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1.Wstep

rodzona lub nabyta utrata specyficznych funkcji przez narzady i tkanki

jest przyczyna duzej liczby choréb uktadowych organizmu cztowieka. Do

najbardziej rozpowszechnionych i spotecznie ucigzliwych choréb o tym
tozu nalezg: cukrzyca, ostra niewydolno$¢ watroby, a takze choroby Alzhei-
mera i Parkinsona, zwigzane z degeneracja ukiadu nerwowego. Do mniej czes-
tych schorzen, w ktérych pewne narzady takze utracity zdolno$¢ wykonywania
swoistych funkcji zalicza sie: hemofilie, kartowato$¢, brak mechanizmoéw od-
pornosciowych, niedoc5”nnos$¢ przytarczyc, czy tez anemie. Zachowawcze le-
czenie tych chordb jest kosztowne, ucigzliwe dla pacjentdw i czesto powoduje
powazne skutki uboczne. Najbardziej znamiennym przykiadem jest cukrzyca,
na ktorg choruje okoto 2% populacji ludzkiej. Pomimo powszechnie stosowa-
nej terapii insulinowej, potgczonej z koniecznoscig przestrzegania okreslonej
diety, u chorych, szczegélnie na cukrzyce typu |, wystepuja dos¢ znaczne wa-
hania poziomu glukozy, co w konsekwencji prowadzi do powaznych powiktan
wzroku, choréb nerek i ukiadu krazenia (1).

Skutecznym sposobem teczenia wielu schorzen uktadowych moga by¢ trans-
plantacje catych narzadéw tub ich czesci. Powodzenie transplantacji jest jed-
nak uwarunkowane tolerancjg immunologiczng wszczepianych tkanek i wy-
maga stosowania $rodkéw immunosupresyjnych. Te z kolei, poprzez obnize-
nie ogodlnej odpornosci organizmu, moga mie¢ grozne skutki uboczne, wsrod
ktérych wymienia sie podatno$¢ na zakazenia, powikiania nerkowe, osteo-
peroze, a nawet nowotwory (2). Transplantacje narzaddéw i tkanek pochodza-
cych od wielonarzadowych dawcow, sa takze ograniczone ich dostepnoscia,
umiejetnoscig pobierania materiatu do przeszczepu, a takze mozliwoscig kon-
serwacji i dtugotrwatego przechowywania w nie zmienionym stanie.

W ostatnich latach, kilka zespotéw badawczych na Swiecie podjeto sie prze-
prowadzenia badan nad opracowaniem technik umozliwiajgcych transplantacje
komorek i tkanek bez koniecznosci stosowania immunosupresji. Ogdlnie, te-
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chniki te polegaja na immunoizolaeji wszezepianego materiatu tkankowego po-
przez zamkniecie go w selektywnie przepuszczalnej ostonie. Catkowita immu-
noizotacja wszczepdw tkankowych, przypuszczatnie umozliwi wykory”stanie do
celow transplantacji takze tkanek pobieranych od zwierzat lub komorek zmo-
dyfikowanych genetycznie, pochodzacych z wielkoskalowych hodowli.

Uktad sktadajacy sie z komorek lub tkanek immobilizowanych w pétprze-
puszczalnej ostonie immunoizolacyjnej i zastepujgcy funkcje naturalnego na-
rzadu, nazwano biohybrydowym, sztucznym narzadem. Sztuczne narzady,
wykorzystujace tkanki allo- i ksenogeniczne zastosowane w leczeniu réznych
choréb uktadowych byty ostatnio dyskutowane w réznych aspektach w opra-
cowaniach przegtadowych (3-5).

Przedmiotem szerokich badan z uzyciem komoérek immobilizowanych w pét-
przepuszczalnych membranach jest réwniez leczenie ostrej niewydolnosci wa-
troby. Z uwagi jednak na ztozono$¢ funkcji tego narzadu, w tej dziedzinie
przewaza ciggle koncepcja utrzymania sztucznego narzadu funkcjonujgcego
poza organizmem cztowieka (6).

Celem artykutu jest przedstawienie stanu badarn w zakresie wytwarzania
i stosowania biohybrydowych, sztucznych narzaddéw, a takze oméwienie wy-
branych zagadnien wymagajacych dalszych prac.

2. Budowa i funkcje biohybrydowych, sztucznych narzgdow

Catkowite lub czeSciowe zastgpienie czynnosci niewydolnego narzadu
w organizmie cztowieka przez jego biohybrydowy anatog wymaga, aby sztu-
czny narzad byt wytworzony z biozgodnego materiatu, zapewniat immunoizo-
lacyjnos¢é wszczepianej tkance, zawierat dostateczng ilos¢ materiatlu komor-
kowego, umoztiwial implantacje podskérng lub dootrzewnowa i byt tatwo
i bezpiecznie usuwany z organizmu cztowieka (7).

Na rysunku ! przedstawiono koncepcje biohybiydowej, sztucznej trzustki,
gdzie wszczepiany material komérkowy, o gestosci przypominajacej strukture
tkankowg jest zamkniety w odpowiedniej matrycy-nosniku i oddzielony od
organizmu po6tprzepuszczalna membrang o wiasciwosciach immunoizolacyj-
nych. Membrana otaczajgca tkanke, nie dopuszcza do wnetrza sztucznej
trzustki komorkowych i humoralnych skladnikéw ukitadu odpornosciowego,
tecz umozliwia swobodny przeptyw substancji odzywczych do wszczepu oraz
wytwarzanych metabolitéw na zewnatrz. Wszczep komdrkowy jest odzywiany
z najblizszych naczyn krwionosnych i otaczajgcych go tkanek.

W pracach badawczych nad biohybrydowymi, sztucznymi narzadami opra-
cowano trzy systemy immobilizacji komorek i tkanek przeznaczonych do im-
plantaciji.

2.1. Implanty naczyniowe w postaci tetniczo-zylnych bocznikow

Pierwsze implanty naczyniowe zawierajace immobilizowane komorki, opra-
cowane ponad 20 lat temu, miaty posta¢ wigzki kapitamych, drgzonych wio-
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Rys. 1. Koncepcja triohybrydowego, sztircznego narzadu na przykiadzie wszczepu wysepek
trzustkowych.

kien polimerowych z osadzonymi na zewnetrznej powierzchni wysepkami
Langerhansa. W warunkach laboratoryjnych, przy recyrkulacji poz}rwki przez
Swiatto widkien, komoérki wytwarzaty insuting, stymutowane zmiennym ste-
zeniem glukozy (8). Przy perfuzji krwi przez widkna, ze wzgledu na ich nie-
wielkag $rednice, szybko tworzyty sie skrzepy (9).

Udoskonalona posta¢ implantu, nazywana szantem, testowana na psach
insulinozaleznych, byta wykonana z akrylowego pojemnika o $rednicy 9 cm
i grubosci 2 cm, w ktérym umieszczono 30-35 cm spiralnie zwinietej, polime-
rowej membrany rurowej o Srednicy 5-6 mm i granicznsmi punkcie odciecia
50 kD (10). W testowanym implancie, przestrzen na zewngtrz membrany wy-
petniano zawiesing wysepek trzustkowych w 1% agarze. Implant wprowadzano
do jamy otrzewnowej, a membrane rurowg tagczono na obu koncach do teflo-
nowego graftu i wszywano pomiedzy tetnice i zyte biodrowg zewnetrzna. Mem-
brana nie byla blokowana przez skrzepy, a implant zawierajgcy allogeniczny
materiat tkankowy regulowat poziom glukozy przez rok. Immunoizotacyjnosc
stosowanych membran potwierdzono w badaniach z uzyciem tkanki ksenoge-
nicznej. Przy stosowaniu swiniskich i bydlecych wysepek trzustkowych, wihasciwy
poziom glukozy utrzymywano u pséw przez odpowiednio 9 i 2 miesigce (11).

Pomimo dobrych wynikéw badan in vivo u duzych zwierzat, wykor\ystanie
implantéw naczyniowych w leczeniu cukrzycy u cziowieka, jak sie wydaje.
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jest ograniczone. Wiagze sie to z matg pojemnoscig zbiornika wypetnionego
wysepkami (5-6 ml), wymaga wszczepienia przynajmniej dwdch szantow cho-
remu z wymaganiami insulinowymi okoto 30 j./dobe. Préby zmniejszenia
Srednicy membrany rurowej i jej wydtuzenia, w celu zwiekszenia sekrecji
insuliny byly nieudane z powodu szybkiego wykrzepiania krwi w jej Swietle
(4). Jednoczes$nie, ograniczony czas aktywnosci wysepek wymaga ich okre-
sowej wymiany, co wiaze sie z koniecznoscig reoperacji chorego.

2.2. Pojemniki dyfuzyjne

Pojemniki dyfuzyjne, wykorzystywane przy wytwarzaniu wszczepéw Kko-
morkowych maja posta¢ kapilarnych, potprzepuszczalnych, polimerowych
membran rurowych o budowie typu hollow-Jibre, z materialtem komoérkowym
umieszczonym wewnatrz kapilaiy. Testowane w kilku pracach kapilarne po-
jemniki byly wytwarzane z poliakiylonitrylu, polisulfonu lub kopolimeru polia-
krylonitiyl-potichlorek winylu, metodami suchego lub mokrego przedzenia
oraz inwersji fazowej. Ich Srednice zewnetrzne wynosity od 0,5 do 3 mm,
grubos¢ Scianek okoto 100 gm, za$ dlugos¢ do 2 cm (12-15).

W Kilku opublikowanych pracach badano przydatnos¢ pojemnikow dy-
fuzyjnych do wytworzenia biohybrydowej, sztucznej trzustki, umieszczajac
wewnatrz kapilar allo- lub ksenogeniczne wysepki Langerhansa i wszcze-
piajac pojemniki dootrzewnowe lub podskdérnie matym zwierzetom doswiad-
czalnym (13,14). W testach in vitro, stwierdzono koniecznos¢ immobilizacji
komoérek wewnatrz kapilar w zelu alginianowym. Dziatanie to miato na
celu odseparowanie pojedynczych wysepek od siebie, ktdre umieszczane
w pojemnikach w zawiesinie, tworzyly agregaty i szybko obumieraty (13).
Stwierdzono takze, ze wszczep dootrzewnowy funkcjonuje lepiej od pod-
skornego, ze wzgledu na lepsze natlenianie wysepek. Testowane pojemniki,
0 granicznym punkcie odciecia od 30 do 50 kD, zapewniaty wedtug au-
toréw petng immunoizolacje wszczepianych komorek. Jednoczesnie, uzyte
polimery byly biozgodne zar6éwno z materialtem komdérkowym wszczepu,
jak i organizmem biorcy.

Wsrdd innych préb z wszczepami tkankowymi zamykanymi w kapilarnych
pojemnikach dyfuzyjnych, na uwage zastuguja badania nad zwalczaniem sil-
nego bodlu towarzyszacego zaawansowanemu procesowi chordéb nowotworo-
wych. W fazie przedklinicznej badan, wykonanej na duzych zwierzetach, dla
sprawdzenia immunoizolacyjnosci pojemnikéw, wszczepiano chromafinowe ko-
morki nadnerczy bydlecych do ptynu mézgowo-rdzeniowego w czesci ledz-
wiowej kregostupa owcy (15). W prébach klinicznych, podobne komoérki im-
plantowano w pojemnikach do przestrzeni podpajeczynéwkowej lub bocznej
komory mozgu chorym, cierpigcym na silny bol, obserwujgc znaczne ztago-
dzenie jego objawdw (16). Komorki chromafinowe uzyte w badanich, wytwa-
rzajag naturalne substancje przeciwbdlowe jak katechotaminy, adrenaline
1 opioidy. Podobne badania na duzych zwierzetach opisali autorzy japornscy,
stosujgc genetycznie zmodyfikowane komorki nerwowe wytwarzajgce (3-en-
dorfine i hormon adrenokortykotropowy — ACTH (17).
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Rys. 2. Mikrokapsutki z membra-
ng w postaci hydrozelu.

W wielu opracowaniach zwraca sie uwage na koniecznos¢ lokalizacji i usu-
wania pojemnikéw po ustaniu funkcji wszczepianych komoérek. W tym celu
stosuje sie laparoskopie lub, gdy stwierdza sie otorbienie wszczepdw tkanka
widknistg, tradycyjne postepowanie chirurgiczne (4,5).

2.3. Mikrokapsufki

Mikrokapsutkowanie polega na wytworzeniu cienkiej, mikroporowatej, pot-
przepuszczalnej membrany wokét zawiesiny pojedynczych komaérek lub frag-
mentu tkanki (rys. 2). Mikrokapsutki wykazujg wiele zalet, wskazujacych na
ich przewage nad innymi rodzajami pojemnikéw do transplantacji komorek
i tkanek. Dotyczy to szczegodlnie duzego stosunku powierzchni do ich obje-
tosci, przez co uzyskuje sie bardzo dobre natlenianie wnetrza, tatwosci im-
plantacji oraz moztiwosci usuniecia z organizmu przez wysysanie z uzyciem
igly chirurgicznej (4). Korzystna cechg mikrokapsutek jest takze moztiwosc
ich wytwarzania z materiatdw pochodzenia naturalnego o wysokiej biozgod-
nosci z wszczepianymi tkankami i organizmem biorcy (18).

Jen i wsp. (19) oraz Hunkeler (20), opisali kilkanascie sposobow otrzy-
mywania mikrokapsutek, stosowanych przez réznych autoréw jako nosniki
do wszczepianych komoérek. Wsrdd wielu systemoéw mikrokapsutkowania, tyl-
ko niektore wykazaty petnag pr:sydatnosé w odniesieniu do biozgodnosci, immu-
noizolacyjnosci i wytr/fymatosci mechanicznej membran w eksperymentach
in vitro i po wszczepieniu do organizmu zwierzat doswiadczainych.

Najezesciej stosowang metoda wytwarzania mikrokapsutek do celéw im-
plantacyjnych byta ekstruzja zawiesiny komoérek w alginianie sodu do roz-
tworu jonéw wietowartosciowych metali, np. baru lub wapnia, a nastepnie
pokrywanie ich powierzchni syntetyczng poli-L-lizyng (mikrokapsutki AP).
Spos6b ten, uzyty po raz pierwszy przez Lim i Sun (21) do kapsutkowania
wysepek trzustkow”'rch, byt od tego czasu wielokrotnie modyfikowany w celu
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poprawienia wilasciwosci immunoizolacyjnych, wytrzymatosci mechanicznej
i biozgodnosci membran, a takze zmniejszenia wielkosci mikropojemnikéw.
Na przyktad, mikrokapsutki AP pokrywano na przemian kolejnymi warstwa-
mi atginianu i politizyny, wykorzystujac interakcje pomiedzy polianionowym
alginianem i potikationowg polilizyng (22,23) tub glikolem polietylenowym
sieciowanym przy uzyciu fotopolimeryzacji (24). W rezultacie tych prac, uzy-
skiwano poprawe mechanicznej wytrzymatosci mikrokapsutek i wiekszg bioz-
godnos¢ powierzchni zewnetrznej, lecz czesto kosztem pogorszenia ich wia-
Sciwosci dyfuzyjnych.

Pomimo pewnych wad, mikrokapsutki AP i APA byly najczesciej testowa-
nym ukitadem do wytwarzania biohybrydowych, sztucznych narzadéw. Préby
wykonane na modelach zwierzecych dotyczyly gtéwnie utrzymywania normogti-
kemii po wszczepach aHo- i ksenogenicznych wysepek trzustkowych (22,25,26),
wszczepow tkanki przytarczyc w leczeniu niedoczynnosci tego narzadu (27),
oraz impftantacji zmodyfikowanych genetycznie komérek wytwarzajgcych hor-
mon wzrostu (28) i czynnik IX w leczeniu hemofilii typu B (29).

Nalezy doda¢, ze mikrokapsutki wykonane z samego atginianu lub algi-
nianu i politizyny uzyto w nielicznych, jak dotad, transplantacjach do orga-
nizmu cztowieka wysepek trzustkowych pobranych od dawcéw wielonarza-
dowych (30,31).

Mikrokapsutki do immobilizacji wszczepianych tkanek wytwarzano takze
z agarozy, przez termiczne zelowanie roztworu polimeru z zawieszonymi ko-
morkami (32) oraz z kopolimeréw poliakrylanowych, przez wytrgcanie w nie-
zgodnym rozpuszczalniku (33). Mikrokapsutki otrzymywane tg ostatnig me-
toda miaty Srednice 300-500 gm i membrany o grubosci 10-50 am o poro-
watej strukturze przypominajgcej Scianki dyfuzyjnych pojemnikéw typu hol-
low-fibre. Interesujgce jest to, ze wsrdod mikrokapsutek wytwarzanych z roz-
nych, syntetycznych polimeréw, tylko w nich uzyskano diugotrwalg przezy-
walnos$¢ wysepek trzustkowych (33) i hepatocytéw (35). Wynika to prawdo-
podobnie z metody wytwarzania mikrokapsutek, w ktérej immobilizowane
komorki nie stykajg sie bezposrednio z roztworem polimeru budujacego zew-
netrzng membrane.

Ostatnio Wang i wsp. (36) opracowali sposéb kapsutkowania wysepek
trzustkowych spetniajagcy wymogi biozgodnosci, immunoizolacyjnosci i me-
chanicznej wytrzymatosci. Mikrokapsutki formowano z mieszaniny polimerow
0 réznych wiasciwosciach funkcjonalnych metoda kompleksowej koacerwaciji.
Komoérki zawieszano w roztworze alginianu sodu i siarczanu celulozy, a na-
stepnie wprowadzano kroplami do roztworu kopolimeru polimetylenu i gu-
anidyny oraz chlorku wapnia. Modyfikacja stezenn sktadnikéw oraz czas re-
akcji, umozliwiaty wytwarzanie kapsutek o $rednicy od 0,5 do 3 mm i gra-
nicznym odcieciu molekularnym membran od 40 do 230 kD. W badaniach
na myszach insulinozaleznych, po wszczepieniu komorek ksenogenicznych,
wykazano utrzymywanie sie normoglikemii w ciggu roku (36,37).
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3. Problemy zwigzane z wytwarzaniem biohybrydowych,
sztucznych narzadow

Skuteczno$¢ biohybrydowych, sztucznych narzgdéw w leczeniu chordéb
uktadowych, zalezy od kompleksowego rozwigzania wielu zagadnien, z kto-
rych do najwazniejszych zaliczamy: 1) catkowita immunoizolacje wszczepéw
tkankowych, 2) utrzymanie zywotnosci tkanki i jej funkcji w czasie wytwa-
rzania sztucznych narzadow, jak i w organizmie biorcy, oraz 3) dostepnosc
materiatéw tkankowych do przeszczepow.

3.1. Immunoizolacja wszczepéw tkankowych

Uktad immunologiczny chroni organizm cztowieka przed komérkami i in-
nymi substancjami, ktére wykazujg cechy antygenéw. Uktad immunologiczny
rozpoznaje obce substancje i wigcza odpowiedni mechanizm dezaktywacji
i eliminujacy antygeny. Antygenami sg zatem takze komorki obcego organi-
zmu, zaréwno alto- jak i ksenogeniczne, wprowadzane do organizmu czio-
wieka w postaci biohybrydowych, sztucznych narzadow. Wytworzenie immu-
noizolacyjnej bariery wokét obcej tkanki, jest zatem podstawowym zagadnie-
niem gwarantujacsAm skuteczne funkcjonowanie narzadu.

Rozpoznanie przez organizm obcej tkanki, uruchamia ztozony kompleks
reakcji odpornosciowych, w ktérych biora udziat sktadniki komérkowe i hu-
moralne. Te pierwsze, aktywujg komorki cytotoksyczne, makrofagi i inne
komorki zerne, dla ktérych polimerowe membrany stosowane do wytwarzania
sztucznych narzaddéw stanowia bariere nie do przejscia (7). O wiele trudniej-
sza jest izolacja wszczepu przed skiadnikami humoralnymi, znacznie mniej-
szymi od komorek, wséréd ktérych wystepujg naturalne immunoglobuliny,
przeciwciata powstate w reakcji na przeszczep, limfokiny i cytokiny. Dodat-
kowo, makrofagi i inne komorki cytotoksyczne moga wytwarza¢ niskocza-
steczkowe, reaktywne zwiagzki tlenu i azotu, jak wolne rodniki, nadtlenek
wodoru i tlenek azotu, ktére sa takze w niespecyficzny sposob toksyczne
dla komoérek (3). Ich rola w odrzucie implantu komdrkowego nie jest jeszcze
dostatecznie poznana i zalezy od tego, jak szybko przedyfundujg przez immu-
noizolacyjng membrane zanim nie ulegng dezaktywacji.

Ze wzgledu na funkcje immunoglobin wraz z ukladem dopetniacza w re-
akcji odrzutu, w modelowych badaniach wilasciwosci przepuszczalnych mem-
bran otaczajagcych wszczepy komorkowe najwiecej uwagi zwracano na naj-
mniejsze z przeciwciat — immunoglobuline G. IgG ma mase czasteczkowag
160 kDa i promien hydrauliczny (Stokesa) ~5,2 nm (38). Skiadnik dopetnia-
cza Clqg, uczestniczgcy w formowaniu kompleksu ataku btony komarkowej,
posiada Srednice okoto 30 nm i mase czasteczkowg 410 kDa (3). Membrana
o maksymalnej wielkosci poréw 30 nm, powinna zatem zabezpiecza¢ wszczep
przed humoralnym typem reakcji odrzutu.

Graniczny punkt odciecia molekularnego mikrokapsutek alginian-polilizy-
na, uzywanych w wielu badaniach z zastosowaniem sztucznych narzadow.
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oznaczony metodg odwréconej chromatografii sitowej z uzyciem dekstranéw,
wynosit okoto 100 kDa, co odpowiada promieniowi hydrauticznemu makro-
czasteczki 7,8 nm (39). Inni autorzy, po immobitizacji w kapsutkach AP
genetycznie zmodyfikowanych komorek wytwarzajgcych rekombinowane biat-
ka, obserwowati nie tylko przepuszczalno$¢ membran AP dla IgG, lecz takze
dla biatek o0 masie czasteczkowej 300 kDa (40). Jedng z przyczyn tego zja-
wiska mogto by¢ uwiezienie czesci komoérek na powierzchni kapsutek w cza-
sie ich wytwarzania i wystawanie ich na zewnatrz membran. Autorzy badan
uweizaja, ze wiekszg wiarygodno$¢ w odniesieniu do wiasciwosci immunoizo-
tacyjnych membran ostaniajgcych wszczepy tkankowe, majg prace z uzyciem
zywych komorek, niz te, w ktdérych wykorzystuje sie modelowe substancje
0 zdefiniowanych wymiarach molekularnych.

Interesujace spostrzezenia dotyczace problemu immunoizolacji ksenotran-
sptantéw immobilizowanych w zelowych kulkach atginianowych bez zewne-
trznej warstwy politizyny, opisat Lanza i wsp. (41). Po dootrzewnowym wszcze-
pieniu myszom $winskich i bydlecych wysepek trzustkowych unieruchomio-
nych w zelu, normogtikemie utrzymywano w ciggu 10 tygodni bez immuno-
supresji, podczas gdy wysepki bez ostony funkcjonowaty zaledwie 4 dni. We-
diug autoréw byto to zaskakujace, gdyz wczesniej uwazano, ze zel atginianowy
bez dodatkowej warstwy zewnetrznej jest zbyt porowaty, aby zapewni¢ dosta-
teczng izolacje wszczepu przed skiadnikami humoratnymi uktadu odporno-
sciowego. Przypuszcza sie, ze ujemnie natadowane makroczasteczki atginianu
mogty oddziatywac elektrostatycznie na biatka humoratne, takze etektroujem-
ne w warunkach fizjologicznych. Wséréd innych zjawisk wyjasniajgcych immu-
noizotacje wszczepu w atginianie, wymieniano takze niespecyficzne tworzenie
sie na powierzchni kulek cienkiej warstewki surowiczych biatek.

Wymiary poréw w zelowych kulkach alginianowych sieciowanych jonem
wapnia, zalezg od rodzaju i stezenia atginianu i w warstwie powierzchniowej
zawierajg sie w przedziale od 6 do 17 nm (38,42). Zel alginianowy, niepo-
krywany dodatkowym polimerem jest zatem nieprzepuszczalny dla cytoto-
ksycznych komoérek uktadu odpornosciowego, lecz przepuszczalny co naj-
mniej dla makroczasteczki IgG.

3.2. Utrzymanie zywotnos$ci wszczepianej tkanki i jej funkcji

Zywotno$¢ komorek w biohybrydowych, sztucznych narzadach zalezy
w duzym stopniu od biozgodnosci materiatu uzytego do budowy immunoizo-
tacyjnego pojemnika, zarowno z wszczepianym materiatem biologicznym, jak
1 organizmem biorcy. Dla prawidlowego funkcjonowania wszczepu konieczny
jest takze swobodny dostep do wnetrza implantu skitadnikéw odzywczych
i tlenu.

Okreslenie ,,biozgodnos¢”, wyraza brak klinicznie istotnej reakcji organi-
zmu na naturalne lub syntetyczne materialy wprowadzane w postaci im-
plantéw do ciata cztowieka. W przypadku wszczepoéw zawierajagcych zywe
komoérki, materiat uzyty do budowy immunoizolacyjnych pojemnikéw nie mo-
ze by¢ dla nich toksyczny i nie moze interferowa¢ z funkcjami komorek (18).
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Wptyw materiatéw stosowanych do wytwarzania sztucznych narzadéw na
zywotnos¢ komoérek, byt omawiany wytgcznie w odniesieniu do mikrokapsut-
kowania. W wiekszosci technik mikrokapsutkowania, komorki sg najpierw
zawieszane w roztworach polimeréw o wiasciwosciach potietektrotitow, a na-
stepnie na bazie roznych reakcji wytwarza sie zewnetrzng membrane. Ze
wzgledu na bezposredni kontakt komorek z roztworem polimeru, do wytwa-
rzania kapsutek nadajg sie wylgcznie polimery rozpuszczalne w wodzie. Spo-
8rod kilkunastu potietektrotitow juz stosowanych i o przypuszczalnej przy-
datnosci do mikrokapsutkowania tkanek, zbadanych na cytotoksycznos¢ w sto-
sunku do wysepek trzustkowych, tylko niektére polimery pochodzenia na-
turalnego wykazywaly akceptowalny poziom biozgodnosci (20). Nalezaty do
nich atginian, karboksymetytoceluloza, karagen, ksantan i kwas hiaturono-
wy. Ws$rdad polimerdw syntetycznych tylko wysokoczasteczkowy kwas polia-
krylowy byt umiarkowanie cytotoksyczny, podczas gdy wiekszos¢ poliamin
powodowata Smier¢ komérek przy niewielkich stezeniach. Ogélnie mozna
stwierdzi¢, ze bardziej biozgodne w stosunku do immobilizowanych komérek
byty polimery o wiasciwosciach polianionéw.

Problem biozgodnosci tworzyw, z ktérych wykonywano pojemniki sztucz-
nych narzadéw, z organizmem biorcy, byt w literaturze omawiany czesciej,
ze wzgledu na mozliwos¢ specyficznej stymulacji ukladu odpornosciowego
organizmu biorcy, w konsekwencji prowadzacej do zespotu reakcji zapalnej
i odkladania sie na powierzchni pojemnika komodrek fibroblastow (43,44).

Zjawiska zachodzace na powierzchni sztucznego narzadu, implantowane-
go do ciata biorcy, sga determinowane witasciwosciami powierzchni i obejmujag
adsorpcje biatek oraz adhezje komorek (45). Procesy adsorpcji i adhezji sag
wywotane typowymi oddziatywaniami, jak sity van der Waalsa, oddziatywania
elektrostatyczne, sity hydratacyjne, oddziatywania hydrofobowe i inne, spe-
cyficzne sity powierzchniowe, np. mostki wapniowe lub wigzania wodorowe.
Dodatkowo, na powierzchniowe wiasciwosci tworzyw mogag wpltywaé obecne
w nich zanieczyszczenia, szczegOlnie pochodzenia biologicznego, rézne do-
datki i stabilizatory, a takze spos6b sterylizacji (43).

Syntetyczne polimery, jak potakiylonitryl i polisulfon, uzywane do wytwa-
rzania dyfuzyjnych pojemnikéw t}T3u hollow-fibre, nie powodujg istotnej akty-
wacji ukladu odpornosciowego (46). Ze wzgledu na wysoka biozgodnosc, te
dwa tworzywa sg powszechnie wykorzystywane do budowy membran diali-
zacyjnych sztucznych nerek (43).

Mikrokapsutki wytwarzane tylko z atginianu lub alginianu pokrywanego
polilizyng, wykazywaly zréznicowany poziom biozgodnosci. W doswiadcze-
niach in vivo z wysepkami trzustkowymi zamykanymi w kapsutkach AP, po
krétkim czasie stwierdzano pokrywanie kapsulek tkankg widknistg i obec-
nos¢ makrofagéw (23,26,47,48). Zjawisko wyjasniano oddziatywaniami ele-
ktrostatycznymi pomiedzy komérkami o ujemnym tadunku powierzchniowym
i dodatnio natadowang polilizyng (23), lub stopniowym uwalnianiem sie po-
titizyny z powierzchni alginianu i reakcjg organizmu biorcy na alginian (48).
W celu zredukowania adsorpcji biatlek i adhezji komérek do mikrokapsutek
AP, stosowano neutralizacje powierzchniowych tadunkéw potitizyny niejono-
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wymi polimerami jak tlenek polietylenu (49), modyfikowany glikol polietyle-
nowy (24,50) i alkohol poliwinylowy (50).

Szeroka dyskusje w literaturze medycznej wywotat problem biozgodnosci
alginianéw, komercyjnie wytwarzanych w odmianach zawierajagcych roézne
proporcje kwasu mannuronowego (typ M) i guluronowego (typ G). W Kilku
publikacjach opisano immunostymulacyjna aktywnos$¢ alginiandw o duzej
zawartosci oligomeréw typu M, oraz brak tej aktywnosci w alginianach typu
G (44,51). Inni autorzy stwierdzili, ze pokrycie tkanka tgczng powierzchni
kapsutek atginianowych jest spowodowane frakcjami niskoczgsteczkowymi po-
limeru (52). Ostatnio, autorzy niemieccy wykazali obecno$¢ 10-20 immu-
nostymulujacych zanieczyszczen w alginianach handlowych, ktére zawieraty
endotoksyny, skiadniki mitogenne, wolne kwasy ttuszczowe i potifenole (53,54).
Alginiany handlowe pozbawione zanieczyszczen, wykazywaly bardzo dobra
biozgodnos¢ in vitro, niezaleznie od proporcji oligomeréw M do G. Jedno-
czes$nie, kapsutki alginianu zelowane jonami baru, wszczepione szczurom
0 podwyzszonej aktywnosci makrofagow (BB/OK), nie byly pokrywane tkan-
ka widknistg i nie wykazywaty infiltracji komérek odpornosciowych do wne-
trza (54).

Utrzymanie zywotnosci i wiasciwego funkcjonowania sztucznego narzadu
w organizmie biorcy wymaga zaopatrywania komérek w skitadniki odzywcze
1 tlen. Immunoizolacyjna membrana otaczajgca wszczep nie powinna stano-
wi¢ bariery dla przeptywu niskoczgsteczkowych zwigzkow, takich jak np.
glukoza, a takze wiekszych czasteczek, jak albumina i transfeiyna.

Najwieksze zagrozenie dla Zsrwotnosci wszczepianych komorek stanowi ogra-
niczenie dostepu tlenu. Do najwazniejszych czynnikoéw, od ktérych zalezy
dostep tlenu do zakapsutkowanych komoérek wszczepianych do organizmu
naleza: 1) umiejscowienie wszczepu i lokalne, czastkowe cisnienie tlenu (PO2),
2) ukrwienie miejsca wszczepu i odlegto$¢ powierzchni implantu od najbliz-
szych naczyn krwionosnych, 3) szybko$¢ transportu tlenu przez tkanke ota-
czajaca wszczep, immunoizolacyjng membrane i zakapsutkowang tkanke, 4)
szybkos$¢ zuzywania tlenu przez wszczepione komorki, 5) ksztatt geometry-
czny wszczepu, oraz 6) gestos¢ wszczepionej tkanki i jej przestrzenne roz-
mieszczenie w pojemniku (3).

Wsréd omoéwionych wcezesniej immunoizolacyjnych pojemnikéw, najlepsze
natlenianie wszczepu zapewniaty tetniczo-zylne boczniki (szanty), w ktérych
membrana znajdowata sie w kontakcie ze strumieniem krwi o0 poz
-100 mm Hg. Z kolei, pojemniki dyfuzyjne i mikrokapsutki wszczepiane do-
otrzewnowe lub podskérnie sa zwykle w kontakcie z ukladem mikronaczyn
0 srednim p02 -40 mm Hg (55). W miejscach o niskiej, lokalnej preznosci
O2, duze znaczenie ma zatem wielko$¢ i ksztalt geometryczny pojemnika
sztucznego narzadu. Najkorzystniejszy jest kulisty ksztalt mikrokapsutek,
zapewniajacy wysoki stosunek powierzchni do objetosci. Biorgc jednak pod
uwage przecietng Srednice mikrokapsutek atginianowych, stosowanych do
immobilizacji wysepek trzustkowych réwng 800 am, oraz Srednice pojedyn-
czej wysepki wynoszgcg okoto 150 am, objetos¢ zajmowana przez tkanke
wynosi zaledwie 7%. Zasadne, jak sie wydaje, sg zatem proby budowania
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warstwy immunoizolacyjnej bezposrednio na wszczepianym wycinku tkanki
lub pojedynczej komérce. Doswiadczenie tego rodzaju wykonano juz w od-
niesieniu do pojedynczych wysepek trzustkowych, otaczajgc tkanke 30 pm
warstewka alginianu (54) lub 10 pm powtoka kopolimeru akrylanu i glikolu
polietylenowego, zelowanego w reakcji fotopolimeiyzacji (56).

3.3. Zrodta tkanek do wytwarzania biohybrydowych, sztucznych narzgdow

Wymagania odnoszgce sie do masy tkanki lub liczby komorek zawartej
w sztucznych narzadach, zalezg od szybkosci wytwarzania aktywnej sub-
stancji przez komorki, oraz od ilosci tej substancji wymaganej przez organizm
dla celéw terapeutycznych. Na pr”‘ykiad, przy leczeniu dolegliwosci central-
nego uktadu nerwowego, wymagana ilo$¢ zwigzkéw neuroaktywnych jest zwy-
kle niewielka i do ich wytwarzania wystarczy 107-10" komorek, zajmujgcych
objeto$¢ okoto 1-10 pl (3). Z kolei, liczba wysepek Langerhansa potrzebna
do transplantacji choremu o wymaganiach insulinowych 30-50 j./dobe wy-
nosi od 10 000 do 20 000 na kilogram masy ciata (30). Odpowiada to ob-
jetosci tkanki 1-2,5 ml, przy Sredniej masie ciata 70 kg.

W ostatnich latach, problem pozyskiwania tkanek do transplantacji jest
tematem szerokich dyskusji zaré6wno w odniesieniu do zrodet allogenicznych,
jak i ksenogenicznych. W wielu krajach uporzadkowano prawne zasady do-
stepu do tkanek pochodzacych od dawcow wielonarzadowych i utworzono
banki niektérych tkanek wykorzystujac techniki krioprezerwacji. Potrzeby
transplantacyjne sa jednak znacznie wieksze niz mozliwosci pozyskiwania
organéw. RoNaza sie zatem wykorzystanie do przeszczepow tkanki pocho-
dzacej od zwierzat, pod warunkiem rozwigzania problemu immunoizolacji
graftow i petnej identyfikacji zagrozen chorobami odzwierzecymi (57).

Innymi, obiecujgcymi zrédtami materiatébw tkankowych do wykorzystania
w immunoizolowanych przeszczepach, sa ludzkie komorki zmodyfikowane
genetycznie, wytwarzajace pozadane substancje czynne biologicznie. Pomimo
pomysinych doswiadczen in vitro oraz na omoéwionych modelach zwierzecych
(28,29), istnieje pilna potrzeba opracowania metod hodowli standaryzowa-
nych, rekombinowanych linii komérkowych na masowa skale. Dotyczy to
szczeg6lnie terapii, w ktérych potrzeby transplantacyjne sg szczegdlnie duze,
na przykiad leczenia cukrzycy.

4. Podsumowanie

Przeszczepy komoérek i tkanek o zréznicowanych funkcjach, bez watpienia
beda w przysztosci odgrywaty wazng role w terapii choréb ukiadowych. Za-
nim to jednak nastgpi, konieczny jest jeszcze znaczny postep badan w dzie-
dzinie doktadnego poznania mechanizméw odrzucania przeszczepow, wywa-
rzania i modelowania pojemnikéw do przeszczepianej tkanki z materiatéw
0 wysokiej biozgodnosci, rozwiazania problemu pozyskiwania tkanek do trans-
plantacji, a takze wielu probleméw klinicznych. Pomysine préby przeszcze-
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pow ksenogenicznych z uzyciem biohybiydowych, sztucznych narzadéw, wy-
konane na zwierzetach, otworzyly juz droge do pierwszych testéw klinicznyeh
na ludziach. Amerykarska agencja FDA umozliwita ostatnio préby kliniczne
ksenotransplantacji zakapsutkowanyeh swiniskich wysepek trzustkowyeh w le-
czeniu eukrzycy, wszczepow Swinskiej tkanki nerwowej do mézgu w leezeniu
choroby Parkinsona i Huntingtona, oraz wszczepéw chromafinowych komoé-
rek bydlecyeh do rdzenia kregowego w leczeniu objawow silnego bolu (58).
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Biohybrid artificial organs in therapy of systemic disorders
Summary

Transplantation of cells and tissues secreting a desirable therapeutic product shows a po-
tential in the treatment of many human diseases such as diabetes, hemophilia, dwarfism, immu-
nodeficiencies, anemia, hypocalcemia, and some neurodegenerative disorders. To avoid graft re-
jection, the transplanted tissue is immunoisolated in a semipermeable membrane, thereby cre-
ating an implantable biohybrid artificial organ.

A number of encapsulation systems such as vascular implants, diffusion chambers, and
microcapsules have been developed for cell therapy. The encapsulation membrane should allow
for diffusion of nutrients, dissolved gases, and wastes and should be impermeable to the com-
ponents of the immune system, including cellular and humoral components.

Encapsulation cell technology offers a solution to the problem of donor organ supply, not
only by potentially allowing the transplantation of cells and tissues without immunosuppresion,
but also by permitting use of tissue isolated from animals. However, further research is required
in the areas of encapsulation device design and tissue supply from primary or cell-culture
sources.
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