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Streszczenie

W pracy przedstawiono wybrane zagadnienia, zwigzane
z rozwojem tych technik inzynierii tkankowej i metod terapii
komorkowych, ktére maja istotne znaczenie z punktu widze-
nia badawczego i wykazuja potencjalng przydatnos¢ w prak-
tyce klinicznej. Szczegbélng uwage poswiecono mozliwosci
ich wykorzystania w leczeniu choréb uktadu krazenia. W cze-
sci poswieconej terapiom komérkowym zwrécono uwage
na rozbieznosci i zagrozenia, zwigzane z przeszczepianiem
komérek. W czesci prac eksperymentalnych potwierdzono
skutecznos¢ terapii komérkowych w przywracaniu funkcjo-
nalnosci miesnia sercowego. Pojawity sie jednak réwniez do-
niesienia, ze zastosowanie terapii komérkowych nie wptywa
w znaczacy sposéb na poprawe funkcji uszkodzonego mie-
$nia sercowego. Za gtéwna przyczyne tego zjawiska uznaje
sie sie w tych przypadkach matg zywotnos¢ przeszczepio-
nych komorek.

Istotne znaczenie w leczeniu choréb uktadu krazenia zyskuja
techniki inzynierii tkankowej. Dazy sie przy tym do uzyskania
bioprotez pokrywanych komérkami autologicznymi i takich,
w ktérych mozliwe bytoby odtworzenie autologicznej macierzy
zewnatrzkomérkowej. Takie bioprotezy mogtyby by¢ trwalsze
od protez klasycznych. Podczas tworzenia bioprotez jako rusz-
towania do nahodowywania komérek wykorzystywane sa
zwykle matryce bezkomérkowe, coraz czesciej zastosowanie
znajduja tez matryce z materiatéw biodegradowalnych. Mate-
riat komérkowy stanowig z kolei dojrzate komérki somatyczne
badz komoérki macierzyste. W pracy zaprezentowano m.in. do-
Swiadczenia wtasne, dotyczgce tworzenia biologicznej taty
z wykorzystaniem bezkomérkowego osierdzia, pokrywanego
komérkami miesniéwki gtadkie]. tata taka mogtaby by¢ wyko-
rzystywana podczas zabiegdw chirurgicznej rekonstrukcji le-
wej komory serca. Do tej pory udato sie opracowaé skuteczna
metode acellularyzacji tkanek, umozliwiajaca efektywne usu-
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Tissue engineering as well as the cell culture techniques seem
to be the promising perspective of alternative treatment of cir-
culatory system diseases. Quite recently, mentioned methods
have been still only in the phase of in vitro tests or animal
experiments. However, presently they are more often used in
clinical practice.

Cell transplantations or heart bioprostheses constructions ba-
sed on autologous cells — are only two examples of tissue en-
gineering usage. There are two different methods to obtain the
bioprosthesis scafolds: first based on biodegradable materials
usage, while the second prefers usage of biological material
—acellular matrix. The cell material consists of mature somatic
cells or stem cells.

In a study, chosen issues regarding usage of cell therapies and
cell engineering in clinical practice have been presented. More-
over, own experiences concerning preparation of biological
patch using acellular pericardium covered with smooth muscu-
le cells have been presented. Mentioned patch could be used
in procedures of surgical reconstruction of left ventricle.

Key words: tissue engineering, cell therapy, bioprothesis.

Adres do korespondencji: dr med. Piotr Wilczek, Fundacja Rozwoju Kardiochirurgii, 41-800 Zabrze, ul. Wolnosci 3453, tel. +48 32 373 56 00,

e-mail: mildes@post.pl

Kardiochirurgia i Torakochirurgia Polska 2006; 3 (1)

73



Metody inzynierii tkankowej jako potencjalne narzedzie wykorzystywane w leczeniu choréb uktadu krazenia

niecie komorek bez istotnych cech uszkodzenia macierzy ze-
wnatrzkomérkowej i z zachowaniem wtasciwosci biomecha-
nicznych zblizonych do tkanki wtasnej. Ponadto opracowano
skuteczng metode izolacji i hodowli komérek miesniéwki gtad-
kiej. Potwierdzono réwnoczesnie zdolnosé do zasiedlania ma-
trycy bezkomérkowej przez izolowane komorki. Wstepne wy-
niki badanh sa obiecujace i zachecaja do kontynuowania do-
Swiadczen.

Stowa kluczowe: inzynieria tkankowa, terapia komérkowa,
bioprotezy.

Terapie komoérkowe

Transplantacja komérek moze byé waznym czynnikiem
terapeutycznym w leczeniu choroby niedokrwiennej serca.
Istnieja doniesienia, Swiadczace o znacznej poprawie kurcz-
liwosci lewej komory serca po terapii komérkowej. Do pio-
nierskich nalezg badania Soonpaa i wsp. [1, 2], ktérzy trans-
plantowali komérki AT-1 i ptodowe kardiomiocyty zdrowym
myszom oraz psom. Wszczepione kardiomiocyty tworzyty
struktury dyskowe i wytwarzaty jednoczesnie potaczenia
z komérkami gospodarza. W badaniach przeprowadzonych
przez innych autoréw [3, 4] obserwowano, ze zabieg rekon-
strukgcji lewej komory serca z jednoczesnym wszczepieniem
komérek miesniowych i pooperacyjnym zastosowaniem
ACE-inhibitoréw istotnie poprawia funkcje skurczowg lewej
komory serca. Ciekawych informacji na ten temat dostar-
czyty takze badania na chomikach szczepu BIO 53.58, kto6-
rym wszczepiano allogenne komérki miesnia sercowego
oraz autologiczne komorki miesniéwki gtadkiej [5, 6].
W obu wypadkach zaobserwowano, ze wszczepione ko-
morki zaczety formowaé sie w tkanke miesniowa,
przy czym nastepowata tez poprawa funkcji miesnia serco-
wego. Wielu badaczy podtrzymuje teze, ze komérki miesnia
sercowego moga by¢ z dobrym efektem przeszczepiane
do zmienionego niedokrwiennie serca [7-10].

W niektérych badaniach zaobserwowano jednak, ze
embrionalne ludzkie kardiomiocyty wszczepione do uszko-
dzonego serca szczura nie maja zdolnosci réznicowania sie
w komérki dojrzate, co wykazano w kilkumiesiecznej ob-
serwacji [7]. Podobne wnioski wysnuwajg sie z badan Wa-
tanabe i wsp. [11]. Wszczepienie komdrek miesniowych my-
sich linii AT-1 do zdrowego i uszkodzonego miesnia serco-
wego Swini wykazato, ze o ile zdrowy miesien sercowy
cechowato normalne przezycie przeszczepionych komorek,
o tyle w wypadku mieénia uszkodzonego zadne z komérek
nie przezywaty. W pewnym kontrascie do tego sg badania
Connold i wsp. [9]. Autorzy stwierdzili, ze embrionalne kar-
diomiocyty przeszczepione do uszkodzonego migsnia ser-
cowego szczurdéw wytwarzaja potaczenia miedzykomorko-
we (gap junction) z innymi przeszczepionymi komérkami,
co moze Swiadczy¢ o ich czesciowym roéznicowaniu. W zad-
nym wypadku nie odnotowano za$ wytworzenia sie pota-
czeh elektromechanicznych miedzy przeszczepianymi ko-
mérkami a komérkami uszkodzonego miesnia sercowego
gospodarza.
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Interesujace byty rowniez wyniki badah Reinecke i wsp.
[12], ktorzy przeszczepiali ptodowe, neonatalne i dojrzate kar-
diomiocyty do zdrowego miesnia sercowego, do miesnia ser-
cowego uszkodzonego w fazie ostrej i do miesnia uszkodzo-
nego w okresie odlegtym (6 dni) po uszkodzeniu. Dojrzate
kardiomiocyty nie przezywaty w zadnych warunkach, nato-
miast ptodowe i neonatalne komérki mieénia sercowego for-
mutowaty zywe przeszczepy w kazdej z wymienionych grup
badanych. Zaobserwowano tez tworzenie potaczen funkcjo-
nalnych miedzy przeszczepianymi komérkami, a w kilku wy-
padkach powstaty potaczenia miedzy komérkami gospoda-
rza i przeszczepionymi, co moze sugerowac wytworzenie sie
funkcjonalnych potaczen elektromechanicznych.

W terapii uszkodzonego miesnia sercowego oprécz kar-
diomiocytéw moga miec¢ réwniez zastosowanie komorki mie-
sniowki gtadkiej, maja one bowiem zdolnos¢ do utrzymania
dtugotrwatego skurczu tonicznego przy relatywnie niskim za-
potrzebowaniu energetycznym, a ponadto wykazuja wysoka
maksymalng site skurczu w poréwnaniu z miesniami szkiele-
towymi [13]. Eksperymenty, zwigzane z zastosowaniem ko-
moérek miesniéwki gtadkiej, zostaty przeprowadzone przez
Yoo i wsp. [14]. Przeszczepili oni te komérki do miesnia serco-
wego, a dodatkowo, w innej grupie badanej, przeprowadzili
transplantacje kardiomiocytow. Wykazano, ze w obu grupach
eksperymentalnych nastepowato formowanie sie tkanki mie-
Sniowej. Obserwowano réwniez poprawe funkcji rozkurczo-
wej serca. W grupie, w ktérej dokonano przeszczepu komérek
miesnidwki gtadkiej, odnotowano wyzsze szczytowe cisnienia
skurczowe. Funkcja skurczowa serca w grupie, w ktérej zasto-
sowano komérki miesniowki gtadkiej, byta poréwnywalna
z wartosciami obserwowanymi u zdrowych osobnikéw.

Autorzy stwierdzili réwniez, ze zastosowanie komorek
miesniowki gtadkiej daje lepsze rezultaty niz zastosowanie
terapii kardiomiocytéw. Badania te byty prowadzone na cho-
mikach, z tego wzgledu autorzy podkreslaja koniecznosé
weryfikacji wynikéw na duzych zwierzetach. W innych bada-
niach [15] zastosowano komérki miesnioéwki gtadkiej izolo-
wane z aorty. Byty one przenoszone na materiat syntetyczny
— polimer polilaktamowy (PCLA). Hodowano je na syntetycz-
nej matrycy w warunkach in vitro mniej wiecej przez 2 tyg.,
az do uformowania sie tkanki. Nastepnie matryce z komér-
kami wszczepiano szczurom, u ktérych stymulowano wcze-
Sniej epizod niedokrwienia. W grupie kontrolnej autorzy za-
stosowali polimer niepokrywany komérkami. W konkluzji
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stwierdzono, ze tata pokryta komérkami miesniéwki gtad-
kiej w istotny sposéb przyczynia sie do poprawy funkcji
skurczowej zmienionego zawatowo miesnia sercowego.

Jak widaé z przedstawionego opisu, zastosowanie tera-
pii komérkowej moze byé czynnikiem, ktéry w istotny spo-
séb pozwala na poprawe kurczliwosci migesnia sercowego,
jednak zastosowanie zawiesiny komérek ma istotne ogra-
niczenia, a czynnikiem limitujacym jest gtéwnie wielkosé¢
obszaru blizny pozawatowej. Ponadto komérki, by zacho-
wac witasciwa aktywnosé proliferacyjng i réznicowanie, wy-
magaja stymulacji w postaci kontaktu z powierzchnig ma-
cierzy zewnatrzkomérkowej. Komérki o fenotypie komoérek
adhezyjnych, pozbawione tego rodzaju stymulacji urucha-
miaja program apoptozy. Moze to czesciowo ttumaczyé nie-
powodzenia zwigzane ze stosowaniem w terapii zawiesiny
pojedynczych komérek [11].

Bioprotezy sercowe oparte na matrycach
z polimeru biodegradowalnego

Idea tworzenia takich bioprotez polega na nasiewaniu
komérek autologicznych na szkielet z polimeréw bioegra-
dowalnych. Osadzone w syntetycznym szkielecie komorki
rosng, roéznicuja sie i syntetyzuja macierz zewnatrzkomor-
kowa. Réwnolegle z syntezg matrix zewnatrzkomérkowe;j
nastepuje powolna degradacja polimeru, aby w efekcie
mogt on byé catkowicie zastgpiony przez wzrastajaca tkan-
ke. W ten sposéb powstaje tkanka w petni autologiczna.

Jednym z pierwszych materiatéw wykorzystywanych
do modelowania tego typu protez byt kwas poliglikolowy
— PGA (polyglicolic acid). Wykorzystali go, m.in. Hoerstrup
i wsp. do konstrukcji zastawki tréjptatkowej [16]. Zastawka
ta byta nastepnie pokrywana funkcjonalng warstwa komoé-
rek autologicznych, ktorymi byty komérki szpiku HMSC
(human marrow stromal cell). Wzrastaty one na powierzch-
ni materiatu w warunkach in vitro w bioreaktorze z przepty-
wem pulsacyjnym. Wnioski, jakie nasuwaty sie z przepro-
wadzonych in vitro badah wskazywaty, ze zastosowanie
PGA jako materiatu biodegradowalnego, z nahodowanymi
na jego powierzchni komérkami szpiku, pozwala na uzy-
skanie bioprotezy o wtasciwosciach morfologicznych i me-
chanicznych podobnych do tkanki wtasnej. Obiecujace wy-
niki otrzymano tez w eksperymentach na zwierzetach, kté-
rym wszczepiano bioprotezy zastawkowe, konstruowane
na bazie PGA [17]. W tym wypadku materiat biodegrado-
walny pokrywano najpierw fibroblastami, a nastepnie
na takie podtoze nahodowywano komoérki endotelialne. Tak
przygotowane zastawki wszczepiano zwierzetom. Analiza
zawartosci 4-hydroksyproliny, badania immunohistoche-
miczne na obecnosé wtokien fibrynowych oraz czynnika
VIII na powierzchni tkanki swiadczyty o istnieniu aktyw-
nych proceséw remodelowania tkanki i wzrostu komérek.

W konstrukcji bioprotez zastosowanie znajduja tez pota-
czenia biodegradowalnych polimeréw, takie jak PGA, np.
z kwasem polilaktamowym — PLA. Ciekawych wynikéw do-
starczyty eksperymenty, w ktérych poréwnywano zdolnos¢
komorek do wzrostu i réznicowania w zaleznosci od metody
nahodowywania komorek. Na szkielet z kwaséw poliglikolo-

Kardiochirurgia i Torakochirurgia Polska 2006; 3 (1)

wego i polilaktamowego nasiewano fibroblasty i komorki
srédbtonka w nastepujacy sposéb: codzienne zasiedlanie fi-
broblastami przez 10 dni, jednokrotne zasiedlenie fibroblasta-
mi, a nastepnie hodowla polimeru z komérkami przez 14 dni.
W tym drugim wypadku w jednej grupie uzyto standardo-
wego medium, w drugiej natomiast zastosowano medium
z kolagenem. Wyniki w sposéb jednoznaczny wykazaty, ze
stosujac medium suplementowane kolagenem, udato sie
najskuteczniej zasiedli¢ polimer, mozna wiec przypuszczag,
ze w tym wypadku réwniez synteza macierzy zewnatrzko-
morkowej bedzie efektywna [18]. Znacznie gorsze rezultaty
uzyskano natomiast po zastosowaniu w uktadzie in vivo
konstruktéw ztozonych z kwaséw PGA tacznie z PLA. Biopro-
tezy tego rodzaju charakteryzowata znaczna trombogen-
nos¢. Zwierzeta, ktérym wszczepiano zastawki z tych mate-
riatow, ginety w krotkim okresie po operacji (12, 24, 36 godz.),
a przyczyna smierci byt zawat miesnia sercowego w przebie-
gu niewydolnosci oddechowej [19]. Zastosowanie w kon-
strukcji bioprotez maja réwniez rusztowania ztozone z PGA
i kwasu poli-4-hydroksymastowego P4HB (poly-4-hydroksy-
butyrate) lub kwasu polihydroksyoctowego-PHO (polyhy-
droksyoctanoate). Zastosowanie tego rodzaju polimeréw
istotnie poprawia wtasciwosci biomechaniczne protez, istot-
nie jednak wydtuza sie czas biodegradacji polimeru [20].
Znacznie bardziej obiecujacym materiatem sa rusztowania,
w ktérych PGA pokrywany jest cienkg warstwa kwasu poli-
hydroksymastowego — PAHB. Materiat tego rodzaju taczy
porowatos¢ PGA z elastycznoscia i wytrzymatosciag PAHB.
Ponadto polimer ten charakteryzuje sie szybszym czasem
biodegradacji w poréwnaniu z PHO. Termoplastycznosé
P4HB powoduje, ze stosunkowo tatwe jest uformowanie
bioprotezy [21]. W badaniach Hoerstrup i wsp. [21] na ufor-
mowane z PGA i P4HB zastawki nasiewano komérki endo-
telialne i miofibroblasty. Nastepnie bioprotezy wszczepiano
owcom. Mniej wiecej po 20 tyg. odnotowano w badaniach
echokardiograficznych obecnos¢ w petni funkcjonalnej za-
stawki. Mozna zatem przypuszczaé, ze charakterystyka
wzrostu i remodelowania tego rodzaju bioprotez, opartych
na polimerach biodegradowalnych jest zblizona do tkanek
wiasnych [22].

Czesto zwraca sie uwage na koniecznos¢ mechaniczne-
go kondycjonowania bioprotez sercowych na etapie ich
tworzenia w warunkach in vitro, co jest mozliwe dzieki za-
stosowaniu konstrukcji bioreaktoréw z przeptywem pulsa-
cyjnym. Jak sie wydaje, niewystarczajaca wytrzymatosé
mechaniczna bioprotez z materiatow biodegradowalnych
moze by¢ spowodowana brakiem stymulacji mechanicznej
na etapie ich powstawania. Zastosowanie bioreaktoréw
z przeptywem pulsacyjnym istotnie poprawia biomecha-
niczne wtasciwosci protez [23].

Wada materiatow biodegradowalnych jest brak na ich
powierzchni ligandéw biatkowych, ktére w normalnych wa-
runkach sg w zastawkach biologicznych i odpowiadaja
za wtasciwg adhezje pomiedzy komérkami a macierza ze-
wnatrzkomérkowaq [24]. Znacznie bardziej obiecujace wy-
daje sie wykorzystanie w konstrukcji bioprotez rusztowan
acellularnych.
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Wykorzystanie matryc acellularnych
w technikach inzynierii tkankowej

Acellularne bioprotezy, pokrywane komérkami autolo-
gicznymi powstaty jako alternatywa, m.in. wobec protez
ksenogennych konserwowanych chemicznie oraz opartych
na materiatach syntetycznych. Konserwacja chemiczna
moze pozytywnie oddziatywaé na wtasciwosci mechanicz-
ne tkanki, gdyz redukuje jej immunogennos¢. Wadga tego
rodzaju konserwacji jest jednak relatywnie szybko poste-
pujacy proces degradacji oraz kalcyfikacji tkanek [25, 26].
Bioprotezy, w ktérych sg zywe komorki, zachowuja z kolei
na swojej powierzchni komérki endotelialne, wykazujace
wysoka ekspresje antygenéw HLA zaréwno klasy I, jak i Il
co moze stanowi¢ potencjalne zroédto indukcji reakcji im-
munologicznej, a w konsekwencji by¢ czynnikiem decydu-
jacym o zmianach degradacyjnych bioprotezy w okresie
odlegtym po implantacji [27]. W tym wypadku grupa szcze-
gblnie narazona na wczesna dysfunkcje sa dzieci, co wyni-
ka z duzej reaktywnosci ich uktadu immunologicznego [28,
29]. Udowodniono, ze proces acellularyzacji przyczynia sie
z kolei do istotnego obnizenia liczby antygenéw MHC kla-
sy i 11 [30], ponadto nie narusza stabilnosci i funkcjonal-
nosci bioprotez [31].

Najprostsza metoda acellularyzacji jest cykliczne za-
mrazanie i rozmrazanie tkanki [32, 33]. Takie postepowanie
sprawia jednak, ze duza czes¢ komoérek pozostaje niewy-
izolowana [34], obserwowane sa tez zmiany struktury kola-
genu w obrebie traktowanych tkanek i mato skuteczne jest
nahodowywanie komérek endotelialnych na tak przygoto-
wane tkanki [34]. Inng metodg usuwania komoérek jest in-
kubacja tkanki w roztworze NaCl, a nastepnie w detergen-
cie, ktérym jest SDS [34, 35]. Wykazano, ze ptatki zastawek,
inkubowane w roztworach NaCl-SDS moga by¢ catkowicie
pozbawione komoérek i wykazuja zdolnosé do zasiedlania
ich komérkami §rodbtonka [34].

Jedna z najczesciej stosowanych metod usuwania ko-
morek jest inkubacja tkanek w roztworze trypsyna/EDTA.
Dane literaturowe wskazuja, ze pozwala to na catkowite
usuniecie komérek bez widocznych zmian w macierzy ze-
wnatrzkomérkowej [36-38].

Do acellularyzacji stosowane s3 tez detergenty. Jed-
nym z nich jest Triton-X 100, ktéry — zdaniem niektérych
autoréw — pozwala zachowaé natywng strukture biatek
macierzy, a jednoczesnie skutecznie usuwa komarki [39].
Dla kontrastu badania Kim i wsp. [34] wskazujg, ze sto-
sujac Triton-X 100, trudno uzyskaé powtarzalny efektyw-
ny poziom acellularyzacji tkanek. Innym powszechnie
stosowanym detergentem jest SDS, ktorego dziatanie
pozwala uzyskaé acellularng tkanke o wtasciwoscach
mechanicznych zblizonych do tkanki wtasnej [40]. Inne
badania wykazaty natomiast, ze SDS jest czynnikiem po-
wodujacym denaturacje biatek kolagenowych i ich desta-
bilizacje [41]. SDS moze prowadzi¢ do fragmentacji
i obrzekéw w obrebie kolagenu i do istotnej utraty jego
stabilnosci hydrotermalnej [42]. Skutecznos¢ acellulary-
zacji powinna by¢ oceniana nie tylko poprzez efektyw-
nos¢ usuwania komérek z tkanek przy zachowaniu inte-
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gralnodci i stabilnosci macierzy zewnatrzkomoérkowej,
waznym kryterium jest tez zdolnos¢ do ponownego za-
siedlania przygotowanych rusztowan bezkomérkowych
przez komorki. W wypadku tkanek ksenogennych zasto-
sowanie moze mie¢ chemiczna konserwacja bioprotezy.
Préby endotelializacji tkanek konserwowanych chemicz-
nie prowadzono m.in. na tkankach zastawek, wykorzy-
stujac jako czynnik konserwujacy aldehyd glutarowy. Ba-
dania wykonywano zaréwno na pojedynczych ptatkach,
jak i catych zastawkach [43]. Przed nahodowaniem ko-
morek endotelialnych zastawki poddawane byty detoksy-
fikacji. Jednak pomimo duzej gestosci komérek uzytych
do hodowli, prowadzenia jej w bioreaktorze w warun-
kach dynamicznych, po 7 dniach hodowli na zastawkach
uwidocznito jedynie nieoptaszczone lub martwe komorki.
Wydaje sie zatem, ze bardziej obiecujace jest zastosowa-
nie jako rusztowan tkanek allogennych. W badaniach Ce-
botari i wsp. [44] uzyto zastawek ludzkich, z ktérych usu-
nieto komorki poprzez inkubacje w roztworze trypsy-
na/EDTA. Zastawki te przed acellularyzacjg umieszczano
w sterylnych warunkach w roztworze antybiotyku peni-
cylina/streptomycyna, w takiej formie mogty by¢ prze-
chowywane ok. miesigca bez widocznej utraty integral-
nosci macierzy zewnatrzkomérkowej. Nastepnie acellu-
larne rusztowania pokrywano ludzkimi komérkami
endotelialnymi. Komoérki te tworzyty na powierzchni
tkanki regularng monowarstwe, pozytywnie reagujaca
z PECAM-1, Flk-1, VE-kadherynami.

Zdolnos¢ do zasiedlania przez komérki tkanek bezko-
morkowych zaleze¢ moze réwniez od sposobu konserwacji
tkanki. Z badan Eberl i wsp. [45], w ktérych poréwnywano
réznice w zdolnosci do wzrostu, proliferacji oraz adhezji
komoérek na ptatkach swiezych i konserwowanych w spo-
sob wtasciwy dla zastawek dostepnych komercyjnie wyni-
ka, ze na Swiezych, niekonserwowanych tkankach komaorki
wykazywaty prawidtowa adhezje i proliferacje, tworzac po-
miedzy 6. a 10. dniem hodowli tzw. monowarstwe na po-
wierzchni tkanki. Nie obserwowano natomiast tworzenia
sie monowarstwy komérek i ich proliferacji na powierzchni
tkanek konserwowanych. W innych doswiadczeniach
z ptatkéw zastawek usuwano komoérki poprzez inkubacje
w roztworze SDS, a dodatkowo pierscienie aorty inkubo-
wano wczesniej w roztworze trypsyna/EDTA [46]. Na tak
przygotowana tkanke nasiewano zastawkowe komérki in-
terstycjalne (VIC), komorki miesniowki gtadkiej (SMC) oraz
fibroblasty. W przypadku wszystkich tkanek odnotowano
ich prawidtowe zasiedlanie przez komorki. VIC i SMC mi-
growaty w gtab tkanki, natomiast fibroblasty zasiedlaty je-
dynie jej powierzchnie. Tkanki acellularne s3 czesto wyko-
rzystywane w technikach inzynierii tkankowej. Prace kon-
centruja sie na uzyskaniu matryc kolagenowych o réznej
porowatosci, ktére mogtyby by¢ zasiedlane komérkami.
Mimo Zze w procedurach pozyskiwania tkanek acellular-
nych zwraca sie uwage, by wykazywaty one wtasciwosci
biomechaniczne zblizone do tkanek natywnych, to jednak
czes¢ z tych matryc cechuja stabe wtasciwosci mechanicz-
ne [47-49].
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Doswiadczenia wtasne

W ramach wspélnego projektu Slaskiego Centrum
Choréb Serca w Zabrzu i Pracowni Biotechnologii Fundacji
Rozwoju Kardiochirurgii w Zabrzu prowadzone sa prace,
majace na celu stworzenie taty biologicznej, pokrywanej
komoérkami pacjenta. Taka tata mogtaby by¢ wykorzysty-
wana w zabiegach chirurgicznej rekonstrukcji lewej ko-
mory serca.

Celem metody jest przywrécenie wtasciwego eliptycz-
nego ksztattu komory i likwidacja niekorzystnych napre-
zen. Trwatos¢ tego efektu mozliwa jest, m.in. dzieki wszyciu
taty, pozwalajacej na utrzymanie zadanego ksztattu. Do tej
pory taty wykorzystywane w praktyce klinicznej tworzone
byty z materiatow syntetycznych typu Dacron. Materiat te-
go rodzaju ma dobre wtasciwosci mechaniczne, nie ma jed-
nak zdolnosci do wzrostu, remodelowania czy samonapra-
wy. Dlatego prowadzone s3 prace, majace na celu wykona-
nie taty biologicznej, ktéra pokrywana bytaby komérkami
pacjenta. Petnitaby ona nie tylko funkcje mechaniczng, ale
i w aktywny sposéb pozwalataby na przywrécenie kurczli-
wosci lewej komory serca. tata sktadataby sie z dwéch
komponentéw: komponenty komérkowej oraz elementu
rusztowania, na ktérym osadzane bytyby komérki autolo-
giczne. Jako rusztowanie wykorzystuje sie osierdzie pacjen-
ta, tkanke, ktéra poddana bytaby procesowi usuwania ko-
morek. Wydaje sie, ze dobrym materiatem, relatywnie ta-
two dostepnym, moze by¢ osierdzie pozyskiwane z serc
eksplantowanych. Ten rodzaj tkanki ma dobre wtasciwosci
mechaniczne, a jednoczesnie pozwala na nahodowanie
na nim warstwy zywych komérek. W celu poprawy wtasci-
wosci mechanicznych mozliwe jest dodatkowe usieciowa-
nie struktury przy uzyciu czynnikéw nietoksycznych, ktére
nie wptywatyby niekorzystnie na zywotnos¢ nahodowa-
nych komérek. Jako materiat komérkowy wykorzystywane
moga by¢ komorki miesniéwki gtadkiej izolowane z naczy-
nia zylnego (ryc. 1.). Majg one cechy funkcjonalne zblizone
do kardiomiocytéw, natomiast ich dodatkowa zaletg jest
wiekszy w poréwnaniu z kardiomiocytami potencjat prolife-

racyjny oraz ich tatwiejsze pozyskanie. Do tej pory zakon-

czony zostat pierwszy etap prac, w ktérym:

e opracowano metode izolowania i hodowli komérek mie-
Snidwki gtadkiej (VSMC), wykorzystywanych nastepnie
do pokrywania taty,

« wykonano wstepne badania efektywnosci wzrostu tych
komorek,

e wykonano wstepne badania morfologiczne i histologicz-
ne VSMC,

e opierajac sie na doswiadczeniu wtasnym i danych litera-
turowych, przygotowano rusztowania bezkomérkowe,
na ktérych osadzane beda komorki,

¢ wyizolowane i hodowane komérki nasiewano na ruszto-
wania bezkomérkowe.

Wstepne wyniki badan wydaja sie obiecujace. Izolowane
komérki wykazuja prawidtowa morfologie komaérek mie-
Sniodwki gtadkiej (ryc. 2.). Cechuje je réwniez duzy potencjat
proliferacyjny, co pozwala przypuszcza, ze liczba izolowa-

RS

Ryc. 1. Izolacja komérek miesnidwki gtadkiej. Fragmenty naczynia
zylnego wielkosci ok. 1 x 1 mm?” umieszczane sa w naczyniu hodow-
lanym w specjalnie dobranym medium odzywczym, suplemento-
wanym surowica i czynnikami wzrostu. Mniej wiecej po tygodniu
komorki zaczynaja migrowac na zewnatrz fragmentu tkanki

g
4

F

Ryc. 2. Izolowane ze Sciany naczyn krwionosnych komérki miesniowki gtadkiej (VSMC) w hodowli komorkowej. Zdolnosé do wykonywa-
nia skurczéw tonicznych przy relatywnie matym wydatku energetycznym oraz cechy funkcjonalne zblizone do kardiomiocytéw sprawia-
ja, ze moga one stanowit ciekawa alternatywe w terapiach komérkowych, majacych na celu poprawe kurczliwosci miesnia sercowego.
Dodatkowa zaletg VSMC jest wiekszy w stosunku do kardiomiocytéw potencjat proliferacyjny oraz ich tatwiejsze pozyskanie
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Ryc. 3. Komérki miesnidwki gtadkiej po 3—4 tyg. hodowli in vitro
tworzg w naczyniu hodowlanym zwartg monowarstwe. Liczba ko-
moérek uzyskana w hodowli jest po tym czasie wystarczajaca
do pokrycia jednolitg warstwg acellularnego rusztowania taty

nych komérek bedzie wystarczajaca do pokrycia taty (ryc. 3.).
Wstepne badania wykazaty tez, ze izolowane komérki po na-
sianiu na rusztowanie bezkomérkowe tworzyty mniej wiecej
po tygodniu hodowli konfluentng mono- lub dwuwarstwe
(ryc. 4.). Ponadto obserwacja komérek w hodowli wykazata,
ze sg one w petni funkcjonalne, o czym Swiadczy ich zdol-
nosc¢ do syntezy i reorganizowania macierzy zewnatrzkomoér-
kowej. Zbadano réwniez wtasciwosci biomechaniczne tkanki
po acellularyzacji wykazujac, ze wtasciwosci te nie roznia sie
istotnie od cech tkanki wtasnej.

Dotychczasowe wyniki sktaniaja do podjecia dalszych
prac, majacych na celu stworzeniu taty biologicznej, ktéra mo-
gtaby by¢ wykorzystywana podczas zabiegéw chirurgicznej
rekonstrukcji pozawatowo uszkodzonej lewej komory serca.
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