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1. UuvOD

Jedan od glavnih problema danaSnje medicine predstavlja zatajenje organa zbog
bolesti, nesre¢a ili starosti. Klini¢ki tretmani za rjeSavanje ovog problema ovise o
transplantaciji organa od umrlih ili Zivih donora, koja cesto nije moguéa. Broj ljudi koji
trebaju transplantaciju organa raste iz godine u godinu i daleko premaSuje broj dostupnih
donora. Zbog nedostupnosti potrebnog organa u SADu svakog dana umire 25 ljudi. TroSak
transplantacije organa, kao i pratec¢i troskovi, premasuje iznos od 300 milijardi dolara
godisnje (podaci za SAD, 2009.g.) (Cui i sur., 2012). Upravo zbog navedenih nedostataka
metoda koje se trenutno primjenjuju, terapije temeljene na tkivnom inZenjerstvu i

regenerativnoj medicini postaju sve atraktivnija alternativa.

Tkivno inZenjerstvo evoluiralo je iz polja razvoja biomaterijala i oznacava praksu
kombiniranja nosaca, stanica i bioloSki aktivnih molekula u funkcionalne tkivne konstrukte
koji obnavljaju, odrzavaju ili poboljSavaju oStecena tkiva ili cijele organe. Regenerativna
medicina je Siroko polje koje obuhvaca tkivno inzenjerstvo, ali i istrazivanja sposobnosti
samog tijela da, uz pomoc¢ stranih bioloskih materijala, stvori stanice te obnovi tkiva i organe.

Oba podruc¢ja imaju jednak cilj: rjeSavanje problema donora organa (www.nibib.nih.gov).

Cilj ovog rada je opisati dosadasnje metode popravka i zamjene oStecenih i bolesnih
organa, ukazati na njihove prednosti i nedostatke te predstaviti alternativu ovim pristupima —

bioprintanje, kao metodu velikog potencijala i Siroke primjene u tkivnom inZenjerstvu.

2. OSNOVE TKIVNOG INZENJERSTVA

Tkivno inZenjerstvo je interdisciplinarno podrucje koje primjenjuje nacela inzenjerstva
1 prirodnih znanosti, a ¢iji je krajnji cilj osmisljavanje i izrada funkcionalnih tkiva i organa
pogodnih za regeneraciju, popravak i zamjenu ostecenih, bolesnih ili izgubljenih dijelova

tijela. Tri su klasi¢na pristupa tkivnog inZenjerstva:

1) upotreba instruktivnog okoliSa (npr. bioaktivnog materijala) za aktiviranje i vodenje stanica

domacina u regeneraciji tkiva;

2) isporuka stanica i bioaktivnih ¢imbenika za popravak u ostec¢eno podrucije;



3) uzgoj stanica na nosa¢ima od biomaterijala u bioreaktoru (u uvjetima dizajniranim za

konstrukciju funkcionalnog tkiva za implantaciju).

U sva tri pristupa, uvjeti okoliSa usmjeravaju stanice (iz egzogenog izvora ili mobilizirane iz

domacina) na regeneriranje specifi¢ne strukture i funkcije tkiva (Jakab i sur., 2010).

Industrija povezana s tkivnim inzenjerstvom imala je uspona i padova kroz protekla
dva desetljeca. Vodece tvrtke bile su ATS (Advanced Tissue Sciences) i OI (Organogenesis)
Cija je djelatnost tijekom devedesetih godina proslog stolje¢a bila ve¢inom usmjerena na
proizvodnju zamjenske koze. Obje su tvrtke otiSle u ste¢aj u ranim 2000-tim; ATS danas vise
ne postoji dok je Ol postala profitabilna tvrtka koja se bavi bioprintanjem tkiva za testiranje
toksi¢nosti eksperimentalnih lijekova na stanice jetre (Cui i sur., 2012). U zadnjih 5 godina
dogodio se procvat ove industrije pa se danas u pred-klini¢kim istrazivanjima nalaze
transplantati koze, hrskavice, kosti, dusnika, mjehura, skeletnih misic¢a, krvnih Zila i miokarda
(Jakab i sur., 2010). Jedan od razloga brzog napretka tkivnog inzenjerstva je razvoj novih
pristupa temeljenih na nacelima razvojne biologije koji postupno, ali sigurno, zamjenjuju

tradicionalne metode.

3. TRADICIONALAN PRISTUP TKIVNOG INZENJERSTVA

Tradicionalan pristup ima korijene u znanosti o biomaterijalima i predstavlja
adaptaciju razgradivih polimera koristenih u medicinskim uredajima za potrebe inZenjerstva
Zivih tkiva. Ovaj pristup uveli su 1993. g. Langer i Vacanti, a zasniva se na kultiviranju
stanica na 3D nosa¢ima u bioreaktoru, kako bi se razvila funkcionalna zamjenska tkiva koja
se potom ugraduju in vivo (Cui i sur., 2012). Nosaci sluze kao ,,logisticki predlosci pruzajuci
stanicama specificne topoloske znacajke, mehanicki okolis§ 1 povrSinske ligande, a variraju u
nekoliko parametara (poroznost, elasti¢nost, oblik). Biorazgradivi su, a izbor biomaterijala za

izradu nosaca ovisi 0 vrsti zamjenskog tkiva koje se razvija (Jakab i sur., 2010).
Nekoliko je osnovnih pretpostavki na kojima se temelji ovaj pristup:

1) stanice trebaju ¢vrstu podlogu za rast i proliferaciju (rast stanica ovisi 0 vezanosti na

podlogu);

2) nosaci Su nuzni za odrzavanje zeljenog, organospecifi¢énog oblika tkivnog konstrukta;



3) nosa¢ sluzi i kao izvor induktivnih i instruktivnih signala za stani¢nu diferencijaciju,

migraciju, proliferaciju i orijentaciju;

4) porozna struktura podloge omogucava optimalno nasadivanje stanica, vijabilnost i

vaskularizaciju tkivnog konstrukta;

5) nakon biodegradacije Cvrstog kostura, mehanicka svojstva ¢e se odrzati kontroliranom

neomorfogenezom (Mironov i sur., 2009).

Tradicionalan pristup i dalje se ¢esto primjenjuje u tkivnom inzenjerstvu. Dokazana
prednost ovog pristupa je postojanje Cvrstih nosaca na koje se stanice pri¢vrS¢uju ¢ime se
odrzava oblik presatka tkiva. Takoder, nosa¢i mogu sluziti kao alat za instruktivno
morfogenetsko signaliziranje i usmjerenu stani¢nu diferencijaciju. Stanice unutar poroznog
skeleta zadrzavaju vijabilnost pa biorazgradivi nosa¢ eventualno zamjenjuje novo formirano
tkivo (Mironov i sur., 2009). Ovim pristupom ostvareni su znaéajni uspjesi u izgradnji
avaskularnih, aneuralnih, alimfatickih, tankih i1 Supljih organa. Tkiva projektirana na ovaj
nacin nutrijente dobivaju difuzijom iz vaskulature domacina. Problem predstavlja proizvodnja
organa zahtjevnijih za transplantaciju (>90%), debelih i slozenih tkiva (srce, bubreg, jetra)
¢ija vaskularizacija 1 nakon dva desetljeca intenzivnih napora ostaje nerijeSen problem. Pri
konstruiranju slozenijih organa, tradicionalan pristup, koji podrazumijeva nasadivanje

izoliranih stanica na prethodno formirane ¢vrste nosace, nailazi na sljedeca ogranicenja:

a) unato¢ znatnom poboljsanju dizajna, formiranje i sazrijevanje tkiva kroz nosac i dalje nije

uniformno;

b) uvodenje vise stani¢nih tipova (potrebnih za izgradnju organa kompleksne strukture) s

pozicijskom specificnoscu je tehnoloski zahtjevno;
c) nemogucnost izgradnje funkcionalne vaskulature u gotovim konstruktima tkiva;
d) postizanje gustoce stanica specificne za odredeni organ;

e) akutni i dugoro¢ni upalni odgovor koji proizlazi iz odgovora domacina na nosac i produkte

njegove biorazgradnje;
f) mehanicka neuskladenost projektiranih tkiva s okolnim tkivom (Mironov i sur., 2009).

Ovi, 1 brojni drugi nedostaci tradicionalnog pristupa, ucinili su potragu za moguéim

alternativama nuznom. Alternativni pristupi moraju omoguciti automatiziranu biofabrikaciju,
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precizno postavljanje stanica u visokoj gusto¢i i ucinkovitu vaskularizaciju sloZenih tkiva

(Mironov i sur., 2009). Jedan od tih pristupa je i bioprintanje opisano u nastavku.

4. BIOMIMETICKI PRISTUP

Biomimeticki pristup predstavlja integraciju razvojne biologije i tkivnog inZenjerstva.
Vec¢inom empirijski pristup tkivnom inzenjerstvu postupno se zamjenjuje tehnologijom
inspiriranom nacelima razvojne biologije. Glavni fokus novih pristupa je na stanicama koje su
glavni ,,tkivni inzenjeri“. Na nama je da im pruzimo uvjete koji ¢e oponaSati okoli§ prisutan
tijekom prirodnog razvoja kako bi se omogucilo ostvarenje njihova punog bioloSkog
potencijala. Drugi fokus je na razvoju tehnologija koje ¢e stanice usmjeravati u regeneraciji
neispravnih tkiva. lzvanredan primjer takvih tehnologija su pristupi temeljeni na bioprintanju
I samo-sastavljanju (autonomnoj organizaciji komponenti bez ljudske intervencije)(Jakab i
sur., 2010).

Pristupi temeljeni na biofabrikaciji printanjem koriste nekoliko morfogenetskih
mehanizama karakteristicnih za rane razvojne procese. Stani¢no sortiranje je proces samo-
sastavljanja koji predstavlja op¢i mehanizam uspostave stani¢nih odjeljaka i granica izmedu
razli¢itih tkiva. Malcolm Steinberg formulirao je ,,diferencijalnu adhezijsku hipotezu“ (DAH)
koja pruza jednostavno objaSnjenje sortiranja stanica. Kako stanice u inicijalno homogenoj
populaciji diferenciraju, postaju polarizirane te eksprimiraju adhezijske molekule (kadherine,
selektine) samo na ogranicenim dijelovima svoje povrSine. Stanice razliCitog tipa potom
prianjaju jedne uz druge razli¢itom snagom, odnosno, adhezivnije stanice agregiraju i
okruzuju se manje adhezivnim stanicama. Formiranje lumena pruza dobar primjer za
razumijevanje molekularne osnove sortiranja stanica (Slika 1). Ovaj morfogenetski
mehanizam najaktivniji je tijekom embrionalnog razvoja kad adhezivni kontakti joS nisu u
zreloj fazi (Jakab i sur., 2010).
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Slika 1. Shema formiranja lumena kao posljedice diferencijalne adhezije. Osjen¢ana podrudja
predstavljaju nedostatak adhezijskih molekula u toj regiji stanice. Stanice se orijentiraju i sortiraju u
oblik lumena (preuzeto iz Jakab i sur., 2010).

Mehanizam fuzije tkiva, procesa u kojem se sjedinjuju dvije ili viSe razliitih
populacija stanica, temelj je formiranja brojnih struktura u embriju (Slika 2). Fuzija tkiva
takoder je u skladu s diferencijalnom adhezijskom hipotezom: tkivo veée povrsinske napetosti

okruzuje se onim manje povrsinske napetosti (Jakab i sur., 2010).

Slika 2. In vitro fuzija dvaju viSestani¢nih agregata (preuzeto iz Jakab i sur., 2010).

Spontano zaokruzivanje fragmenata embrionalnog tkiva (Slika 3) i viSestani¢nih
agregata jedna je od prvih indikacija da populacije adhezivnih i pokretnih stanica imaju
svojstva nalik teku¢inama. Prema ovoj analogiji, sortiranje i fuzija vodeni su grani¢nom i
povrsinskom napetosc¢u. Razlika u povrsinskoj napetosti je kvantitativna mjera diferencijalne

stani¢ne adhezije. PovrSinska napetost tkiva proporcionalna je broju adhezijskih molekula; Sto



je tkivo kohezivnije, vec¢a je povrSinska napetost. Ipak, uzbudljiv i praktican koncept
likvidnosti tkiva, koji stani¢na svojstva sazima pomoc¢u samo nekoliko parametara
(povrSinska napetost, viskoznost, elasticna konstanta), jo§ uvijek nije univerzalan
morfogenetski princip, buduc¢i da procesi koji su u skladu s njim ne moraju nuzno djelovati u

svim fazama ranog razvoja (Jakab i sur., 2010).

Slika 3. Spontano zaokruzivanje fragmenata (embrionalnih pile¢ih) tkiva in vitro unutar 24 h. Indikacija

ponasanja nalik tekucini (preuzeto iz Jakab i sur., 2010).

5. BIOPRINTANJE

Danas se smatra kako je najbolji pristup osloniti se na samo-sastavljanje i samo-
organizacijska svojstva stanica i tkiva te urodene regenerativne sposobnosti samog organizma.
Printanje organa je tehnoloSka paradigma u nastajanju koja predstavlja razvojnom biologijom
nadahnutu alternativu klasi¢nim pristupima. To je potpuno bioloski inZenjerski pristup bez
nosaca zasnovan na printu koji koristi viSestani¢ne samo-sastavljajuce jedinice kao Cestice
biotinte i upotrebljava rane razvojne morfogenetske principe, kao Sto su sortiranje stanica i
fuzija tkiva. Bioprintanje uglavhom nema posljedica na stanice, moZe se jednostavno
kombinirati s transfekcijom gena i vjerojatno predstavlja rjeSenje za konstrukciju debelih i
kompleksnih tkiva s funkcionalnom vaskulaturom.



5.1. BIOTINTA

Biotinta je tekuc¢i materijal napravljen od Zzivih stanica. Prvi korak u tkivnom
inZzenjerstvu, bilo 3D printanju bilo nekoj drugoj metodi, jest biopsija
bolesnog/nefunkcionalnog organa te izolacija i umnazanje stanica s regenerativnim
potencijalom. Izbor stanica za popravak kljuan je korak u svim metodama koje se
primjenjuju u tkivnom inZenjerstvu. Prednost autolognih tkivnih mati¢nih stanica je ta da su
specificne za bolesnika pa ne dolazi do odbacivanja transplantata. Iako u pocetku izolirane iz
koStane srzi, potvrdena je njihova prisutnost i u masnom tkivu (ADSC = adipose tissue
derived mesenchymal stem cells), krvi, amniotskoj tekucini te zubnoj pulpi. Adultne humane
mezenhimalne mati¢ne stanice imaju sposobnost da stvore niz tkiva, ukljuc¢uju¢i hrskavicu,
kosti, masno tkivo i krvne zile, ali ne i sr¢ani misi¢, zivee ili hepatocite. Prakti¢ki neograni¢en
potencijal za in vitro ekspanziju pokazuju maticne stanice nalik embrionalnim
(ELSC=embryonic-like stem cells) te inducirane pluripotentne mati¢ne stanice (iPS=induced
pluripotent cells) izolirane iz razli¢itih tkiva. Suspenzije ovih stanica za pripremu biotinte
mogu biti homogene i sadrzavati jedan tip stanica, ili heterogene i sadrzavati mjeSavinu

nekoliko stani¢nih tipova (Jakab i sur., 2010).

Priprema biotinte obi¢no zapocinje centrifugiranjem stani¢ne suspenzije. Dobiveni
talog prenese se u kapilarnu mikropipetu te nakon kratke inkubacije u mediju na 37°C,
interakcije izmedu stanica su obnovljene. Biotintu safinjavaju viSestani¢ni gradevni blokovi
cilindri¢cnog ili sfericnog oblika. Sferi¢ni gradevni blokovi biotinte dobivaju se tako da se
gusta masa stanica istisnuta iz mikropipete reze na cilindricne fragmente (istog promjera i
visine) jednake veli¢ine. Cestice sferi¢nog oblika se formiraju spontanim zaokruzivanjem
cilindara tijekom inkubacije na okretnom ,,shakeru® preko noci. Ako je pocCetna suspenzija
bila sastavljena od viSe tipova stanica, sortiranje i zaokruzivanje odvija se paralelno. lzrada
cilindricnih gradevnih blokova zahtijeva sazrijevanje ,kase* stanica u ne-adhezivnom
agaroznom kalupu preko noci ¢ime se povecava kohezivnost (Slika 4). Cestice biotinte
pakiraju se u patrone i umecu u pisa¢ neposredno prije printanja, zajedno s patronom koja
sadrzi biopapir. Sferi¢ne ili cilindri¢ne viSestani¢ne jedinice isporucuju se prema ra¢unalnom
predlosku zajedno s biopapirom (hidrogelom) koji sluzi kao poticajna sredina za napredovanje
stanica (Slika 5). Stanice se potom stavljaju u odgovarajuée uvjete u bioreaktor (Jakab i sur.,
2010).



Slika 4. Priprema viSestani¢nih gradevnih blokova. (a) Priprema tkivnih sferoida. (b,c) Priprema
cilindri¢nih gradevnih blokova. Istovremeno do 10 stani¢nih smjesa u agaroznom kalupu sazrijeva u

cilindre dovoljno &vrste za printanje (preuzeto iz Jakab i sur., 2010).

Slika 5. Nano3enje biotinte. (a) Na ispisani list biopapira polazu se estice biotinte. (b,c) Slojevi
biokompatibilnog hidrogela i gradevni blokovi nastavljaju se naizmjenice nanositi prema nhacrtu za
izgradnju Zeljene 3D strukture (ovdje: tubularni konstrukt). (d) Konstrukt dobiven nakon fuzije

gradevnih blokova i uklanjanja hidrogela nakon nekoliko dana (preuzeto iz Jakab i sur., 2010).

Danas je osobito popularna upotreba tkivnih sferoida ili ,,mini-tkiva“, samo-

sastavljajucih zivu¢ih materijala odredenog sastava te bioloskih i materijalnih svojstava koja
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se mogu kontrolirati. Tkivni sferoidi koristeni su kao 3D in vitro modelni sustavi u
biomedicinskim 1 tumorskim istrazivanjima kroz nekoliko desetlje¢a pa je s vremenom
razvijen Sirok arsenal metoda za njihovu proizvodnju. Odabrana metoda za Siroku upotrebu u
tkivnom inzZenjerstvu 1 printanju organa mora ispunjavati sljedeCe kriterije: mora biti
skalabilna metoda koja ¢e davati tkivne sferoide maksimalno standardizirane veli€ine, ne
smije ugrozavati njihov kapacitet za fuziju niti uzrokovati znacajna ostecenja stanica ili DNA
1 mora biti dovoljno fleksibilna da omogu¢i proizvodnju raznolikih tkivnih sferoida (Mironov

i sur., 2009).

Razvoj visoko osjetljivih, direktnih i indirektnih kvantitativnih metoda za procjenu
materijalnih svojstava ,,mikro-tkiva®“ i tkivnih sferoida (prije i nakon fuzije u veée konstrukte)
bitan je zadatak u razvoju novih pristupa tkivnog inzenjerstva. Na taj ¢e se nacin omoguciti
bolja kontrola procesa tkivne fuzije 1 postizanje Zeljene razine sazrijevanja tkiva.
Najpopularnije metode mjerenja materijalnih svojstava tkivnih sferoida su tenziometrija,

aspiracija i centrifugiranje (Slika 6)(Mironov i sur., 2009).

a b C

o—
.;é

Slika 6. Metode kvantitativne evaluacije materijalnih svojstava tkivnih sferoida. (a) Tenziometrija —
kontrolirana kompresija stani¢nih agregata izmedu dvije paralelne ploc¢e. Ograni¢enje ovog pristupa je
zahtjev  idealnog sfericnog oblika. (b) Aspiracija. (c) Centrifugiranje  (preuzeto s

downloads.deusm.com).

5.2. BIOPRINTERI

Za primjenu 3D printanja u konstrukciji zivih struktura razvijene su 2 glavne

tehnologije.
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Prva se temelji na uporabi tintnih pisaca. Tintni ispis je beskontaktna tehnika printanja
koja pomocu sitnih kapi tinte reproducira informaciju digitalnog uzorka na podlogu. Ta je
metoda neko¢ nasiroko koriStena u elektronici i mikro-inZenjerskoj industriji, a nedavno je
nasla uspjesnu primjenu u biomedicinskom polju (Cui i sur., 2012). Ovom tehnikom printaju
se ili pojedina¢ne stanice ili male nakupine stanica. Metoda je brza, svestrana i jeftina, a u

uporabi su toplinski, piezoelektricni i elektromagnetski pisaci (Jakab i sur., 2010).

U piezoelektricnom tintnom printeru, pogon od polikristalinske piezoelektri¢ne
keramike u svakoj mlaznici pruza kratkotrajan pritisak za izbacivanje kapi tinte na podlogu.
lako su ovim pristupom postignuti brojni uspjesi u printanju krhkih i osjetljivih bioloskih
struktura (DNA), joS uvijek se nailazi na poteSkoc¢e pri ispisu stanica sisavaca, gdje su
zabiljezena oStecenja stanicnih membrana te liza stanica uzrokovana frekvencijom od 15-25

kHz koju rabe piezoelektri¢ni tintni pisaci (Cui i sur., 2012).

Termalni tintni pisaci lakse se modificiraju, rabe i odrzavaju te su kompatibilniji sa
zivim sustavima u odnosu na piezoelektri¢ne. Iako grija¢ u svakoj mlaznici termalnog pisaca
podiZe lokalnu temperaturu na 300°C kroz nekoliko mikrosekundi tijekom ispisa, ¢ime se
generiraju mjehuriéi zraka potrebni za izbacivanje tinte, isprintane stanice sisavaca grijane su
samo 2 ups na temperaturi 4-10°C viSoj od okolne te je njihova vijabilnost u prosjeku 90%.
Takoder, tinta koja se priprema za termalni tintni ispis obi¢no je na bazi vode $to smanjuje
zacepljenje glave pisaca i omogucava jednostavno podesavanje koncentracije biotinte, $to pak
omogucava kontrolu broja stanica u pojedina¢nim kapima tinte i upotrebu tintnog ispisa u
kvantitativnom nasadivanju stanica. [ako se pretpostavlja da je metoda sigurna za zZive sustave
jer su stanice tijekom cijelog procesa printanja zasticene u vodenom okruzenju, i ova
tehnologija ima nedostatke. U svrhu odrzanja velike razlucivosti ispisa, mlaznice u glavi
pisaca obi¢no su vrlo male. Toplina i mehanicki stres primijenjeni na stanice pri njihovu
prolasku kroz uske mlaznice mogu oStetiti membranu stanica i izmijeniti im fenotip.
Medutim, sveobuhvatnom procjenom vijabilnosti stanica, veli¢ine pora staniéne membrane,
procesa stani¢nog popravka, apoptoze i ekspresije heat shock proteina, primije¢ene su tek
neznatne razlike izmedu ispisanih i neispisanih stanica. Pore na ispisanim stanicama uocene
prodorom dekstranske boje su prolazne (stanice su ih mogle popraviti unutar 2 sata) te se
mogu Koristiti za transfekciju DNA pri ispisu. Zakljuéeno je da ova metoda ima manje Stetan
ucinak na stanice (Cui i sur., 2012). Premda su tehnike tintnog ispisa dobro razvijene i

prilagodene, njima se i dalje teSko osigurava gustoca stanica potrebna za izradu Cvrstih
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struktura organa pa postizanje odgovarajuce strukturne organizacije i funkcionalnosti ostaje

izazov (Jakab i sur., 2010).

Drugi pristup koristi mehanicke ekstrudere za stavljanje Cestica biotinte na biopapir
(nosivi materijal) prema raCunalno generiranim predloscima. Prednost ove metode je
koristenje ranih razvojnih mehanizama. Cestice biotinte predstavljaju male 3D fragmente
tkiva pa su stanice u njima u adhezivnim kontaktima sa svojim susjedima Cime se moze
osigurati prijenos vitalnih molekularnih signala. Fuzijom cCestica biotinte i sortiranjem stanica
unutar njih formiraju se organoidi. Medutim, relativno visoka cijena printera nedostatak je
ove metode (Jakab i sur., 2010).

Pored navedenih, trenutno su dostupni i brojni drugi pristupi. Ti pristupi uglavnom
imaju potesko¢e u manipuliranju pojedina¢nim stanicama §to otezava izradu tkiva koja
zahtijevaju vi$i stupanj organizacije stanica pa se i rjede koriste. Medu njima je i laserski ispis
koji koristi energiju lasera da ispari tekuéinu u bioloskim uzorcima, §to moze uzrokovati

pretjerano suSenje i propadanje bioloskih sustava (Slika 7)(Cui i sur., 2012).

a | Inkjet bioprinter b [ Microextrusion bioprinter ] C[ Laser-assisted bioprinter

Energy- Laser Donor
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Slika 7. Komponente razli¢itih vrsta bioprintera. (a) Tintni, (b) mikroekstruzijski i (c) laserski pisa¢ (preuzeto iz
Murphy i Atala 2014).

5.3. TEHNIKE BIOPRINTANJA

Razlikujemo dva nacina bioprintanja. Kontinuirani (analogni) nacin obicno je
ograni¢en na jedan, homogeni materijal kao $to su hidrogelovi, dok digitalni ispis pruza

mnogo vecu fleksibilnost u izboru materijala. Digitalni materijali mogu se podijeliti u dva
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glavna razreda. Prvi razred ukljucuje precizno smjeStanje kapi materijala koje u mjestu
o¢vrsnu, kao S§to su kapi izbacene tintnim ispisom. Drugi razred ukljuCuje organizaciju
prethodno oblikovanih Cestica — voksela — koje se pasivno postroje sa susjednim ¢esticama te
se moraju mo¢i jednostavno proizvesti u velikim koli¢inama. Te kriterije zadovoljavaju tkivni
sferoidi koji se mogu smatrati sferi¢nim fizickim vokselima. Prema tome, printanje organa

uporabom tkivnih sferoida kao gradevnih blokova ne temelji se na analognom, ve¢ na

digitalnom ispisu (Slika 8)(Mironov i sur., 2009).

Slika 8. Kontinuirano i digitalno printanje. (a,e) Printanje kontinuiranih linija stanica na ekstracelularni matriks

(ECM). (b,f) Printanje kontinuiranih linija stanica u medij. (c,g) Printanje agregata na ECM. (d,h) Printanje

agregata u medij. (Preuzeto i prilagodeno iz Mironov i sur., 2009)

5.4. KONCEPT UBRZANOG SAZRIJEVANJA TKIVA

U odsustvu ¢vrstih nosaca tkivni konstrukti moraju pro¢i kroz ubrzani proces
sazrijevanja, odnosno tranzicije iz tekuéeg u kruto stanje kako bi zadrzali oblik, sastav i
integritet. To se postize odgovaraju¢om kombinacijom maturogena (faktora za ubrzano
sazrijevanje tkiva) te razvojem nove tehnologije, kao Sto je perfuzijski bioreaktor koji moze
posluZiti odrzanju strukture osjetljivih tkivnih presadaka i dostavi maturogena (Slika
9)(Mironov i sur., 2009).
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Slika 9. Dizajn perfuzijskog bioreaktora za ubrzano sazrijevanje tkiva (preuzeto iz Mironov i sur., 2009).

5.5. MOGUCNOSTI BIOPRINTANJA

Jedan od izazova suvremene regenerativne medicine koji se nastoji rijeSiti
bioprintanjem jest popravak oSteCenja hrskavice koja nastaju kao posljedica osteoartritisa,
starenja i ozljeda zglobova. Danas uobicajeni klini¢ki tretmani vrlo su invazivni, komplicirani
I ne obnavljaju hrskavicu trajno. Trenutne strategije popravka hrskavice koljena ukljucuju
proces uklanjanja zdravog tkiva oko podrucja lezije Cime se stvaraju umjetni defekti za
buduc¢u implantaciju. Taj postupak uzrokuje dodatnu nekrozu postojeceg tkiva te konacnu
degeneraciju hrskavice i implantata. Direktan popravak hrskavice na mjestu lezije, bez
ikakvog dodatnog oStecenja postojeceg tkiva, projektiranim tkivom koje blisko oponasa i
integrira se s nativnom hrskavicom, predstavlja pogodno rjeSenje. Takav popravak mora biti
prilagodljiv promjenjivim fizickim dimenzijama i svojstvima tkiva. Te moguénosti pruza

tehnologija bioprintanja temeljena na tintnom ispisu (Cui i sur., 2012).

Standardni termalni tintni pisa¢ je modificiran za precizno polaganje hondrocita i
polietilen-glikol dimetilakrilata (PEGDMA) sloj po sloj na oStecenje hrskavice (Slika 10).
Sinteticki PEG hidrogelovi odrzavaju vijabilnost hondrocita, induciraju talozenje
ekstracelularnog matriksa (ECM=extracellular matrix), topivi su u vodi i omoguéuju
simultanu polimerizaciju tijekom printanja, ¢ime se postize jednolika raspodjela hondrocita.
Izbjegavanje akumulacije hondrocita uslijed gravitacije, kao i1 skraceno vrijeme izlaganja
stanica UV svjetlosti, prednosti su ove metode u odnosu na manualnu zonalnu izradu
hrskavice. lzazov ove metode je ograni¢ena maksimalna gustoca stanica za bioprintanje,
buduéi da se optimalna razluivost postize samo s biotintom gustoée 8x10° stanica/mL ili

manje. Tom se problemu doskocilo sinergistickim tretmanom stanica s FGF-2/TGF-1
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faktorima rasta. Ta se kombinacija pokazala optimalnom za poticanje proliferacije stanica i
odlaganja ekstracelularnog matriksa u izradenoj hrskavici zadrzavajuéi pritom visoku

razlucivost ispisa (Cui i sur., 2012).
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Slika 10. Shematski prikaz bioprintanja hrskavice uz simultanu fotopolimerizaciju (preuzeto iz Cui i sur., 2012).

Vjerojatno najkriticniji 1 jo§ uvijek nerijeSen problem tkivnog inzenjerstva jest
vaskularizacija debelih tkivnih konstrukata, budu¢i da se molekularnom difuzijom osigurava

izmjena nutrijenata i kisika samo u slojevima tkiva debljine do 100 um (Jakab i sur., 2010).

Indirektno rjeSenje ovog problema ponudila je tehnologija temeljena na samo-
sastavljanju stanica u listove koju je razvio L'Heureux (L'Heureux i sur., 1998). Uzastopnom
implantacijom listova stanica (<80 um) i pruzanjem domacinskoj vaskulaturi 1-3 dana
vremena za vaskularizaciju svakog transplantiranog lista prije dodavanja sljedeceg, postignuta
je funkcionalna vaskularizacija debelog (1mm) tkivnog konstrukta (miokarda) in vivo.
Medutim, zbog rizika koji donose visestruki kirurSki zahvati, ova metoda nije primjenjiva na

pacijente (Jakab i sur., 2010).

Najveci izazov predstavlja prijenos i integracija tkiva iz in vitro u in vivo uvjete. S

kirurskog gledista, tkivni konstrukt trebao bi sadrzavati hijerarhijsko vaskularno stablo
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sastavljeno od sljede¢ih komponenti: mreze kapilara (10-20 um), intermedijarne vaskulature

(50-500 um) i makrovaskulature (do 2 mm) (Jakab i sur., 2010).

Svaka od tih esencijalnih komponenata vaskularnog stabla moze biti proizvedena
zasebno. Za izradu mikrovaskulature uspjeSnom se pokazala metoda bioprintanja uz
koristenje humanih mikrovaskularnih endotelnih stanica (HMVEC=human microvascular
endothelial cells) i fibrina kao biotinte. Endotelne stanice temelj su opskrbe tkiva krvlju. One
grade citav unutrasnji sloj kardiovaskularnog sustava i jedine su stanice koje formiraju
kapilare (Cui i sur., 2012). Tijekom embrionalne vaskulogeneze i angiogeneze formiraju
osnovne cjevaste strukture te luce faktore rasta PDGF i TGF-B koji induciraju polaganje
ekstracelularnog matriksa. Esencijalne komponente ECM-a su elastin i kolagen. Klju¢nu
ulogu u proizvodnji elastina, proteina odgovornog za elasti¢na svojstva krvnih zila, igra TGF
(Jakab i sur., 2010). Fibrin pak igra znac¢ajnu ulogu u prirodnom zacjeljivanju rana. Fibrinski
gelovi poti¢u migraciju, proliferaciju stanica, te sintezu matriksa. Modificiranje standardnog
tintnog pisaca za istovremeno polaganje HMVEC stanica i fibrina pokazalo se pogodnim za
izradu mikrovaskulature; u ispisanim fibrinskim kanalima endotelne stanice proliferiraju i
formiraju cjevaste strukture (Slika 11). Time je pokazano da ispisane i proliferirane endotelne

stanice mogu vrsiti bitnu funkciju angiogeneze (Cui i sur., 2012).

Heating element
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Slika 11. Shema mehanizma izrade mikrovaskulature simultanim polaganjem HMVEC stanica i fibrina pomo¢u
termalnog tintnog pisaca. Trombin sluzi za polimerizaciju fibrina. Polaganje stanica biotinte odvija se
istovremeno sa formiranjem fibrinskog kanala. Stanice poredane u fibrinskom kanalu spremne su za proliferaciju

(preuzeto iz Cui i sur., 2012).
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Trenutni napori ulazu se u primjeni bioprintanja za proizvodnju intermedijarne
vaskulature, karike koja bi povezala kapilarni sustav s makrovaskulaturom i omogucila
uspostavljanje funkcionalnog vaskularnog stabla. Tubularne strukture dobivene su iz
mjeSavine nasumice rasporedenih endotelnih (EC=endothelial cells) i glatkih miSi¢nih stanica
(SMC=smooth muscle cells), pri ¢emu se endotel formirao tijekom fuzije i sortiranja uslijed
printanja (Slika 12). Ovom metodom postignuta je bolja organizacija ECM-a, bolja vezanost
endotela i brze sazrijevanje (Jakab i sur., 2010).

Slika 12. (a) Predlo$ci (gore) i fuzionirani vaskularni konstrukti razli¢itih promjera dobiveni ispisom cilindri¢ne
biotinte (dolje). (b) Gore — predloZak za izradu konstrukta pomocu tkivnih sferoida sastavljenih od SMC(crveno)
i EC(zeleno); dolje — popre¢ni presjek fuzioniranog konstrukta: lumen je sastavljen pretezno od endotelnih
stanica. (c) Gore - predloZzak za dvoslojnu vaskularnu cijev: unutarnji sloj ¢ine SMC (zeleno), drugi sloj
fibroblastni (crveno) gradevni blokovi; dolje — popre¢ni presjek pokazuje fuziju i segregaciju dva tipa stanica
(preuzeto iz Jakab i sur., 2010).

Jos jedno potencijalno rjeSenje za izgradnju razgranatog intraorganskog vaskularnog
stabla nudi pristup temeljen na tri tipa tkivnih sferoida dizajniran posebno za uporabu u
tehnologiji bioprintanja. Metoda koristi tri osnovna tipa tkivnih sferoida: ¢vrste (bez lumena),
monoluminizirane (s jednim velikim lumen) i histotipicne mikrovaskularne tkivne sferoide
(Slika 13). Nakon zavrSenog printanja slijedi fuzija (Slika 14) i ubrzano sazrijevanje tkiva.
Tada je vaskularno stablo spremno za integraciju u 3D konstrukte tkiva i organa. Proces
ubrzanog sazrijevanja uglavnom se temelji na povecanju odlaganja kolagena i elastina
(Mironov i sur., 2009).
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Slika 13. Primjer upotrebe monoluminiziranih tkivnih sferoida za printanje segmenata intraorganskog
vaskularnog stabla. (a) Fuzija tkivnih sferoida. (b) Model za izradu razgranatih vaskularnih segmenata od
monoluminiziranih tkivnih sferoida. (c) Uzastopni koraci fuzije tkivnih sferoida u hidrogelu. (d) Dobiveni

razgranati vaskularni segmenti prije (gore) i nakon tkivne fuzije (dolje) (preuzeto iz Mironov i sur., 2009).

Slika 14. Simulacija promjene morfologije tubularnog tkivnog konstrukta tijekom fuzije. (a) Pocetni tkivni
konstrukt se skracuje i suzava. (b) Heksagonalan uzorak pakiranja tkivnih sferoida (preuzeto iz Mironov i sur.,
2009).
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5.6. PRIMJENA BIOPRINTANJA

Aditivno manufakturiranje, znano i kao 3D printanje, donosi velike inovacije u razna
podrucja kao Sto su inzenjerstvo, proizvodnja, umjetnost, obrazovanje i medicina. Osim
primjene u izradi zamjenskih dijelova tijela (metalnih i plasticnih implantata za zamjenu
kostiju i sl.) (Slika 15), 3D printanje polako, ali sigurno preuzima centralnu ulogu u
proizvodnji zamjenskih tkiva i organa, ¢ime bi se mogao rijesiti problem nedostatka donora.
Medutim, usporedbom bioprintanja s ne-bioloskim printanjem, uvidamo kako ono ukljucuje
dodatne komplikacije kao Sto su izbor materijala, stani¢nih tipova, ¢cimbenika diferencijacije i
rasta te tehnicke izazove vezane uz osjetljivost zivih stanica 1 izgradnju tkiva. Unato¢ brojnim
preprekama s kojima se susrece, ova tehnologija, koja kao tintu koristi Zive stanice, rapidno se
razvija. 3D printanje se ve¢ koristi za proizvodnju viSe tipova tkiva. UspjeSno su projektirane
tri kategorije organa: ravne strukture poput koze, cjevaste strukture poput mokracnih cijevi i
krvnih Zila te Suplje strukture kao Sto je mjehur (Slika 17). Krajnji cilj tehnologije printanja
organa je proizvodnja 3D vaskulariziranih organa pogodnih za klini¢ku implantaciju (Slika

16, 18)(Ledford 2015).

Slika 15. Zamjenski dijelovi tijela u uporabi. Lijevo — 3D isprintane strukture uklju¢ujuéi i rudimentarni bubreg
sa zivim stanicama (Wake Forest Baptist Medical Center, North Carolina). Sredina — implantat lubanje izraden
od polimera koji pospjeSuje rast kosti i integraciju s okolnim kosturom (Oxford Performance Materials of South
Windsor,). Desno — udlaga na traheji izradena od materijala koji tijelo postupno apsorbira kako ostecenje

zacjeljuje (University of Michigan, Ann Arbor). (Preuzeto i prilagodeno iz Ledford 2015)
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Slika 16. Mapa printanja organa (preuzeto iz Mironov i sur., 2009).
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Slika 17. Organi projektirani uporabom 3D printanja (preuzeto iz Murphy i Atala 2014).

20



Slika 18. Lijevo — ,,Fugitive ink*, Jennifer Lewis (Harvard University) — prijedlog rjeSenja vaskularizacije
kompleksnih tkivnih konstrukata. Materijal koji se koristi za izgradnju hladenjem prelazi u tekué¢inu. Nakon
printanja, vaskulatura se ohladi i zatim se dobivena tekuca biotinta usiSe. Rezultat su Suplji kanali koji mogu
sluZiti kao krvne Zile. Desno — printanje 3D bubrega. Projekt je u ranoj fazi te je bubreg daleko od funkcionalnog

(Wake Forest Baptist Medical Center, North Carolina). (Preuzeto i prilagodeno iz Ledford 2015)

Printanje organa ima brojne prednosti: to je automatizirani pristup koji otvara
moguénost masovne proizvodnje tkivnih konstrukata; dopusta simultano 3D pozicioniranje
viSe stani¢nih tipova; omogucava stvaranje tkiva s visokom razinom gustoce stanica; moze
rijeSiti problem vaskularizacije debelih tkivnih konstrukata i moZze se raditi in situ (Mironov i
sur., 2008).

Ipak, unato¢ neprestanom usavrSavanju pisaca kako bi se povecala razlucivost ispisa i
sprijecilo oStecivanje stanica, te pronalasku novih materijala pogodnih za specifi¢ne strukture,
rutinsko printanje i implantacija organa vjerojatno ¢e biti ostvarivi tek kroz nekoliko
desetlje¢a, a ne godina. Dotad, tehnologija bioprintanja usmjerava se na razvoj 3D modela
tkiva za istrazivanja, pronalazak lijekova i toksikologiju. Jedan takav relativno novi projekt,
,,Body on a chip*, fokusiran je na ispis ,,mini-organa®“, kao $to su srce, jetra, krvne Zile i
pluca, koji ¢e oponasati odgovor organizma na kemijske i bioloske agense te omoguditi razvoj

potencijalnih tretmana (Slika 19, 20)(www.wakehealth.edu).
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Slika 19. ,,Body on a chip* projekt. 3D printer koristi se za printanje organoida na ¢ipove. Ljudske stanice
smjestaju se na Cip veliGine 2 in¢a i povezuju sa sintetickim krvotokom, sustavom kanala obloZenih vaskularnim
stanicama. Oni oponaSaju krvotok i omogucuju dostavu Stetnih agensa kao i potencijalne terapije. Senzori mjere
temperaturu, razinu kisika, pH i ostale faktore te omogucuju on-line nadzor individualnih organoida i
cjelokupnog sustava. Trenutno se koristi za testiranje novih lijekova i cjepiva te razvoj protuotrova. (Preuzeto s

www.wakehealth.edu)

Slika 20. Dosadasnji uspjesi ,,Body on a chip* projekta (Harvard’s Wyss Institute). Lijevo — plu¢a na ¢ipu.
Sredina — ,,mini-jetra“ sa sposobnos$¢u detoksikacije. Desno — bubreg. Zasad su uspjeSno povezana dva para
&ipova: pluca-jetra i pluca-srce. Radi se na povezivanju tri organoida — jetre, bubrega i crijeva — koji ¢e oponasati

glavni tjelesni sustav za procesiranje lijekova. (Preuzeto i prilagodeno s www.discovermagazine.com)
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Tehnologija 3D printanja, koja je u pocetku podrazumijevala dugotrajan, mukotrpan
nacin proizvodnje malih i nefunkcionalnih objekata, u vrlo se kratkom vremenu pretvorila u
metodu koja bi u bliskoj buduénosti mogla poceti spaSavati i znatno poboljSati kvalitetu
ljudskih zivota. Premda nije sigurno hoce li bioprintanje ikada omoguciti konstrukciju
cjelovitih funkcionalnih organa za transplantaciju u ljude, vjeruje se kako ¢e ova tehnologija
ve¢ u bliskoj buduénosti omoguéiti proizvodnju prilagodenih lijekova, personaliziranije
tretmane te znatno umanjiti problem nedostatka donora i eliminirati potrebu za testiranjem na
Zivotinjama. lIzbjegavanjem zasad neizbjeznog dijela procesa starenja, kvara tjelesnih
funkcija, 3D printanje bi moglo iz temelja promijeniti ljudske Zivote i u potpunosti redefinirati

Sto to znaci biti Covjek.
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7. SAZETAK

Tkivno inZenjerstvo joS je uvijek daleko od zadanog cilja, izrade funkcionalnih
zamjenskih humanih organa te je razumno pretpostaviti da tehnologija biofabrikacije
vjerojatno ne¢e omoguciti stvaranje 100% autenti¢nih funkcionalnih kopija organa. Realniji
tehnoloski cilj je projektiranje tkivnih i organskih konstrukata sa sposobno$¢u obnavljanja
funkcije oSteCenih organa. Zahvaljuju¢i brzo-razvijaju¢em biomimetiCkom pristupu koji
predstavlja integraciju inZenjerstva i razvojne biologije, taj je cilj postao ostvariv. Brzom
napretku ovog podrucja osobito je pridonio pocetak upotrebe 3D printera u izradi bioloskih
struktura, odnosno bioprintanje.

Ovaj rad opisuje tradicionalne pristupe tkivnog inZenjerstva, ukazuje na njihove
nedostatke, usporeduje ih s novijim metodama biomimetickog pristupa te predstavlja nedavni

napredak u izradi zivih struktura koji je omogucila revolucionarna tehnologija bioprintanja.

8. SUMMARY

Tissue engineering is still far from the set goal, production of functional replacement
human organs and it is reasonable to assume that biofabrication technology will probably not
allow the creation of 100% authentic copies of functional organs. A more realistic
technological goal is to design tissue and organ constructs with the ability to restore function
of damaged organs. Thanks to the fast-evolving biomimetic approach which represents the
integration of engineering and developmental biology, that goal has become feasible. The
rapid progress in this area was especially stimulated by the beginning of use of 3D printers in

the development of biological structures or bioprinting.

This paper describes the traditional approaches to tissue engineering, highlights their
shortcomings, compares them with newer methods of biomimetic approach and presents
recent advances in the development of the living structures which were enabled by the

revolutionary technology of bioprinting.
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	Slika 7. Komponente različitih vrsta bioprintera. (a) Tintni, (b) mikroekstruzijski i (c) laserski pisač (preuzeto iz Murphy i Atala 2014).

