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Sazetak

Tkivno inZenjerstvo je interdisciplinarno podrucje koje isprepli¢e biomedicinske znanosti te inzenjerstvo. Razvojem navedenih grana i sve strozim
zahtjevima klinicke medicine, nametnula se potreba za razvojem biokompatibilnih te bioaktivnih implantata koji bi mogli zamjenjivati i poticati
regeneraciju oboljelog tkiva. U cilju razvoja biomimetickih materijala i implantata, decelularizacija se istaknula kao pogodna metoda jer izolira
prirodno prisutnu izvanstanicnu matricu sa svim komponentama iz odabranog tkiva te uklanja stanice i genski sadrzaj koji bi mogao izazvati
reakciju imuniteta pacijenta. Razvijeno je vise metoda decelularizacije koje se mogu podijeliti na kemijske, fizikalne, biokemijske te kombinirane.
Svaka metoda specificna je i razvija se za pojedino tkivo te se najéesce koriste kombinirane metode jer kombiniraju dobra svojstva pojedinih metoda
pa postizu dobro uklanjanje stanica uz minimalna ostecenja komponenti izvanstanicne matrice. Na trZistu su ve¢ dostupni proizvodi pripravljeni od
decelularizirane izvanstanicne matrice te se daljnjim razvojem podrucja ocekuje njihov sve veci broj.

Kljucne rijeci: tkivno inZenjerstvo, decelularizacija, izvanstanicna matrica

Abstract

Tissue engineering is an interdisciplinary field that combines biomedical sciences and engineering. With the development of the aforementioned
scientific fields and the increasingly strict requirements of clinical medicine, the need has arisen to develop biocompatible and bioactive implants
that can replace damaged tissue and stimulate its regeneration. Decellularization was a suitable method for developing biomimetic materials
and implants, as it isolates the natural extracellular matrix with all its components from the selected tissue and removes the cells and genetic
content that could trigger a reaction from the patient's immunity. Several decellularization methods have been developed, which can be divided
into chemical, physical, biochemical and combined methods. Each method has been developed for a specific tissue, with combined methods being
the most commonly used as they combine the good properties of the individual methods and achieve good cell removal with minimal damage to
the components of the extracellular matrix. Commercial products made from decellularized extracellular matrix are already in clinical use and the
number is expected to increase with further development in this field.
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Uvod

Uslijed bolesti, nezgoda i starenja organizma dolazi do propadanja tkiva, a ponekad i organa u cijelosti. Stoga ih je potrebno lijeciti, a u slucaju kada to
nije moguce, regenerirati ili u potpunosti zamijeniti. Upravo regeneracija i zamjena oboljelog tkiva fokus je tkivnoga inzenjerstva, interdisciplinarnog
podrucja kojega su, u smislu u kojemu ga danas koristimo, prvi definirali Vacanti i Langer 1993. godine. Otada se moZe uociti znacajan porast broja
publiciranih ¢lanaka u podrucju tkivnoga inZenjerstva, $to ukazuje na prepoznavanje vaznosti razvoja navedenog podrucja (Vacanti i Langer, 1999).
Pri tome, vazno je razlikovati tkivno inZenjerstvo od regenerativne medicine koja podrazumijeva poticanje regeneracije tkiva u in vivo uvjetima,
odnosno u tijelu pacijenta. Nastojanje da se zamijeni oboljelo ili oste¢eno tkivo seze jo§ u doba pretpovijesti, pa se tako medu prve implantate
ubrajaju umjetni zubi, udovi, povezi za o¢i te autolozi, presadci s jednog dijela tijela na drugo. U meduvremenu, suvremena tehnoloska dostignuca su
omogudila transplantaciju tkiva, uzgoj tkiva izvan tijela i dizajn mikromodela organskih sustava tzv. organa na ¢ipu (Ratner i Zhang, 2020). Budu¢i
da broj pacijenata kojima je potrebna transplantacija znac¢ajno premasuje broj donora organa, paznja se pridaje razvoju tkivnih konstrukata ili tkivnih
surogata in vitro, kako bi se poboljsala kvaliteta zivota, odnosno produljio Zivotni vijek pacijenata u ¢ekanju doniranog organa.

Cilj tkivnoga inZenjerstva je regenerirati tkivo primjenjujuéi biomedicinske in vitro postupke i biotehnologiju, odnosno laboratorijski proizvesti zivo
tkivo prikladno za usadivanje u tijelo pacijenta. Kako bi se navedeno i postiglo, razvijeno je nekoliko pristupa koji se mogu svrstati u unutartjelesne
i izvantjelesne. Unutartjelesni pristupi oslanjanju se na potencijal organizma pacijenta da uz pomo¢ implantiranih elemenata tkivnog konstrukta
provede obnovu tkiva. Oni obuhvacaju: injektiranje zdravih stanica, implantaciju nosaca zasijanog zdravim stanicama te umetanje embrionalnih
organa na mjesto ostecenja tkiva. Izvantjelesno tkivno inzenjerstvo podrazumijeva uzgoj tkiva i Citavih organa u kultivacijskim sustavima, tzv.
bioreaktorima, u kojima tkivni konstrukt biva potpuno oblikovan prije implantacije. Istrazivanjima se dosada postigao znacajan napredak: razvijeni
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su komercijalno dostupni nadomjesci koze, krvnih zila, sr¢anih zalistaka
i hrskavice, oblozi za njegu i brze zacjeljivanje rana te umjetni organi
poput bronhijalne cijevi i mokra¢nog mjehura koji su jos$ u fazi razvoja.
Glavni nedostatak umjetno dobivenog tkiva je ogranienost stvaranja
krvnih zila, odnosno angiogeneza (Langer i Vacanti, 1999, Mastrullo i
sur., 2020). Ovaj se problem pokusava rijesiti decelularizacijom tkiva,
pri ¢emu prirodna struktura tkiva ostaje oCuvana te se potom nasaduju
stanice. Do sada su razvijene razli¢ite metode decelularizacije koje ovise
0 namjeni, vrsti tkiva te 0 mnogim drugim parametrima (Gupta i sur.,
2018).

Glavni elementi za proizvodnju tkivnog konstrukta su zdrave,
metabolicki aktivne stanice specificne za oSteeno tkivo, zatim
odgovarajuéi poticatelji rasta stanica poput bioaktivnih signalnih
molekula ili fizikalnih podrazaja, te trodimenzionalni stani¢ni nosaci od
netoksi¢nog i neimunogenog (bio)materijala (Slika 1). Kombinacijom
navedena tri elementa, u uvjetima koji pogoduju stani¢noj proliferaciji i
diferencijaciji, postiZe se tzv. sazrijevanje tkivnog konstrukta, odnosno
obrastanje konstrukcije nosaca diferenciranim i metabolicki aktivnim
stanicama. Takav konstrukt je spreman za implantaciju i njegov cilj nije
samo fizi¢ki zamijeniti oboljelo tkivo, ve¢ i pruzati mehanicku potporu
okolnom tkivu te obnasati sve funkcije tkiva koje nadomjesta. Posljednjih
godina se sve viSe pozornosti daje zamjeni inertnih ili nerazgradivih
nosaca, nosacima koji su bioresorptivni, odnosno razgraduju se pri
tjelesnim uvjetima i to brzinom koja je u skladu s brzinom kojom
stanice proizvode novu izvanstanicnu matricu. Na ovaj nacin, nakon
odredenog vremena, tkivo ¢e biti u potpunosti regenerirano, ukazujuéi
na interaktivnu svrhu nosaca za navodenje prostorne organizacije i
izgradnje tkivu specificne arhitekture, dok pri tome stanicama daje
prirodan mikrookolis, odnosno pogodne uvjete za razvoj (Meyer, 2009).
U razmatranju odabira najdjelotvornijeg nosaca za stanice, zbog svog
porijekla i sastava, svakako se isti¢e tzv. izvanstani¢na matrica ili ECM
(engl. extracellular matrix). Radi se o slozenoj mrezi makromolekula koja
sluzi kao potporanj za stanice u tkivima visestani¢nih organizama. To je
makromolekulski konstrukt neophodan za adheziju, migraciju i fizicku
zastitu stanica, a ima ulogu i u njihovoj diferencijaciji i komunikaciji. U
ECM-u animalnog tkiva prevladavaju proteini poput kolagena, elastina i
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Slika 1. Temeljna postavka tkivnoga inzenjerstva (Biorender)

Figure 1. The basic concept of tissue engineering
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fibronektina, zatim niz izrazito glikoziliranih proteina tzv. proteoglikani,
te neki tkivno specifiéni sastojci poput kalcijevih minerala u kostima.
Udio svake od komponenti ovisi o vrsti tkiva (Mouw i sur., 2014).

Postupci kojima se dolazi do ECM-a za potrebe tkivnog inZenjerstva, a
pri ¢emu se nastoji Sto viSe sacuvati izvorni sastav i strukturu matrice,
svode se na fizikalno, kemijsko, i/ili biokemijsko uklanjanje stanica i
tkivnih epitopa. Proizvod koji tako nastaje naziva se decelularizirani
ECM (dECM). Prvo istrazivanje decelularizacije opisano je 1948. godine

primjene decelularizirane podsluznice tankog crijeva iz 1980-tih oznacio
je ulazak ECM-a u terapiju (Badylak i sur., 1989). Od 1990-ih godina
biljezi se porast broja tehnika decelularizacije i recelularizacije dECM-a,
a time i broj odobrenih auto/kseno-lognih dECM-a za terapijsku
primjenu (Ratner i Zhang, 2020). Nadalje, razvojem tehnologije 3D
bioispisa uoCena je pogodnost uporabe dECM-a za pripravu biotinte u
razvoju nove generacije tkivnog inzenjerstva (Saldin i sur., 2017). Cilj
ovog rada je uputiti na dosege u tehnikama proizvodnje i pripreme
zivotinjskog ECM-a za istrazivacku 1 klini¢ku primjenu.

Materijali za izradu nosaca

Razvijeni su razli¢iti materijali koji udovoljavaju navedene kriterije
kako bi se mogli koristiti za izradu nosaca u tkivnom inZenjerstvu te
se nazivaju biomaterijalima. Mogu se podijeliti na biorazgradive i
nebiorazgradive, a prema vrsti materijala, na metale, keramike, polimere
i kompozite, pri ¢emu su kompoziti hibridni materijali u kojima polimer
ili smola ¢ine matricu u kojoj se dispergira ojacavalo razliitih oblika i
materijala (Ratner i sur., 2020).

Metali

Metali se, zbog svojih mehanickih svojstava, koriste uglavnom kao
nadomjesci kostima i zubima, a mogu se Koristiti kao Sipke, plocice,
vijci 1 sli€no. Najvazniji uvjet koji metalni nosa¢ mora zadovoljavati,
pored netoksicnosti, je nekorozivnost pri tjelesnim uvjetima. Zato se
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najvise koriste titan, tantal, paladij te njihove slitine s drugim metalima i
nemetalima (Gilbert, 2020).

Keramike

Keramike su nemetalni, anorganski, porozni, polikristali¢ni materijali
koje odlikuje velika ¢vrstoca, krtost te kemijska inertnost. U skupinu
keramickih materijala koji se koriste u tkivnom inzenjerstvu svrstavaju se
biokeramike, biostakla te staklokeramike, a dalje se mogu podijeliti u tri
skupine. Prva je inertna keramika koja, poput metala, nema interakcija s
okolnim tkivom te ju je potrebno ukloniti iz tijela operativnim zahvatom.
Budu¢i da su naknadni zahvati nepoZzeljni za pacijenta te za zdravstveni
sustav, razvoj bioaktivne te biorazgradive keramike, kao preostale dvije
skupine, je od velike vaznosti. Bioaktivna keramika ima odgovarajucu
povrsinsku energiju kako bi se okolno tkivo moglo adherirati na nju
te obrastati nosa¢. Biorazgradiva keramika se moze resorbirati pri
tjelesnim uvjetima, sluze¢i tako samo kao privremeni nadomjestak te
kao smjernica i okvir za razvoj novog, zdravog tkiva (Jones i Gibson,
2020).

Polimeri

Skupina materijala kojoj se pridaje najviSe pozornosti u tkivnom
inzenjerstvu su polimeri. Sastavljeni su od gradivnih jedinica monomera
koji se medusobno povezuju kemijskom vezom razli¢itim mehanizmima
polimerizacije. Prema porijeklu, polimeri se mogu podijeliti u prirodne
i sintetske. Prirodni polimeri dobivaju se izolacijom iz bioloskog
materijala, bilo da su sastavni dio tkiva organizma (fibronektin, kolagen,
biljna celuloza) ili njihov vanjski proizvod (fibroin svile, bakterijska
celuloza). Sintetski polimeri dobivaju se kemijskim putem iz derivata
ugljikovodika te mogu biti razgradivi i nerazgradivi (Bass i sur., 2020).
Polimerni nosaci koji najéesc¢e nalaze primjenu u tkivnhom inzenjerstvu

mogu se klasificirati u dvije skupine: hidrogelovi i nanovlakna (Slika 2).
Hidrogelovi su u vodi nabubrene, umrezene polimerne strukture koje
nastaju kemijskim ili fizikalnim vezanjem homopolimera, kopolimera,
vise razli¢itih polimera ili nastankom interpenetriraju¢ih mreza. Svojstva
hidrogelova ovise o nacinu povezivanja polimera, pa pored kovalentne
veze kojom nastaju kemijska umrezenja, moze do¢i i do fizikalnog
umrezenja prisustvom vodikovih i Van der Waalsovih interakcija te
sterickih ispreplitanja pojedinih lanaca (Peppas i Hoffman, 2020).

Najznacajniji postupak za dobivanje polimernih nosa¢a od nanovlakana
je elektroispredanje. Postupak zapocinje otapanjem polimera u hlapivom
otapalu te propustanjem otopine kroz kapilaru u polju visokog elektricnog
napona. U takvim uvjetima dolazi do istezanja viskoelasticne polimerne
otopine koja s vrha kapilare putuje k suprotnoj elektrodi (kolektoru) pri
¢emu dolazi do isparavanja otapala te formiranja nano-vlakana. Vlakna
se pozicioniraju nasumic¢no, formiraju¢i nanovlaknasti netkani materijal
na povrsini kolektora (John i sur., 2022).

Materijali iz biogenog izvora

U posebnu skupinu materijala spadaju oni dobiveni iz biogenog izvora.
1997. godine White je uoCio kako je mikrostruktura koralja sli¢na
strukturi mineralnog dijela kosti te da bi mogla posluziti za regenerativne
svrthe u ortopediji (Ewers, 2005). Danas se ve¢ mineralni dijelovi
morskih organizama koriste kao prekursori ili kao sirovina za pripravu
komercijalno dostupnih materijala za regeneraciju kosti i hrskavi¢nog
tkiva (Ressler i sur.,, 2020). Primjeri su Algipore® dobiven iz algi
te ProOsteon® dobiven iz koralja (Rapone i sur., 2022). U skupinu
prirodnih polisaharida spada celuloza, linearni polisaharid ¢iji se derivat
metil-celuloza, zbog dobrih geliraju¢ih svojstava i1 biorazgradivosti
takoder koristi kao nosac lijekova te hidrogel za inzenjerstvo koStanog
i hrskaviénog tkiva (Gomez-Florit i sur., 2020). Jo$ jedan predstavnik

Kolagen - GEL

Slika 2. Primjeri polimera koristenih u tkivnom inzenjerstvu, Gornji red: koloidni sustav otopine kolagena u prijelazu iz sol u gel stanje. Donji red:
Uzorak materijala od elektroispredanog poli(e-kaprolaktona) i njegova skenirajuca elektronska mikrofotografija (Slivac i sur., 2021)

Figure 2. Examples of polymers used in tissue engineering, up: colloid suspension of collagen transitioning form sol to gel. Down: Sample of
electrospun poly(e-caprolactone) and its scanning electron microscopy image
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prirodnih polisaharida je i alginat, izoliran iz smedih algi njihovom
obradom luzinama. Alginat pomoc¢u dvovalentnih kationa (Ca2+, Mg2+)
tvori hidrogelove ¢ija svojstva ovise o uvjetima geliranja, a primjenjuju
se za obloge 1 njegu rana, dostavu malih molekula i proteina na ciljano
oboljelo mjesto te kao biotinta za 3D bioispis (Lee i Mooney, 2012).
Kitozan je polisaharid dobiven iz ljusture rakova, a otopljen i liofiliziran
daje poroznu strukturu koja se primjenjuje u inZzenjerstvu kostanog tkiva.
Najrasireniji i u tkivu najzastupljeniji protein je kolagen te je jedan od
glavnih predstavnika ove skupine. Prisutan je u vezivnom tkivu kao
sastojak ECM-a, sluzi za adheziju stanica jer sadrzi specifican slijed od
tri aminokiseline arginil-glicin-asparaginska kiselina (RGD) za koji se
svojim transmembranskim receptorima usidre stanice. Kolagen prelazi
iz sola, odnosno viskozne kapljevine, u gelasto stanje pri fizioloskim
uvjetima $to se o€ituje u znacajnom povecanju viskoznosti te je
posljedica fizikalnog umrezavanja molekula kolagena. Zbog opisanog
svojstva pri fizioloskim uvjetima, koristi se kao hidrogel za dopremu
lijeka, nasadivanje stanica te regeneraciju tkiva i organa. Moze se dobiti
izolacijom iz zivotinjskog tkiva metodom decelularizacije, odnosno
uklanjanja stanica raznim metodama. Zbog losih mehanickih svojstava
i visoke cijene, Cesto ga se koristi u kombinaciji s drugim polimerima.
Ireverzibilnom termickom denaturacijom kolagena se dobiva u vodi
topiva zelatina, a koristi se u pripravi biotinte te regeneraciji tkiva koze.
Osim navedenih, u tkivhom inZenjerstvu koriste se i sljede¢i materijali
na bazi proteina specifi¢nih svojstava: fibrin kao derivat fibrinogena
iz krvne plazme, fibroin iz kukuljice dudova svilca te decelularizirana
izvanstani¢na matrica, dECM (Gomez-Florit i sur., 2020).

Zivotinjska izvanstani¢na matrica

ECM je nestani¢na tkivna komponenta, trodimenzionalna mreza
makromolekula u vodenom okruzenju i dinami¢nom odnosu sa stanicama
koje se za nju prihvacaju. Ona tkivima daje oblik i ustroj te joj je uloga
strukturna, zastitna i signalna. Stanicama kojima je ECM neposredni
mikrookolis, utje¢e na pokretljivost, umnazanje i diferencijaciju. Sastoji
se od proteinskih vlakana, linearnih lanaca ugljikohidrata i medustani¢ne

IZVANSTANIENA MATRICA

Slika 3. Prikaz strukture izvanstanicne matrice (Biorender)

Figure 3. Composition and structure of extracellular matrix

tekucine, pa razlike u sastavu i zastupljenosti ovih sastojaka doprinose
raznolikosti tkiva u organizmu (Slika 3) (Botham i Murray, 2018).

Glavna strukturna komponenta ECM-a kod zivotinja, od Zzarnjaka
do sisavaca, je kolagen. U ljudskom organizmu je do sada utvrdeno
28 razli¢itih tipova kolagena koji se oznacavaju rimskim brojevima
kronoloski kako su otkriveni. Molekule kolagena imaju molekulsku
masu od oko 300 kDa te primarnu, sekundarnu 1 tercijarnu strukturu.
Primarnu strukturu ¢ini slijed aminokiselina povezanih peptidnom
vezom, a aminokiselinski sastav ¢ini razliku izmedu pojedinih vrsta
kolagena. Znacajka primarne strukture je prisutnost glicina (G) kao
jedne od tri aminokiselina u slijedu (G-X-Y)n. Pritom X 1 Y mogu biti
bilo koja druga aminokiselina $to, radi prostorne stabilnosti, cesto budu
male aminokiseline poput prolina i i njegova derivata hidroksiprolina.
Navedeni slijed je nuzan za tvorbu sekundarne strukture, tj. o-uzvojnice,
jer se glicin kao najmanja aminokiselina lako smjeSta u srediSte iste
te time stericki omogu¢i njenu tvorbu. Tri a-uzvojnica prostorno se
organiziraju u trostruku uzvojnicu, odnosno molekulu kolagena ¢ime
je definirana tercijarna struktura proteina (Botham i Murray, 2018,
Tracy, Minasian i Caterson, 2016). Ove molekule se dalje slazu u
strukture viSeg reda, najprije u vlakance, a zatim njih vise u kolageno
vlakno. Kao i ve¢inu drugih proteina ECM-a, kolagen proizvode stanice
vezivnog tkiva, fibroblasti, te ga u obliku trostruke uzvojnice, a putem
Golgijevog aparata, izlucuju u neposrednu blizinu. Tamo se uzvojnice
nakupljaju i stabiliziraju poprecnim vezama. Nastala umrezena struktura
je mehanicki ¢vrsta i metabolicki stabilna, osim u slucaju upalnih
procesa, razvoja tumora ili dugih perioda gladovanja (Freeman, 2013,
Raskov i sur., 2023). Elasticnost i otpornost tkivu daje molekula
elastina, prisutna u vecini vezivnih tkiva. To je polipeptidna molekula
u kojoj je najzastupljenija aminokiselina glicin, kao i kod kolagena,
a inace je sastavljen od niza ponavljaju¢ih hidrofilnih i hidrofobnih
sljedova aminokiselina. Oni imaju vaznu ulogu u povezivanju molekula
elastina i stvaranju umrezenih struktura (Tracy i sur., 2016). Redoviti
glikoprotein ECM-a vezivnog tkiva je fibronektin. Graden je od dviju
istovjetnih podjedinica povezanih dvama disulfidnim mostovima. U
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strukturi sadrzi RGD slijed aminokiselina, odgovoran za povezivanje
sa staniCnim transmembranskim receptorima, integrinima. Upravo
je ova veza odgovorna za komunikaciju stanice i ECM-a ukljucujuci
regulaciju adhezije stanica (Botham i Murray, 2018). U sloju ECM-a
epitela, tzv. bazalnoj lamini, ulogu fibronektina obavlja glikoprotein
laminin. Zasebnu skupinu makromolekula ECM-a Cine proteoglikani.
Oni su gradeni od sredi$njeg proteinskog lanca na koji su kovalentno
vezani glikozaminoglikani (GAG), ravni polisaharidni lanci sulfatiranih
disaharida. Hidrofilni su te djeluju kao polianioni, povezuju se
medusobno, s drugim komponentama matrice i stanicama. Proteoglikani
znatno doprinose obujmu ECM-a jer absorbiraju veliku koli¢inu vode
i time sprjecavaju isusivanje tkiva te ublazuju potencijalni mehanicki
stres. Poznato je sedam vrsta proteoglikana od kojih su neki slobodni,
dok su drugi poput sindekana usidreni u stani¢énu membranu i time dio
signalnih puteva stanice. Najveca proteoglikanska struktura ECM-a je
hijaluronska kiselina (do 20 000 kDa). To je zapravo ogroman GAG,
nekovalentno vezan za velik broj manjih proteoglikana i bez sulfatnih
skupina na svojim disahardinim jedinicama (Botham i Murray, 2018).

Decelularizacija Zivotinjskih tkiva i organa

decelularizacija je postupak uklanjanja stanica i stanicnih komponenti
iz tkiva ili organa, a pritom se nastoji ne narusiti trodimenzionalnu
strukturu ECM-a te zadrzati njegovu bioaktivnost i mehanicka svojstva.
Svrha decelularizacije je u potpunosti ogoliti matricu od nativnih stanica
kako bi se dobio prirodan mikrookoli§ pogodan za prihvat, proliferiraciju
i diferenciraciju novih stanica (Gilpin i Yang, 2017). Decelularizaciju je
moguce provesti na ¢itavom organu ili na dijelu tkiva, a odabir sredstva
i postupka decelularizacije ovisi o vrsti tkiva te buducoj istrazivackoj ili
klini¢koj namjeni. Na primjer, postupak koji vrlo dobro decelularizira
Suplje tkivo mokra¢nog mjehura nece imati dobar u¢inak na ¢vrsto tkivo
hrskavice. Takoder, na¢in na koji se decelularizacijska sredstva dovode
u kontakt s tkivom ovisi o izvoru, strukturi, gustoci, vrsti tkiva, sadrzaju
stanica i masnoc¢a. Odabir i primjena sredstva za decelularizaciju mora se
optimirati za svako pojedino tkivo (Gupta i sur., 2018).

Decelularizacijska sredstva

Sredstva za decelularizaciju mogu se podijeliti na kemijska, biokemijska i
fizikalna. Vazno je napomenuti kako primjena bilo kojeg sredstva ne daje
savrsen ishod te da svako sredstvo na svojstven nacin mijenja strukturu
ECM-a. Izbjegavanje tih promjena, nakon ucinkovitosti uklanjanja
stanica, drugi je po vaznosti cilj svakog protokola decelularizacije
(Gupta i sur., 2018).

Kemijska sredstva

To su kemijski spojevi koji svojom reaktivno$¢éu razaraju stani¢ni
integritet te dovode do rastakanja stanica na matrici. Neselektivnost je
najveci nedostatak primjene kemikalija za decelularizaciju.

Kiseline i luZine

Kako bi se katalizirala hidroliticka razgradnja biomolekula, koriste se
kiseline i baze. Peroctena kiselina djeluje kao dezinficijens i istovremeno
uklanja nukleinske kiseline pa ima dvostruko pozeljno djelovanje.
Octena kiselina, agresivnija od peroctene kiseline, ima nepovoljan
ucinak na kolagen, ali ne ostecuje sulfatirane glikozaminoglikane
(Abaci i Guvendiren, 2020). Luzine se Cesto koriste u prvim koracima
decelularizacije dermisa jer uklanjaju dlacice, ali uklanjaju i1 faktore
rasta te znacajno narusavaju mehanicka svojstva pa je njihovu uporabu
potrebno vremenski ograniciti. Jedna od najces¢e koristenih luzina
je amonijev hidroksid, a koristena je za decelularizaciju jetre i uretre
(Baptista i sur., 2009).

Hipertonicne i hipotonicne otopine soli

Za decelularizaciju se koriste hipertoni¢ne i hipotoni¢ne otopine
soli. Hipertoni¢ne otopine izazivaju disocijaciju DNK molekula,
dok hipotoni¢ne otopine izazivaju bubrenje stanice, a zatim i pucanje
membrane bez znacajnog loseg ucinka za ECM (Grauss i sur., 2005).

Detergenti

Vrlo efektivni i Cesto koriSteni agensi u procesu decelularizacije su
detergenti, odnosno surfaktanti. Mogu se podijeliti na ionske, neionske
te zwitterionske, a op¢i mehanizam njihovog djelovanja je otapanje
stani¢éne membrane te disocijacija DNK. Djeluju, ovisno o vrsti, blago do
agresivno na proteine ECM-a. Razmjeri oste¢enja, osim o vrsti detergenta,
ovise o vremenu izlaganja, vrsti tkiva te dobi i spolu jedinke iz koje je uzet
organ (Hu i sur., 2021). Najpoznatiji predstavnik ionskih, a i detergenata
opcenito, je SDS (engl. sodium dodecyl sulfate, natrijev dodecil sulfat,
odnosno natrijev lauril sulfat). Djelotvorno uklanja stani¢ne komponente
iz gustih tkiva poput hrskavice, no unistava strukturu, GAG-e, faktore
rasta te kolagen. Brojna su istrazivanja koja pokazuju njegovu uspjesnost
u decelularizaciji, dok se agresivnost prema komponentama ECM-a
optimira skraé¢ivanjem vremena procesa decelularizacije (Bondi i sur.,
2015). Jos jedan predstavnik ionskih detergenata je SLES (engl. sodium
lauryl ether sulfate, natrijev lauret sulfat), strukturno vrlo slican SDS-u,
no neSto blazi prema komponentama ECM-a. SDC (engl. sodium
deoxycholate, natrijev deoksikolat) je takoder ionski detergent, manje
agresivan od SDS-a, no i manje djelotvoran pri uklanjanju stani¢nih
komponenti (Simsa i sur., 2018). Djelovanje ionskih detergenata temelji
se na disrupciji protein-protein, lipid-lipid i protein-lipid interakcija te
interakcija unutar molekule DNK. Mehanizam decelularizacije ionskim
detergentom pociva na strukturnoj sli¢nosti izmedu molekule detergenta s
polarnom hidrofilnom grupom na jednoj strani i nepolarnim hidrofobnim
lancem na drugoj te molekula fosfolipidnog dvosloja koje posjeduju
polarnu “glavu” i dva nepolarna hidrofobna lipidna "repa”. Detergent
se ugraduje u fosfolipidni dvosloj te stvara pukotinu zbog nedostatka
dodatnog hidrofobnog repa, a kroz pukotinu izlazi stani¢ni sadrzaj
(Kalipatnapu i Chattopadhyay, 2005). Triton X-100 je najznacajniji
predstavnik neionskih detergenata. Vrlo je blag, kako prema ECM-u,
tako 1 prilikom uklanjanja stani¢nih komponenti, pa se uglavnom ne
koristi samostalno. Ucinkovitost decelularizacije ovim detergentom
uvelike ovisi o vrsti tkiva. Mehanizam djelovanja mu je kidanje protein-
lipid interakcija, a u manjoj mjeri protein-protein, zbog ¢ega je manje
agresivan prema ECM-u (Remlinger i sur., 2010). Pored navedenoga,
jedini neionski detergenti koji su se koristili za decelularizaciju su
Tween 20 i 80, no ni oni nisu dostatni za samostalnu decelularizaciju
(Aeberhard i sur., 2020). Cviterionski detergenti pokazuju svojstva
ionskih i neionskih detergenata, a najznacajniji predstavnici su CHAPS
(engl. ((3-cholamidopropyl) dimethylammonio)-1-propanesulfonate,
((3-kolamidopropil) dimetilamonio)-1-propansulfonat), sulfobetain-10
i sulfobetain-16. Navedeni detergenti ne oSte¢uju znacCajno proteine
izvanstani¢ne matrice, no njihova ucinkovitost u uklanjanju stani¢nih
komponenti nije jednako dobra kao kod ionskih detergenata (Xuefeng
Qiu i sur., 2021).

Organska otapala

Decelularizacija organskim otapalima najcesce se provodi alkoholima ili
acetonom. Nacin djelovanjaje dehidracija stanica odnosno dekompozicija
stani¢ne membrane i posljedi¢na liza stanica (Flynn, 2010). Osim toga,
alkoholi poput izopropanola, etanola i metanola otapaju lipide iz tkiva te
istrazivanja potvrduju da su djelotvorniji u delipidaciji tkiva od enzima
lipaza, no time smanjuju uspjesnost recelularizacije tkiva (Crapo i
Gilbert, 2012).
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Biokemijska sredstva

To su bioloski agensi selektivnog djelovanja, poput enzima, te neke
njima pomo¢ne molekule koje razgraduju stani¢ne veze s matricom i/ili
remete proces stanicne adhezije.

Enzimi

Uporabom enzima prilikom decelularizacije moguce je posti¢i visoku
specificnost uklanjanja stani¢nih komponenti i oCuvanja ECM-a.
Nedostatak ovih metoda je tesko uklanjanje enzima iz tkiva koji mogu
izazvati imunolosku reakciju u pacijentu, kao i nepotpuna decelularizacija
ako se ne kombiniraju s drugim metodama. Enzimi koji se obi¢no
koriste su nukleaze, proteaze poput kolagenaze, tripsina, dispaze, te
lipaze i 0-galaktozidaze. Nukleazama se trgaju veze nukleinskih kiselina
te zaostaje fragmentirana DNK (Feng i sur., 2020). Lipaze su enzimi
odgovorni za razgradnju lipida te se Cesto koriste u prvim koracima
decelularizacije dermisa. Proteaze su skupni naziv za sve enzime koji
kidaju peptidne veze proteina (Moffat i sur., 2022). Tripsin je jedan
od najcesce koristenih enzima u decelularizaciji, ali znacajno ostecuje
proteine ECM-a, kolagen i elastin te time naruSava mehanicku strukturu
tkiva (Olsen i sur., 2004). a-galaktozidaza je enzim koji reducira antigen
prisutan na stani¢noj povrsini odgovoran za reakciju imuniteta pacijenta
(Badylak 2008). Poznavanje kinetike enzima te optimalnih uvjeta u
kojima enzim djeluje, preduvjet je primjeni ove metodi decelularizacije.

Kelati

Decelularizacija kelatima temelji se na kelathom vezanju agensa
na bivalentne metalne ione nuzne za stanicnu adheziju (Ca2+,
Mg2+), time ju onemogucuju¢i. Najées¢e koristeni su EDTA (eng.
ethylenediaminetetracetic  acid, etilendiamineteracetatna  kiselina)
te EGTA (eng. -ethyleneglycol-bis(B-aminoethyl)tetraacetic acid,
etilenglikoltetraacetatna kiselina), no oni samostalno nisu dovoljni za
potpunu decelularizaciju te se koriste u kombinaciji s enzimima poput
tripsina ili detergenata (Yang i sur., 2010).

Fizikalna sredstva

Radikalna fizikalna promjena nametnuta stanicnom okolisu vodi k
ostecenju stanica. Preporucena fiziklana sredstva imaju vrlo predvidive i
ujednacene ucinke na tkivo, no nisu dovoljno ucinkovita kao samostalni
postupak decelularizacije te ih se koristi u kombinaciji s drugim
sredstvima (Moffat i sur., 2022).

Zamrzavanje

Metoda se temelji na izazivanju nekroze tkiva temperaturnim Sokom,
Sto skracuje ukupno vrijeme potrebno za decelularizaciju. Prednost
metode je minimalno Stetan uc¢inak na ECM, no potrebno je koristiti ovu
metodu u kombinaciji s nekom drugom koja ¢e ukloniti ostatke stani¢nih
komponenti (Hsu i sur., 2023).

Hidrostatski tlak

Uporaba tlaka vec¢eg od 150 MPa nuzna je za decelularizaciju, a
optimalnim se smatraju tlakovi do 500 MPa. Tlakovi ve¢i od 600
MPa izazivaju znacajno naruSavanje biomehanickih svojstava uslijed
denaturacije proteina (Le i sur., 2020). Primjenom ove metode uoceno
je smanjenje broja pojava imunoloske reakcije te povecanje uspjesnosti
recelularizacije (Watanabe i sur., 2019).

Ultrazvuk

Ultrazvuk uzrokuje pojavu kavitacije u decelularizacijskom mediju
$to uzrokuje pucanje stanicne membrane i izlazak stani¢nog sadrzaja.
Na intenzitet kavitacije, a time i decelularizacije, utjece pH medija,
temperatura, viskoznost te koncentracija otopljenog kisika. Moze se
primjenjivati kao ultrazvucna kupelj ili uranjanjem ultrazvuéne sonde.
Forouzesh i sur. usporedili su decelularizaciju u kupelji i uranjanjem
sonde te su uocili kako se uporabom kupelji manje ostecuju proteini
izvanstani¢ne matrice (Forouzesh i sur., 2019). Ova metoda koristi se
u kombinaciji s drugima, naj¢es¢e detergentima i enzimima, jer potice
njihovu dopremu u dublje slojeve tkiva. Dodatno, ultrazvuk se najcesce
koristi za tkiva vece mehanicke Evrstoce i elastiCnosti poput kosti,
hrskavica, zivaca i koze (Yusof'i sur., 2019).

Superkriticni CO,

Radi se o jednom od novijih sredstava decelularizacije, narocito pogodno
za meka tkiva poput masnog tkiva, sr€anog misica ili roznice. Temelji
se na primjeni relativno inertnog plina u stanju iznad kriti¢nog tlaka i
temperature (scCO2) pri ¢emu ima bolju difuziju i brzinu prijenosa od
standardnih fluida. Prednost scCO: je ucinkovito i po matricu manje
destruktivno uklanjanje tkivnih antigena, a nedostatak je sloZenost
reaktora za provedbu postupka te odabir kootapala koje je najcesce
etanol (Topuz i sur., 2020).

Kombinacija sredstava za decelularizaciju

Prilikom opisa pojedinih sredstava, istaknuto je kako se neki od njih
ne mogu koristiti samostalno jer nisu dovoljno uspjesni u postupku
decelularizacije. 1z tog razloga nerijetko se koriste kombinacije
razli¢itih sredstava kako bi se postupak ubrzao, pospjesila njegova
ucinkovitost, umanjila koli¢ina vrlo agresivnih decelularizacijskih
sredstava te konacno dobila $to bolje oCuvana izvanstani¢na matrica
(Moffat i sur., 2022). Metode decelularizacije koje uzrokuju trganje
stanicne membrane, tim mehanizmom ispustaju iz stanice proteaze,
enzime koji ¢e razgraditi proteine ECM-a. Kako se to ne bi dogodilo,
potrebno ih je koristiti u kombinaciji s inhibitorima proteaza, puferirati
medjij ili kontrolirati temperaturu i vrijeme procesa (Moffat i sur., 2022).
Vazan korak decelularizacije je ispiranje decelularizacijskih sredstava,
pogotovo detergenata, jer mogu duboko penetrirati u uzorke tkiva te
imaju citotoksi¢an ucinak, ¢ak i pri malim koncentracijama. Cebotari
i sur. proveli su toksikoloska ispitivanja decelulariziranih uzoraka te
pokazali da je potrebno provesti minimalno 6 ispiranja tkiva u protokolu
decelularizacije kako bi se u potpunosti uklonio detergent, a kada su u
pitanju gusca tkiva, i viSe (Cebotari i sur., 2010).

Postupci decelularizacije ECM-a

U ovom poglavlju opisani su postupci u kojima se decelularizacijska
sredstava, uglavnom kemijska i biokemijska, primijenjuju za uklanjanje
stanica s ECM-a. Kod svih postupaka teznja je da u §to kra¢em vremenu
$to veci broj stanica bude podvrgnut djelovanju odabranog sredstva.
Kritiéni parametri pritom nisu samo veli¢ina i oblik materijala za
decelularizaciju, ve¢ i gustoca stanica te vaskularizacija. Prozimanje
tkiva i organa decelularizaciju¢im sredstvima postize se na tri nacina:
perfuzijom, mehanickim mijeS$anjem i tlacnim gradijentom.

Perfuzija

Kako bi se decelularizirao Citav organ, najbolja metoda za dovodenje
decelularizacijskih sredstava je perfuzija (Slika 4). Ovom se metodom
iskoriStava prirodno prisutan krvozilni sustav organa koji je vrlo slozen
i zahvaca sve dijelove tkiva. Naime, sve se stanice nalaze u blizini
kapilara kako bi se opskrbile kisikom i hranjivim tvarima, a upravo ova
pojava omogucuje veliku uspjesnost decelularizacije perfuzijom jer se
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aktivna povrSina procesa decelularizacije povecava bez prekomjernog
izlaganja ECM-a decelularizacijskim agensima koji bi ju mogli ostetiti
(Ott i sur., 2010).

Mehanicko mijeSanje

Za decelularizaciju tkiva koje nema razgranati krvozilni sustav
potrebno je prvo usitniti tkivo, potom ga uroniti u posudu s otopinom
decelularizacijskog sredstva te mijesati. Decelularizacija je kod ove
metode ogranicena difuzijom sredstva s povrSine tkiva u unutrasnjost
te je stoga velicina komadi¢a tkiva od velikog znacaja za brzinu
decelularizacije. Osim toga, decelularizacija ovom metodom je
uvjetovana intenzitetom mijeSanja, vrstom sredstva te gustocom i
strukturom tkiva (Crapo i Gilbert, 2012).

Tlacni gradijent

Za Suplja tkiva i organe najpogodniji je pristup koji iskoristava
tlacni gradijent jer ubrzava dopremu kemijskog ili biokemijskog
decelularizacijskog sredstva do tkiva. Pored toga, nametnuta promjena
tlaka potice pucanje stanica i tako povecava ucinak uklanjanja stani¢nih
komponenti iz tkiva (Prasertsung i sur., 2008).

Postupci obrade i evaluacija dECM-a

Zavrsetkom decelularizacije, slijedi faza naknadne obrade dECM-a
kako bi materijal bio spreman za eventualnu recelularizaciju, odnosno
trajno zadrzao Zeljena svojstva. Na putu za komercijalizaciju i
terapijsku primjenu matrice, ta je faza gotovo jednako vazna kao i sama
decelularizacija (Slika 6). S obzirom da je asepti¢nost dECM-a nuzan
uvjet za njegovu primjenu, uzorke dobivene decelularizacijom potrebno
je dezinficirati i sterilizirati. Time se, ne samo sprjeCava prijenos

Slika 4. Primjer decelularizacije srca perfuzijom (Krishnan i sur., 2022)

Figure 4. Decellularization of heart using perfusion method

Slika 5. Komadi govede jetre (gore) prije i nakon uklanjanja stanica u mediju za decelularizaciju pomocéu mehanickog mijesanja (dolje) (Slivac

isur, 2021).

Figure 5. Samples of bovine liver (up) before and after decellularisation using agitation protcol (down)
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potencijalnih patogena na novozasijane stanice, ve¢ i biokemijska
degradacija matrice koju bi uzrokovali mikrobi odnosno preostali
enzimi. U tom smislu, ve¢ sam proces decelularizacije moze se provesti
s dodatkom antibiotika i antimikotika. Zavrs$na dezinfekcija i sterilizacija
provode se etanolom, etilen-dioksidom, peroksiacetatnom kiselinom,
gama- i UV-zracenjem ili nekim drugim metodama. Ovi postupci nazalost
imaju negativan uc¢inak na ECM, ostecujuci proteine te time naruSavajuéi
mehanicka svojstva kao i biolosku aktivnost buduceg nosaca. Njegova
krajnja namjena kljucni je ¢imbenik u odabiru postupka sterilizacije
(Gupta i sur., 2018). Kad je proces decelularizacije i sterilizacije zavrSen,
dobiveni materijal je potrebno skladistiti na odgovarajuci nacin kako bi
dugorocno zadrzao pozeljna svojstva. Moguce ga je Cuvati u fosfatnom
puferu pri temperaturi od -20 °C ili -80 °C, u peracetatnoj kiselini na 4 °C
ili je uzorke moguce trajno krioprezervirati u tekuéem dusiku (-196 °C),
sa ili bez dodanog krioprotektanta. Kad je jedina opcija Cuvati uzorke na
sobnoj temperaturi, najpogodnije je dECM zamrznuti u teku¢em dusiku,
a zatim liofilizirati (Gupta i sur., 2018).

Kako se decelularizacijom ne moze posve ukloniti stani¢ni materijal,
niz kvantitativnih i kvalitativnih analiza sluzi za evaluaciju u€inkovitosti
provedenog postupka. Pored analize makrostrukture, koja se odreduje
provjerom transparentnosti dECM-a, ultrastruktura se najcesce
analizira skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom, $to daje podatke
o poroznosti 1 mikrotopologiji matrice. Stani¢na podudarnost i
potencijalna imunogenost iste provjerava se nizom biokemijskih testova,
citokemijskim bojanjem te kvantifikacijom zaostalih stani¢nih sastojaka
poput DNK i membranskih fosfolipida. Primjerice, gornje ogranicenje
koli¢ine DNK u dECM je 50 ng/mg suhog tkiva, u polinukleotidnim
fragmentima manjim od 200 bp. Tkivnu morfologiju, uz ostatke
stanica, moguce je odrediti svjetlosnom mikroskopijom nakon bojanja
uzorka hematoksilinom i eozinom pri ¢emu se stani¢ni nukleus oboji
plavo, a proteini citosola i matrice raznim nijansama ruzicaste (Keane
i sur., 2012). Uporabom bojila Massonov trikrom ili pikosirius crveno,
dokazuju se proteini ECM-a te time ustanovljuje struktura kolagena i
fibrina (Totonelli i sur., 2012). Bojanjem kationskim bojilom alcian
plavo moze se odrediti sadrzaj GAG-ova, odnosno proteoglikana.
Fluorescentnim bojilima DAPI i Hoechst u mikroskopkom preparatu
dECM-a potvrduje se prisutnost dijelova nukleusa tj. DNK (Struecker i
sur., 2015). Mehanicka svojstva matrice, kao §to su ¢vrstoca i elasti¢nost,
vazna su osobito za diferencijaciju stanica u kostima i hrskavici.
Ispitivanje ovih svojstava obavlja se pomoc¢u mehanickih testova poput
testova rastezanja, odredivanjem reoloskih svojstava oscilacijskim
testovima ili mikroskopijom atomskih sila (Neishabouri i sur., 2022).

Zakljucak - prednosti i budué¢nost dECM-a u tkivhom
inZenjerstvu

Istrazivanja su pokazala kako dECM utjece na stani¢nu mitogenezu i
kemotaksiju, diferencijaciju novozasijanih stanica te inducira procese

Odabir i Odabir i

decelularizacije  sterilizacije
thiva dECM-a

Slika 6. Slijed postupaka u pripremi dECM-a za komercijalizaciju

Figure 6. The dECM production pipeline before the commercialization

optimizacija  optimizacija Evaluacija Recelularizacija
dECM-a

remodeliranja i regeneracije tkiva na mjestu u kojemu se usaduje.
Svojstva dECM-a koja utjecu na prethodno spomenute procese su
struktura, topologija povrSine te kemijski sastav (Stern i sur., 2009).
Osnovna prednost uporabe prirodne ECM pored sintetskih materijala u
tkivnom inzenjerstvu je biokompatibilnost, bioaktivnost i odgovarajuca
mehani¢ka svojstva za nasadivanje stanica te poticanje njihove
diferencijacije. Naime, polimeri imaju ograni¢enu moguénost uporabe
zbog vece imunogenosti. Takoder, sintetski polimeri puno teze imitiraju
prirodan okoli§ stanice, nemaju moguc¢nost pruzanja mehanickih
i biokemijskih svojstava mikrookoliSa kao izvanstanicna matrica
(Zhang i sur., 2022). Primjerice, Dikici i sur. su uocili da unato¢ dobroj
biokompatibilnosti polikaprolaktona, adhezija stanica nije ni priblizno
dobra kao na dECM-u (Dikici i sur., 2020). Ratcliffe i sur. su uocili
poboljsanje adhezije stanica na polimerne materijale ¢ija je povrSina
funkcionalizirana peptidima s RGD slijedom aminokiselina. Unato¢
dobrim mehanic¢kim svojstvima polimera, dodatna obrada ponekad
iziskuje uporabu citotoksi¢nih kemikalija koje je tesko ukloniti Sto
smanjuje mogucnost uporabe takvih materijala u tkivnom inzenjerstvu
(Ratcliffe i sur., 2019). dECM se moze koristiti za pripravu injekcijskih
hidrogelova, hidrogelova kao nosaca za nasadivanje stanica, pripravu
biotinte za 3D bioispis, kao supstrat za stani¢nu kulturu, u razli¢itim
bioloskim analizama proteina te za recelularizaciju organa. Kako bi
proizvod §to bolje odgovarao namjeni, potrebno je odabrati odgovarajuce
tkivo, metodu i sredstvo za decelularizaciju (Moffat i sur., 2022). Broj
komercijalno dostupnih proizvoda dobivenih metodom decelularizacije
polako raste. Iz humanog dermisa dobiveni su nadomjesci za meka
tkiva, a neki od njih su AlloDerm® i GraftJacket® te za tetive AlloPatch
HD™., Od svinjskog tankog crijeva dobiveni su nadomjesci za meka
tkiva Oasis®, Restore™ i drugi. Za zamjenu sr¢anih zalistaka mogu se
koristiti svinjski zalisci Mosaic®, Prima™, SJM Biocor® te proizvodi
dobiveni iz govedeg perikarda Perimount®. Za uporabu u stomatologiji
se takoder upotrebljava govedi perikard kao CopiOs® (Crapo i Gilbert,
2012).

Ove godine americka regulatorna agencija FDA (engl. Food and Drug
Adminiostration) odobrila je uporabu decelularizirane posteljice
InovaBurn® za terapiju opeklina drugog stupnja (Slika 7). Unato¢
razvoju mnogih metoda i protokola decelularizacije, do sada se nije
uspjelo pripraviti dECM iste proteomike kao u izvornoga tkiva.
Postupak decelularizacije odabire se na temelju vrste tkiva i namjene
nastalog dECM-a. Radi ocuvanja strukture i sastava mikrookolisa
za recelularizaciju, o€ita je potreba za postupcima s manje toksi¢nih
spojeva kao 1 boljim tehnikama sterilizacije dECM-a. Noviji postupci
uklanjanja stanica ukljucuju primjenu superkriticnih fluida (scCO?2) ili
poticanje stani¢ne samorazgradnje tzv. apoptoze (Cornelison 2018).
Uklanjanje stanica iz ECM-a postaje ucinkovitija ako primijenjeno
sredstvo kemijski ne reagira s matricom, poput superkriti¢nog fluida, ili
je bioloski vrlo specifi¢no pa potice apoptozu. Za razliku od dostupnosti
i raznolikosti polimera kojima se standardno izraduju stani¢ni nosaci,

Rast stanica, ';::ir:'
diferenciiaciial e
dECM-a vaskularizacija
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Irumvcre Burn

Slika 7. Primjeri komercijalno dostupnih terapijskih proizvoda dobivenih metodom decelularizacije

Figure 7. Examples of comercial terapeutic products obtained by decellularization

primjena prirodnog dECM-a je ogranicena, naro€ito zbog nedostupnosti zdravstveno sigurnih izvora. Umrezavanje prirodnih i sintetskih polimera
postaje sve popularnije buduci da proizvodne tehnike kao Sto su elektroispredanje i geliranje daju nosace predvidena oblika, poroznosti i rasporeda
vlakana. Kako bi prevladali nedostatke postupaka decelularizacije i iskoristili prednosti novih inzenjerskih materijala, stru¢njaci vide buduénost
u kombiniranom pristupu i modificiranju komponenti dECM-a sintetskim ili biogenim polimerima. Slicno tome, odredene komponente dECM-a
koriste za funkcionalizaciju hidrogelova i biotinte za 3D bioispis (Zhe 2023). Daljnjim razvojem tkivnog inzenjerstva, svakako ¢e popis komercijalno
dostupnih proizvoda na temelju ECM-a biti ve¢i, kao i broj terapija u kojima se koriste.

Kratice

dECM - decelularizirana ECM

ECM - izvanstani¢na matrica

GAG - glikozaminoglikan

RGD - arginil-glicin-asparaginska kiselina
scCO:2 - superkriti¢ni ugljikov dioksid
SDS - natrijev dodecilsulfat
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