dodatni ¢imbenici kao Sto su ECM
gusto¢a 1 gradijenti, sastav i 3D topografija mogu imati veliki utjecaj na ponasanje
stanica (Bomkamp i sur.,, 2022). U biti, kako stanice postaju definirane, njihovi obrasci
ekspresije gena diktiraju stvaranje i izlu¢ivanje specificnih komponenti ECM-a, koje zauzvrat
djeluju kao povratni mehanizam za daljnje diktiranje stani¢ne diferencijacije i migracije, proces
koji se naziva "dinamicki reciprocitet". Regulacija i odrzavanje maticnih stanica u odraslom
tijelu je uvelike ovisno o ECM komponentama koje odredena niSa mati¢nih stanica sadrzi, gdje
niSa svakog tkiva tipi¢no sadrzi unikatne ECM komponente. Klju¢no je da se oponasanjem in
vitro krutostt ECM-a 1 proteinskog sastava odredenog mikrookoliSa niSe mati¢nih stanica,

maticne stanice mogu diferencirati u predvidljive linije.

2.5.2. Biomaterijali za nosace

Biomaterijali za nosace su kljucan element stani¢ne agrikulture koji sluzi kao integrirana mreza
na koje se stanice pri¢vrS¢uju. Materijali koji se koriste za nosace vjerojatno ¢e morati biti u
izobilju, pristupacni, jeftini i sigurni. Neki primjeri ukljucuju polisaharide poput hitozana,
alginata ili celuloze, proteine poput zeina ili slozene kompozite poput lignina ili tekstiriranog
biljnog proteina. U svrhu smanjenja troSkova, manipuacija bioloski izvedenog materijala treba
biti minimalna. Proizvodi iz tradicionalne animalne agrikulture poput kolagena se trebaju
izbjegavati jer bi to podrazumijevalo ovisnost o intenzivnom uzgoju sto¢nih Zivotinja (Post 1
sur., 2020). Tablica 2 daje pregled relevantnih polimernih opcija biomaterijala za nosace
stani¢nu agrikulturu. Javne baze podataka o biomaterijalima i njihovim svojstvima mogu

pomo¢i pri odabiru materijala za obecavaju¢e nosace 1 metoda za njihovu izradu.
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Tablica 2. Relevantne opcije polimera za proizvodnju nosaca za stani¢nu agrikulturu (Post 1

sur., 2020)

Klasa biopolimera

Specifi¢ni tip

Izvor i znacajke

Polisaharidi Celuloza i njeni derivati Biljke, bakterije
Skrob (amiloza,amilopektin) Biljke
Hitin/kitozan Rakovi, insekti, gljive, plijesni
Hijaluronska kiselina, derivati metakrilata | Heterologna ekspresija
Alginat Biljke
Agaroza Biljke
Proteini Kolagen/zelatina, zein, derivati | Heterologna ekspresija
metakrilata
Svila Dudov svilac, pauci,
heterologna ekspresija
Elastin Heterologna ekspresija
Keratin Heterologna ekspresija
Laminin Heterologna ekspresija
Poliesteri Polihidroksialkanoati Heterologna ekspresija
Sintetski Polilakticke/poliglikolne kiseline Kemijska sinteza
Polikaprolakton Kemijska sinteza
Polietilen glikol Kemijska sinteza
Polivinilalkohol Kemijska sinteza
Kompleksni prirodni | Micelij Gljive
kompoziti
Lignin Biljke
Decelularizirano tkivo Biljke
Sojini hidrolizati Biljke
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2.5.3. Tehnike izrade nosaca

Materijali se mogu sastaviti postojec¢im tehnikama ukljucujuéi 3D ispis, tehnologije predenja
polimera kao Sto je elektropredenje, decelularizacija, prilagodljivi hidrogelovi ili ¢ak sama
priroda (npr. gljivicni micelij). Nekoliko B2B tvrtki , koje se razlikuju po izboru materijala ili
nacinu montaze, imaju za cilj opskrbu industrije nosac¢ima. Vjerojatno ¢e se osnovati i mnoge
druge. Odabir nosaca i njezina svojstva uvelike ¢e ovisiti 0 kona¢nom proizvodu, pri ¢emu
nosa¢ ima sve vazniju ulogu u strukturiranim proizvodima. Nosaci mogu biti namjerno
dizajnirani da budu biorazgradivi tako da se zamijene nativnim izvanstani¢nim matriksom do
vremena kada se proizvod sakupi. Alternativno, nosa¢i mogu ¢initi znacajan dio konacnog

proizvoda, stvaraju¢i hibridni proizvod.

2.5.4. Mikronosaci

Mikronosaci su male struture nalik kuglicama, obi¢no promjera 100-400um koje dopustaju
pri¢vrséivanje stanica oponasSanjem karakteristika ECM-a kao §to su krutost, topografija i
poroznost. Prednost koris$tenja mikronosaca u bioreaktorskoj kulturi lezi u tome da daju veliki
omyjer povrsine i volumena, dopustajuci veliku gustocu stanica u odnosu na 2D kulturu i mogu
se koristiti u fleksibilnim (npr. Sarznim, Sarznim dovodom, perfuzijskim) i kontroliranim
cjevovodima za bioproces. Ekspanzija stanica pomoc¢u ovih stanica je relativno jednostavna,
bilo dodavanjem viSe mikronosaca gdje se stanice podvrgavaju prijenosu zrna na zrna (bead to
bead transfer) (Verbruggen 1 sur., 2018) ili putem enzimske disocijacije 1 transfera stanica u
veCe spremnike putem seed train procesa. Diferencijacija se moze zbivati na samim
mikronosac¢ima, a poticu ju promjene u komponentama medija, karakteristikama mikronosaca
ili silama smicanja putem mehanotransdukcije. Stoga mikronosaci nude golem potencijal u

skaliranju relevantnih populacija mati¢nih stanica i za pruZanje diferenciranih tipova stanica.
Dizajn mikronosaca

Mikronosaci se mogu modificirati na mnogo nacina za optimizaciju bioprocesa. Na primjer,
topografija mikronosac¢a moze se dizajnirati s uglovima za sprjecavanje smi¢nih naprezanja ili
s uzorkom za pomo¢ pri poravnanju stanica i polaritet (Wu 1 sur., 2018). Relativna gustoca
(Specific gravity) mikronosaca moZe utjecati na njegovu izvedbu u bioreaktoru, jer guséi i tezi
mikronosaci zahtijevaju viSe snage za odrzavanje u suspenzijskoj kulturi, Sto zauzvrat moze
utjecati na koli¢inu sile smicanja kojoj su stanice izlozene. Obi¢no se izraduju od materijala
poput polisterena, poliakrilamida, stakla ili dekstrana, ali mogu biti izradeni i od drugih

biomaterijala biljnog podrijetla ili materijala koji se mogu enzimatski otopiti ili razgraditi
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kemijski, mehanicki ili bioloSki. Metode razgradnje, ako se odaberu, moraju biti brze i
kompatibilne s rastom stanica ili parametrima bioprocesa i iako postoji nekoliko materijala i
metoda kandidata, potrebna je veéa optimizacija. Sto se ti¢e naboja mikronosada, ¢esto su
oblozeni ECM proteinima koji im daju pozitivan naboj ili su kemijski modificirani da budu
hidrofilniji kako bi pomogli u pri¢vrs¢ivanju stanica (Bodiou i sur., 2020). Metode povrsinske
funkcionalizacije kao $to je taloZenje ionskim snopom ili obrada plazmom takoder se mogu

koristiti za stvaranje povoljnih povrSinskih svojstava kao §to je hidrofilnost.
Ostale strategije za ekspanziju stanica

Medu ostale strategije za ekspanziju stanica u mikronosa¢ima ubrajaju se nanomostovi.
Nanomostovi su strukture koje omogucuju rast stanica u agregatima kontrolirane veli¢ine, koji
se kasnije mogu odvojiti te se stanice mogu prenositi. Prednost ove metode je izbjegavanje
podrucja nekroticnih zona (odnosno zona bez dotoka kisika i nutrijenata, nakon ¢ega nastupa

apoptoza, tj. stani¢na smrt).
Potrebna je optimizacija za kultivirano meso

Naravno, optimizacija mikronosaca za podruc¢je kultiviranog mesa je potrebna. Na primjer,
malo je vjerojatno da se moze razviti univerzalni mikronosac za niz tipova stanica i vrsta, stoga
su potrebna nova dizajnerska rjeSenja. Gustoca nacjepljivanja, koja moZe utjecati na
pricvrséivanje i rast, takoder ¢e morati biti optimizirana za svaki tip stanice i njezin par
mikronosaca. Medutim, odluke o koristenju mikronosac¢a morat ¢e biti uravnoteZzene u odnosu
na namjeravani proizvod, §to moZe utjecati na to hoc¢e li se mikronosaci privremeno koristiti
za proliferaciju, razgraditi se ili otopiti tijekom obrade ili jesu li jestivi i ugradeni u konacni

proizvod (Bodiou i sur., 2020).

2.5.4.1. Hidrogelovi

Hidrogel je 3D mreza hidrofilnih polimernih lanaca koji mogu lako apsorbirati vodu (do 1000
x viSe od svoje suhe tezine (engl. dry weight)). Mogu se konstruirati tako da bubre ili smanjuju
bubrenje kao odgovor na razli¢ite vanjske podrazaje (npr. temperatura, svjetlost, pH, elektri¢no
polje) i mogu biti podeSeni za ugradnju raznih makromolekula (Ahmed, 2015). Zbog
hidrofilnog sastava, hidrogelovi prirodno imaju visoku propusnost za kisik i dopustaju protok
molekula topivih u vodi $to izvrsno oponasa meka tkiva tijela. Mehanicki, strukturalni i
kompozicijski podraZaji iz vanjske okoline stanica mogu drasti€éno promijeniti funkciju stanica.
Hidrogelovi su razvijeni s razlogom da pruZaju to¢no definirane strukturalne komponente za

23


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnut.2020.00010/full
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnut.2020.00010/full
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2090123213000969

Sto blizu rekapitulaciju in-vivo stani¢nih uvjeta te kontrolirano proucavanje stanicnih procesa

(Caliari i Burdick, 2016).
Rekapitulacija mehanic¢kih svojstava tkiva

Mehanicka svojstva hidrogela cesto se mjere mikroskopijom atomske sile kako bi se otkrila
vrijednost Youngovog modula, koji definira krutost materijala u odnosu na naprezanje i
deformaciju. In vivo, Youngov modul razli¢itih tipova tkiva je varijabilan i to pomaze odrediti
sudbinu stanice putem mehanotransdukcije. Na primjer, masno tkivo i mozak su mekana tkiva
(~0,2 — 1,0 kPa), skeletni misi¢i su srednje mekana (~10 kPa), a kost je tvrdo (~30-45 kPa)
tkivo. Stoga, rekapitulacija ovih krutosti unutar nosaca moze usmjeriti diferencijaciju matic¢nih
stanica. Na primjer, rast mezenhimalnih mati¢nih stanica na mekim ili tvrdim hidrogelovima
moze utjecati na njihovu sudbinu u masnocu ili kosti (Guvendiren i Burdick, 2012). Sli¢no,
miSi¢ne satelitske stanice mogu se samoobnavljati kada se uzgajaju u supstratu koji odgovara
krutosti njihove izvorne niSe mati¢nih stanica. Takoder, moguce je da se sam hidrogel otopi u
mjesavini medija i stanica, pomazuéi pricvrs¢ivanju i Sirenju stanica. Breemhaar i Post (2019)
opisuju upotrebu otopljenog hidrogela napunjenog stanicama za postavljanje stanica u aparat
namijenjen diferencijaciji ili strukturiranju stanica. Kod hidrogelskog nosaa moguce je
podesiti krutost, a to se postize guSé¢im umrezavanjem vlakana, dodavanjem ugljikovih
nanocijevi, grafena, DNA ili modifikacijom prirodnih ili sintetickih polimernih materijala s
boc¢nim skupinama koje se mogu foto umrezavati (photo-crosslinkable side groups). Medutim,

Iako hidrogelovi mogu oponasSati meka tkiva, ograniceni su u veli€ini.
Vaskularizacija

Stvaranje debelih 1 gustih tkiva koja dopustaju difuziju kisika 1 transport hranjivih tvari i otpada
na analogan nacin vaskulariziranom tkivu in vivo je velik izazov za industriju kultiviranog
mesa 1 aktivno je podrucje istrazivanja. U konvencionalnom tkivnom inZenjerstvu, nosa¢ koji
se koristi za transplantaciju sadrZi pore koje dopustaju neovaskularizaciju tkiva jednom kad su
u tijelu. Medutim, nosa€ za uzgojeno meso moze imati za cilj podrzati vitalnost stanica putem
perfuzije unutar bioreaktora, umjesto in sifu vaskularizacije, budu¢i da se s trenutnom
tehnologijom tek pocinje shvacati kako stvoriti vaskularizirano tkivo iz mati¢nih stanica. To
zna¢i da bi mreZza pora nosaa u idealnom slucaju trebala biti medusobno povezana i
rasporedena tako da se stanice mogu infiltrirati u nosac i lezati unutar 200 um od pristupa
hranjivim tvarima, buduci da je to gornja granica za prijenos mase kisika. U idealnom slucaju,

mimika ECM-a trebala bi se dogoditi na udaljenosti in vivo strukturnih komponenti ECM-a (t;.
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promjera 50 — 500 nm (Barnes i sur., 2007), dok bi poroznost nosaCa trebala biti na
mikrometarskoj skali kako bi se omogucila invazija i migracija stanica. Na kraju, s obzirom na
to da tkivo stvoreno za konzumaciju ne mora biti funkcionalno unutar tijela, moze biti lakse
posti¢i nosa¢ koji je dizajniran da bude manje gusto nacijepljen stanicama. Nakon §to se

popuni, struktura se moze komprimirati na kraju ili dalje strukturirati u konac¢ni proizvod.

Neimunogeni, inertni i biorazgradivi nosaci

U tkivnom inZenjerstvu se pazljivo razmatra koriStenje neimunogenih, biorazgradivih
materijala s bioloski inertnim nusproizvodima (jer su namijenjeni za umetanje u tijelo u svrhe
regenerativne medicine). Isto tako, nosac koji se biorazgraduje u inertne nusproizvode bio bi
pozeljan za kultivirano meso, ne samo kako bi se izbjegla ugradnja nejestivih materijala u
konacni proizvod, ve¢ i zato $to bi se omogucilo stanicama da zamijene nosac hidrogela svojim

vlastitim prirodnim ECM-om.

2.5.5. Porozni nosaci

Porozni nosaci definiraju se kao nosaci sa veli¢inom pora od 10 do nekoliko stotina mikrona
koji imaju spuzvastu strukturu koja pruza mehanicku stabilnost potrebnu za stvaranje tkiva i
depozitiranje ECM-a od strane necijepljenih stanica. Kod tkivnog inZenjerstva ovi nosaci
rekapituliraju strukturu, mehanicka svojstva i kompoziciju perimizijskog vezivnog tkiva, s time
da nosac obi¢no ostaje kao integralni dio odraslog tkiva, stoga bi trebao biti jestiv (Bomkamp
1 sur., 2022). Kod ovog pristupa je zanimljiva moguénost koriStenja jeftinih skalabilnih
materijala poput teksturiranog biljnog proteina (TVP od eng. textured vegetable protein; Slika
3). U tom pristupu miogeneza je poboljSana, a s obzirom da je TVP izriCito prilagodljiv
proizvod, mogu se optimizirati parametri poput veli¢ine pora, nutritivne vrijednosti, teksture 1

elasticiteta (Ben-Arye i sur., 2020).
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Slika 3. i) Porozni teksturirani nosa¢ od sojinog proteina; ii) Detalji pora vidljivi preko
konfokalnog mikroskopa iii) Diferencirane govede satelitne stanice nakon 4 dana s vidljivim

formiranim miotubulama na nosacu (Ben-Arye i sur.,2020; Bomkamp i sur., 2022).

2.5.6. Vlaknasti nosaci

Tehnike predenja vlakana, poput elektropredenja i predenja s rotacijskim mlazom koriste se za
proizvodnju nanovlakana s razli¢itim korisnim svojstvima za kultivirano meso (slika 4).
Prednosti ovog pristupa leze u tome da mogu podrzati pricvrséivanje stanica na vlakna i
difuziju kisika i nutrijenata (kroz prostore izmedu vlakana) te moguénost proizvodnje
poravnatih vlakana koja mogu pomo¢i u sazrijevanju miSi¢nih vlakana (Bomkamp, 2022).
Medutim, proizvodnja na velikoj skali koja je ekonomski u¢inkovita ostaje otvoreno pitanje.

iRJS

i «— [topina felatine PPEE][]itﬂCiJﬂ
Rotirgjuci rezeronar EHSt,[‘UIiJ d

—

Slika 4. Mikrovlaknasta Zelatina stvorena 1) imerzijskim predenjem s rotacijskim mlazom. ii)
Slika Zelatinoznih vlakana na skeniraju¢em elektronskom mikroskopu. iii) Kultivirane stanice
ze¢jeg miSi¢nog tkiva na vlaknastoj Zelatini s vidljivim pri¢vrS¢enim stanicama i poravnanjem
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stanica prema obliku nosaca (MacQueen i sur., 2019;Bomkamp 1 sur., 2022)

2.5.7. 3D bioprintanje

3D bioprintanje je aditivna proizvodna tehnika gdje se same otopine predpolimera ili otopine
predpolimera koje sadrze stanice (tj. biotinta ) taloze na podlogu sloj po sloj pod vodstvom
procesa racunalno potpomognutog dizajna (CAD). Glavna prednost ovog pristupa je nanoSenje
materijala u tocno definiranom obrascu (Bomkamp i sur.,, 2020). Jedan od primjera 3D
bioprintanja je kontinuirano kaoti¢no bioprintanje (slika 5).

Biotinta

U obzir je bitno uzeti da je biotinta ili jestiva ili potpuno biorazgradiva u jestive komponente.
Biotinta je sirovina za 3D bioprintanje, sastavljena od stanica u kombinaciji s nekim drugim
bioloskim materijalom. Postoje dvije glavne vrste materijala biotinte:

1. Na bazi nosaca - u biti hidrogel koji se tiska zajedno sa stanicama.

2. Bez nosaca - samo velike stanicne komponente kao §to su niti tkiva ili sferoidi
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Slika 5. i) Shematski prikaz kontinuiranog kaoti¢nog bioprintanja koekstruzijom dviju tinti iz

mlaznice koja sadrzi nekoliko elemenata za mijeSanje koji generiraju ii) viseslojne filamente.

ii1) Mikroskopski prikaz miotubula (Bomkamp 1 sur., 2022)

2.5.8. Pristupi bez nosaca

Iako nosaci pruzaju brojne prednosti za uzgoj tkiva, pristupi bez nosaca takoder mogu adresirati
izazove poput prijenosa kisika i nutrijenata i precizne kontrole 3D geometrije finalnog
proizvoda. Kombinacija veceg broja planarnih listova stanica slaganjem jedan na drugog se
takoder moZe koristiti za formaciju 3D tkiva. U ovom slucaju, ne koriste se ni biotinta ni nosaci

1 stanice se drZze zajedno preko vlastitih ekstracelularnih matriksa. Shahin-Shamsabadi i
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Selvaganapathy (2020) su koristili promjenu pH vrijednosti kao okidac za delaminaciju stanica
1 izlu¢enog ECM-a sa supstrata i brzo samo sastavljanje u sloj stanica (Slika 6). Isti autori su
nedavno koristili tu metodu za kultivaciju kombinacije misjih skeletalnih misic¢a i adipocita.
Proces je skalabilan i relativno brz, ali autori isticu izazove u nedostatku prostora za uzgoj
stanica u 2D kulturi te radno intenzivnu prirodu slaganja stanica sloj po sloj. Medutim, te
prepreke se mogu rijesiti inovativnim dizajnom bioreaktora s automatiziranim slaganjem
slojeva stanica. Jos jedna prilika u kultivaciji bez nosaca lezi u spajanju nezavisno izvedenih
organoida koja stvaraju funkcionalna tkiva, tzv. “asembloide”. Taj pristup mogao bi se koristiti
1 kod spajanja miSi¢nog, adipoznog i vezivnog tkiva za proizvodnju kultiviranog mesa

(Bomkamp i sur., 2022).
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Slika 6. Prikaz proizvodnje samo sastavljajucih slojeva stanica. 1) Parcijalna diferencijacija
stanica za sastavljanje spojenih listova stanica te tretman prvo sa blago kiselim pa blago
bazicnim medijem za induciranje delaminacije. ii) Mikroskopski prikaz multinukleiranih

miofibrila (Shahin-Shamsabadi i Selvaganapathy,2020 ;Bomkamp 1 sur. 2022)

2.5.9. Decelularizirano tkivo

Decelularizacija je tehnika koja uklanja stanice i nukleinske kiseline iz tkiva uz ocuvanje
nativnog ECM-a. Decelularizirano tkivo djeluje kao nosa¢ s ofuvanom ultrastrukturom i
slicnim biofizickim 1 biokemijskim svojstvima izvornog tkiva, potencijalno izbjegavajuci
probleme o kojima se prethodno raspravljalo (npr. poroznost, sastav materijala, krutost itd.).
Tehnika se izvodi i na Zivotinjskim i na biljnim 1 gljivicnim tkivima. Medutim, zbog

kompleksnosti povezanih sa decelularizacijom Zivotinjskog tkiva izvjesnije je da ¢e se koristiti
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na biljnim, tj. gljiviénim tkivima. Opc¢enito, kod decelularizacije je potrebna ravnoteza izmedu
uklanjanja stanica i nukleinskih kiselina i odrzavanja integriteta nativnog ECM-a. Postoje 3
glavne metode decelulariacije biljnog tkiva: kemijske, fizikalne i enzimatske. Kemijski, biljna
tkiva se mogu decelularizirati koriStenjem sredstava na bazi deterdenata (SDS, Triton X-100)
ili bez deterdzenata (zagrijana otopina izbjeljivada) (Bomkamp i sur., 2022). Sto se tice
fizikalnih metoda, zamrzavanje i odmrzavanje, elektroporacija, mijesanje i sonikacija takoder
se mogu primijeniti kao pomo¢ u stani¢noj lizi. Enzimatske metode obi¢no ukljucuju tripsin,
dispazu, fosfolipaze, egzonukleaze, endonukleaze 1 druge proteaze. S obzirom na prirodnu
vaskulaturu 1 poroznu strukturu, upotreba decelulariziranih biljaka moze olakSati transport
kisika i hranjivih tvari. Primjerice, Spinat je istrazivan kao potencijalni nosa¢ za stanice zbog
Siroke dostupnosti, guste vaskularizacije 1 Siroke peteljke (slika 7). Pokazano je da
decelulizirani listovi Spinata uspjesno mogu podrzavati rast govedih satelitnih stanica 14 dana
(Jones 1 sur., 2021), perfuziju boja, medija i stanica kroz vaskularizaciju te pri¢vr§¢ivanje
stanica. Osim Spinata koriSteni su decelulizirani celer, jabuka, perSin, ostale biljke. Dodatno,
nedavno je demonstrirana uspjeSnost decelulariziranih zelenih algi, a trenutno se ispituje
fermentirana bakterijska celuloza. Naravno, od iznimne je vaznosti imati na umu i utjecaj

nosaca na organolepticka i nutritivna svojstva (Bomkamp 1 sur., 2022).

Satelitne Decelulizirani

stanice -
Spinat

Slika 7. Usporedba necijepljenih primarnih govedih stanica nakon 14 dana diferencijacije na:
1) supstratu obloZzenom Zelatinom; ii) decelulariziranim listovima Spinata bojanjem na teski

lanac miozina. Postignute su slicne razine miSi¢ne diferencijacije(Bomkamp i sur., 2022).
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ZAKLJUCCI

Kultivirano meso, tj. op¢enito polje stani¢ne agrikulture je obecavajuce novo podrucje
s potencijalom rjeSavanja nekih od najveéih problema odrzive proizvodnje hrane s

kojima se ¢ovjeCanstvo suocava.

Za postizanje komercijalnog uspjeha potrebno je savladati znacajne tehnoloske
prepreke u karakterizaciji i odabiru stanica, dizajnu bioreaktora, formulaciji medija i

proizvodnji nosaca te sveopéem smanjenju troskova proizvodnje.

Nije sigurno da ¢e podrucje stani¢ne agrikulture uspjeti u svojim nastojanjima za
proizvodnjom na industrijskoj skali zbog toga Sto na neke tehnoloske prepreke danasnja
tehnologija i znanost nema odgovor te ¢e se na putu neizbjezno morati dogadati nova

znacajna znanstvena otkrica.

Kako bi se maksimizirale Sanse za uspjehom, potrebno je u podrucje stani¢ne
agrikulture privuéi iskusne znanstvenike i1 inovatore u razli¢itim podrucjima, od
softverskog dizajna do molekularnih biologa. Kako bi se to uspjelo, potrebne su velike
privatne i javne investicije. lako zadnjih godina ulaganja znacajno rastu, bit ¢e ih
potrebno znacajno vise jer su danasnje tek frakcija onih koje dobiva konvencionalna

animalna agrikultura.
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Izjava o izvornosti

Ja Tin Rudnicki izjavljujem da je ovaj zavr$ni rad izvorni

rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji

su u njemu navedeni.
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