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Streszczenie

Wstep: Inzynieria tkankowa jest dziedzing wiedzy pomocna
w opracowywaniu koncepcji nowego typu bioprotez zastawek
serca. Jednym z kluczowych zagadnien zwigzanych z tworze-
niem bioprotez biologicznych w oparciu o techniki inzynierii
tkankowej jest optymalizacja metody otrzymywania bezko-
morkowych rusztowan tkankowych, na ktérych hodowane sa
komorki autologiczne. Wtasciwe przygotowanie rusztowania
komérkowego wydaje sie niezwykle istotne, poniewaz ruszto-
wanie to petni istotna funkcje mechaniczng oraz uczestniczy
w przekazywaniu sygnatéw komorkowych.

Cel pracy: Celem pracy byto poréwnanie efektywnosci réznych
metod acellularyzacji zastawek serca oraz ocena zakresu
zmian morfologicznych tkanek dla okreslenia ich przydatnosci
w zastosowaniach zwigzanych z inzynierig tkankowg zasta-
wek serca.

Materiat i metody: Materiat do badan, ktéry stanowity zastaw-
ki ptucne, podzielono na cztery grupy: 1) cykliczne zamrazanie
i rozmrazanie, 2) 12-godzinna inkubacja w roztworze NaCl, a na-
stepnie inkubacja w r-r SDS (ang. sodium dodecy! sulphate),
3) 48-godzinna inkubacja w r-r Trypsyna/EDTA, 4) 48-godzinna
inkubacja w roztworze Trypsyna/EDTA w potgczeniu z inkuba-
cja w r-r SDS. Efektywnosé acellularyzacji oceniano z uzyciem
techniki mikroskopii $wietlnej. Po procesie acellularyzacji oce-
niano réwniez zdolnos¢ wzrostu komérek na acellularnym
rusztowaniu tkankowym.

Wyniki: Catkowite usuniecie komérek wraz z zachowanym
prawidtowym obrazem macierzy zewnatrzkomérkowej zaob-
serwowano dla tkanek inkubowanych w r-r Trypsyna/EDTA,
w potagczeniu z inkubacjg w r-r SDS — grupa 4. W grupie tej na-
hodowane na acellularne rusztowanie komérki tworzyty dobrze
zintegrowang monowarstwe na jej powierzchni.

Abstract

Introduction: Tissue engineering is a promising tool for the
creation of new type of heart valve bioprothesis. Crucial for the
preparations of tissue scaffolds are the optymalizations of the
acellularizations methods. The intracellular matrix play both
an important mechanical role, they act also as a signaling
factor to induce the cell proliferations, migrations and differen-
tiations. The acellularizations procedures have been commonly
used in a tissue engineering applications to create the biologi-
cal scaffold used for the preparations of heart valve biopro-
sthesis. But the efficiency of the acellularizations procedure
depends on the methods are used and the tissue type. The
type of acellularizations procedure determines both the effec-
tivenses of cell removal and the type of extracellular matrix
damage which influence the ability to use the tissue scaffold
for the preparations of autologous heart valve.

Aim: The aim of the study was to compare the method of valve
leaflets acellularization to obtain an intact collagen scaffold
valuable for autologous heart valve preparations.

Material and Methods: Fresh porcine hearts obtained from
slaughterhouse were transported to the laboratory in Medium
199. The pulmonary valves were dissected from the heart
aseptically. The valve leaflets were divided into four groups tre-
ated as follows: 1) cyclic freezing and thawing, 2) incubation in
SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) solution following 12 h NaCl
incubation, 3) 48 h incubation in Trypsin/EDTA solution, 4) SDS
incubation combined with Trypsin/EDTA. All results were
confirmed microscopically. After decellularization process
valve leaflets were seeded with fibroblast cells clone L929
(ATCC line CCL-1), to test their growth ability.

Results: After cyclic freezing and thawing process (group a)
and NaCl and SDS incubation (group B) numerous cells are
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Whnioski: Wtasciwie prowadzony proces acellularyzacji tkanek
wydaje sie kluczowym dla uzyskania rusztowania biologiczne-
g0, mogacego by¢ skutecznie wykorzystanym w procesie two-
rzenia bioprotez zastawek serca. Optymalizacja metody acellu-
laryzacji pozwala na zminimalizowanie uszkodzen w obrebie
macierzy zewnatrzkomaérkowej, co przyczynia sie do utrzyma-
nia prawidtowych cech biomechanicznych tkanki oraz zapew-
nia wtasciwg komunikacje mikromechaniczna pomiedzy ko-
moérkami a elementami biatek macierzy zewnatrzkomérkowe;.
Stowa kluczowe: inzynieria tkankowa, zastawki serca, acellula-
ryzacja.

Wstep

W leczeniu zaréwno wrodzonych, jak i nabytych wad za-
stawek serca, kiedy zawodzi leczenie konwencjonalne i wy-
czerpane zostaja zdolnosci kompensacyjne organizmu, ko-
nieczne staje sie leczenie operacyjne. Stanowi to wcigz jedno
z wiekszych wyzwah stawianych przed wspbtczesna kardio-
chirurgia. Pomimo Ze zabieg chirurgicznej wymiany zastawki
serca jest metoda wykazujaca duza skutecznosé kliniczna
i z powodzeniem jest stosowany w leczeniu wad zastawek
serca, to jednak ma on pewne ograniczenia wynikajace z bra-
ku idealnego pod wzgledem funkcjonalnym oraz pod wzgle-
dem trwatosci substytutu zastawki natywnej. W chwili obec-
nej w zaleznosci od wskazan klinicznych powszechnie sto-
sowane s3 protezy mechaniczne lub biologiczne. Pomimo
ogromnego postepu, jaki dokonuje sie stale w dziedzinie two-
rzenia bioprotez zastawkowych, zaréwno jedne, jak i drugie
maja ograniczenia. W przypadku zastawek mechanicznych
istotnym czynnikiem limitujacym jest koniecznos¢ stosowa-
nia u pacjenta dtugoterminowej terapii przeciwzakrzepowej.
Potencjalna immunogennos¢, stymulowanie reakcji zapalnej
to niepozadane cechy, jakie moga by¢ zwigzane ze stoso-
waniem bioprotez biologicznych. Dodatkowo zastawki bio-
logiczne obarczone sa ryzykiem wapnienia, problem ten
w szczegblnosci dotyczy ksenogennych protez zastawkowych
konserwowanych zwigzkami chemicznymi, takimi jak alde-
hyd glutarowy. Konsekwencjami wystepowania tych wad
moga by¢ postepujace zmiany degeneracyjne tkanek, pro-
wadzace do czesciowej lub petnej utraty funkcjonalnosci
wszczepionych zastawek. Dlatego tym wieksze nadzieje wig-
ze sie z technikami inzynierii tkankowej, stwarzajacymi moz-
liwos¢ konstruowania bioprotez zastawkowych o wiekszej
biokompatybilnosci, a tym samym wiekszej trwatosci.

Koncepcja tworzenia tego rodzaju zastawek serca, tzw.
TEHV (ang. tissue engineered heart valve) opiera sie na wy-
korzystaniu w konstrukcji bioprotezy, rusztowania, ktérym
moze by¢ acellularna tkanka ludzka lub odzwierzeca. Tkan-
ki, w szczegblnosci ksenogenne, poddawane sg dodatkowo
konserwacji chemicznej, ktérej celem jest stabilizacja ma-
cierzy zewnatrzkomoérkowej oraz ewentualne usuniecie lub
maskowanie miejsc antygenowych, ktére mogtyby stymu-
lowac reakcje immunologiczna.

Na odpowiednio przygotowane rusztowanie nahodo-
wywane s3 nastepnie komorki wtasne pacjenta. Moga to
by¢ doroste komérki srodbtonka i fibroblasty izolowane
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present in the tissue. Complete removal of cells and native
collagen structure preservation were observed after SDS treat-
ment following Trypsin/EDTA incubation (group 4). The endo-
thelial cells seeded on the acellular tissue form the monolayer
on the surface of the valve.

Conclusions: The incubation of heart valve leaflets in SDS
solution following Trypsin/EDTA is an efficient method to obtain
acellular valve scaffold with well preserved extracellular matrix
structure ideal for the autologous cell seeding study.

Key words: tissue engineering, heart valve, acellularizations.

z naczynia zylnego biorcy. Wydaje sie jednak, ze bardziej
obiecujacym Zzroédtem moga byc¢ izolowane ze szpiku kost-
nego mezenchymalne komérki macierzyste.

Istotnym zagadnieniem zwigzanym z tworzeniem za-
stawkowych protez serca z wykorzystaniem technik inzy-
nierii tkankowej jest pozyskanie i wtasciwe przygotowanie
rusztowania, na ktérym nahodowywane beda komérki
wtasne pacjenta. Jako materiat biologiczny dla tworzenia
rusztowah wykorzystywane byé moga tkanki ludzkie lub
zwierzece, z ktérych dzieki zastosowaniu metod enzyma-
tycznych lub chemicznych usuwane sa komérki dawcy
w taki sposéb, aby zachowac nienaruszong strukture ma-
cierzy zewnatrzkomoérkowej. Tkanka ludzka stanowi nie-
watpliwie bardzo dobry materiat, ktéry moze by¢ wykorzy-
stany w tworzeniu protez zastawek serca, nalezy jednak
pamietac o stale istniejgcej dysproporcji pomiedzy liczba
dawcéw a potencjalnych biorcéw. Tego rodzaju przestanki
sktaniaja do myslenia o alternatywnych zrédtach materiatu
tkankowego, ktéry mogtby postuzyé tworzeniu bioprotez.
Takim materiatem moga by¢ tkanki odzwierzece, z ktérych
usuwane beda komorki, ktére nastepnie poddawane beda
konserwacji chemicznej w celu ich mechanicznej stabiliza-
¢ji, oraz — co wazne — w celu usuniecia antygenoéw odpo-
wiedzialnych za reakcje immunologiczna.

Wydaje sie zatem, ze bioprotezy zastawkowe otrzymy-
wane z wykorzystaniem technik inzynierii tkankowej moga
stanowi¢ wazna alternatywe dla obecnie stosowanych
protez biologicznych lub mechanicznych jednoczesnie, co
moze stanowi¢ odpowiedz na wyzwania, jakie stawia wspot-
czesna kardiochirurgia w zakresie leczenia wad zastawko-
wych serca.

Cel pracy

Celem pracy byto poréwnanie efektywnosci roznych
metod acellularyzacji zastawek serca oraz ocena zakresu
zmian morfologicznych tkanek dla okreslenia ich przydat-
nosci w zastosowaniach zwigzanych z inzynierig tkankowa
zastawek serca.

Materiat i metody
Acellularyzacja ptatkéw zastawek

Zastawki Swinskie pobierano, a nastepnie transporto-
wano w ptynie Hanksa (Gibco, HBSS kat. nr 24020091). Za-
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stawki aortalne byty preparowane do 2 godz. od pobrania.
Wstepnie oceniano w nich fenestracje, obecnos¢ ztogéw
ttuszczowych, obrzeki oraz inne zmiany patologiczne.

Po wypreparowaniu zastawki przenoszono do kapieli an-
tybiotykowej zawierajacej PBS, 1% Difflucan (Pfizer), 1% Ci-
probay (Bayer) na okres 24 godz. w temp. 4°C. Po kgpieli anty-
biotykowej zastawki byty ptukane w roztworze PBS, a nastep-
nie poddane procedurom acellularyzacji z zastosowaniem
nastepujacych metod: 1) cyklicznego zamrazania i rozmraza-
nia tkanek; 2) 12-godzinnej inkubacji w NaCl w potaczeniu
z 30-minutowa inkubacjg w 0,5% SDS (ang. sodium dodecy!
sulphate; BDH, kat. nr 442152V); 3) 48-godzinnej inkubacji
w roztworze Trypsyna/EDTA (0,5 g/l trypsyny Swinskiej oraz
0,2 g/l EDTA w roztworze HBSS — ang. Hank’s Balanced Salt
Solution; Sigma, kat. nr T3924); 4) 15-minutowe] inkubacji
w SDS w potaczeniu z inkubacja w roztworze Trypsin/EDTA.

Badanie histopatologiczne i morfologiczne
z wykorzystaniem technik mikroskopii
Swietinej oraz transmisyjnej mikroskopii
elektronowej

Fragmenty tkanki do badah w mikroskopii swietlnej
utrwalano w 99-proc. alkoholu etylowym i zatapiano w blocz-
kach parafinowych. Przy uzyciu mikrotomu rotacyjnego cieto
je na fragmenty o grubosci 5 um. Tkanki zastawki barwiono
przy uzyciu roztworu hematoksyliny i eozyny (H-E), a nastep-
nie otrzymane preparaty obserwowano z uzyciem mikrosko-
pu Reichert Polyvar 2. Oceniano skutecznos¢ procesu acellu-
laryzacji, stopiefi zmian morfologicznych w obrebie macierzy
oraz skutecznos¢ zasiedlania przez komorki bezkomérko-
wych konstruktéw.

Transmisyjna mikroskopia elektronowa

— ocena zmian w obrebie

glikozaminoglikanow

Fragmenty tkanek przeznaczone do badan w transmi-
syjnej mikroskopii elektronowej barwiono zgodnie z meto-
dyka Simionescu [1]. Ptatki zastawek utrwalano w 0,1 M
buforze kokadylowym o pH 7,2 zawierajacym 0,2-proc. bte-

Ryc. 1. Sposéb przygotowania prébki dla jednoosiowych testow
naprezen.
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kit toluidyny O, po czym inkubowano je w tych warunkach,
w temperaturze 4°C przez noc. Po inkubacji ptatki zastawek
przeptukiwano w 0,1 M buforze kokadylowym o pH 7,2 zawie-
rajacym 0,2-proc. btekit toluidyny O. Nastepnie preparaty in-
kubowano przez 1 godz. w 1-proc. 0sO, w 0,1 M buforze koka-
dylowym o pH 7,2 zawierajagcym 0,2-proc. btekit toluidyny O.
Nastepnie prébki traktowano przez wzrastajace stezenia
etanolu, przenoszono do tlenku propylenu i zanurzano
w EPON-ie. Ultracienkie skrawki (80 nm) barwiono z uzy-
ciem octanu uranylu i cytrynianu, a nastepnie analizowano
z uzyciem mikroskopu transmisyjnego JEOL JEM1200EX TEM
przy napieciu 80 kV. Zastosowanie btekitu toluidyny O jest
efektywne dla oceny zmian morfologicznych w obrebie ma-
cierzy zewnatrzkomoérkowej, w tym dla oceny zmian w ob-
rebie glikozaminoglikanéw.

Testy biomechaniczne

Dla badanych zastawek natywnych i acellularnych wy-
konywano jednoosiowe testy naprezen. Ptatki zastawek
cieto w sposéb pokazany na rycinie 1.

Fragmenty ptatkéw zastawek przeznaczone do badan
wycinano w kierunku obwodowym. Kazdorazowo mierzono
grubosc i dtugosc probki. Stosunek dtugosci do szerokosci
wynosit 1: 10. Do badan wykorzystano uniwersalng maszy-
ne do testéw mechanicznych (MTS Synergy 400), do anali-
zy danych wykorzystano oprogramowanie TestWorks®
(MTS Systems Corporation, Eden Prairie, MN, USA).

Pokrywanie komoérkami acellularnych
ptatkéow zastawek

Do nahodowywania acellularnych rusztowan in vitro sto-
sowano fibroblasty linii L929 (ATTC linia CCL-1). Komorki ho-
dowano w naczyniach hodowlanych o powierzchni wzrostu
75 cm? w medium 199 suplementowanym 20-proc. surowica
cielecg — FBS (Gibco kat. nr 10106169), 0,01 mg/ml bFGF (ang.
basic Fibrobals Growth Factor; Sigma F0291) w temperaturze
37°C w inkubatorze z 5-proc. przeptywem CO,. Medium ho-
dowlane zmieniano w odstepach 2-3-dniowych. Po osiagnie-
ciu konfluentnej monowarstwy komérki trypsynizowano i za-
wieszano w petnym medium hodowlanym.

Ptatki zastawek przed nahodowywaniem ptukano
w PBS i preinkubowano w medium 199, suplementowanym
jak podano powyzej, przez 72 godz. Nastepnie acellularne
ptatki zastawek przenoszono do naczyh wielodotkowych,
a przygotowanga uprzednio zawiesine komérek umieszcza-
no na powierzchni ptatkéw. Przygotowane ptatki zastawek
pokryte komérkami hodowano w petnym medium w stan-
dardowych warunkach. Po odpowiednim czasie hodowania
tkanki badano z uzyciem techniki mikroskopii swietlnej
oraz TEM w celu oceny zdolnosci zasiedlania przez komorki
acellularnych ptatkéw zastawek oraz mozliwosci resyntezy
glikozaminoglikanéw przez nahodowywane komérki.

Wyniki
Acellularyzacja

W ptatkach zastawek grupy kontrolnej obserwowano
typowa dla tego rodzaju tkanki morfologie, nie obserwowa-
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Ryc. 2A-B. Przekréj poprzeczny przez fragment zastawkl tetnicy ptucnej (ujscia tetniczego prawego) poddany procedurze acellularyzaql
z zastosowaniem metody cyklicznego zamrazania i rozmrazania: A. Tkanka natywna — cytoplazma, wtékna kolagenowe oraz pozostate
witdkna tkanki tagcznej byty zabarwione na r6zowo, liczne jadra fibroblastéw o ksztatcie owalnym, byty ciemnogranatowe. B. Tkanka trak-
towana, z licznymi pozostatosciami komérek widocznymi w obrebie macierzy zewnatrzkomérkowej oraz wyraznymi cechami obrzeku
ptatkéw zastawek i uszkodzenia kolagenu. Barwienie hematoksyling i eozyna.
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Ryc. 3A-B. PrzekrOJ poprzeczny przez fragment zastawki tetnicy ptucnej (quua te;tmczego prawego) poddany procedurze acellularyzacp
w obecnosci detergentu SDS oraz 12-godzinnej inkubacji w roztworze NaCl: A. Tkanka natywna — cytoplazma, wtékna kolagenowe oraz
pozostate wtokna tkanki tacznej byty zabarwione na rézowo, liczne jadra fibroblastéw o ksztatcie owalnym, byty ciemnogranatowe.
B. Tkanka traktowana, z licznymi pozostatosciami komérek widocznymi w obrebie macierzy zewnatrzkomérkowej oraz wyraznymi cechami

obrzeku ptatkéw zastawek i uszkodzenia kolagenu. Barwienie hematoksyling i eozyna.

no istotnych uszkodzen macierzy zewnatrzkomoérkowej
(ryc. 2A, 3A,, 4A, 5A.).

Po zastosowaniu procedury cyklicznego zamrazania
i rozmrazania w obrebie macierzy zewnatrzkomérkowe;j
obserwowano liczne nieusuniete komorki interstycjalne
oraz fragmenty komoérkowe. Dodatkowo obserwowano
zmiany w macierzy zewnatrzkomérkowej, z widocznymi
obszarami obrzekow tkanki (ryc. 2B.).

Zastosowanie inkubacji w roztworze NaCl w potaczeniu
z inkubacja w SDS skutkowato istotnymi zmianami macie-
rzy zewnatrzkomaérkowej, w tkance traktowanej obserwo-
wano réwniez liczne fragmenty komérkowe (ryc. 3B.).

Po 48-godzinnej inkubacji w roztworze Trypsyna/EDTA
obserwowano dobrze zachowang strukture macierzy ze-
wnatrzkomérkowej. Jednak w czesci badanych ptatkéw za-
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stawek obserwowano komérki i fragmenty komérkowe
niecatkowicie usuniete z traktowanej tkanki (ryc. 4B.).

Metoda tacznej inkubacji w roztworze Trypsyna/EDTA
wraz z 15-minutowa inkubacja 0,5% SDS skutkowata catko-
witym usunieciem komérek i reszt komérkowych (ryc. 5B.).
Obserwowano réwniez dobrze zachowang strukture ma-
cierzy zewnatrzkomoérkowe;.

Nahodowywanie komoérek

Tylko fragmenty ptatkéw zastawek, z ktérych udato sie
w sposo6b catkowity usuna¢ komérki (ptatki traktowane
przy uzyciu roztworu Trypsyna/EDTA, w potaczeniu z inku-
bacja w SDS) zostaty uzyte w badaniach zdolnosci do naho-
dowywania komérek. We wszystkich badanych ptatkach
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Ryc. 4A-B. Przekrdj poprzeczny przez fragment zastawki tetnicy ptucnej (ujscia tetniczego prawego) poddany procedurze acellularyzacji z za-

stosowaniem roztworu Trypsyna/EDTA: A. Tkanka natywna — cytoplazma, wt6kna kolagenowe oraz pozostate wtékna tkanki tgcznej byty
zabarwione na rézowo, liczne jadra fibroblastéw o ksztatcie owalnym, byty ciemnogranatowe. B. Tkanka traktowana, z pozostatosciami
komérek widocznymi w obrebie macierzy zewnatrzkomérkowej oraz wyraznymi cechami obrzeku ptatkéw zastawek i uszkodzenia kolage-
nu. Barwienie hematoksyling i eozyna.

. s be .
o WP ey g LS
Ryc. 5A-B. Przekroj poprzeczny przez fragment zastawki tetnicy ptucnej (ujscia tetniczego prawego) poddany procedurze acellularyzacji z za-
stosowaniem roztworu Trypsyna/EDTA w potaczeniu z inkubacjg w detergencie SDS: A. Tkanka natywna — cytoplazma, wtékna kolagenowe
oraz pozostate wt6ékna tkanki tagcznej byty zabarwione na rézowo, liczne jadra fibroblastéw o ksztatcie owalnym, byty ciemnogranatowe.
B. Tkanka traktowana, w obrazie mikroskopowym zachowana prawidtowo, struktura macierzy zewnatrzkomérkowej bez cech obrzeku

i uszkodzenia kolagenu, przy jednoczesnym catkowitym usunieciu elementéw komérkowych z tkanki traktowanej.

zastawek obserwowano tworzenie sie jednolitej monowar-
stwy komérek juz po 2 dniach hodowli. Potwierdzono to
w obrazie histochemicznym (ryc. 7.) oraz w obrazie w mi-
kroskopii fluorescencyjnej (ryc. 6.).

Dyskusja

Wady zastawek serca stanowig w chwili obecnej istotny
problem, zaréwno spoteczny, jak i kliniczny. W przebiegu
tych choréb dochodzi do uposledzenia przeptywu krwi przez
zastawki. Miesien sercowy zmuszony jest wtedy do wykony-
wania wiekszej pracy w warunkach zwiekszonego cisnienia,
tak aby zapewni¢ wtasciwy przeptyw krwi do tkanek. Towa-
rzysza temu zwiekszenie jam serca oraz niejednokrotnie za-
burzenia rytmu serca. Nastepstwa wad zastawkowych rozwi-
jaja sie powoli, poczatkowo bowiem skuteczne sg mechani-
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zmy wyréwnawcze, z czasem jednak mechanizmy adaptacyj-
ne okazuja sie niewystarczajace, dochodzi wtedy do ujaw-
nienia objawéw klinicznych. Zmiany nastepowe obejmuja
m.in.: zwyrodnienie miesnia sercowego, arytmie nadkomo-
rowe, migotanie przedsionkéw, wtérne uszkodzenie ptuc.
Wady zastawek serca mozemy podzieli¢ na wrodzone
oraz nabyte. W obydwu przypadkach, kiedy zawodzi lecze-
nie zachowawcze, koniecznym leczeniem z wyboru wydaje
sie zabieg kardiochirurgiczny, polegajacy na implantacji
bioprotezy zastawkowej w miejsce uszkodzonej zastawki.
W chwili obecnej dostepnych jest szereg r6znego typu bio-
protez zastawkowych. S3 to zaréwno protezy mechanicz-
ne, jak i biologiczne. Te ostatnie moga by¢ pochodzenia od-
zwierzecego, tzw. ksenogenne lub tez tworzone w oparciu
o tkanke ludzka. Pomimo ze w konstrukgcji tych bioprotez

Kardiochirurgia i Torakochirurgia Polska 2009; 6 (4)



BADANIA KLINICZNE | DOSWIADCZALNE W CHOROBACH SERCA, PtUC | NACZYN

Ryc. 6. Obraz w mikroskopii fluorescencyjnej tkanek acellularnych z nahodowang warstwa fibroblastéw. Obraz w mikroskopii fluorescencyj-
nej wskazuje, ze nahodowywane komérki sa zywe, o czym Swiadczyta zielona fluorescencja komérek barwionych przy uzyciu dwuoctanu
fluoresceiny (FDA).

1 § P - fo

Ryc. 7. Obraz w mikroskopii Swietlnej tkanek acellularnych z nahodowanga warstwa fibroblastéw po dwutygodniowym okresie hodowli
w warunkach in vitro. Widoczna zwarta monowarstwa komérek na powierzchni tkanki.

stosowane s3 coraz doskonalsze rozwigzania, zastawki
uzywane obecnie nie sg pozbawione wad. Sprawia to, ze
ich trwatosé jest niewystarczajaca.

Problem ten wydaje sie szczeg6lnie istotny w odniesie-
niu do dzieci oraz mtodych pacjentéw. Postepujaca degra-
dacja implantowanej tkanki staje sie przyczyna jej dysfunk-
cji, a w konsekwencji koniecznosci wykonania reimplantacji
zastawki, czyli ponownego wszczepienia nowej protezy.
W chwili obecnej duza uwage zwraca sie na fakt, ze wiek-
szos¢ zmian degradacyjnych macierzy zewnatrzkomérko-
wej, a wiec biatek kolagenowych i elastynowych tworzacych
rusztowanie dla komérek, jest scisle zwigzana z etapem
preparatyki i przygotowania zastawek biologicznych [1].

W prezentowanej pracy ptatki zastawek sercowych pod-
dawano modyfikacji poprzez stosowanie réznych metod
acellularyzacji tkanek. Efektywnos¢ tego procesu oceniano
poprzez zdolnos¢ do catkowitego usuwania komérek oraz
poprzez zakres zmian degradacyjnych w obrebie macierzy
zewnatrzkomérkowej. Zaobserwowano, ze w przypadku
wielu powszechnie stosowanych metod acellularyzacji tka-
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nek nie jest mozliwe catkowite usuniecie komponentu ko-
morkowego z tkanki natywnej zaréwno przy zastosowaniu
metody mechanicznej (cykliczne zamrazanie i rozmrazanie),
jak i metod chemicznych. W badanym materiale obserwo-
wano liczne pozostatosci komérkowe lub fragmenty komé-
rek. Ocena histopatologiczna wykazata istotny stopief
uszkodzenia struktury macierzy zewnatrzkomérkowej, z wi-
docznymi w jej obrebie licznymi obrzekami.

Metoda optymalna z punktu widzenia zdolnosci do cat-
kowitego usuwania komérek oraz zachowania nienaruszo-
nej struktury biatek kolagenowych i elastynowych byta me-
toda enzymatyczna w potaczeniu z metodag chemiczng, czyli
inkubacja w roztworze Trypsyna/EDTA. Przy zastosowaniu
tej metody, mozliwe byto usuniecie komérek z tkanki na-
tywnej, jednoczednie w obrazie w mikroskopii $wietlnej oraz
w TEM nie stwierdzono istotnych zmian w obrebie biatek
macierzy zewnatrzkomérkowej, a wtasciwosci biomecha-
niczne tych tkanek zblizone byty do tkanek natywnych. Jed-
nak podobnie jak w przypadku pozostatych metod acellula-
ryzacji, w obrazie TEM obserwowano utrate GAG z tkanek.
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Bezkomorkowe rusztowania biologiczne wykorzystywane w tworzeniu bioprotez zastawek serca...

Z danych z literatury wynika, ze etap modyfikacji tkanek
moze prowadzi¢ m.in. do utraty glikozoaminoglikanéw
z przestrzeni miedzyfibrylarnej [2]. W trakcie chemicznej
konserwacji zastawek biologicznych przy uzyciu aldehydu
glutarowego (GA) dochodzi do utraty GAG, co wynika z bra-
ku wtasciwej stabilizacji elementéw macierzy zewnatrzko-
markowej [3]. Brak wtasciwej stabilizacji zwigzany jest
m.in. z utrata przez GAG funkcyjnych grup aminowych ko-
niecznych do prawidtowego usieciowania tkanki. W trakcie
preparatyki zastawek biologicznych moze dochodzi¢ réw-
niez do spadku zywotnosci komérek budujacych zastawke.
Wydzielane w trakcie Smierci komérkowej enzymy prowa-
dza réowniez do degradacji macierzy zewnatrzkomérkowej,
w tym GAG-6w [4, 5]. Innym czynnikiem decydujacym
o utracie glikozoaminoglikanéw z tkanki moga by¢ czynniki
czysto mechaniczne [6, 7]. Utrata GAG-6w prowadzi¢ moze
do zmian degradacyjnych tkanki, a w przypadku zastawek
biologicznych do istotnego obnizenia ich trwatosci [8]. Te
hydrofilowe polisacharydy obecne w tkance tacznej odpo-
wiedzialne sg m.in. za wtasciwosci mechaniczne tkanek,
petnig rowniez funkcje inhibitorow kalcyfikacji, a zatem
czynnikéw hamujacych wapnienie [9-11].

W trakcie tworzenia bioprotez zastawkowych w oparciu
o techniki inzynierii tkankowej tkanki poddawane s3 licz-
nym modyfikacjom. Usuniecie komérek w czasie przygoto-
wywania rusztowania kolagenowego wiaze sie z jednocze-
snym dziataniem enzymow proteolitycznych oraz detergen-
tow. Tkanka poddawana jest réwniez dziataniu czynnikéw
mechanicznych. Dziatanie enzyméw proteolitycznych nie-
zbednych do przeprowadzenia procesu acellularyzacji moze
prowadzi¢ do zmian degradacyjnych w obrebie macierzy ze-
wnatrzkomérkowej. Efekt ten moze ulec nasileniu na sku-
tek uwalniania z martwych komérek enzymow litycznych.
Z drugiej strony wiadomym jest, ze GAG-i, ktore odgrywaja
istotna role mechaniczng w zastawkach, odpowiedzialne s3
rowniez za stymulowanie proceséw zapalnych oraz odpo-
wiedzi immunologicznej. Mogtoby sie zatem okazaé, ze
zachowanie nienaruszonej struktury GAG-éw, jakkolwiek
korzystne z punktu widzenia mechaniki oraz proceséw wap-
nienia, moze okazac sie mniej korzystne z powodu mozliwosci
stymulowania reakcji immunologicznej, prowadzac w ten
sposob do degradacji tkanki.

Biorac pod uwage powyzsze fakty, podjeto réwniez prébe
oceny, w jakim stopniu mozliwe jest zasiedlenie w uktadzie
in vitro acellularnej struktury tkanek komérkami oraz oceny
zdolnosci do resyntezy przez nahodowane komérki GAG.
Wydaje sie bowiem, Ze poznanie zachowania GAG-6w w trak-
cie proceséw przygotowywania i konserwacji tkanek powin-
no sie przyczyni¢ do lepszego zrozumienia wptywu procesu
konserwacji na strukture tkanek, a tym samym prowadzi¢ do
doskonalenia obecnie stosowanych bioprotez zastawko-
wych, co niewatpliwie jest korzystne dla pacjentéw.

Zaobserwowano, ze tkanki w sposéb efektywny byty za-
siedlone przez nahodowywane komorki, ktore po ok. 2 tyg.
hodowli tworzyty na jej powierzchni jednolita monowarstwe,
jednoczesnie po tym okresie hodowli obserwowano odtwa-
rzanie sie struktury GAG. Wydaje sie, ze dzieki tym procesom
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mozliwe jest utrzymanie wtasciwych funkcji biomechanicz-
nych w tworzonych bioprotezach. Resynteza GAG z jednej
strony moze przyczynic sie do poprawy wtasciwosci mecha-
nicznych bioprotez zastawkowych oraz do obnizenia ryzyka
wapnienia implantowanych zastawek, z drugiej natomiast,
ze wzgledu na autologiczny charakter odtwarzanych glikoza-
minoglikandw, moze zmniejszac ryzyko stymulowania reak-
cji zapalnych i odpowiedzi ze strony uktadu immunologiczne-
go, ktére mogtyby prowadzi¢ do zmian degradacyjnych. Wy-
daje sie, ze procesy te moga przyczynic sie do zwiekszenia
trwatosci tworzonych bioprotez sercowych.

Rodzi sie zatem pytanie, czy proces tworzenia bioprotez
sercowych powinien by¢ nakierowany w petni na zachowanie
struktury natywnej tkanki, czy tez powinien pozwalaé na two-
rzenie struktury odbiegajacej od tkanki natywnej, ale opty-
malnej dla mozliwosci stymulowania aktywnych proceséw
remodelowania zaréwno w warunkach in vitro, jak i in vivo.

Whnioski

Wiasciwie prowadzony proces acellularyzacji tkanek wy-
daje sie kluczowym dla uzyskania rusztowania biologicznego,
mogacego by¢ skutecznie wykorzystanym procesie tworzenia
bioprotez zastawek serca. Optymalizacja metody acellularyza-
cji pozwala na zminimalizowanie uszkodzeh w obrebie ma-
cierzy zewnatrzkomérkowej, co przyczynia sie do utrzymania
prawidtowych cech biomechanicznych tkanki oraz zapewnia
witasciwg komunikacje mikromechaniczng pomiedzy komor-
kami a elementami biatek macierzy zewnatrzkomérkowe;j.

Praca powstata w ramach grantu rozwojowego — R13
016 03.
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