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1. UvOD

Covijek kao vrsta je omnivor, a to znadi da su za pravilno funkcioniranje njegova organizma
potrebni nutritivni elementi koji se nalaze u biljkama, ali i mesu dobivenom od Zivotinja
uzgojenih u ovu svrhu. Zbog rasta ljudske populacije, no isto tako i promjene prehrambenih
navika, gdje je veliki naglasak dan upravo na konzumaciju mesa ($to zbog nutritivnih potreba,
Sto zbog preferencija konzumenata), proizvodnja se mesa u posljednjih 30 godina udvostrudila.
Do 2020. godine konzumirano je u svijetu 188 000 000 tona mesa, a do 2050. prognozira se
da ¢e ta brojka premasiti 460 milijuna tona i iznositi ¢ak i do vrtoglavih 570 milijuna tona
mesa. Sve vecéa potraznja za mesom nece biti moguce ostvariti konvencionalnom proizvodnjom
mesa kakvu poznajemo danas. Razlog tomu je i podatak da se ¢ak do 70% svih obradivih
povrsina direktno ili indirektno koristi za stocarstvo (Steinfeld i sur., 2006.). Zbog toga je od
velike vaznosti iznadi alternative koje ¢e s jedne strane zadovoljiti nutritivne potrebe rastuce
ljudske populacije, no s druge strane biti odrzivo u smislu iskoriStenja zemlji$nih resursa —
kako tla, tako i njezine atmosfere. Kao jedna od alternativa koja bi trebala zadovoljiti ove
kriterije, no isto tako promijeniti drasticno smjer stocarstva kakvog poznajemo danas je
proizvodnja mesa iz mati¢nih stanica.

,»Stani¢no ili ,kultivirano meso je produkt animalnog podrijetla koji se dobiva izoliranjem
mati¢ne stanice (putem biopsije) iz zive zivotinje, nakon cega Se umjetnim putem uz
kontrolirane uvjete stanice razvijaju, da bi naposljetku dobili gotov animalni proizvod. Pri tome
kao glavne prednosti koje se ocituju u kompletnoj proizvodnji stanicnog mesa mogu se
izdvojiti odrzivost proizvodnje, dobrobit zivotinja i naposljetku zdravstvenu ispravnost mesa
kao konac¢nog proizvoda (Post i sur., 2020.).

Opcenito proces proizvodnje mesa iz mati¢nih stanica se svodi na uzgajanje tkiva van tijela
zivotinje U in vitro uvjetima. U sterilnim uvjetima na ovaj se nacin kontrolira misi¢no tkivo te
regulira prema potrebama trzista. Stani¢no meso je potrebno odvojiti od raznih drugih mesnih
supstituta kao sto su biljno bazirani burgeri, jer je ono proizvod koje gotovo u svim aspektima
najvise sli¢i tradicionalno proizvedenom mesu. Zbog visoke cijene proizvodnje i trenutne
nemogucnosti proizvodnje u velikim koli¢inama ovaj proizvod jos nije komercijalno dostupno

na trzistu.

Obzirom na navedeno, cilj ovoga diplomskog rada bio je definirati meso dobiveno iz mati¢nih
stanica, nacin njegove proizvodnje u in vitro uvjetima te izazove i mogucnosti ovakve
proizvodnje mesa, kao i utjecaj iste na buduénost stocarstva i mesne industrije.



2. MATICNE STANICE MISICNOG TKIVA — definicija i razvoj

U posljednja dva desetlje¢a selekcija, identifikacija, te modifikacija mati¢nih stanica u razvoju
mesa proizvedenog iz mati¢nih stanica znacajno su napredovale. Mati¢ne Stanice imaju
sposobnost zadrzavanja u nediferenciranom obliku koje se mogu razviti u razli¢ite vrste
specijaliziranih stanica (Arshad.i sur., 2017.).

Fetalna faza razvoja misica predstavlja klju¢nu fazu u rastu i proliferaciji jer se broj misi¢nih
vlakana ne mijenja nakon rodenja (Zhu i sur., 2004.). Stoga se postnatalni misi¢ zapravo razvija
povecanjem veli¢ine misi¢nih vlakana (Karunaratne i sur., 2005.).

......

mitotski mirne mati¢ne stanice koje nakon aktivacije prelaze u mononuklearne misi¢ne
prekursorne stanice ili mioblaste, su prekursori odgovorni za regeneraciju misi¢nog tkiva (Le
Grand, 2007.). Misi¢no tkivo potjece iz paraksijalnin mezodermalnih progenitornih stanica
tijekom fetalnog razvoja. Glavne satelitske stanice diferenciraju se u miogenu stanic¢nu liniju,
ali se mala populacija satelitskih stanica takoder moze diferencirati u fibroblaste ili adipocite,
koji ¢ine tkivo skeletnih misi¢a (Rubin, 2019.). Paraksijalni mezoderm diferencira se u
mioblaste kroz sekvencijalni razvojni proces reguliran s nekoliko ¢imbenika rasta (Chal i
Pourquie, 2017.). Mioblasti stvaraju misi¢no tkivo fuzijom stanica na stanicu, a dio njih se
nalazi ispod bazalne lamele misi¢nih vlakana i pretvaraju se u inaktivne satelitske stanice
tijekom postnatalnog razdoblja. Nakon ozljede misica, inaktivne satelitske stanice se aktiviraju,

te se diferenciraju u mioblaste i pridonose regeneraciji misica.

Za rast skeletnih misica i njihovu struktruiranost vazni su kontrola dodataka hranjivim tvarima
i nekoliko signalnih ¢imbenika. Rast skeletnih misSi¢a pojacava se aktivacijom Wnt
siganlizacije, dok ona inhibira adipogenezu (Ding i sur., 2018.). B-katenin, koji je stabiliziran
Whnt signalizacijom, pozitivno regulira miogene gene kao $to su Pax3, MyoD i Myf5
(Ridgeway i Skerjanc, 2001.).
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Slika 1. Formiranje skeletnog misica iz paraksijalnog mezoderma tijekom ljudskog
embrionalnog razvoja (Lim i sur., 2021.).

Inaktivne satelitske stanice definirane su ekspresijom transkripcijskog faktora Pax7 (engl.
paired box 7) koji se stoga koristi i kao njihov marker (Kuang i sur., 2007.). Ozljeda miSic¢a
uzrokuje aktivaciju miogene satelitske stanice putem regulacije Myf5 i MyoD, te regulacije
Pax7, ¢ime se te stanice pretvaraju u proliferiraju¢e mioblaste. Pri tome Myf5 i MyoD imaju
recipro¢nu ulogu u proliferaciji i diferencijaciji mioblasta (Gayraud - Morel i sur., 2007.).
Misi¢ne mati¢ne stanice takoder su definirane povrSinskim i citoskeletnim proteinima, koji
stupaju u interakciju s nizom maticnih stanica, poput adhezijskih molekula vaskularnih stanica
(VCAM) i neuronskih stanica (NCAM, takoder poznate kao CD56), integrina o7 i B1 (takoder
poznat kao CD29), CD34, SM/C - 2.6 i desmina (Wang, Dumont, i Rudnicki, 2014.).

Quiescent satelite cell Activated satelite cell Differentiated fibre

Slika 2. Put miogene diferencijacije miSi¢nih satelitskih stanica s ekspresiraju¢im markerima.
(Inaktivne satelitske stanice izrazavaju Pax7 dok je miogeni faktor (Myf 5) smanjen. U
procesu razvoja u mioblast i miSi¢no vlakno, satelitske stanice se proliferiraju i diferenciraju.
Povecanje ekspresije MyoD i MyoG faktora rasta dolazi do stvaranja diferenciranog vlakna;
Hong i sur., 2021.).



Drugim rije¢ima, sklad vanjskih i unutarnjih faktora regulira sudbinu misi¢nih mati¢nih
stanica. Stoga, da bi se misi¢ne mati¢ne stanice u izoliranim uvjetima odrzale i nastavile svoju
proliferaciju i razvoj in vitro potrebno je osigurati jednake uvjete kao i u uvjetima in vivo, a to
ukljucuje i izvanstani¢ni matriks (eng. ECM) i parakrine ¢imbenike.

3. 1IZOLACIJA MISICNIH MATICNIH STANICA 1Z TKIVA ZIVOTINJE
3.1. Cimbenici koji utje¢u na rast misi¢nih stanica

Misi¢ne mati¢ne stanice mogu se izolirati biopsijom misi¢a iz usmrcéenih zivotinja. Kako se
koli¢ina izolirane misi¢ne mati¢ne stanice mijenja u uvjetima zivotinje donora, za ucinkovitiju
izolaciju satelitskih stanica prije samog odabira donora potrebno je uzeti u obzir i nekoliko
¢imbenika. Naime, u raznim vrstama je dokazano da takoder i starost zivotinja te poloZzaj miSica
utjecu na broj dobivenih misiénih stanica (Choi i sur., 2020.).

Satelitske stanice ¢ine oko 30-35% ukupnih jezgri misi¢nih vlakana pri rodenju, no njihov se
broj dramati¢no smanjuje starenjem, te u odraslih zivotinja ¢ini samo 2-5% jezgri (Motohashi
i sur., 2014.). Tako su primjerice Gibson i Schulz (1983.) pokazali da su u miseva starosti 1,
12 i 24 mjeseca satelitske stanice brojnije u m. Soleus nego u ekstenzoru Digitorum. Druga
studija pak je pokazala da dijafragma i ekstraokularni misici imaju vise mati¢nih stanica nego
misi¢i Soleusa (Keefe i sur., 2015.). Kod svinja je izmedu devet istrazivanih miSi¢a
(Semimembranosus, Semitendinosus, Biceps femoris, Peroneus tertius, Interkostal,
Longissimus thoracis, Psoas major, Romboid i ekstenzor Carpi radialis) najveéi broj misi¢nih
mati¢nih stanica pozitivnih na Pax7 otkriveno u Psoas major i ekstenzoru Carpi radialis
(Ding i sur., 2017.)

e
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Slika. 3. Prikaz kvantifikacije broja satelitskih stanica u razli¢itim dijelovima skeletnih misica
(Ding i sur., 2017.)



Takoder, satelitske stanice izolirane iz razli¢itih misica pokazale su i razlic¢ite potencijale
diferencijacije i svojstva proliferacije. Satelitske stanice dobivene iz dijafragme imaju nizu
stopu proliferacije i ve¢u miogenu sposobnost od onih koje potjecu iz m. Semimembranosus
kod svinja (Redshaw i sur., 2010.). Isto tako je utvrdeno da genetsko svojstvo poznato kao
"dvostruka misicavost", uzrokovano mutacijom miostatina Gdf8, moze utjecati na svojstva
proliferacije, ali ne i na miogeni potencijal misi¢nih mati¢nih stanica. Naime, fetalni mioblasti
goveda s karakteristikama ,,dvostruke miSi¢avosti“ zadrzavaju svoje nediferencirano stanje
dulje i imaju povecanu stopu proliferacije u usporedbi s onima divljeg tipa goveda (Quinni sur.,
1990.). Nakon rasta miSic¢a tijekom postnatalnog razvoja, ukupni broj misi¢nih mati¢nih stanica
raste dok se njihov udio smanjuje. To potvrduju i istrazivanja Campion i sur. (1982.) koji
navode da se u m. semimembranosus u japanske prepelice nakon izlijeganja apsolutni broj
satelitskih stanica povecavao, dok se njihov udio smanjio. Kod miSeva se apsolutni broj
satelitskih stanica povec¢avao do 12 mjeseci, a zatim se smanjivao do 24 mjeseca u misicu
Soleus, te se u ekstenzoru Digitorum longus sa starenjem postupno smanjivao (Gibson i
Schultz, 1983.). Nadalje, Campion i sur. (1981.) su pokazali da se u organizmu svinje broj
satelitskih stanica povec¢ava do 32. tjedna starosti, dok se postupno smanjuje tijekom
postnatalnog rasta u misi¢ima Peroneus longus i Sartorius. Takoder, starenjem se
proliferacijski potencijal satelitskih stanica smanjivao i u Gastrocnemius miSi¢u Stakora
(Chakravarthy i sur., 2000.).

Spol Zivotinja je jos$ jedan ¢imbenik koji ima vazan utjecaj na rast mati¢nih Stanica misica.
Spolni hormoni poput estrogena i testosterona utjecu na njihov rast. U misi¢ima Triceps brachii
pojedinih primitivnih vrsta svinja broj satelitskih stanica znac¢ajno se smanjio nakon kastracije
u usporedbi s njihovim brojem u nekastriranih svinja, a na ovaj poremeceni rast moguce je
reverzibilno djelovati primjenom testosteron propionata (Mulvaney i sur., 1988.). Studija
izvedena na miSevima pokazala je da muzjaci imaju vise satelitskih stanica po miofibrilu nego
zenke, gdje se starenjem u istom spolu dramati¢nije smanjuje broj satelitskih stanica po
miofibrilu u odnosu na zenski spol (Day i sur., 2010.). Istrazivanja Neal i sur. (2012.) na
Stakorima su pokazala da su proliferirajuce satelitske stanice bile prisutnije u odraslih muzjaka
miseva nego u zenki, dok su satelitske stanice u mirovanju bile prisutne u slicnom rasponu.
Stovise, spolni hormoni imaju kljuénu ulogu u uspostavljanju populacije mati¢nih stanica u
mirovanju aktivacijom nodalnog induciranog puta Mibl (Kim i sur., 2016.). Tako na primjer
kod ljudi postmenopauzalni gubitak estrogena uzrokuje apoptozu i gubitak satelitskih stanica,
izazivajuci time oslabljenu regeneraciju misic¢a kod starijih zena (Collins i sur., 2019.).



3.2 Disocijacija misi¢nog tkiva

Skeletni misi¢i se sastoje od misi¢nih vlakana, vezivnog tkiva i stromalnih stanica, kao i
razli¢itih populacija mati¢nih stanica. Kako se miSi¢ne mati¢ne stanice nalaze na misi¢nim
vlaknima, od kljuéne je vaznosti u¢inkovito odvojiti te stanice od misi¢nog tkiva radi njihove
izolacije. Opcenito, za procis¢avanje miSi¢nih mati¢nih stanica nakon fizicke disocijacije
koriste se proteaze kao sto su tripsin, pronaza, dispaza i kolagenaza. Takoder, za razdvajanje
misi¢nog tkiva postoji i moguénost primjene nekoliko enzima u vise kombinacija. Konkretno,
kolagenaza i dispaza se naSiroko Koriste jer navodno ciljaju na izvanstani¢énu matricu
ukljucujuéi fibronektin i kolagen (Stenn i sur., 1989.). Nakon enzimske disocijacije, fragmente
vlakana, krhotine tkiva i vezivno tkivo treba odvojiti od disociranih stanica koje sadrze miSi¢ne
stanice radi ucinkovitog naknadnog procesa razvrstavanja. Standardni pristupi za izolaciju
mononuklearne stani¢ne populacije koja sadrzi mati¢ne stanica misi¢a na temelju razlika u
veli¢ini 1 tezini su filtriranje i diferencijalno centrifugiranje. Opcenito, disocirana tkiva se
filtriraju kroz cjedilo za stanice ili najlonsku mrezu s porama od 20 do 40 gm, a zatim se

centrifugiraju pri niskoj G - sili od oko 300g kako bi se uklonili ostaci.
3.3 Odvajanje misi¢nih mati¢nih stanica od populacije mononuklearnih stanica

Rezultirajuéi supernatant diferencijalnog centrifugiranja sadrzi razli¢ite vrste stanica kao $to
su somatske stanice, krvne stanice, stromalne stanice i miSi¢ne mati¢ne stanice. Stoga je nakon
koraka disocijacije vazno razvrstati stanice kako bi se dobila visoko procis¢ena populacija
misi¢nih mati¢nih stanica. Za sortiranje misi¢nih mati¢nih stanica razvijeno je nekoliko metoda
na temelju njihovih fizi¢kih (centrifugiranje s gradijentom gustoée), bioloskih (predplantacija
i tretman citohalasinom B) i molekularnih znacajki (proto¢na citometrija i magnetski aktivirano
sortiranje stanica). Centrifugiranje s gradijentom gustoce, koje slijedi nakon nanoSenja i
vezanja fibroblasta za povrSinu oblozenu kolagenom, Siroko je primjenjivana metoda
razvrstavanja misi¢énih mati¢nih stanica. Ovo je tehnika za odvajanje stanica na temelju njihove
relativne gustoce. Stanice se mogu odvojiti u nekoliko subpopulacija centrifugiranjem pomoc¢u
otopine koja se sastoji od gustih podloga kao sto su Percoll i Ficoll. Ove podloge stvaraju
gradijent gustoce kroz koji uzorak prolazi tijekom centrifugiranja. U istrazivanju na Stakorima
gradijentnim centrifugiranjem pomocu 70, 50, i 35% Percoll slojeva uspjesno su se disocirale
stanice misica straznjih nogu (Bischoff, 1997.). Vise od 98% stanica prikupljenih s podloge
izmedu gradijenta od 50 i 70% pokazalo je morfologiju i znacajke diferencijacije

karakteristicne za miogene stanice. U istrazivanju Perruchot i sur. (2012.) gradijentno je



centrifugiranje primijenjeno i za izolaciju mati¢nih stanica misi¢a svinja gdje je priblizno 95%
stanica ispoljilo desmin kao marker mioblasta. Ovi su rezultati pokazali da se visoko procis¢ene

misi¢ne mati¢ne stanice mogu sortirati gradijentnim centrifugiranjem.
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Slika 4. Prikaz Percoll plus otopine za centrifugiranje (Thermo Fisher Scientific, lijevo) te
gradijenata i karakteristika misi¢nih stanica svinja odmah nakon njihove izolacije (Miersch i
sur., 2018., desno)

Tehnika pre - platiranja takoder je dugo bila Siroko rasprostranjena tehnika za razdvajanje
stanica. Budu¢i da je razli¢itim tipovima stanica potrebno razli¢ito vrijeme da se prianjaju na
plocu stani¢ne kulture, obogacivanje stanica takoder se moze izvesti na temelju ovih bioloskih
znacajki. Za razlicite stani¢ne tipove disociranog misi¢nog tkiva, primjerice misicne maticne
stanice, potrebno je vise vremena da se prilijepe na ploce stani¢ne kulture nego fibroblastima
ili epitelnim stanicama. Nakon 40 do 60 minuta od postavljanja stanica na plo¢u stani¢ne
kulture, visoko procis¢ena populacija mati¢nih stanica moze se dobiti prikupljanjem
supernatanta, jer se vecina fibroblasta i epitelnih stanica ve¢ veze na ploc¢u kulture (Richer i
Yaffe, 1970.). Razli¢ite studije su utvrdile da tehnika pre - platiranja ima vrlo visoku
ucinkovitost (> 90%). Tako je primjerice na temelju ekspresije miogenih markera kao §to su
integrin a, MyoD i desmin utvrdeno da je ¢istoca misjih mioblasta preplatiranjem povecana
¢ak do 98% (Shahini i sur., 2018.).

Drugi nacin izolacije mioblasta iz fibroblasta je tretman Citohalasinom B. Citohalasin B ometa

stvaranje aktinskih niti, ¢ime se inhibira dioba i kretanje stanica. Buduci da ovaj spoj inducira



odvajanje mioblasta, ali ne i fibroblasta, suspendirane miogene stanice mogu se sortirati
njihovim sakupljanjem iz medija kulture mioblasta (Sanger, 1974.).
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se primijetiti da se okrugle stanice skupljaju. (Sanger, 1974.).

Profil stani¢ne ekspresije gena ovisi o funkciji i tipu stanice. Markeri ekspresije gena definirani
su kao geni ili proteini koji su visoko izrazeni u specificnim vrstama stanica u usporedbi s
ostalima. Ove su molekule specificne za odredene tipove stanica, $to omogucuje stani¢nu
identifikaciju i specificno sortiranje stanica pomoc¢u fluorescentno konjugiranih antitijela
protiv ovih protein markera. Stanice vezane za protutijela mogu se odabrati pomocu
fluorescentno aktiviranog sortiranja stanica (eng. FACS - fluorescence activated cell sorting )
I magnetski aktiviranog sortiranja stanica (eng. MACS - magnetic-activated cell sorting).

FACS predstavlja metodu sortiranja stanica temeljenu na proto¢noj citometriji. Proto¢na
citometrija omogucuje analizu i izolaciju stanica na temelju njihovih fizickih znacajki (kao $to
su velicina i granuliranost), te ekspresiju markera otkrivanjem fluorescentnih signala. U ranim
studijama populacija satelitskih stanica proc¢is¢ena je na temelju veli¢ine stanice (pomocu
rasprSene svijetlosti, eng. FSC - forward scattered light) i slozenosti (pomoc¢u bo¢no rasprsene
svjetlosti, eng. SSC - side scattered light). Podaci proto¢ne citometrije pokazali su da bi dvije
razli¢ite populacije mogle biti otkrivene medu disociranim stanicama ljudskog misic¢a i da je



98% populacije malih stanica s nizim razinama FSC i SSC identificirano kao miogene stanice
(Baroffio i sur., 1993.; 1996.).

MACS je metoda razvrstavanja stanica koja se temelji na interakciji antigen - antitijelo, pa se
za ovaj pristup mogu primijeniti slicni markeri kao i za FACS. Za razliku od FACS, MACS
zahtijeva koriStenje magnetskih antitijela konjugiranin  mikro kuglicama umjesto
fluorescentnih antitijela. Stanice oznacene mikro kuglicama mogu se onda uhvatiti pomoc¢u
jakog magneta.

3.4 Krioprezervacija misi¢nih mati¢nih stanica

Krioprezervacija predstavlja postupak zamrzavanja pripravka koristenjem uredaja i tehnika s
ciljem produzenja vijeka trajanja pripravka (»Narodne novine« 177/04). Kako se u in vitro
kulturi misi¢ne mati¢ne stanice samoobnavljaju i miogeni kapacitet postupno smanjuje, za
odrzavanje ovih svojstava potrebna je banka stanica temeljena na krioprezervaciji. Razvrstane
misi¢ne mati¢ne stanice ili odvojene stanice iz miSi¢nog tkiva mogu se pohraniti do upotrebe
bez gubitka svojstava i uzgajati u in vitro uvjetima i nakon odmrzavanja. Za krioprezervaciju
stanica klju¢no je smanjiti koli¢inu vode zbog kristalizacije u mediju i citosolu tijekom procesa
zamrzavanja. Danas postoji nekoliko metoda zamrzavanja pomoc¢u medija Kkoji sadrze
krioprotektore, poput dimetil sulfoksida, etilen glikola i saharoze.
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Slika 6. Prikaz protokola za krioprezervaciju (https://www.stemcell.com/cryopreservation-
basics-protocols-and-best-practices-for-freezing-cells)

Generalno, metoda sporog zamrzavanja se uglavnom koristi za skladiStenje miSi¢nih mati¢nih
stanica. Tijekom sporog zamrzavanja stanice u fetalnom govedem serumu (eng. Fetal Bovine
Serum, FBS) i mediji koji sadrze krioprotektore postupno se zamrzavaju brzinom od 1-C /min,
¢ime Se smanjuje stani¢no OSteCenje minimiziranjem Kristalizacije vode (Freshney, 2015.).
Nakon odmrzavanja satelitskih stanica stakora i svinja zamrznutih pomoc¢u medija koji sadrzi
20% FBS 110% DMSO (hrv. dimetilsulfidoksid) nisu uoceni $tetni u¢inci na vitalnost stanica

i miogeni potencijal (Chakravarthy i sur., 2000.).



4. UZGOJ MISICNIH MATICNIH STANICA

Kultura misi¢nih mati¢nih stanica moze biti dobivena oponasanjem mikrookruzenja mati¢nih
stanica s izvanstani¢nom matricom (eng. ECM - extracellular matrix), signalnim molekulama
(hormoni i citokini), metabolitima, te fizickim okruzenjem koje ukljucuje temperaturu, pH i
vlaznost. Ove komponente okruzuju misiéne mati¢ne stanice, te se rekapituliraju in vitro

pomocu sinteti¢kih kemikalija i umjetnih naprava.
4.1 Stani¢ne podloge

Osnovna uloga stani¢nih supstrata je osiguravanje prijanjajuce povrsine za stanice, Sto utjece
na proliferaciju, odrzivost i starenje stanica u mati¢nim stanicama posredovane kadherinom i i
integrinskim receptorima (Guilak i sur., 2009.). Mati¢nim miSi¢nim stanicama in vivo fizicko
okruzenje, a ovo se takoder primjenjuje i za in vitro stani¢nu Kulturu, ¢ini nekoliko
izvanstani¢nih proteina, poput fibronektina, laminina i kolagena (Yin i sur., 2013.). Studije in
vivo su pokazale da prekomjerna ekspresija fibronektina potice ekspanziju stanica satelita, dok
njegova smanjena regulacija izaziva oslabljenu repopulaciju nise satelitskih stanica
(Bentzinger i sur., 2013.). Utvrdeno je da fibronektin aktivira signalizaciju Wnt7a proteina kroz
receptorski kompleks sastavljen od Syndecan - 4 (Sdc4) i Frizzled - 7 (Fzd7), ¢ime se regulira
sposobnost proliferacije satelitskih stanica. Stovise, pokazalo se da se ekspresija fibronektina
postupno smanjuje sa starenjem u skeletnim misi¢ima, $to dovodi do gubitka misi¢nih mati¢nih
stanica inaktivacijom signalnog puta integrina posredovanog p38 (Lukjanenko i sur., 2016.).
Kolagen takoder igra klju¢nu ulogu u samoobnovi i diferencijaciji miSi¢nih mati¢nih stanica.
Tako primjerice kolagen tipa IV izaziva smanjenje kapaciteta regeneracije satelitskih stanica
nakon ozljede misica kod miseva (Urciuolo i sur., 2013.). Ozljeda misi¢a izaziva povecanje
ekspresije ¢lanova obitelji laminina u miSi¢ima, $to dovodi do promicanja samoobnove
satelitskih stanica (Rayagiri i sur., 2018.).
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Slika 7. Shematski prikaz sustava kulture misi¢nog vlakna koji prikazuje sekvencijalnu
aktivaciju (plava), proliferaciju (zuta), samoobnavljanje (zelena) i diferencijaciju (ljubicasta)
satelitskih stanica (Rayagiri i sur., 2018.).

Misi¢ne mati¢ne stanice uzgojene na ECM plocama oblozenim proteinima pokazuju
poboljsane sposobnosti proliferacije i diferencijacije. Doumit i sur. (1992.) su potvrdili ve¢u
stopu proliferacije i diferencijacije kada su koristili cetiri supstrata ukljucujuéi primaria BD
(Becton Dickinson), fibronektin, kolagen tipa Il i zelatinu za uzgoj satelitskih stanica svinja

na plocama oblozenim Zelatinom.

Osim pojedinacnih ECM molekula za ekspanziju mati¢nih stanica misica in vitro nasiroko se
primjenjuje i mjeSavina ECM komponenti, poznata jos i kao Matrigel, koju izlu¢uju stanice
sarkoma misa Engelbreth - Holm - Swarm (EHS). Matrigel oponasa in vivo stani¢no
mikrookruzenje (nisu) zbog svojih specificnih komponenti kao sto su laminin, kolagen tipa 1V,
entaktin i faktori rasta u tragovima (Vukicevic i sur., 1992.). Stovise, istrazivanja Wang i sur.
(2014.) su pokazala da se mati¢nost (0d eng. "stemness") misjih miogenih progenitornih stanica
moze odrzavati duze vrijeme na posudama oblozenim Matrigelom. U usporedbi s drugim
supstratima Matrigel je olakSao ekspresiju integrina i Wnt signalne puteve, te povecao
sposobnosti proliferacije i diferencijacije u mati¢nim stanicama svinjskih misi¢a (Wilschut i
sur., 2010.).

4.2 Bazalni mediji

Medij za rast stanica opcenito sadrzi bazalne medije, serum ili zamjene u serumu, te stani¢ne
signalne molekule. Bazalni mediji sastavljeni od osnovnih elemenata kao $to su hranjive tvari
(aminokiseline, ugljikohidrati i lipidi), vitamini, anorganske soli i minerali u tragovima koji
omogucuju in vitro mikrookruzenje stanice (Choi i sur., 2020.). Bazalni mediji, bas kao i
tjelesne tekucine in vivo, sudjeluju u puferiranju pH i osmotskog tlaka kao i u hranjenju stanica
in vitro.

Kako su za odrzavanje razli¢itih tipova stanica potrebni razli¢iti metaboliti i komponente, za
te su posebne svrhe razvijeni i razli¢iti bazalni mediji, poput GMEM-a za stanice BHK-21
(Stoker i Macpherson, 1961.), F10/F12 hranjivi medij za CHO stanice (Ham, 1965.) ili IMDM
za hematopoetske stanice (Guilbert i Iscove, 1976.)

Satelitske stanice svinja pokazale su najvecu stopu proliferacije kada su uzgojene s pet medija,
uklju¢uju¢i McCoy 5A, Ham F12, DMEM, minimalni esencijalni medij (MEM) i DMEM/F12,
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dok je najlosiji miogeni potencijal utvrden u MEM i McCoy 5A medijima (Doumit i Merkel,
1992.). Rando i Blau (1994.) su utvrdili da je Hamov hranjivi medij F10 selektivno olaksao
rast mioblasta misa, dok su fibroblasti nastavili rasti u DMEM, Waymouth i M199 mediju.

4.3 Serum i njegove zamjene

Kao komponenta u mediju za in vitro stani¢nu kulturu eukariotskih stanica obi¢no se koristi
serum, buduci da se u njemu nalazi mnogo komponenti potrebnih za rast. Najvise koristena
vrsta seruma je fetalni govedi serum, koji je uzet od steonih krava tijekom usmréivanja. Fetalni
govedi serum (FBS) pruza Sirok spektar makromolekula, proteina nosaca za lipoidne tvari i
elemente u tragovima, ¢imbenike vezivanja i §irenja, hranjive tvari, hormone i faktore rasta
(Jochems isur., 2002.). Stoga se nasiroko koristi kao dodatak mediju stani¢ne kulture. U uzgoju
mati¢nih stanica misica takoder se Siroko primjenjuje i serum konja (eng. Horse Serum).
Dokazano je da je rast miSi¢nih mati¢nih stanica olakSan, a spontana miogena diferencijacija
potisnuta kada se stanice uzgajaju u visokoj serumskoj koncentraciji. Satelitske stanice svinja
pokazale su najveci proliferacijski i miogeni potencijal u medijima koji sadrze FBS kada su
uzgojene s Cetiri razli¢ita seruma i to FBS, konjski serum, svinjski i janje¢i serum (Doumit i
Merkel., 1992.). Svojstvo mati¢nosti stanice se znacajno povecala na nacin ovisan o dozi u tim
uvjetima.

Nadalje, Shanini i sur. (2018.) su izvijestili da medij s visokim sadrzajem seruma s 20% FBS-
a 1 10% konjskog seruma potice iskljucivo proliferaciju misi¢nih mati¢nih stanica misa u
usporedbi s onom nemiogenih stanica, posebno fibroblasta. Zbog velikih varijacija u sastavu
donora zivotinja, za dobivanje dosljednih eksperimentalnih rezultata koriste se i nadomjesci
seruma (eng. Knockout serum replacements) i dodaci N2/B27. Medutim, mediji bez seruma i
dalje imaju slabije u¢inke na ekspanziju mioblasta u usporedbi s medijima koji sadrze serum,
Sto ukazuje na potrebu daljnjih istrazivanja kako bi se rijesio problem zamjene seruma kulture
misi¢nih mati¢nih stanica (Kolkmann i sur., 2020.).

4.3.1 Molekule stani¢ne signalizacije

Hormoni i ¢imbenici rasta, kao i hranjive tvari, neophodni su za rast i odrzavanje in vitro
uzgojenih stanica. Izlu¢uju se iz endokrinih organa okolnih stromalnih stanica, te se vezu na
receptore u stani¢énoj membrani ili citoplazmi kako bi aktivirali signalne puteve uklju¢ene u

rast i diferencijaciju stanica (Choi i sur., 2020.). Uoceno je da in vitro uzgojene misi¢ne mati¢ne
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stanice postupno gube svoju svojstva zbog nedostataka signalnih molekula (Machida i sur.,
2004.).

4.3.2 Faktori rasta fibroblasta (FGF2 ili FGF)

FGF2 se najvise koristi za in vitro uzgojene misicne maticne stanice. FGF2 proizvode
stromalne stanice (poput fibroblasta), parakrino, a ne proliferacijom satelitskih stanica na
autokrini nacin, koji ima troficki ué¢inak na mioblaste in vivo (Groux-Muscatelli i sur., 1990.).
Proteoglikani heparan sulfata u stanicnoj membrani potrebni su za vezanje FGF2 na njihove
receptore te blokiranje heparan sulfata koji uzrokuje diferencijaciju mioblasta (Rapraeger i sur.,
1991.). Nadalje, istrazivanja su pokazala da koristenje FGF-a povecava stopu rasta govedih
mioblasta kroz inhibiciju miogene diferencijacije (Gospodarowicz., 1976.), dok je istrazivanje
Rando i Blau (1994.) pokazalo da je medu razli¢itim faktorima rasta (FGF-1, FGF-2, PDGF-
AA, PDGF-BB, IGF-1, IGF2, EGF I LIF) koristenje FGF-2 stimuliralo rast misi¢nih mioblasta
za vise od 25%. Nakon sto se FGF-2 povuce iz in vitro kulture, spontana diferencijacjia
mioblasta se znacajno povecava (Shahini i sur., 2018.).

4.3.3. Inhibitori signalizacije P38

P38 signalni put ima klju¢nu ulogu u diferencijaciji i proliferaciji misi¢nih mati¢nih Stanica in
vivo. Uslijed ozljede misica, aktivacija inhibitora p38 izaziva samoobnavljanje i diferencijaciju
satelitskih stanica izlaskom iz mirovanja, dok podskup satelitskih stanica ostaje u stanju
mirovanja potiskujuéi inhibitor p38 (Troy i sur., 2012.). Genetska ablacija inhibitora p38
dovodi do poremecaja rasta zbog odgodene diferencijacije satelitskih stanica tijekom
postnatalnog razvoja (Brien i sur., 2013.). Sli¢no rezultatima in vivo, koriStenje kultiviranih
govedih satelitskih stanica inhibitorom p38 SB203580 sprjecava smanjenje aktivnosti PAX7 i
omogucuje produzeno odrzavanje njihove sposobnosti diferencijacije (Ding i sur., 2018.).
Kada su transplantirane, in vitro uzgojene satelitske stanice tretirane s SB203580 pokazuju
vecéu ucestalost stvaranja himernih misica i engraftmenta u usporedbi s netretiranim stanicama
(Charville., 2015.). Nadalje, dokazano je da je signalizacija inhibitora p38 uklju¢ena u
degeneraciju misi¢nog tkiva povezanog sa starenjem. Starenjem se inhibitor p38 pojacano
regulira kod miSeva, ¢ime se smanjuje kapacitet samoobnavljanja satelitskih stanica dok
inhibicija signalizacije stanica malim molekulama, poput SB203580 i BIRB796, oporavlja
satelitske stanice od defekata povezanih s dobi (Bernet i sur., 2014.). Potiskivanje inhibitora
p38 poboljsava starenje satelitskih stanica vra¢anjem njihovog miogenog potencijala prilikom
transplantacije (Cosgrove i sur., 2014.).
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4.3.4. Inzulin i inzulinu sli¢an faktor rasta 1 (IGF-1)

Inzulin je hormon ¢ija je uloga poticanje prezivljavanja i samoobnavljanja mati¢nih stanica
uzgojenih in vitro (Godoy-Parejo i sur., 2019.). Dodson i sur. (1985.) su pokazali da koristenje
IGF-1, IGF-2 i inzulina pospjesuje rast satelitskih stanica te suplementacija inzulinom, zajedno
s IGF-2, ali ne i s IGF-1, ima aditivni u¢inak na njihov potencijal samoobnavljanja. Povec¢ana
razina IGF-1 u satelitskim stanicama dovodi do njihovog brzog Sirenja tijekom regeneracije
skeletnih misi¢a $to ukazuje na njihovu troficku ulogu u miSi¢nim mati¢nim Stanicama
(Jennische i sur., 1987). Slicno IGF-1, IGF-2 povecéava proliferaciju kultiviranih mioblasta i
smanjuje njihovu diferencijaciju (Florini i sur., 1984.). Zamjenom inzulina sa serumom
odrzava se sposobnost diferencijacije mioblasta, iako oni gube svoj miogeni potencijal u
odsutnosti FBS-a (Mandel i Pearson, 1974.).

Sli¢no inhibiciji signalizacije p38, IGF-1 takoder obnavlja smanjeni proliferativni potencijal
ostarjelih satelitskih stanica izoliranih od miseva starih 30 mjeseci (Chakravarthy i sur., 2000.).

4.3.5. Wnt signalni putevi (eng. Wingless Int-1)

Le Grand i sur. (2009.) su otkrili da satelitske stanice koje su u stanju mirovanja tijekom
regeneracije misi¢a Vvisoko izrazavaju Wnt7a i njegov receptor. Wnt7a povecava broj
satelitskih stanica promicanjem simetri¢ne diobe stanica, ali ne utje¢e na diferencijaciju i
proliferaciju mioblasta. Osim toga, Wnt signalizacija se moze aktivirati vezanjem
izvanstanicnih matrica (ECM) proteina, kao sto je fibronektin ili regulacija hipoksije
induciranog ¢imbenika (HIF), ¢ime se potiskuje diferencijacija satelitskih stanica (Majmundar
i sur., 2015.).

Whnt signalni putevi se sastoje od kanonskih i nekanonskih puteva. Oba puta u misi¢énim
mati¢nim Stanicama su koordinirano ukljucena u regulaciju proliferacije i diferencijacije.
Koristenje kanonskog inhibitora Wnt IWR1-endo uzrokuje smanjenu aktivnost proliferacije
mioblasta i inhibira fuziju mioblasta tijekom miogene diferencijacije (Suzuki i sur., 2015.).

4.3.6 Antibiotici i antimikotici

Tijekom uzgoja Zivotinjskih stanica, moguca je kontaminacija bakterijama i raznim nezeljenim
negativnim faktorima. Za sprecavanje moguce kontaminacije koriste se antibiotici i

antimikotici. Neki od njih su pencilin, streptomicin, i gentamicin. Medutim, navedeni
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antibiotici se trebaju izbjegavati radi negativnih nuspojava nakon udisanja. Dugotrajna
izlozenost ostacima antibiotika u hrani, ¢ak i u njihovim tragovima, moze prouzrokovati
ozbiljne zdravstvene probleme ukljucujuci reakciju preosjetljivosti, reproduktivni poremecaj
te pojacano pojavljivanje patogenih mikroorganizama otpornih na antibiotike u ljudima.

5. NOSACI (eng. Scaffolds)

Nosaci su porozne 3D strukture koje funkcioniraju kao predlozak za formiranje stani¢nog
tkiva, obi¢no simuliraju¢i ekstracelularni matriks za stanice da se pri¢vrste, odnosno
proliferiraju ili diferenciraju (O Brien., 2011.). Nosaci daju fizicke i biokemijske znakove za
prianjanje stanica, razmnozavanje i diferenciranje u potrebne tipove stanica, te im omogucuju
prostornu heterogenost u kona¢nom proizvodu Kkoji ¢e biti nalik prirodnoj strukturi i teksturi
mesa (Stephens i sur., 2018.).
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Slika 8. Shematski prikaz proizvodnje stani¢énog mesa.

(Seah i sur., 2021.)
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Glavna svrha nosaca je olakSavanje razvoja potrebnih misi¢a, masti i vezivnog tkiva. Svojstva
konacnih proizvoda kao sto su tekstura ili okus dalje se mogu obraditi trenutnim tehnikama za
preradu mesnih proizvoda kao $to su pilece pljeskavice, mljevena govedina ili kobasice (King,
2019.). Za stvaranje strukturiranog mesnog proizvoda kao sto je odrezak ili file, potreban je
pravilan odabir nosaca jer upravo oni olakSavaju proliferaciju stanice, diferencijaciju u
predodredene tipove stanica, te prostorni raspored koji omogucava nastanak karakteristi¢énog
izgleda i teksture mesa.

Tehnike koje se koriste za pravilan odabir nosac¢a uglavnom se temelje na biokompatibilnosti,
biorazgradivosti i mehanickim svojstvima kao $to su veli¢ina pora, ¢vrstoca materijala,
arhitektura nosaca i proizvodne tehnologije (O"Brien, 2011.). Osnovu arhitekture nosaca
predstavlja poroznost jer mora dopustiti kontinuiranu perfuziju medija i vaskularizaciju
prirodnog tkiva. No vazno je napomenuti i ostale vazne ¢imbenike, a to su: sastav, veli¢ina,
debljina poroznosti, mehanicka svojstva, profil razgradnje i biokompatibilnost. Jos jedan vazan
¢imbenik u uzgoju mesa iz mati¢nih stanica jest i uklanjanje otpada poput degradiranih nosaca
ili izluc¢enih metabolita iz bioreaktora.

Nosac¢i se mogu razviti od Zivotinja, biljaka i na sinteti¢ki nacin. Naravno, etika proizvodnje
stanicnog mesa koja uglavnom nalaze ocCuvanje okolisa i dobrobit Zivotinja, tezi prema
sintetiCkom nacinu proizvodnje nosaca. Tako su primjerice Van Elen i sur. (1999.) u svom
preglednom radu predlozili uzgoj embrionalnih mioblasta ili satelitskih stanica odraslih
skeletnih misica na kolagenskim mrezama ili zrncima mikronosaca, gdje se medij uzgoja
perfundira u stacionarnom ili rotiraju¢em bioreaktoru. Jednom kada se stanice spoje u miotube
i diferenciraju u misi¢na vlakna, mogu se skupiti i konzumirati kao mesni proizvod.

S obzirom na slozenost postizanja adekvatne vaskularizacije tkiva, predlozeno je nekoliko
rjeSenja koja se mogu primijeniti u proizvodnji mesa iz mati¢nih stanica. Tako su primjerice
rastuce stanice na poroznim plo¢ama koje su slozene u 3D nosace poboljsale proliferaciju
stanica za opskrbu hranjivim tvarima na svim slojevima (Papenburg i sur., 2009.; Li i sur.,
2013.). Porozne ploce takoder mogu biti dizajnirane tako da se mehanicki rastezu kako bi
potaknule razvoj u miotubama, te se mogu konzumirati zajedno s mesom ako su sastavljene od
jestivog materijala. Inace, porozne plo¢e su dizajnirane tako da se odvoje od razvijenog
misi¢nog tkiva, tocnije misi¢ni sloj se moze odvojiti od termo osjetljive polimerne ploce s
promjenom temperature (Edelman i sur., 2005.). Dobiveni listovi misi¢nih stanica mogu se

smotati do znatne debljine i obraditi kako bi se dobilo mljeveno meso.
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Za visoko strukturirano i organizirano tkivo kao Sto su odresci, potrebni su visoko
vaskularizirani nosaci. Edelman i sur. (2005.) su sugerirali da se kolagen ili biokompatibilna
polimerna otopina moze nanijeti na odljev, kako bi se osigurala platforma koja tvori razgranatu
mrezu mikrokanala, koji se potom mogu naslagati jedan na drugi u 3D mrezu. Ovaj pristup,
medutim, nije izvediv za visoku skalu proizvodnje, sto predstavlja veliki nedostatak. Uzimajuci
u obzir probleme skalabilnosti proizvodnje, kao potencijalno rjeSenje predloZena je stani¢na
kultura olaksana mikronosacima, zbog velikog omjera povrsine, volumena i prevalencije u
bioprocesiranju za skalabilnost. Provjera koncepta za proizvodnju govedine u uzgoju veé je
provedena koristenjem razli¢itih komercijalnih mikronosaca koji su pokazali "prijenos zrna na
zrno" stanica koje imaju potencijal u proizvodnji stani¢cnog mesa. Medutim vazno je naglasiti
kako trenutno jos nije komercijaliziran niti jedan prehrambeni ili jestivi mikronosa¢ (Enrione i
sur., 2017.). Bodiou i sur. (2020.) predlazu tri dizajna mikronosa¢a za primjenu u stani¢cnom
mesu: privremeni mikronosaci (uklanjanje mikronosaca na kraju procesa), razgradivi
mikronosaci (Koji se razgraduju u procesu) i jestivi mikronosa¢i koji su dio konacnog
proizvoda. Prva dva dizajna ukljucuju dodatne korake kao $to su disocijacija, razgradnja i
odvajanje, koji ukljucuju visestruke tretmane (kemijski, mehanicki i toplinski), sto proces ¢ini
kompliciranim i manje pozeljnim. Zaklju¢eno je da najveéi potencijal za primjenu ima
koristenje jestivih mikronosaca, u kojem ne samo da su smanjena ili potpuno eliminirana tri
gore navedena naredna koraka, nego ¢ak i pomaze u poboljsanju organoleptickih karakteristika
kada se konzumiraju kao dio kona¢nog proizvoda.

5.1. Mikronosaci

Uzgoj stanica u suspenziji daje veci u¢inak nego sustavi jednoslojnih kultura, ali prianjanje na
specifi¢nu povrsinu Kulture klju¢no je za razmnoZzavanje stanica ovisnih o sidrenju bez gubitka
svojih stani¢nih svojstava (Grinnell, 1978.). U svrhu masovne kulture stanica ovisnih o
sidrenju, mikronosaci se koriste za uspostavljanje suspenzijskih kultura (Rafiq i sur., 2013.).
Van Wezel je 1967. godine opisao koncept "mikro-nosaca" koriste¢i ¢estice dekstrana za razvoj
velikih stani¢nih Kkultura u mijesanoj suspenziji. Ove cestice dekstrana su mikro veli¢ine
kuglice koje prikazuju pozitivno nabijene povrsine i privlace zivotinjske stanice koje sadrze
negativno nabijene membrane (Van Wezel, 1967.). Kao mikronosa¢i mogu se Koristiti razli¢iti
materijali, ukljucuju¢i dekstran, celulozu, zelatinu i plastiku (Stanbury i sur., 2013.). Ti
mikronosac¢i mogu biti ¢vrsti ili porozni, a materijali se mogu odabrati prema namjeni kulture
i tipu stanice (Tavassoli i sur., 2018.). Posebno se treba uzeti u obzir uskladenost s hranom u
situacijama kada se mikronosaci koriste u proizvodnji jestivog mesa. lako se nekoliko
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istrazivaca usredotoCilo na razvoj mikronosaca prikladnih za ljudske mati¢ne stanice,
mikronosaci za ekspanziju mioblasta ili za proizvodnju uzgojenog mesa tek se trebaju razviti
(Bodiou i sur., 2020.). Proces odvajanja kultiviranih stanica od mikronosaca je posljednji korak
u kojem se kultivirane stanice koriste za naknadne primjene (Verbruggen i sur., 2018.).
Mikronosaci izradeni od materijala koji reagiraju na toplinu mogli bi ovisno o temperaturi
promijeniti svoja povrsinska svojstva i pomaknuti pri¢vrséene stanice koje bi se naknadno
mogle filtrirati (Bodiou i sur., 2020.). Biorazgradivi mikronosaci takoder se Siroko koriste jer
ne zahtijevaju zahtjevne postupke sakupljanja (Lam i sur., 2017.). Razliciti jestivi polimeri i
hidrogelovi mogu se koristiti kao baze za jestive mikronosace (Ali i Ahmed, 2018.), gdje
jestivim mikronosa¢ima mozda neée biti potreban korak stani¢ne disocijacije jer je cijela
struktura sigurna za ingestiju (Bodiou i sur., 2020.). Miogene satelitske stanice mogu se
uzgajati u suspenziji s biorazgradivim ili jestivim mikronosa¢ima (Moritz i sur., 2015.).
Nedavno su uzgojene i diferencirane satelitske stanice u sustavima suspenzijskih kultura
koriStenjem biorazgradivih nosaca za razvoj mesa iz mati¢nih stanica. Ovaj proces zahtijeva
da se stanice usidre na povrSinu nosaca, Sto bi mogli biti osigurano konstrukcijama tkivnog
inzenjeringa (Post, 2012.).

« Satellite cell
) Microcarrier

Impeller
olm

Airation

Cells on microcarriers Aggregated cells Packed bed bioreactor

Slika 9. Prikaz tri moguca sustava velikih razmjera za uzgoj govedeg mesa. Tri metode koje
ukljucuju stanice na mikronosac¢ima u bioreaktoru s mehanickim mije$alom, agregirane
stanice u bioreaktoru s mehani¢kim mijesalom ili upotreba bioreaktora sa nabijenim slojem.
(Moritz i sur., 2015.)
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5.2. Uobicajeno koriSteni nosaci za proizvodnju stani¢nog mesa

Na temelju podrijetla materijala, nosaci se mogu izraditi od prirodnih polimera (zZivotinjskih i
biljnih), te od sintetickih materijala.

5.2.1. Prirodni polimeri
Prirodni polimeri mogu se podijeliti na:

e Proteine (svila, kolagen, Zelatina, fibrinogen, elastin, keratin, aktin i miozin),
e Polisaharide (celuloza, amiloza, dekstran, hitin i glikozaminoglikani),
e Polinukleotide (DNA, RNA), (Stevens i sur., 2008.).

Prirodni polimeri koji su jestivi se ¢esto koriste za proizvodnju mesa iz mati¢nih stanica, od
kojih su nosaci na bazi biljnih proteina ¢esto privla¢ni zbog niske cijene, te dodatne nutritivne
vrijednosti (Ben-Arye i sur. 2019.; Huang i sur., 2018.).

5.2.2. Polimeri zivotinjskog podrijetla

Biomaterijali zivotinjskog podrijetla koriste se u vrlo ograni¢enom opsegu za razvoj nosaca.
Medutim, neki od biomaterijala pokazali su izvanredne rezultate u tkivnom inZenjeringu. To
je primjerice kolagen, koji se ¢esto navodi kao standard u uzgoju mesa iz mati¢nih Stanica.
Literatura pokazuje da je vecina in vitro uzgojenih misi¢a uzgojeno upravo na kolagenskim
nosac¢ima (Powel i sur. 2002; Hinds i sur. 2011; Smith i sur 2012; Vandenburgh i sur., 2008.).
Nedavno se za razvoj analoga mesa (hrana napravljena od vegetarijanskih sastojaka), koristila
zelatina koja se takoder smatra prirodnom komponentom mesa koja nastaje denaturacijom
kolagena tijekom obrade i kuhanja (MacQueen i sur., 2019.).

Fibrin, prirodni vlaknasti protein koji stvara krvne ugruske na mjestima ozljede, koristen je za
formiranje nosaca za optimizaciju vaskularizacije misi¢a uzgojenih in vitro. Rezultati su
pokazali da je fibrinski gel dovoljan za formiranje vaskulariziranih in vitro misi¢a (Gholobova
i sur. 2015.; Ahmed i sur 2008.; Noori i sur. 2017.). U tkivnom inZenjeringu Se nasiroko koristi
i hijaluronska kiselina poznata po u¢inkovitom zacjeljivanju rana i regulaciji ponasanja stanica,
kao sto su adipogeneza, angiogeneza i organizacija tkiva (Colwell i sur. 2003.; Davidenko i
sur., 2010.). Danas se ulazu znatni napori kako bi se pronasao alternativni izvor hijaluronske
kiseline bez uporabe Zivotinja koriste¢i mikroorganizme bez endotoksina (Sze i sur., 2016.).
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Vazno je naglasiti ipak da nosaci zivotinjskog podrijetla nisu odrzivi u cjelokupnom procesu,
osim ako nisu proizvedeni umjetno. Cak i ako govorimo o umjetnom nacinu, proces
proizvodnje ne smije sadrzavati toksi¢ne ostatke nosaca, odnosno polimere Zivotinjskog

podrijetla koji mogu biti Stetni po ljudsko zdravlje.

5.3. Tehnike izrade nosaca

U procesu projektiranja Zeljenih nosac¢a vazno je da arhitekturna, mehanicka, bioloska i
povrsinska svojstva budu prikladna za pric¢vrscivanje, Sirenje, razmnozavanje, diferenciranje i
sazrijevanje Zzeljenih stanica. Trenutno se Kkoriste razli¢ite tehnike obrade, ponekad u
kombinaciji, kako bi se optimizirala svojstva nosaca za razli¢ite primjene (Carletti i sur.,
2011.).

Liofilizacija, elektropredenje (eng. Electrospinning) i 3D ispis su samo neke od tehnika koje
se koriste pri obradi nosaca. Liofilizacija se obi¢no koristi za proizvodnju poroznih struktura u
nosac¢ima (Lv i Feng, 2006.). Prti tome su temperatura, tlak i koncentracija polimera ¢imbenici

koji utjecu na velic¢inu i raspodjelu pora te mehanicka svojstva nosaca (Zhang i sur. 2005.).

Elektropredenje je vrlo atraktivna tehnika jer se mogu proizvesti vlaknaste strukture s
promjerom vlakana od 10 nm do 1 mikrona (Li i Xia, 2004.). Takoder se moze postici i Visoki
omjer povrSine, volumena i modulacija veli¢ine pora kako bi se podrzala visoka gustoca
stanica, kao i da bi se moglo modulirati ponasanje stanica kako bi se uzgojenom mesu pruzila
pravilna struktura (Brown i sur 2018.; Das i sur., 2020.).

3D ispis moze stvoriti kanalizirane strukture, pruzajuci oblik perfuzije, a moze ¢ak i omoguciti

uzgoj kako bi omogucio $to vjerniju mimiku strukturiranog mesa (Handral i sur., 2020.).
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Slika 10. Dostupni materijali nosaca koji se koriste za obradu stani¢nog mesa.

(Seahisur., 2021.)

Materijali od kojih su napravljeni nosaci bez mjesta za prepoznavanje stanica mogu zahtijevati
modifikaciju povrSine kako bi se poboljsala povrSinska vlaznost ili osigurale nabijene
funkcionalne skupine koje pomazu u interakciji izmedu stanice i materijala poboljsavajuci
pri¢vricivanje ili Sirenje stanica (Talawi i sur., 2015.). Tako se primjerice obi¢no na plo¢ama
koristi obrada plinskom plazmom kako bi se povecala hidrofilnost i osigurao negativni naboj
na njegovoj povrsini (Lerman i sur., 2018.). Biofunkcionalizacija materijala koriStenjem
bioaktivnih molekula kao sto su RGD (Tripeptid Arg-Gly-Asp) peptid, kolagen i laminin
obi¢no se pokrivaju na materijale nosaca fizikalnim ili kemijskim metodama radi poboljsanja
bioloskih svojstava nosaca (Talawi i sur., 2015.).

6. BIOREAKTORI

Oko 50% svih komercijalnih biotehnoloskih proizvoda koji se danas koriste u dijagnosticke i
terapijske svrhe dobiva se pomocu zivotinjskih stanica (Gaurina Srcek i sur., 2016.). Najvaznija
uloga sustava za uzgoj stanica je osigurati svojstva stani¢énog mikro-okolisa koja jamce
stanicama uspjesan rast i produktivnost. Vodeni ranijim iskustvom s uzgojem mikroba te
specificnim zahtjevima kulture Zivotinjskih stanica, stru¢njaci su do danas razvili vise vrsta
kultivacijskih sustava koji se medusobno razlikuju karakteristikama i primjenom, a radni
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volumeni dosezu raspon od 0,025 do 25.000 litara (Warnock i Al-Rubeai., 2006.). Sustavi
radnog volumena veceg od jedne litre, konstruirani tako da omogucuju upravljanje postupkom
bez kontinuirane primjene tzv. dodatnih jedinica za osiguravanje nekog od uzgojnih parametara
(npr. CO2 inkubatori, ¢iste komore, magnetska mijesala) zovu se bioreaktori (Gaurina Srcek i
sur., 2016.).

Razvoj industrijskih bioreaktora za uzgoj zivotinjskih stanica zapocinje krajem 50-tih godina
proslog stoljeca za potrebe proizvodnje cjepiva;. Tehnologija rekombinantne DNA koja je od
1980-tih temelj suvremene biotehnologije, omogucéila je proizvodnju niza terapeutskih
rekombinatnih proteina i virusnih cjepiva pomoc¢u kulture stanica. Ovakav razvoj tehnologije
dao je poticaj u oblikovanju i optimiziranju novih bioprocesa industrijskin mjerila za uzgoj
svih tipova stanica i proizvodnju do nekoliko kilograma proteina godisnje sisavaca (Gaurina
Sréek i sur., 2016.).

Osnovna uloga bioreaktora je osigurati uvjete za rast stanica i biosintezu odgovarajuéeg
stani¢nog proizvoda (Gaurina Sréek i sur., 2016.). Uvjeti koji su potrebni za stani¢nu
homeostazu uklju¢uju odrzavanje temperature, pH i osmotskih svojstava medija za uzgoj i
kontroliranu dobavu hranjivih tvari i Kisika te uklanjanje proizvoda metabolizma. Nadalje,
potrebno je odrzavati i monosepti¢ne uvjete uzgoja, kako bi se izbjegle moguce kontaminacije
mikroorganizmima, virusima ili drugim stanicama. Zivotinjske stanice u kulturi mogu biti
suspenzijske i adherentne. Koristenje suspenzijskih stanica olaksava nadzor i vodenje uzgoja.
Razlog tomu je Sto je vecina komercijalno dostupnih terapeutskih rekombinantnih proteina
proizvedena upravo u suspenzijskoj kulturi. Kod adherentnih stani¢nih kultura broj stanica
ovisi 0 raspolozivosti povrSine na kojoj stanice mogu rasti. Pri tome treba obratiti pozornost da
se kultura odrzava do pojave konfluentnosti ili potpune prekrivenosti povrsine stanicama.
Prosje¢na gustoca je oko 10° stanica/cm?, ali ona prije svega ovisi o vrsti stanica. Za rast
adherentnih stani¢nih kultura u bioreaktorima preporucuje Se imobilizacija stanica na
mikronosa¢ima kojima se postupak uzgoja prevodi u tzv. pseudosuspenzijski oblik i time
tehnoloski olaksava izvedbu procesa. Vrlo pozeljno svojstvo bioreaktora je kapacitet povecanja
mjerila proizvodnje unutar jedne bioreaktorske jedinice (Gaurina Sréek i sur., 2016.).

6.1. Vaznost mikrookruzenja u bioreaktoru

Jedan od glavnih ciljeva bioreaktora je stvaranje jedinstvenog mikrookruzenja koje je ugrozeno
fizickim povecanjem bioreaktora, budué¢i da se nehomogenost stani¢énog medija povecava

(Oosterhuis, 2017.). Jos jedan izazov rada s bioreaktorima velikog volumena potrebnim za
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povecéanje kulture misi¢nih stanica je osjetljivost na smicanje. Osjetljivost na smicanje rezultat
je mehanickih sila koje utjeu na stanice u bioreaktoru. Ove sile mogu biti destruktivne, ali
takoder mogu modificirati morfologiju, povecati brzinu rasta i promijeniti metaboli¢ku
aktivnost stanica (Gooch i Frangos, 1993.). S jedne strane potrebna je odredena brzina
mijeSanja za raspodjelu plinova i hranjivih tvari za stanice, dok sa druge strane povecanje
brzine mehani¢kog mijesala rezultira ve¢im naprezanjem uslijed ¢ega dovodi do oStecenja

stanica.

U mikrookruZenju temperatura takoder igra jednu od vodecih uloga, pa tako 2015. Freshney

odreduje optimalnu temperaturu stani¢ne kulture prema sljede¢im Kriterijima:

e Tjelesna temperatura stanice donora. Za stanice sisavaca vecina linija kulture izvodi se
na 37°C. Ptice imaju visu tjelesnu temperaturu pa se linije stani¢ne kulture za peradsko
meso trebaju odrzavati na 38,5°C. Stani¢ne linije hladnokrvnih Zivotinja, poput stanica
tune i zabljih krakova podnose sirok raspon temperatura (izmedu 15-26°C). U teoriji
ova se kultura moze drzati na sobnoj temperaturi, ali ova praksa nije preporucljiva jer
varijabilnost sobne temperature ima negativan ucinak.

e Faktor sigurnosti. Potrebno je da je temperatura uglavnom niza jer je pregrijavanje
ozbiljan problem. Za stani¢ne linije poikilotermnih Zivotinja preferira se sustav
hladenja kako bi se izbjegla temperaturna varijabilnost.

e Temperatura ima neizravan ucinak na rast stanica, buduci da utjece na topljivost COo,
a time posredno i na pH.

Takoder valja naglasiti da je jedan od glavnih potencijalnih izvora bakterijske kontaminacije
upravo neuspjeh u postupcima sterilizacije (Freshney, 2016.). Budu¢i da su troSkovi i
poteskoce pri sterilizaciji bioreaktora visoki, predlaze se koriStenje bioreaktora za jednokratnu
uporabu (Oosterhuis, 2017.).

Unutar podrucja stanicnog mesa, popularna analogija je opisati proces velikih razmjera
potreban za proizvodnju koji moze biti usporediv s primjerice pivskom industrijom kako bi se
potro$adima i stru¢njacima iz razli¢itih podrucja najlakse pomoglo vizualizirati proces uzgoja
stani¢nog mesa. Pivovare i veéina drugih velikih biotehnoloskih procesa temelji se na
fermentaciji pomocu prokariota ili jednostavnih eukariota poput kvasca, dok stani¢no meso

zahtijeva slozene eukariotske stanice kao $to su stanice sisavaca ili riba. Trenutne komercijalne
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primjene kulture stanica sisavaca primjenjuju se u industriji rekombinatnih terapeutskih
proteina kao stanice domacina (Allan i sur., 2019.).

Terapeutska proizvodnja proteina provodi se u velikim bioreaktorima s mehani¢kim mijeSalom
zapremine do 20.000L (Kunert i Reinhart., 2016.). Ovo predstavlja dobru paralelu i izvor
tehnicke stru¢nosti za proizvodnju stani¢nog mesa, no stani¢ne linije odobrene za proizvodnju
monoklonskih antitijela (eng. mAbs - monoclonal antibody) za humanu terapiju su CHO, NSO
i Sp2/0 stanice (Dumont i sur., 2016.) koje su sve uzgojene u suspenziji, bez potrebe za
nosa¢ima. lako su stanice sisavaca osjetljivije na pomicanje u bioreaktoru od prokariota,
bioreaktor s mehani¢kim mijesalom koristi se u terapeutskoj industriji proteina s eukariotima.
To je moguce zbog upotrebe suspenzijskih stani¢nih linija, medutim prekursori miocita
potrebni za stani¢no meso ovise 0 mjestu sidrista ili uévrséenju i imaju nize granice pomicanja
(Hu i sur. 2011.). Ogranicenje pri tome predstavljaju hidrodinamicke sile (posmic¢nih i
normalnih naprezanja) koje odvajaju stanicu od povrsine nosaca $to rezultira kona¢nom smréu
stanice, dok suspenzijske stanice mogu izdrzati vecu agitaciju u obliku dodavanja zraka i
rotacije impelera (Hu i sur. 2011.). Ovo ograni¢enje moze Se prevladati koristenjem stani¢nih
agregata ili sferoida bez nosaca (Kumar i Starly., 2015.). Moguée prednosti su potencijal za
postizanje visoke gustoce stanica i okruzenje kulture. Nedostaci koji ukljucuju poteskoce u
kontroli promjera bioreaktora mogu dovesti do nekroti¢nog tkiva i ograni¢enja prolaza ako su
adhezijski proteini osteceni tijekom disocijacije agregata u jednostani¢cnom obliku (Kumar i
Starly., 2015.).
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Slika 11. Shematski prikaz bioreaktora

Izvor: Preuzeto i prilagodeno prema Mrabet (2009.)
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7. PRIMJERI UZGOJA SATELITSKIH STANICA U RAZLICITIH VRSTA
DOMACIH ZIVOTINJA

7.1. Pile¢e meso

Izolacija i uzgoj misi¢nih stanica pileta nije nov koncept. Jo§ davne 1983. su Matshuda i sur.
opisali izolaciju i diferencijaciju satelitske stanice misi¢a pileta, dok su 1987. Yablonka -
Reuveni i sur. uspjeli dobiti stanice pile¢eg prsnog kosa diferencirane od satelitskih stanica,
izolacijom centrifugiranjem kroz Percoll gradijent gustoce. Satelitske stanice igraju klju¢nu
ulogu u rastu misica nakon izlijeganja pili¢a, te u njihovom odrzavanju i regenerativnom
ucinku nakon ozljede misi¢a. Buduc¢i da potencijal proliferacije i diferencijacije predstavljaju
osnovna svojstva satelitskih stanica oni su u pili¢a detaljno procijenjeni. Opcenito, kada je
skeletni misi¢ oste¢en, nova misi¢na vlakna izvedena iz ve¢ postojecih inaktivnih satelitskih
stanica zamjenjuju oste¢eno podrucje i rekonstruiraju misi¢nu strukturu (Feldman i Stockdale,
1991.).

Stani¢no meso jos nije komercijalno dostupno, no trenutno postoji puno razlicitih tvrtki koje
promoviraju razli¢ite prototipove hrane kao $to su hamburgeri, slanina i pile¢i medaljoni.
Umjetno proizvedeno pilece meso 2018. je predstavila je JUST, tvrtka koja se bavi
proizvodnjom veganske hrane. Stovise, JUST je 2019. uspjesno proizveo proizvod od pile¢ih
medaljona uzgojenih u stani¢noj kulturi po cijeni od 50$ po medaljonu (Savvides, 2020.). Uz
JUST i tvrtka Memphis Meat (Berkeley, CA, SAD.) je 2016. prvi put predstavila koncept
stani¢no uzgojenog mesa te je tijekom 2017. uspjesno proizvela i predstavila proizvod od
uzgojenog pile¢eg mesa. Nadalje, Future Meat Technologies, start-up tvrtka osnovana 2018.
godine sa sjedistem u lzraelu, u svom kratkom periodu postojanja vrlo brzo je uspjela proizvesti
stani¢no uzgojeno pile¢e meso. Ista je tvrtka uspjela smanijiti troskove proizvodnje na 150%/kg
(Lucas, 2019.).

7.2. Govede meso

U istrazivanju I razvoju stanicnog mesa u veéini je slucajeva govedina stavljana u prvi plan,
stoga danas postoji veliki broj znanstvenih studija koje s u istrazivale vise bioloSkih aspekata
misica te je objavljen niz znanstvenih otkri¢a vezanih za proliferaciju i rast misi¢nih stanica
(Allen i sur., 1979.; Dayton i White, 2008.). U svom radu iz 1987., Dodson i sur. pruzaju dokaz
da se satelitske stanice mogu izolirati iz govedeg skeletnog misi¢a. Takoder ukazuju da se
satelitske stanice govedeg porijekla mogu inducirati tako da se podvrgnu znac¢ajnoj
morfoloskoj diferencijaciji in vitro (Dodson i sur. 1987.).
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Mosa Meat, nizozemska start-up tvrtka, prva je u javnosti promovirala stani¢no uzgojenu
govedinu. Ovo meso je nastalo uzgojem i diferenciranjem mati¢nih stanica dobivenih od krave
i formulirano je u miSi¢ne trake. Predstavnici tvrtke Mosa Meat su organizirali javno
predstavljanje svojeg proizvoda nakon ¢ega je uslijedila i degustacija istog (BBC news, 2013.).
Austrijska nutricionistica Hanni Rutzler je bila dio panela za degustaciju, te se osvrnula na
okus hamburgera i izjavila da je intezivnog okusa, vrlo blizu okusu mesa, ali ne tako ukusno.
Rutzler je nadodala da hamburger ima savrsenu konzistenciju. Drugi degustator, novinar iz
Chicaga u Illinoisu, Josh Schonwald je primijetio da meso ima "poznati osjecaj u ustima”, te
se slozio sa Rutzler da okus nije jednak kao u hamburgeru dobivenom konvencionalnim
metodama uzgoja mesa (Kupferschmidt, 2013.) Mosa Meat i dalje radi na proizvodnji mesa
uzgojenim stanicnom kulturom koje je isplativije nego ikad prije, pri ¢emu je zanimljivo
napomenuti da je tvrtka objavila da je razvila medij bez govedeg seruma koji je jedan od
najvecih problema kompletne industrije stani¢nog mesa (Kateman, 2020.). Tvrtka trenutno radi
na pilot projektu u kojem su iz ciklusa financiranja "crowfunding™ skupili priblizno oko 180
miliona dolara, u kojem ¢e izgraditi tvornicu koja ¢e povecati radni opseg i biti koncentrirana
na dovodenje stanicnog mesa na trziste (Shaffer, 2020.).

Slika 12. Prvi hamburger na svijetu uzgojen u laboratoriju, London 5.8.2013.
https://www.bbc.com/news/science-environment-23576143

7.3. Svinjsko meso
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U svom radu Doumit i Merkel (1992.). su predlozili da se miogene satelitske stanice svinja
mogu izolirati iz svinjskih skeletnih misica i razviti optimizirani medij za razvoj satelitskih
stanica svinje. Ovo je do danas poboljsano uz neznatne izmjene (Metzger i sur., 2020.). Doumit
i sur. (1993.) su pokazali da miSi¢ne mati¢ne stanice svinje imaju visu stopu proliferacije u
medijima temeljenim na MEM-u, u usporedbi s drugim medijima ukljuc¢ujué¢i McCoyjev 5A,
Hamov F12, DMEM i DMEM/F12. Visoka koncetracija FBS-a koja sadrzi nekoliko poznatih
¢imbenika rasta podrzava brzinu proliferacije i miogeni potencijal mati¢nih stanica svinja
tijekom in vitro kulture (Doumit i Merkel, 1992.). Medutim, mati¢ne stanice svinjskog misica
postupno gube svoju sposobnost proliferacije i izrazenu morfologiju dugotrajnim kultiviranjem
tijekom dva tjedna (Choi i sur., 2020.). Kvantitativna PCR analiza je pokazala da su geni
markeri za satelitske stanice i mioblaste (PAX7, MYF5 i MYOD1) (Kuang i sur., 2007.) i gen
vezan za miogenezu (MYOG) (Cao i sur. 2006.) dramati¢no smanjeni nakon prolaska, §to
ukazuje da MEM koji sadrzi FBS ne moze poduprijeti mati¢nost (0d eng. "stemness") misi¢nih
mati¢nih stanica svinje tijekom duljeg razdoblja in vitro.
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Slika 13. Svinjske miSi¢ne mati¢ne stanice uzgajane u 10% FBS -a koji sadrzi minimalni
esencijalni medij (MEM).

Misi¢ne mati¢ne stanice izolirane iz misi¢a Biceps femoris 3 dana starosti (Choi i sur. 2020.)

a.) Morfoloske promjene mati¢nih stanica misica svinje tijekom in vitro dugotrajne kulture.
b.) Obrazac ekspresije gena miogenih markera tijekom in vitro dugotrajne kulture mjeren
pomocu gPCR (Landras*Jorksir*Durok).

Kako bi se pronasli prikladni uvjeti kulture in vitro za mati¢ne stanice misica svinje, Choi i sur.
(2020.) su prvo testirali komercijalno dostupan medij SKGM-2 koji ukljucuje epidermalni
faktor rasta (EGF) i deksametazon za ljudske mioblaste. EGF i deksametazon povecavaju
sposobnost proliferacije i diferencijacije mioblasta in vitro (Roe i sur., 1995; Syverud i sur.,
2016.). Brzina proliferacije miSi¢nih mati¢nih stanica svinja uzgojenih u SKGM-2 je bila visoko
povecéana u usporedbi s medijima na bazi rasta MEM (slika 13a.), a stanice su odrzavane dulje
vrijeme (slika 13b) (Choi i sur,. 2020.). lako su geni markera miogenih stanica bili zna¢ajno
jace izrazeni u skupini koji su tretirani s SkgGM-2, njihova je ekspresija postepeno s pasazom
slabila.

Choi i sur. (2020.) su primijenili i SKGM-2 kao bazalni medij te ispitali u¢inak inhibitora p38
SB203580 na odrzavanje nediferenciranog stanja mati¢nih stanica misica svinje. Aktivacijom
signalnog puta p38 inhibira proliferaciju i uzrokuje miogenu diferencijaciju u miSiénim
mati¢nim stanicama (Bernet i sur., 2014.). Tretman s SB203580 sprjecava regulaciju PAX7 i
odrzava mati¢nost miSi¢nih mati¢nih stanica in vitro (Ding i sur., 2018.). Znacajne razlike
izmedu skupine tretirane SB203580 i kontrolne skupine u morfoloskim znacajkama nisu
uocene, N0 U skupini tretiranoj s SB203580 geni miogenih markera bili znac¢ajno pojacani i
konstantno eksprimirani tijekom dugotrajne kulture. Takoder, stanice uzgojene u mediju s
dodatkom SB203580 bile su sposobne za miogenu diferencijaciju nakon visestrukih pasaza,

Sto je odredeno imunoloskim bojenjem miozinskog teskog lanca.

Passage 1 Passage 2 Passage 3

MHC/Nuclei
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Slika 14. Miogeni potencijal mati¢nih stanica misica svinja uzgojenih u SB203580 s
dodatkom SKGM-2. (Choi i sur., 2020.).

EGF je dobro poznati mitogen koji stimulira proliferaciju misi¢énih mati¢nih stanica svinja
uzgojenih u mediju bez seruma (Doumit i sur., 1993.). Takoder, EGF poboljsava unos hranjivih
tvari i sintezu proteina mati¢nih stanica ov¢jih misi¢a (Roe i sur. 1995.). P38 signalni put je
ukljucen u diferencijaciju i starenje misi¢énih mati¢nih stanica gdje ozljeda misi¢a pojacava
regulaciju puta p38, sto dovodi do diferencijacije mirujuéih satelitskih stanica (Troy i sur.
2012.). Deksametazon je drugi sintetski glukokortikoid koji pojac¢ava sposobnost proliferacije
misi¢nih mati¢nih stanica regulacijom katabolizma (Guerriero i Florini, 1980.). Deksametazon
je takoder povec¢ao mitogeni u¢inak ¢imbenika rasta, kao sto su IGF-1 i IGF-2 na satelitske
stanice (Dodson i sur., 1985.) i potaknuo miogeno sazrijevanje (Syverud i sur. 2016.). Uvjeti
bazalne kulture koji sadrze EGF, deksametazon i inhibitor p38 su prikladni za odrzavanje

mati¢nih stanica misica svinje tijekom kulture (Choi i sur. 2020.).
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8. 1ZAZOVI U SVOJSTVIMA KAKVOCE MESA PROIZVEDENOG U
LABORATORIJU

Cilj kompletnog razvoja mesa iz mati¢nih stanica zivotinja je u tome da bude bioloski
ekvivalentno tradicionalnom mesu. Stoga su senzorske karakteristike (tekstura, boja i okus)
stani¢nog mesa od najvece vaznosti. Senzorska svojstva proizlaze iz molekularnih karakteristika
proizvoda, kao $to su sadrzaj i priroda proteina, zatim prisutnost mioglobina, sastav hlapivih
spojeva i ostalo. Osim senzorskih karakteristika, nutritivna kvaliteta stanicnog mesa takoder bi
trebala nalikovati tradicionalnom nutritivnom sastavu mesa. Tradicionalno meso je u
nutritivnom smislu bogata hrana koja sadrzi visoko kvalitetne proteine, vitamine, minerale i
druge vazne hranjive tvari (Feiner, 2006.). Zanimljivo je primijetiti da se mnogi spojevi koji
se nakupljaju u misi¢ima, u stvari ne proizvode u miSi¢ima ve¢ potje¢u od komponenata sto¢ne
hrane koje su probavili i modificirali ne-misi¢ni organi (Fraeye i sur., 2020.). Osim ako se
posebno ne dodaju u medij kulture i ne usvoje u stanicama ti spojevi su odsutni u laboratorijski

uzgojenom mesu, $to utjece na procese koji odreduju okus, teksturu, boju i nutritivne aspekte.
8.1. Postmortalni metabolizam

Kada se zivotinja usmrti, misi¢i se pretvaraju u meso slozenim biokemijskim procesima.
Nedostatak opskrbe kisikom dovodi do metabolickog pomaka prema anaeorobnoj glikolizi,
kojom se glikogen prisutan u misi¢noj stanici pretvara u laktat (Fraeye i sur., 2020.). To
rezultira padom unutarstani¢nog pH s oko 7 (kod zive zivotinje) na 5,4-5,8 post mortem. Zbog
oslobadanja kalcija iz sarkoplazmatskog retikuluma dolazi do kontrakcije misi¢a. Kako
koncetracija ATP-a u stanici opada, kontrakcija misica prestaje u stanju nazvanom rigor mortis
u kojem aktin i miozin medusobno djeluju, tvoreci trajni aktomiozinski kompleks (Ertbjerg i
sur., 2017.). Ova misi¢na kontrakcija i stvaranje aktomiozinskog kompleksa znacajno utjecu
na svojstva mesa. S jedne strane, smanjuje se njeznost i Sposobnost zadrzavanja vode u mesu
(Ertbjerg i sur., 2017.), dok s druge strane, pad pH vrijednosti i druge promjene unutarstani¢nih
uvjeta aktiviraju enzime odgovorne za njeznost i Stvaranje prekursora mirisa. Isto tako,
formiranje aktomiozinskog kompleksa zahtijeva koristenje fosfata, oslobadajuci veze izmedu

aktiona i miozina u proizvodnji mnogih preradenih mesnih proizvoda (Glorieux i sur., 2017.).

Utvrdeno je da u izooblici aktina i miozina u kultiviranim misi¢ima pretezno oni utvrdeni u
novorodencadih zivotinja ili embrionalni, a ne odraslih jedinki (Thorrez i sur., 2019.). To moze
promijeniti odgovor proteina na potencijalnu postmortalnu transformaciju. Ako te
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transformacije nema, onda se misi¢ ne pretvara u meso, koje je biokemijski razli¢ito od misica
(Datar i sur., 2010.). Ako bi rigor mortis bio manje jak ili ako ne bi nastajao aktomiozinski
kompleks, to bi moglo imati pozitivan ucinak na kvalitetu proizvoda ukljucujuéi njeznost i
sposobnost zadrzavanja vode u odnosnu na tradicionalno meso, no s druge strane moze

promijeniti daljnji proces njegova zrenja (Fraeye i sur., 2020.).

Nakon klanja, meso zrije radi omeksavanja i stvaranja prekursora okusa (Parker i sur., 2017.).
Vrijeme zrenja ovisi iskljuc¢ivo o vrsti mesa. U govedini, u kojoj je prisutna mala koli¢ina

proteaza, ono traje +14 dana. Proces omeksavanja je slozen: uklju¢uje mnoge proteoliticke

enzime i proucavan je dugi niz godina, ali do danas nije u potpunosti razjasnjen. Smatra se da
je kalpain, kompleks proteaze prisutan u sarkoplazmi, igra sredisnju ulogu u tom procesu
(Ertbjerg i sur., 2017.). Kalpaini razgraduju nekoliko miofibrilarnih proteina, ali ne aktin i
miozin (Lonergan i sur., 2010.). U proces je ukljuéeno i nekoliko drugih enzima, kao §to su
proteasom, kaspaza (Ertbjerg i sur., 2017; Langelaan i sur., 2010.), ili lizosomalni enzim
katespini (Bowker i sur., 2010.). Stupanj do kojeg navedeni enzimi djeluju snazno ovisi 0
mikrokoli$nim uvjetima, kao $to su pH, ionska snaga te oksidacijski status stanice (Lonergan i
sur., 2010.). Unutarstani¢ni uvjeti u stanicnom mesu mogu se znatno razlikovati od
tradicionalno proizvedenog mesa, $to ¢e utjecati na stopu i stupanj omeksavanja te razvoj

okusa.

8.2. Strukturna i teksturna svojstva stani¢nog mesa

Stvaranje vizualno privla¢ne teksture u proizvodnji stanicnog mesa predstavlja daleko veci
izazov od pripreme mljevenih mesnih proizvoda. Utvrdeno je da proizvodnja stani¢nog mesa
slicnog odresku ili svinjskim kotletima predstavlja i dalje izazov te mozda nece biti izvediva u
bliskoj buduénosti (Bhat i sur., 2019.). Zbog odsutnosti krvi, opskrbe hranjivim tvarima i
kisikom, te ogranicenja difuzije, trenutno dostupnim tehnikama kultiviranja moze se proizvesti
samo nekoliko stani¢nih slojeva (Bhat, 2010.). Za proizvodnju debljih komada mesa bio bi
potreban perfuzijski sustav koji bi omogucio distribuciju medija s hranjivim tvarima i kisikom
kroz tkivo. Gholobova i sur. (2018.) navode medutim da se implementacijom krvozilnog
sustava oblozenog endotelnim stanicama mozZe omoguciti takva perfuzija. U tradicionalno
proizvedenom mesu tekstura ovisi o miofibrilnoj strukturi na koju utjece rigor mortis, proces
zrenja, kolicina i struktura vezivnog tkiva prisutnog u endo-, peri- epimiziju misica te koli¢ina
i sastav masti u misi¢ima (Feiner, 2006.). Blisko oponasanje ovih svojstava zahtijevalo bi
zajednicko Kultiviranje mioblasta s fibroblastima i adipocitima (Langelaan i sur., 2010.).
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Medutim, kultiviranje nekoliko tipova stanica tehnicki je izazovno, buduc¢i da je za rast i
diferenciranje svakog pojedinac¢nog tipa stanica potreban specificni medij. Kada se nekoliko
tipova stanica uzgaja u istom mediju, ovi uvjeti mogu biti neoptimalni za jednu ili vise tipova
stanica (Gholobova i sur., 2015.). Dodavanjem medija stanice se mogu usmjeriti prema
povecanom talozenju ekstracelularnog matriksa, mijenjajuc¢ii mehani¢ka svojstva tkiva
(Thorrez i sur., 2018.). S druge strane, umjesto induciranja strukture kroz slozene stani¢ne
kulture, struktura vezivnog tkiva moze se stvoriti i pomocu jestivog (nestani¢nog) matriksa.
Takav matriks bi se mogao temeljiti na vezivnhom tkivu kada je napravljen od strukturnih
proteina, poput kolagena i elastina (Fraeye i sur., 2020.).

Proizvodnja mesnih proizvoda, poput hamburgera je izvediva sto je i demonstrirano 2013.
godine u Londonu (Kupferschmidt, 2013.). Tradicionalni hamburgeri visoke kvalitete dobivaju
se mljevenjem mesa (junetine) ostricom od 3-6 mm. Konac¢na struktura jo§ uvijek ukljucuje
fragmente tkiva. Vezanje ovih fragmenata odvija se uglavnom putem proteina mesa koji se
ekstrahira dodavanjem male koli¢ine soli (Feiner, 2006.). U hamburgeru, odnosno pljeskavici
proizvedenoj od stani¢nog mesa 2013. koristeno je 10.000 traka miSi¢nih vlakana promjera
1mm, pa su fragmenti tkiva bili znatno manji (Post, 2014.). Kako bi se ove trake povezale i
kako bi proizvod dobio potrebnu teksturu, bile su potrebne krusne mrvice, bjelanjak u prahu i
veziva (Post, 2017.). Stoga se ocekuje da ¢e tekstura dobivenog proizvoda nalikovati
industrijski obradenim hamburgerima (koji su sitnije mljeveni i takoder sadrze dodatne

sastojke), a ne svjezim visoko kvalitetnim hamburgerima koji sadrze samo sol kao sastojak.

Ostali preradeni mesni proizvodi, kao $to su kuhane kobasice, jos su sitnije mljevene. U tim
proizvodima meso se usitnjava u tolikoj mjeri da ne ostaju nikakve stani¢ne strukture (Glorieux
i sur., 2019.). To bi moglo smanjiti slozenost proizvodnje uzgojenog mesa u tu svrhu. Tako
primjerice Specht i sur. (2018.) predlazu izostavljanje nosac¢a za stani¢nu kulturu. Formiranje
strukture u tim proizvodima snazno se oslanja na geliranje miofibrilarnih proteina aktina i
miozina tijekom pasterizacije (Specht i sur., 2018.). Osim toga ako se dodaju frakcije masti,
proteini stabiliziraju masnocu tvorec¢i medufaznu povrsinu odnosno proteinski film oko masnih
kuglica (Glorieux i sur., 2019.). Stoga su svojstva geliranja i emulgiranja bjelan¢evina mesa od
iznimne vaznosti U proizvodnji mljevenih mesnih proizvoda.

Vazno naglasiti da se o¢ekuje da ¢e i biokemijski sastav stanicnog mesa u odnosu meso
dobiveno tradicionalnim metodama biti ujednac¢en (Bhat i sur., 2019.). Medutim mi$i¢na

vlakna formirana trenutno dostupnim in vitro metodama sadrze samo male koli¢ine pretezno
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embrionalnih ili neonatalnih izoforma aktina i miozina (Thorrez i sur., 2019.). Elektri¢na ili
mehanicka stimulacija povecava promjer misi¢nih vlakana, poboljsava strukturu miotuba i
povecava sadrzaj miofibrilarnih proteina (Khodabukus i sur., 2019.). Nadalje potrebno je
utvrditi skalabilnost stimulacije, ekonomsku izvedivost, sadrzaj proteina i tehno-funkcionalnu
kvalitetu, sve u svojstvu da bi se osigurala dovoljna svojstva geliranja i emulgiranja u

proizvodnji takvih mesnih proizvoda.
8.3. Boja

Crvena boja mesa uglavnom se pripisuje prisutnosti mioglobina, proteina koji sadrzi hem.
Kultivirana misi¢na tkiva opcenito imaju blijedu boju zbog odsutnosti mioglobina, buduci da
je ekspresija mioglobina potisnuta u uvjetima kisika u okolini (Post i sur., 2017.). Trenutno je
dostupno nekoliko pristupa za povecanje sadrzaja mioglobina u staniénom mesu. Prvi pristup
je povecanje ekspresije mioglobina prilagodbom uvjeta kulture, to¢nije kultiviranjem misi¢nih
vlakana u uvjetima minimalne koli¢ine Kisika (Post i sur., 2017.). Medutim, do danas nije
sigurno jesu li hipoksi¢na stanja dovoljna za povecanje ekspresije mioglobina (Schlater i sur.,
2019.). U uvjetima hipoksije uo¢ena je povecana potrosnja glukoze i proizvodnja mlije¢ne
kiseline sto ukazuje na bolju uc¢inkovitost (Moritz i sur., 2015.), medutim ovo moze dovesti do
acidifikacije medija, $to bi moglo znacajno ostetiti stanice (Datar i sur., 2010.). Ekspresija
mioglobina takoder se moze potaknuti prisutno$¢u aditiva medija, kao sto su lipidi ili octena
kiselina (Moritz i sur., 2015.). Osim sinteze proteina mioglobina, razvoj boje u mesu zahtijeva
I prisutnost dovoljne koli¢ine Zzeljeza u stanici. Mioglobin sadrzi hem, koji ima Zeljezo u
srediStu svoje strukture. Bazalni medij za stani¢nu kulturu ne sadrzi zeljezo (npr. IMDM,
RPMI1640) ili posjeduje male kolicine Zzeljeza u obliku zeljezovog nitrata nonahidrata
(DMEM: 0,1 mg/L) ili Zeljeznog sulfata heptahidrata (Hamov medij 0,8 mg/L) (Fraeye i sur.,
2020.).

Drugi pristup za povecéanje sadrzaja mioglobina u kultiviranim stanicama je izravno dodavanje
mioglobina u medij. Simsa i sur. (2019.) u svojem radu su pokazali da dodatak metmioglobina
povecava Kkapacitet stani¢ne proliferacije i rezultira pove¢anim sadrzajem mioglobina u
kultiviranim stanicama. Medutim, sadrzaj mioglobina je jos uvijek bio nizi u usporedbi s
govedinom, Sto rezultira smedom bojom. Razlog tomu je posljedica upotrebe metmioglobina
koji je oksidirani oblik mioglobina.

Nemoguc¢nost ugradnje dovoljne koli¢ine mioglobina u uzgojene stanice zahtijeva vanjski
dodatak mioglobina ili drugih bojila u kasnijoj fazi proizvodnog procesa, a to bi bilo moguce
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samo za preradevine od mesa. U tom smislu, umjetno bojilo sojin leghemoglobin proizveden
putem genetski modificirane Pichica pastoris (Jin i sur., 2018.) je dobilo odobrenje od FDA za
ugradnju u hamburgere biljnog podrijetla daju¢i mu boju i okusu prirodnog hamburgera
(Watson, 2019.) od govedeg mesa.

8.4. Okus

Svjeze meso gotovo i nema okus. Njegov "krvav" okus se pripisuje uglavnom relativno
visokom udjelu Zeljeza (Parker i sur., 2017.). Sadrzaj Zeljeza u stanicama donekle se moze
povecati koristenjem medija obogacenog Zeljezom (Fraeye i sur., 2020.). Ostali spojevi koji
doprinose okusu su laktat (kiseli okus) i inozin 5-monofosfat (umami), pri ¢emu oba spoja
nastaju tijekom metabolizma post mortem (Parker i sur., 2017.). Nakon zagrijavanja, slozene
termicki izazvane reakcije rezultiraju stvaranjem ogromnog broja hlapivih tvari od kojih neke
doprinose tipicnom okusu mesa. Reakcije koje su uklju¢ene u proces su Maillardova reakcija,
reakcija razgradnje lipida i njihova medusobna interakcija (Parker i sur., 2017.). Maillardova
reakcija ukljucuje reakciju izmedu amino spoja (slobodne aminokiseline ili peptidi) i
reducirajuceg Secera (uglavnom riboze i riboza 5-fosfata) (Fraeye i sur., 2020.). U tradicionalno
proizvedenom mesu znacajne koli¢ine ovih prekursora nastaju tijekom metabolizma u
misi¢nom tkivu post mortem. Razgradnja lipida pri termic¢koj obradi dogada se ¢ak i u vrlo
nemasnom mesu i mesnim proizvodima zbog prisutnosti unutarstani¢nih lipida, a posebno
fosfolipida iz membrana koji opéenito sadrze veéu koli¢inu viSestruko nezasi¢enih masnih
kiselina podloznijih oksidaciji (Parker i sur., 2017.). Kada su prisutne vece koli¢ine masti,
doprinos hlapivih tvari cjelokupnom okusu se povecava, dok proizvodi oksidacije doprinose
pozeljnoj aromi mesa (Parker i sur., 2017.).

Poznato je da u svjezem mesu mast znac¢ajno doprinosi okusu proizvoda, te teksturi i so¢nosti.
Dodavanje frakcije masti u stanicnom mesu moze zahtijevati kultivaciju misi¢nih mati¢nih
stanica s adipocitima. S druge strane u sitno mljeveno meso cesto se kao zasebna sirovina
dodaje mast (u vecini sluc¢ajeva ledna mast). U stani¢cnom mesu postoji moguc¢nost dodavanja
masti na kraju procesa uzgoja. Takoder se kao alternativa umjesto masti zivotinjskog podrijetla
moze Se upotrijebiti mast biljnog podrijetla (Jiang i sur., 2015; Jimenez-Colemnero i sur.,
2015.).
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8.5. Nutritivna vrijednost

Meso se opcenito sSmatra hranjivim proizvodom zbog prisutnosti visoko probavljivih proteina
s izvrsnim sastavom aminokiselina, vitamina i minerala (Fraeye i sur., 2020.). S nutritivne
toCke gledista mast u mesu se moze okarakterizirati svojim postotnim sadrzajem i sastavom
masnih kiselina. Takoder na udio masti utjeCu razni ¢imbenici, kao $to su vrsta, pasmina,
starost, hranidba. Dok ukupni sadrzaj masti utje¢e uglavnom na kalorijsku vrijednost
proizvoda, sastav masnih kiselina utjeCe na njegovu prehrambenu vrijednost (zasicene ili
nezasi¢ene masti, omjer viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina i trans-nezasi¢enih masti)
(Fraeye i sur., 2020.). Dodatak masnih kiselina moze se posti¢i ko-kulturama adipocita
dobivenih iz masnih mati¢nih stanica, koje mogu sintetizirati razne zasic¢ene i nezasicene

masne kiseline (Yue i sur., 2018.).

Meso je i znacajan prehrambeni izvor minerala, kao $to su Zeljezo, cink i selen (Fraeye i sur.,
2020.). U misi¢nom tkivu zeljezo je ili prisutno kao dio hem grupe u mioglobinu (i u manjoj
mjeri hemoglobin) ili je pohranjeno u kompleksu s feritinom u ne-hem obliku (Beard, 2001.).
S nutricionisticke tocke gledista, pozeljno je konzumirati Zeljezo u obliku hema jer se lakse
apsorbira od ne-hem oblika i njegovu apsorpciju ne ometaju kelatni agensi koji se prirodno
nalaze u nekim namirnicama (West i Oates, 2008.). Povecéanje sadrzaja mioglobina bi stoga
poboljsalo nutritivne karakteristike laboratorijski uzgojenog mesa u svojstvima boje i okusa
(Fraeye i sur. 2020.). Ostali minerali kao sto su cink i selen, ili nisu prisutni u bazalnim
stani¢nim podlogama, ili su u vrlo niskim koncetracijama i stoga ih je potrebno dodati kako bi
podrzali rast stanica. Meso takoder i obiluje raznim vitaminima B skupine, posebice B12
(Williams, 2007.). Ako se stani¢no meso smatra zamjenom za tradicionalno meso, vazno je da
ono sadrzi i vitamin B12. S obzirom na tkivno inZenjerstvo, vitamini su neophodni za medij i
optimalnu proliferaciju stanica, ali nije ustanovljeno da li unos iz medija rezultira razinama
vitamina jednakim kao u tradicionalno proizvedenom mesu (Higuchi, 1973.). Alternativni
pristup bio bi dodavanje vitamina B12 tijekom post kultivacije (Fraeye i sur., 2020.). Sli¢no
tome, mnoge trenutno dostupne biljne alternative za meso sadrze dodani vitamin B12 kako bi
se poboljsala njihova nutritivna vrijednost (Richards, 2021.).
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9. RAZLOZI ZA PROIZVODNJU STANICNOG MESA

Buduca odrzivost oslanja se na odrzivost hrane i okolisa koji su glavni globalni izazovi u
modernom svijetu. Sto se ti¢e odrzive proizvodnje mesa, sve su veée drustvene implikacije na
dobrobit Zivotinja i moguée alternative tradicionalnom uzgoju Zivotinja i proizvodnji mesa.
Istrazivanje Sanchez-Sabate i Sabate (2019.) ukazuju na to da su potrosaci pretezito zapadnog
dijela Europe spremniji promijeniti sklonosti prema konzumiranju mesa zbog utjecaja
proizvodnje Zivotinja za meso na okoli3. Stovise, utvrdeno je da su dobrobit Zivotinja i ekoloska
zabrinutost najjaci pozitivni pokreta¢ medu potroSacima za prihvacanje stanicnog mesa
(Weinrich i sur., 2020.). Osim toga, rastu¢a zabrinutost za sigurnost hrane, zdravstveni
problemi, otpornost na antibiotike te bolesti povezane s prehranom takoder doprinose trazenju
alternativnih izvora proteina.

Eticka pitanja i dobrobit domacih zivotinja.
Ljudski zdravstveni

Erozija tla zbog ispase Zivotinja. Gubitak problemi od Kontaminacija mesa i jaja pesticidima,
raznolikosti usjeva i prirodne CRHQNA0INESY antibioticima i
faune zbog Sirenja korova biljnim toksinima

zivotinja (zoohorija)

o IR A Proizvod spreman Razvoj i Sirenje superbakterija,
Enmisije staklenickih plinova iz crijevne | za jelo (burger) gena otpornih
fermentacije, usjeva i gnojiva Zivotinjskog na antibiotike i rezidualnih
podrijetla o antibiotika iz hrane i
» »r e zdravstvene zastite Zivotinja
= — J
2D, 3D sklop mictube
s masnim tkivom
(meso)
S R Sirenje zoonotskih bolesti
Lagadenje okglsa.pmdlsvmp,ummum (virusa, bakterija, gljivica, protozoa
ivotinja na otvorenom - i parazita) s domacih Zivotinja i divijih

Slika 15. Izazovi zbog kojih je uzgojeno meso odrziva opcija.
Izvor: Preuzeto i prilagodeno prema Jairath i sur. (2021.).

Ovi izazovi predstavljaju pokretacku snagu za proizvodnju i konzumaciju stani¢énog mesa jer
¢e u doglednoj buduénosti osigurati odrzivu proizvodnju sigurnog i funkcionalnog
alternativnog izvora proteina, budu¢i da se uvjeti i medij mogu kontrolirati. Takoder je vazno
naglasiti da proces proizvodnje stani¢nog mesa manje utjece na stalne klimu (FAO, 2013.), te
se ¢ini da bi stani¢no meso moglo omoguciti veéem dijelu svjetske populacije dosljedan pristup
proteinima.
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Rapidno rastu¢a svjetska populacija s tradicionalnom proizvodnjom mesa jednostavno je
neodrziva. Predvida se da ¢e ljudska populacija dose¢i 9,9 milijardi do 2050. godine, sto je
povecanje populacije vise od 25% u odnosu na populaciju od 7,8 milijardi iz 2020. godine
(Kaneda i sur., 2020.). Paralelno sa porastom populacije raste i potreba za hranom, odnosno
mesom i mlije¢nim proizvodima zivotinjskog podrijetla (Singh i sur., 2019.). Ova potraznja za
proizvodima animalnog porijekla, te naknadno i povezano povecanje proizvodnje i
proizvodnih metoda naziva se ,,revolucijom stocarstva“ (Steinfeld, 2004.). Stoga ¢e prvi i jedini
izazov biti zadovoljenje potraznje za mesom jer se o¢ekuje da ¢e ukupna potro$nja mesa u
svijetu 2050. godine porasti za vise od 60%, odnosno na 464 milijuna tona (Revell, 2015.).
Nadalje, FAO (2012.) je izvijestio o svojim predvidanjima koja govore da ¢e kapacitet
konvencionalnih sustava proizvodnje mesa uskoro doc¢i u fazu stagnacije koja ¢e na kraju

rezultirati svojim maksimumom.

Global meat production, 1961 to 2018
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Slika 16. Prikaz porasta svjetske proizvodnje mesa od 1961. do 2018 godine.

Izvor: https://ourworldindata.org/meat-production#global-meat-production (2018.)

Nadalje, jos jedna od zabrinjavajucih predvidanja je da ¢e se urbanizacija povecati, te se nagada
da ¢e iznositi 5 milijardi do 2028. godine i 6 milijardi 2041., pri ¢emu bi gotovo 90% povecanja
bilo u razvoju zbog visih prosjecnih prihoda kucanstava i promjene nacina zivota i veca
sklonost konzumiranju hrane izvan kuc¢e (United Nations, 2019.).
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9.1. Odrzivost okoliSa

Konvencionalni sustav proizvodnje mesa stavlja okolis u nezavidan polozaj u smislu emisije
stakleni¢kih plinova, koriStenja ogromnih koli¢ina zemljista, vode i energije. Udio stoke u
proizvodnji triju glavnih staklenic¢kih plinova (CO2, CHa4 i N2O) su 9%, 39% i 65% (FAO,
2006.). Trenutno 60% ukupnih emisija staklenic¢kih plinova je posljedica svjetske proizvodnje
mesa (Milman, 2021.). lako se negativni uc¢inci uzgoja stoke u postotcima mogu razlikovati u
razli¢itim zemljama, vazno je naglasiti da i kr¢enje Suma radi stvaranja pasnjaka ¢ini veliki
udio u ovom postotku (Steinfeld i sur., 2010.). Proizvodnja krava zahtijeva 15.500 m3/t vode ,
dok peradi zahtijeva 3918 m3/t (Hoekstra i Chapagain, 2007.), §to dodatno opterecuje resurse
vode i okolisa. U usporedbi s konvencionalno proizvedenom govedinom, ovcetinom,
svinjetinom i piletinom, proizvodnja uzgojenog mesa ukljucuje manje emisije staklenickih
plinova i manje koriStenje zemlje, vode i energije jer je otprilike 78-96% manje emisija i 99%,
82-96% i 7-45% manje koristenja zemlje, vode i energije (Tuomisto i de Mattos, 2011.).
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Cow milk
Pork

Chicken meat
Sheep meat
Buffalo meat
Chicken egg
Buffalo milk
goat meat
Horse meat

0 1000 2000 3000 4000
GHG emissions (TgCO,eq)

Slika 17. Globalne emisije staklenickih plinova iz hrane Zivotinjskog podrijetla (metricke
tone)

Izvor: Xu i sur. (2021.).

9.2. Dobrobit Zivetinja
Povecana zabrinutost javnosti i drustava za dobrobit Zivotinja te eti¢ki problemi koji se javljaju
kod sve vise ljubitelja mesa dovodi do potencijalnih promjena u konzumaciji mesa. Koli¢ina

publikacija o pitanjima dobrobiti zivotinja u konvencionalnom sustavu proizvodnje mesa
postupno se povecavala tijekom 1982.-2008., $to je posljedi¢no utjecalo na naklonost potrosaca
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prema mesu. Nadalje, vjerska uvjerenja i dalje posreduju u klanju i konzumaciji zivotinja koje
predstavljaju dio obreda. Na primjer u Indiji, s obzirom na status krave kao svete Zivotinje,
klanje je prekrsaj iako u vecini ostalog dijela svijeta predstavlja vazan izvor mlijeka i mesa
(Singh i sur. 2020.). Kako se za proizvodnju mesa iz mati¢nih stanica nastoji teoretski iskoristiti
jedna farmska Zivotinju kao donora iz perspektive zastite zivotinja ovo ne bi bilo privla¢no
samo ljubiteljima mesa, ve¢ bi moglo privuéi vegane, vegetarijance, te naravno savjesne
svejede koji su zainteresirani za smanjenje unosa mesa iz etickih razloga (Bryant i sur., 2019.).

9.3. Sigurnost hrane

Patogeni koji se prenose hranom kao $to su Salmonella, Campylobacter i E. coli razli¢ito se
nalaze u mesu i odgovorni su za neke od bolesti svake godine (CDC, 2011.). Nadalje, patogeni
i bolesti koje utjeCu na ljude poput ptica i svinja u svojstvu zoonoza, sve su otporniji na
antibiotike (Greger, 2007.). Proces uzgoja stani¢nog mesa posebno naglasava kontrolirane
uvjete u kojima se moze nadzirati potencijalni ulazak bakterija i ostalih uzro¢nika
kontaminacije, a takoder bi se smanjila i prevalencija pesticida i ostataka fungicida zbog
ograni¢enog i kontroliranog okruzenja (Bhat i sur., 2015.). Trenutna svjetska pojava pandemije
teskog akutnog respiratornog sindroma Korona virusa (SARS-CoV-2, COVID-19) dodatno je
pokrenula pitanja o upotrebi mesa od stoke iz nekonvencionalnih izvora medu kojima je i meso
proizvedeno iz mati¢nih stanica (Volpato i sur., 2020.).

10. 1ZAZOVI U PROIZVODNJI STANICNOG MESA

Prezivljavanje novog proizvoda ili tehnologije u nastajanju, izmedu ostalog ovisi i 0 broju i
vrsti izazova s kojima se suocava. Potrosac¢i su krajnji dionici na trzistu, a prihvatljivost
proizvoda medu potrosacima je visefaktorna u rasponu od percepcije do ekonomije proizvoda.
Nadalje u pocetnim ¢e fazama mnogi izazovi u rasponu od tehnic¢kih do drustvenih i politickih
prepreka utjecati na buduci opstanak tehnologije.
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10.1. Odgovor trzista

Odgovor trzista na novu hranu ili tehnologiju ovisi o percepciji i navikama potrosaca kao i o
osjetilnim ¢imbenicima u odnosu na ekonomicnost proizvoda koji ¢e se lansirati na trziste.
Istrazivanje koje su proveli Bryant i sur. (2019.) u SAD-u medu 1185 odraslih o konzumaciji
mesa uzgojenog u laboratoriju pokazali su da je 66,4% odraslih ljudi spremno probati takav
proizvod, gdje bi ih 48,9% jelo ovakvo meso redovito, a 55,2% bi ih ga jelo umjesto
konvencionalno proizvedenog mesa. Isti autori navode da je veliki broj potrosaca u razli¢itim
zemljama spreman kupovati meso proizvedeno iz mati¢nih stanica i to: u SAD 29,8%, Indiji
48,7% i Kini 59,3%. Bryant i Barnett (2020.) navode da unato¢ tome Sto se Cinilo da je
prihvacanje mesa uzgojenog u laboratoriju medu potrosac¢ima bolje od genetski modificirane
hrane i drugih proteinskih nadomjestaka poput insekata, ipak ¢e biljni proteini po svemu sudeci

barem jos neko vrijeme ostati na vrhu potrosackog lanca u vidu konzumiranja alternativa mesu.
10.2. Nesposobnost strukturiranja

Kao §to Hocquette (2016.) sugerira, meso proizvedeno u laboratoriju je umjetni misic¢ni protein
koji sadrzi miSi¢na vlakna, dok je konvencionalno meso skeletni misi¢ s prirodno dodanim
masnoc¢ama i vezivnim tkivom (European Parliament, 2003.). Drugim rije¢ima, meso dobiveno
od zivotinja moze se definirati kao iskrvaren proizvod misi¢no-kostanog sustava koji sadrzi
skeletne misice, kosti, vezivno tkivo i krvne zile od kojih svaki ima odlu¢ujucu ulogu u okusu
i konzistenciji mesa (Gillies i Lieber, 2011.). Iz navedenog je lako zakljuciti da prava imitacija
mesa zahtijeva sve ove strukture u isto vrijeme, §to mozda nije trenutno isplativo i zahtijeva
daljnji tehnoloski razvoj u tom pogledu. Stovise, za uzgoj pravih odrezaka i pravu imitaciju
mesa potrebni su visokosofisticirani objekti s 3D tehnologijama koji su trenutno jos u razvoju
(Post i sur., 2018.).

10.3. Fetalni govedi serum

Jedan od najvecih izazova stani¢nog mesa je zamjena fetalnog govedeg seruma sintetickim
alternativama. Fetalni govedi serum (FBS) je uobi¢ajena komponenta medija za kulturu
zivotinjskih stanica. Uzima se od govedih fetusa uzetih od steonih krava tijekom usmréivanja.
FBS se obi¢no uzima putem punkcije srca bez ikakvog oblika anestezije (Jochems i sur.,
2002.). Fetusi su izlozeni boli ili nelagodi, pa je sadasnja praksa vadenja krvi fetusa nehumana
I eticki upitna. Osim eti¢kih i moralnih briga, postoji i nekoliko znanstvenih i tehnickih
problema u vezi s upotrebom FBS-a u stani¢noj kulturi (Jochems i sur., 2002.). Vazno je
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naglasiti da znanstvenici i dalje u 2021. godini tragaju za dostojnom zamjenom u odnosu na

fetalni govedi serum.
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11. ZAKLJUCAK

Meso proizvedeno iz mati¢nih stanica u laboratoriju smatra se novim alternativnim izvorom
proteina. Uz konvencionalno proizvedeno meso, jestive insekte, te biljno bazirane proteine,
neupitno je da ¢e postati zamjena za konzumaciju mesa, barem dijelu stanovnistva. Proizvodnja
ovakvog mesa ima mnoge pozitivne strane, a to su prije svega utjecaj na okolis te bioeticka
pitanja koja nastaju konvencionalnim uzgojem domacih Zivotinja za meso, no isto tako i slabe
tocke, kao i izazove koje se tek treba premostiti. Prije svega ovo se odnosi na izradu eticki
prihvatljivih, lako dostupnih medija za uzgoj i rast misi¢nih stanica te cijenu mesa, koja u ovom
trenutku nije lako dostupna prosje¢nom potrosacu, ¢ak niti u zapadnim zemljama s visokim
prihodima. Osim ovih tehnickih izazova, vazna su i drustvena i eti¢ka pitanja, ukljucujuci
prihvacanje potrosaca te nacionalne propise o sigurnosti hrane, kao i njihovo uskladivanje na
medunarodnoj razini. Stoga su i dalje potrebi stalni napori znanstvenika i relevantnih

organizacija kako bi utrli put nadolazecoj eri stani¢ne poljoprivrede.
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13. SAZETAK

U posljednjih 30 godina zbog rasta populacije, produljenja zivotnog vijeka, ali i promjena u
prehrambenim navikama stanovni$tva proizvodnja mesa se udvostrucila, a pretpostavlja se da
¢e do 2050. ta brojka dosec¢i 570 milijuna tona. Sve vecu potraznju za mesom nece biti moguce
zadovoljiti konvencionalnom proizvodnjom kakvu poznajemo danas, najvecim dijelom zbog
velikog udjela obradivih povrsina koju zauzimaju domace Zivotinje za proizvodnju mesa, no
takoder i zbog staklenickih plinova, kojeg su i glavni proizvodaci, a koji bi se trebali smanjiti
u cilju usporavanja klimatskih promjena koje uzrokuju. Kao jedna od alternativa
konvencionalnoj proizvodnji mesa predlaze se i proizvodnja mesa iz mati¢nih stanica domacih
zivotinja. Ovakva proizvodnja mesa nudi brojne prednosti u odnosu na konvencionalnu, a to
se prije svega odnosi na dobrobit zivotinja i odrzivost proizvodnje, no isto tako za nju i dalje
postoje brojna pitanja, izazovi i nedostaci, koje tek treba premostiti. U diplomskom radu
definirana je proizvodnja mesa iz mati¢nih stanica, te su opisane tehnologije i postupci koji se
pri tome koriste, kao i najnovija postignué¢a u novoj vrsti poljoprivrede nazvanoj "stani¢ni
inZenjering". Za prikupljanje informacija koristena je relevantna literatura, ¢lanci i internetski
podaci, a koristene metode su deskripcije, sinteze, dedukcije i analize.
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14. SUMMARY

Due to the increase in world population, but also of life span and changes in feeding habits, the
meat production has doubled in the last 30 years and it is assumed that it will reach 570 million
tons by 2050. This meat demand will not be possible to satisfy by conventional livestock
production, mostly due to the large share of soil that livestock occupies, but also because of
the greenhouse gases, which the livestock is the main producer of and which need to be
decreased to slow down the climate change. Cellular meat, grown from stem cells in a
laboratory, has been proposed as one of the alternatives to conventional meat production. This
kind of meat production offers several advantages over conventional one, predominantly in
animal welfare and production sustainability issues, although still a number of questions,
challenges and downsides still exist. In this graduate thesis, cellular meat is defined and
technologies of its production are described, together with the newest achievements in the new
direction of Animal breeding called “cell engineering”. For the gathering of information
relevant literature, papers and internet data have been used and description, synthesis,

deduction and analysis were used as methods.
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15. POPIS SLIKA

Slika 1. Formiranje skeletnog misi¢a iz paraksijalnog mezoderma tijekom ljudskog
embrionalnog razvoja (Lim i sur., 2021.).

Slika 2. Put miogene diferencijacije misi¢nih satelitskih stanica s ekspresiraju¢im markerima
(Hong i sur., 2021.).

Slika 3. Prikaz kvantifikacije broja satelitskih stanica u razli¢itim dijelovima skeletnih misica
(Ding i sur., 2017.).

Slika 4. Prikaz Percoll plus otopine za centrifugiranje (Thermo Fisher Scientific, lijevo) te
gradijenata i karakteristika misi¢nih stanica svinja odmah nakon njihove izolacije (Miersch i
sur., 2018., desno)

Slika 5. Polje arboriziranih i okruglih stanica nakona 2 dana u citohalasinu B (5,4 g/ml). Moze

se primjetiti da se okrugle stanice skupljaju (Sanger, 1974.).
Slika 6. Prikaz protokola za krioprezervaciju

(izvor:  https://www.stemcell.com/cryopreservation-basics-protocols-and-best-practices-for-

freezing-cells).

Slika 7. Shematski prikaz sustava kulture misi¢nog vlakna koji prikazuje sekvencijalnu

aktivaciju (plava), proliferaciju (zuta), samoobnavljanje (zelena) i diferencijaciju (ljubicasta)
satelitskih stanica (Rayagiri i sur., 2018.).

Slika 8. Shematski prikaz proizvodnje stani¢nog mesa (Seah i sur., 2021.).

Slika 9. Prikaz tri moguca sustava velikih razmjera za uzgoj govedeg mesa. Tri metode koje
ukljucuju stanice na mikronosacima u bioreaktoru s mehanic¢kim mijeSalom, agregirane stanice
u bioreaktoru s mehanickim mijeSalom ili upotreba bioreaktora s nabijenim slojem (Moritz i
sur., 2015.).

Slika 10. Dostupni materijali nosaca koji se koriste za obradu stani¢nog mesa (Seah i sur.
2021.).

Slika 11. Shemarski prikaz bioreaktora. Preuzeto i prilagodeno (Mrabet Y., 2009.).
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https://www.bbc.com/news/science-environment-23576143).

Slika 13. Svinjske misi¢ne mati¢ne stanice uzgajane u 10% FBS-a koji sadrzi minimalni
esencijalni medij (MEM). Misi¢ne matic¢ne stanice izolirane iz misica bicepsa femoris 3 dana
starosti (Choi i sur. 2020.).

Slika 14. Miogeni potencijal mati¢nih stanica miSi¢a svinja uzgojenih u SB203580 s dodatkom
SkGM-2 (Choi i sur. 2020.).

Slika 15. lzazovi zbog kojih je uzgojeno meso odrziva opcija. Preuzeto i prilagodeno prema
Jairath i sur. 2021.

Slika 16. Prikaz porasta svjetske proizvodnje mesa od 1961. do 2018 godine. (izvor:
https://ourworldindata.org/meat-production#global-meat-production (2018.)

Slika 17. Globalne emisije staklenic¢kih plinova iz hrane Zivotinjskog podrijetla (metri¢ke tone)
(Xu isur. 2021.).
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Abstract:

Due to the increase in world population, but also of life span and changes in feeding habits, the meat production
has doubled in the last 30 years and it is assumed that it will reach 570 million tons by 2050. This meat demand
will not be possible to satisfy by conventional livestock production, mostly because of the large share of soil that
livestock occupies, but also because of the greenhouse gases, which the livestock is the main producer of and
which need to be decreased to slow down the climate change. Cellular meat, grown from stem cells in a laboratory,
has been proposed as one of the alternatives to conventional meat production. This kind of meat production offers
several advantages over conventional one, predominantly in animal welfare and production sustainability issues,
although still a number of questions, challenges and downsides still exist. In this graduate thesis, cellular meat is
defined and technologies of its production are described, together with the newest achievements in the new
direction of Animal breeding called “cell engineering”. For the gathering of information relevant literature, papers
and internet data have been used and description, synthesis, deduction and analysis were used as methods.
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