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Poznań

1. Wstęp

Wrodzona lub nabyta utrata specyficznych funkcji przez narządy i tkanki 
jest przyczyną dużej liczby chorób układowych organizmu człowieka. Do 
najbardziej rozpowszechnionych i społecznie uciążliwych chorób o tym pod

łożu należą: cukrzyca, ostra niewydolność wątroby, a także choroby Alzhei
mera i Parkinsona, związane z degeneracją układu nerwowego. Do mniej częs
tych schorzeń, w których pewne narządy także utraciły zdolność wykonywania 
swoistych funkcji zalicza się: hemofilię, karłowatość, brak mechanizmów od
pornościowych, niedoc5^nność przytarczyc, czy też anemię. Zachowawcze le
czenie tych chorób jest kosztowne, uciążliwe dla pacjentów i często powoduje 
poważne skutki uboczne. Najbardziej znamiennym przykładem jest cukrzyca, 
na którą choruje około 2% populacji ludzkiej. Pomimo powszechnie stosowa
nej terapii insulinowej, połączonej z koniecznością przestrzegania określonej 
diety, u chorych, szczególnie na cukrzycę typu I, występują dość znaczne wa
hania poziomu glukozy, co w konsekwencji prowadzi do poważnych powikłań 
wzroku, chorób nerek i układu krążenia (1).

Skutecznym sposobem łeczenia wielu schorzeń układowych mogą być trans
plantacje całych narządów łub ich części. Powodzenie transplantacji jest jed
nak uwarunkowane tolerancją immunologiczną wszczepianych tkanek i wy
maga stosowania środków immunosupresyjnych. Te z kolei, poprzez obniże
nie ogólnej odporności organizmu, mogą mieć groźne skutki uboczne, wśród 
których wymienia się podatność na zakażenia, powikłania nerkowe, osteo- 
perozę, a nawet nowotwory (2). Transplantacje narządów i tkanek pochodzą
cych od wielonarządowych dawców, są także ograniczone ich dostępnością, 
umiejętnością pobierania materiału do przeszczepu, a także możliwością kon
serwacji i długotrwałego przechowywania w nie zmienionym stanie.

W ostatnich latach, kilka zespołów badawczych na świecie podjęło się prze
prowadzenia badań nad opracowaniem technik umożliwiających transplantację 
komórek i tkanek bez konieczności stosowania immunosupresji. Ogólnie, te
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chniki te polegają na immunoizolaeji wszezepianego materiału tkankowego po
przez zamknięcie go w selektywnie przepuszczalnej osłonie. Całkowita immu- 
noizołacja wszczepów tkankowych, przypuszczałnie umożliwi wykor2y^stanie do 
celów transplantacji także tkanek pobieranych od zwierząt lub komórek zmo
dyfikowanych genetycznie, pochodzących z wielkoskalowych hodowli.

Układ składający się z komórek lub tkanek immobilizowanych w półprze- 
puszczalnej osłonie immunoizolacyjnej i zastępujący funkcje naturalnego na
rządu, nazwano biohybrydowym, sztucznym narządem. Sztuczne narządy, 
wykorzystujące tkanki allo- i ksenogeniczne zastosowane w leczeniu różnych 
chorób układowych były ostatnio dyskutowane w różnych aspektach w opra
cowaniach przegłądowych (3-5).

Przedmiotem szerokich badań z użyciem komórek immobilizowanych w pół- 
przepuszczalnych membranach jest również leczenie ostrej niewydolności wą
troby. Z uwagi jednak na złożoność funkcji tego narządu, w tej dziedzinie 
przeważa ciągle koncepcja utrzymania sztucznego narządu funkcjonującego 
poza organizmem człowieka (6).

Celem artykułu jest przedstawienie stanu badań w zakresie wytwarzania 
i stosowania biohybrydowych, sztucznych narządów, a także omówienie wy
branych zagadnień wymagających dalszych prac.

2. Budowa i funkcje biohybrydowych, sztucznych narządów
Całkowite lub częściowe zastąpienie czynności niewydolnego narządu 

w organizmie człowieka przez jego biohybrydowy anałog wymaga, aby sztu
czny narząd był wytworzony z biozgodnego materiału, zapewniał immunoizo- 
lacyjność wszczepianej tkance, zawierał dostateczną ilość materiału komór
kowego, umożłiwiał implantację podskórną lub dootrzewnową i był łatwo 
i bezpiecznie usuwany z organizmu człowieka (7).

Na rysunku 1 przedstawiono koncepcję biohybiydowej, sztucznej trzustki, 
gdzie wszczepiany materiał komórkowy, o gęstości przypominającej strukturę 
tkankową jest zamknięty w odpowiedniej matrycy-nośniku i oddzielony od 
organizmu półprzepuszczalną membraną o właściwościach immunoizolacyj- 
nych. Membrana otaczająca tkankę, nie dopuszcza do wnętrza sztucznej 
trzustki komórkowych i humoralnych składników układu odpornościowego, 
łecz umożliwia swobodny przepływ substancji odżywczych do wszczepu oraz 
wytwarzanych metabolitów na zewnątrz. Wszczep komórkowy jest odżywiany 
z najbliższych naczyń krwionośnych i otaczających go tkanek.

W pracach badawczych nad biohybrydowy mi, sztucznymi narządami opra
cowano trzy systemy immobilizacji komórek i tkanek przeznaczonych do im- 
plantacji.

2.1. Implanty naczyniowe w postaci tętniczo-żylnych boczników
Pierwsze implanty naczyniowe zawierające immobilizowane komórki, opra

cowane ponad 20 lat temu, miały postać wiązki kapiłamych, drążonych włó-



membrana
krew / tkanka immunoizolacyjna komórki Langerhansa

Bio hybrydowe, sztuczne narządy w terapii chorób układowych 47
gradient
tlenowy

♦ CO2
* H"

Rys. 1. Koncepcja łriohybrydowego, sztircznego narządu na przykładzie wszczepu wysepek 
trzustkowych.

kien polimerowych z osadzonymi na zewnętrznej powierzchni wysepkami 
Langerhansa. W warunkach laboratoryjnych, przy recyrkulacji poz}rwki przez 
światło włókien, komórki wytwarzały insułinę, stymułowane zmiennym stę
żeniem glukozy (8). Przy perfuzji krwi przez włókna, ze względu na ich nie
wielką średnicę, szybko tworzyły się skrzepy (9).

Udoskonalona postać implantu, nazywana szantem, testowana na psach 
insulinozależnych, była wykonana z akrylowego pojemnika o średnicy 9 cm 
i grubości 2 cm, w którym umieszczono 30-35 cm spiralnie zwiniętej, polime
rowej membrany rurowej o średnicy 5-6 mm i graniczn3mi punkcie odcięcia 
50 kD (10). W testowanym implancie, przestrzeń na zewnątrz membrany wy
pełniano zawiesiną wysepek trzustkowych w 1% agarze. Implant wprowadzano 
do jamy otrzewnowej, a membranę rurową łączono na obu końcach do teflo
nowego graftu i wszywano pomiędzy tętnicę i żyłę biodrową zewnętrzną. Mem
brana nie była blokowana przez skrzepy, a implant zawierający allogeniczny 
materiał tkankowy regulował poziom glukozy przez rok. Immunoizołacyjność 
stosowanych membran potwierdzono w badaniach z użyciem tkanki ksenoge- 
nicznej. Przy stosowaniu świńskich i bydlęcych wysepek trzustkowych, właściwy 
poziom glukozy utrzymywano u psów przez odpowiednio 9 i 2 miesiące (11).

Pomimo dobrych wyników badań in vivo u dużych zwierząt, wykor2^ystanie 
implantów naczyniowych w leczeniu cukrzycy u człowieka, jak się wydaje.
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jest ograniczone. Wiąże się to z małą pojemnością zbiornika wypełnionego 
wysepkami (5-6 ml), wymaga wszczepienia przynajmniej dwóch szantów cho
remu z wymaganiami insulinowymi około 30 j./dobę. Próby zmniejszenia 
średnicy membrany rurowej i jej wydłużenia, w celu zwiększenia sekrecji 
insuliny były nieudane z powodu szybkiego wykrzepiania krwi w jej świetle 
(4). Jednocześnie, ograniczony czas aktywności wysepek wymaga ich okre
sowej wymiany, co wiąże się z koniecznością reoperacji chorego.

2.2. Pojemniki dyfuzyjne
Pojemniki dyfuzyjne, wykorzystywane przy wytwarzaniu wszczepów ko

mórkowych mają postać kapilarnych, półprzepuszczalnych, polimerowych 
membran rurowych o budowie typu hollow-Jibre, z materiałem komórkowym 
umieszczonym wewnątrz kapilaiy. Testowane w kilku pracach kapilarne po
jemniki były wytwarzane z poliakiylonitrylu, polisulfonu lub kopolimeru polia- 
krylonitiyl-połichlorek winylu, metodami suchego lub mokrego przędzenia 
oraz inwersji fazowej. Ich średnice zewnętrzne wynosiły od 0,5 do 3 mm, 
grubość ścianek około 100 ąm, zaś długość do 2 cm (12-15).

W kilku opublikowanych pracach badano przydatność pojemników dy
fuzyjnych do wytworzenia biohybrydowej, sztucznej trzustki, umieszczając 
wewnątrz kapilar allo- lub ksenogeniczne wysepki Langerhansa i wszcze
piając pojemniki dootrzewnowe lub podskórnie małym zwierzętom doświad
czalnym (13,14). W testach in vitro, stwierdzono konieczność immobilizacji 
komórek wewnątrz kapilar w żelu alginianowym. Działanie to miało na 
celu odseparowanie pojedynczych wysepek od siebie, które umieszczane 
w pojemnikach w zawiesinie, tworzyły agregaty i szybko obumierały (13). 
Stwierdzono także, że wszczep dootrzewnowy funkcjonuje lepiej od pod
skórnego, ze względu na lepsze natlenianie wysepek. Testowane pojemniki,
0 granicznym punkcie odcięcia od 30 do 50 kD, zapewniały według au
torów pełną immunoizolację wszczepianych komórek. Jednocześnie, użyte 
polimery były biozgodne zarówno z materiałem komórkowym wszczepu, 
jak i organizmem biorcy.

Wśród innych prób z wszczepami tkankowymi zamykanymi w kapilarnych 
pojemnikach dyfuzyjnych, na uwagę zasługują badania nad zwalczaniem sil
nego bólu towarzyszącego zaawansowanemu procesowi chorób nowotworo
wych. W fazie przedklinicznej badań, wykonanej na dużych zwierzętach, dla 
sprawdzenia immunoizolacyjności pojemników, wszczepiano chromafinowe ko
mórki nadnerczy bydlęcych do płynu mózgowo-rdzeniowego w części lędź
wiowej kręgosłupa owcy (15). W próbach klinicznych, podobne komórki im- 
plantowano w pojemnikach do przestrzeni podpajęczynówkowej lub bocznej 
komory mózgu chorym, cierpiącym na silny ból, obserwując znaczne złago
dzenie jego objawów (16). Komórki chromafinowe użyte w badanich, wytwa
rzają naturalne substancje przeciwbólowe jak katechołaminy, adrenalinę
1 opioidy. Podobne badania na dużych zwierzętach opisali autor2y japońscy, 
stosując genetycznie zmodyfikowane komórki nerwowe wytwarzające (3-en- 
dorfinę i hormon adrenokortykotropowy — ACTH (17).
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Rys. 2. Mikrokapsułki z membra
ną w postaci hydrożelu.

W wielu opracowaniach zwraca się uwagę na konieczność lokalizacji i usu
wania pojemników po ustaniu funkcji wszczepianych komórek. W tym celu 
stosuje się laparoskopię lub, gdy stwierdza się otorbienie wszczepów tkanką 
włóknistą, tradycyjne postępowanie chirurgiczne (4,5).

2.3. Mikrokapsułki
Mikrokapsułkowanie polega na wytworzeniu cienkiej, mikroporowatej, pół- 

przepuszczalnej membrany wokół zawiesiny pojedynczych komórek lub frag
mentu tkanki (rys. 2). Mikrokapsułki wykazują wiele zalet, wskazujących na 
ich przewagę nad innymi rodzajami pojemników do transplantacji komórek 
i tkanek. Dotyczy to szczególnie dużego stosunku powierzchni do ich obję
tości, przez co uzyskuje się bardzo dobre natlenianie wnętrza, łatwości im- 
plantacji oraz możłiwości usunięcia z organizmu przez wysysanie z użyciem 
igły chirurgicznej (4). Korzystną cechą mikrokapsułek jest także możłiwość 
ich wytwarzania z materiałów pochodzenia naturalnego o wysokiej biozgod- 
ności z wszczepianymi tkankami i organizmem biorcy (18).

Jen i wsp. (19) oraz Hunkeler (20), opisali kilkanaście sposobów otrzy
mywania mikrokapsułek, stosowanych przez różnych autorów jako nośniki 
do wszczepianych komórek. Wśród wielu systemów mikrokapsułkowania, tyl
ko niektóre wykazały pełną pr2sydatność w odniesieniu do biozgodności, immu- 
noizolacyjności i wytr/^ymałości mechanicznej membran w eksperymentach 
in vitro i po wszczepieniu do organizmu zwierząt doświadczałnych.

Najezęściej stosowaną metodą wytwarzania mikrokapsułek do celów im- 
plantacyjnych była ekstruzja zawiesiny komórek w alginianie sodu do roz
tworu jonów wiełowartościowych metali, np. baru lub wapnia, a następnie 
pokrywanie ich powierzchni syntetyczną poli-L-lizyną (mikrokapsułki AP). 
Sposób ten, użyty po raz pierwszy przez Lim i Sun (21) do kapsułkowania 
wysepek trzustkow^'^ch, był od tego czasu wielokrotnie modyfikowany w celu
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poprawienia właściwości immunoizolacyjnych, wytrzymałości mechanicznej 
i biozgodności membran, a także zmniejszenia wielkości mikropojemników. 
Na przykład, mikrokapsułki AP pokrywano na przemian kolejnymi warstwa
mi ałginianu i poliłizyny, wykorzystując interakcje pomiędzy polianionowym 
alginianem i połikationową polilizyną (22,23) łub glikolem polietylenowym 
sieciowanym przy użyciu fotopolimeryzacji (24). W rezultacie tych prac, uzy
skiwano poprawę mechanicznej wytrzymałości mikrokapsułek i większą bioz- 
godność powierzchni zewnętrznej, lecz często kosztem pogorszenia ich wła
ściwości dyfuzyjnych.

Pomimo pewnych wad, mikrokapsułki AP i APA były najczęściej testowa
nym układem do wytwarzania biohybrydowych, sztucznych narządów. Próby 
wykonane na modelach zwierzęcych dotyczyły głównie utrzymywania normogłi- 
kemii po wszczepach ałło- i ksenogenicznych wysepek trzustkowych (22,25,26), 
wszczepów tkanki przytarczyc w leczeniu niedoczynności tego narządu (27), 
oraz impłantacji zmodyfikowanych genetycznie komórek wytwarzających hor
mon wzrostu (28) i czynnik IX w leczeniu hemofilii typu B (29).

Należy dodać, że mikrokapsułki wykonane z samego ałginianu lub algi- 
nianu i poliłizyny użyto w nielicznych, jak dotąd, transplantacjach do orga
nizmu człowieka wysepek trzustkowych pobranych od dawców wielonarzą- 
dowych (30,31).

Mikrokapsułki do immobilizacji wszczepianych tkanek wytwarzano także 
z agarozy, przez termiczne żelowanie roztworu polimeru z zawieszonymi ko
mórkami (32) oraz z kopolimerów poliakrylanowych, przez wytrącanie w nie
zgodnym rozpuszczalniku (33). Mikrokapsułki otrzymywane tą ostatnią me
todą miały średnicę 300-500 ąm i membrany o grubości 10-50 ąm o poro
watej strukturze przypominającej ścianki dyfuzyjnych pojemników typu hol- 
low-fibre. Interesujące jest to, że wśród mikrokapsułek wytwarzanych z róż
nych, syntetycznych polimerów, tylko w nich uzyskano długotrwałą przeży- 
walność wysepek trzustkowych (33) i hepatocytów (35). Wynika to prawdo
podobnie z metody wytwarzania mikrokapsułek, w której immobilizowane 
komórki nie stykają się bezpośrednio z roztworem polimeru budującego zew
nętrzną membranę.

Ostatnio Wang i wsp. (36) opracowali sposób kapsułkowania wysepek 
trzustkowych spełniający wymogi biozgodności, immunoizolacyjności i me
chanicznej wytrzymałości. Mikrokapsułki formowano z mieszaniny polimerów 
o różnych właściwościach funkcjonalnych metodą kompleksowej koacerwacji. 
Komórki zawieszano w roztworze ałginianu sodu i siarczanu celulozy, a na
stępnie wprowadzano kroplami do roztworu kopolimeru polimetylenu i gu
anidyny oraz chlorku wapnia. Modyfikacja stężeń składników oraz czas re
akcji, umożliwiały wytwarzanie kapsułek o średnicy od 0,5 do 3 mm i gra
nicznym odcięciu molekularnym membran od 40 do 230 kD. W badaniach 
na myszach insulinozależnych, po wszczepieniu komórek ksenogenicznych, 
wykazano utrzymywanie się normoglikemii w ciągu roku (36,37).
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3. Problemy związane z wytwarzaniem biohybrydowych, 
sztucznych narządów
Skuteczność biohybrydowych, sztucznych narządów w leczeniu chorób 

układowych, zależy od kompleksowego rozwiązania wielu zagadnień, z któ
rych do najważniejszych zaliczamy: 1) całkowitą immunoizolację wszczepów 
tkankowych, 2) utrzymanie żywotności tkanki i jej funkcji w czasie wytwa
rzania sztucznych narządów, jak i w organizmie biorcy, oraz 3) dostępność 
materiałów tkankowych do przeszczepów.

3.1. Immunoizolacja wszczepów tkankowych
Układ immunologiczny chroni organizm człowieka przed komórkami i in

nymi substancjami, które wykazują cechy antygenów. Układ immunologiczny 
rozpoznaje obce substancje i włącza odpowiedni mechanizm dezaktywacji 
i ełiminujący antygeny. Antygenami są zatem także komórki obcego organi
zmu, zarówno alło- jak i ksenogeniczne, wprowadzane do organizmu czło
wieka w postaci biohybrydowych, sztucznych narządów. Wytworzenie immu- 
noizolacyjnej bariery wokół obcej tkanki, jest zatem podstawowym zagadnie
niem gwarantując3Am skuteczne funkcjonowanie narządu.

Rozpoznanie przez organizm obcej tkanki, uruchamia złożony kompleks 
reakcji odpornościowych, w których biorą udział składniki komórkowe i hu- 
moralne. Te pierwsze, aktywują komórki cytotoksyczne, makrofagi i inne 
komórki żerne, dla których polimerowe membrany stosowane do wytwarzania 
sztucznych narządów stanowią barierę nie do przejścia (7). O wiele trudniej
sza jest izolacja wszczepu przed składnikami humoralnymi, znacznie mniej
szymi od komórek, wśród których występują naturalne immunoglobuliny, 
przeciwciała powstałe w reakcji na przeszczep, limfokiny i cytokiny. Dodat
kowo, makrofagi i inne komórki cytotoksyczne mogą wytwarzać niskoczą- 
steczkowe, reaktywne związki tlenu i azotu, jak wolne rodniki, nadtlenek 
wodoru i tlenek azotu, które są także w niespecyficzny sposób toksyczne 
dla komórek (3). Ich rola w odrzucie implantu komórkowego nie jest jeszcze 
dostatecznie poznana i zależy od tego, jak szybko przedyfundują przez immu- 
noizolacyjną membranę zanim nie ulegną dezaktywacji.

Ze względu na funkcje immunoglobin wraz z układem dopełniacza w re
akcji odrzutu, w modelowych badaniach właściwości przepuszczalnych mem
bran otaczających wszczepy komórkowe najwięcej uwagi zwracano na naj
mniejsze z przeciwciał — immunoglobulinę G. IgG ma masę cząsteczkową 
160 kDa i promień hydrauliczny (Stokesa) ~5,2 nm (38). Składnik dopełnia
cza Clq, uczestniczący w formowaniu kompleksu ataku błony komórkowej, 
posiada średnicę około 30 nm i masę cząsteczkową 410 kDa (3). Membrana 
o maksymalnej wielkości porów 30 nm, powinna zatem zabezpieczać wszczep 
przed humoralnym typem reakcji odrzutu.

Graniczny punkt odcięcia molekularnego mikrokapsułek alginian-polilizy- 
na, używanych w wielu badaniach z zastosowaniem sztucznych narządów.
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oznaczony metodą odwróconej chromatografii sitowej z użyciem dekstranów, 
wynosił około 100 kDa, co odpowiada promieniowi hydraułicznemu makro
cząsteczki 7,8 nm (39). Inni autorzy, po immobiłizacji w kapsułkach AP 
genetycznie zmodyfikowanych komórek wytwarzających rekombinowane biał
ka, obserwowałi nie tylko przepuszczalność membran AP dla IgG, lecz także 
dla białek o masie cząsteczkowej 300 kDa (40). Jedną z przyczyn tego zja
wiska mogło być uwięzienie części komórek na powierzchni kapsułek w cza
sie ich wytwarzania i wystawanie ich na zewnątrz membran. Autorzy badań 
uweiżają, że większą wiarygodność w odniesieniu do właściwości immunoizo- 
łacyjnych membran osłaniających wszczepy tkankowe, mają prace z użyciem 
żywych komórek, niż te, w których wykorzystuje się modelowe substancje
0 zdefiniowanych wymiarach molekularnych.

Interesujące spostrzeżenia dotyczące problemu immunoizolacji ksenotran- 
spłantów immobilizowanych w żelowych kulkach ałginianowych bez zewnę
trznej warstwy poliłizyny, opisał Lanza i wsp. (41). Po dootrzewnowym wszcze
pieniu myszom świńskich i bydlęcych wysepek trzustkowych unieruchomio
nych w żelu, normogłikemię utrzymywano w ciągu 10 tygodni bez immuno
supresji, podczas gdy wysepki bez osłony funkcjonowały zaledwie 4 dni. We
dług autorów było to zaskakujące, gdyż wcześniej uważano, że żel ałginianowy 
bez dodatkowej warstwy zewnętrznej jest zbyt porowaty, aby zapewnić dosta
teczną izolację wszczepu przed składnikami humorałnymi układu odporno
ściowego. Przypuszcza się, że ujemnie naładowane makrocząsteczki ałginianu 
mogły oddziaływać elektrostatycznie na białka humorałne, także ełektroujem- 
ne w warunkach fizjologicznych. Wśród innych zjawisk wyjaśniających immu- 
noizołację wszczepu w ałginianie, wymieniano także niespecyficzne tworzenie 
się na powierzchni kulek cienkiej warstewki surowiczych białek.

Wymiary porów w żelowych kulkach ałginianowych sieciowanych jonem 
wapnia, zależą od rodzaju i stężenia ałginianu i w warstwie powierzchniowej 
zawierają się w przedziale od 6 do 17 nm (38,42). Żel ałginianowy, niepo- 
krywany dodatkowym polimerem jest zatem nieprzepuszczalny dla cytoto
ksycznych komórek układu odpornościowego, lecz przepuszczalny co naj
mniej dla makrocząsteczki IgG.

3.2. Utrzymanie żywotności wszczepianej tkanki i jej funkcji
Żywotność komórek w biohybrydowych, sztucznych narządach zależy 

w dużym stopniu od biozgodności materiału użytego do budowy immunoizo- 
łacyjnego pojemnika, zarówno z wszczepianym materiałem biologicznym, jak
1 organizmem biorcy. Dla prawidłowego funkcjonowania wszczepu konieczny 
jest także swobodny dostęp do wnętrza implantu składników odżywczych 
i tlenu.

Określenie „biozgodność”, wyraża brak klinicznie istotnej reakcji organi
zmu na naturalne lub syntetyczne materiały wprowadzane w postaci im
plantów do ciała człowieka. W przypadku wszczepów zawierających żywe 
komórki, materiał użyty do budowy immunoizolacyjnych pojemników nie mo
że być dla nich toksyczny i nie może interferować z funkcjami komórek (18).
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Wpływ materiałów stosowanych do wytwarzania sztucznych narządów na 

żywotność komórek, był omawiany wyłącznie w odniesieniu do mikrokapsuł- 
kowania. W większości technik mikrokapsułkowania, komórki są najpierw 
zawieszane w roztworach polimerów o właściwościach połiełektrołitów, a na
stępnie na bazie różnych reakcji wytwarza się zewnętrzną membranę. Ze 
względu na bezpośredni kontakt komórek z roztworem polimeru, do wytwa
rzania kapsułek nadają się wyłącznie polimery rozpuszczalne w wodzie. Spo
śród kilkunastu połiełektrołitów już stosowanych i o przypuszczalnej przy
datności do mikrokapsułkowania tkanek, zbadanych na cytotoksyczność w sto
sunku do wysepek trzustkowych, tylko niektóre polimery pochodzenia na
turalnego wykazywały akceptowalny poziom biozgodności (20). Należały do 
nich ałginian, karboksymetyłoceluloza, karagen, ksantan i kwas hiałurono- 
wy. Wśród polimerów syntetycznych tylko wysokocząsteczkowy kwas polia- 
krylowy był umiarkowanie cytotoksyczny, podczas gdy większość poliamin 
powodowała śmierć komórek przy niewielkich stężeniach. Ogólnie można 
stwierdzić, że bardziej biozgodne w stosunku do immobilizowanych komórek 
były polimery o właściwościach polianionów.

Problem biozgodności tworzyw, z których wykonywano pojemniki sztucz
nych narządów, z organizmem biorcy, był w literaturze omawiany częściej, 
ze względu na możliwość specyficznej stymulacji układu odpornościowego 
organizmu biorcy, w konsekwencji prowadzącej do zespołu reakcji zapalnej 
i odkładania się na powierzchni pojemnika komórek fibroblastów (43,44).

Zjawiska zachodzące na powierzchni sztucznego narządu, implantowane- 
go do ciała biorcy, są determinowane właściwościami powierzchni i obejmują 
adsorpcję białek oraz adhezję komórek (45). Procesy adsorpcji i adhezji są 
wywołane typowymi oddziaływaniami, jak siły van der Waałsa, oddziaływania 
elektrostatyczne, siły hydratacyjne, oddziaływania hydrofobowe i inne, spe
cyficzne siły powierzchniowe, np. mostki wapniowe lub wiązania wodorowe. 
Dodatkowo, na powierzchniowe właściwości tworzyw mogą wpływać obecne 
w nich zanieczyszczenia, szczególnie pochodzenia biologicznego, różne do
datki i stabilizatory, a także sposób sterylizacji (43).

Syntetyczne polimery, jak połakiylonitryl i polisulfon, używane do wytwa
rzania dyfu2:yjnych pojemników t}T3u hollow-fibre, nie powodują istotnej akty
wacji układu odpornościowego (46). Ze względu na wysoką biozgodność, te 
dwa tworzywa są powszechnie wykorzystywane do budowy membran diali
zacyjnych sztucznych nerek (43).

Mikrokapsułki wytwarzane tylko z ałginianu lub alginianu pokrywanego 
polilizyną, wykazywały zróżnicowany poziom biozgodności. W doświadcze
niach in vivo z wysepkami trzustkowymi zamykanymi w kapsułkach AP, po 
krótkim czasie stwierdzano pokrywanie kapsułek tkanką włóknistą i obec
ność makrofagów (23,26,47,48). Zjawisko wyjaśniano oddziaływaniami ele
ktrostatycznymi pomiędzy komórkami o ujemnym ładunku powierzchniowym 
i dodatnio naładowaną polilizyną (23), lub stopniowym uwalnianiem się po- 
łiłizyny z powierzchni alginianu i reakcją organizmu biorcy na ałginian (48). 
W celu zredukowania adsorpcji białek i adhezji komórek do mikrokapsułek 
AP, stosowano neutralizację powierzchniowych ładunków połiłizyny niejono
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wymi polimerami jak tlenek polietylenu (49), modyfikowany glikol polietyle
nowy (24,50) i alkohol poliwinylowy (50).

Szeroką dyskusję w literaturze medycznej wywołał problem biozgodności 
alginianów, komercyjnie wytwarzanych w odmianach zawierających różne 
proporcje kwasu mannuronowego (typ M) i guluronowego (typ G). W kilku 
publikacjach opisano immunostymulacyjną aktywność alginianów o dużej 
zawartości oligomerów typu M, oraz brak tej aktywności w alginianach typu 
G (44,51). Inni autorzy stwierdzili, że pokrycie tkanką łączną powierzchni 
kapsułek ałginianowych jest spowodowane frakcjami niskocząsteczkowymi po
limeru (52). Ostatnio, autorzy niemieccy wykazali obecność 10-20 immu- 
nostymulujących zanieczyszczeń w alginianach handlowych, które zawierały 
endotoksyny, składniki mitogenne, wolne kwasy tłuszczowe i połifenole (53,54). 
Alginiany handlowe pozbawione zanieczyszczeń, wykazywały bardzo dobrą 
biozgodność in vitro, niezależnie od proporcji oligomerów M do G. Jedno
cześnie, kapsułki alginianu żelowane jonami baru, wszczepione szczurom
0 podwyższonej aktywności makrofagów (BB/OK), nie były pokrywane tkan
ką włóknistą i nie wykazywały infiltracji komórek odpornościowych do wnę
trza (54).

Utrzymanie żywotności i właściwego funkcjonowania sztucznego narządu 
w organizmie biorcy wymaga zaopatrywania komórek w składniki odżywcze
1 tlen. Immunoizolacyjna membrana otaczająca wszczep nie powinna stano
wić bariery dla przepływu niskocząsteczkowych związków, takich jak np. 
glukoza, a także większych cząsteczek, jak albumina i transfeiyna.

Największe zagrożenie dla Ż3rwotności wszczepianych komórek stanowi ogra
niczenie dostępu tlenu. Do najważniejszych czynników, od których zależy 
dostęp tlenu do zakapsułkowanych komórek wszczepianych do organizmu 
należą: 1) umiejscowienie wszczepu i lokalne, cząstkowe ciśnienie tlenu (PO2), 
2) ukrwienie miejsca wszczepu i odległość powierzchni implantu od najbliż
szych naczyń krwionośnych, 3) szybkość transportu tlenu przez tkankę ota
czającą wszczep, immunoizolacyjną membranę i zakapsułkowaną tkankę, 4) 
szybkość zużywania tlenu przez wszczepione komórki, 5) kształt geometry
czny wszczepu, oraz 6) gęstość wszczepionej tkanki i jej przestrzenne roz
mieszczenie w pojemniku (3).

Wśród omówionych wcześniej immunoizolacyjnych pojemników, najlepsze 
natlenianie wszczepu zapewniały tętniczo-żylne boczniki (szanty), w których 
membrana znajdowała się w kontakcie ze strumieniem krwi o p02 

-100 mm Hg. Z kolei, pojemniki dyfuzyjne i mikrokapsułki wszczepiane do
otrzewnowe lub podskórnie są zwykle w kontakcie z układem mikronaczyń 
o średnim p02 -40 mm Hg (55). W miejscach o niskiej, lokalnej prężności 
O2, duże znaczenie ma zatem wielkość i kształt geometryczny pojemnika 
sztucznego narządu. Najkorzystniejszy jest kulisty kształt mikrokapsułek, 
zapewniający wysoki stosunek powierzchni do objętości. Biorąc jednak pod 
uwagę przeciętną średnicę mikrokapsułek ałginianowych, stosowanych do 
immobilizacji wysepek trzustkowych równą 800 ąm, oraz średnicę pojedyn
czej wysepki wynoszącą około 150 ąm, objętość zajmowana przez tkankę 
wynosi zaledwie 7%. Zasadne, jak się wydaje, są zatem próby budowania
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warstwy immunoizolacyjnej bezpośrednio na wszczepianym wycinku tkanki 
lub pojedynczej komórce. Doświadczenie tego rodzaju wykonano już w od
niesieniu do pojedync2:ych wysepek trzustkowych, otaczając tkankę 30 pm 
warstewką alginianu (54) lub 10 pm powłoką kopolimeru akrylanu i glikolu 
polietylenowego, żelowanego w reakcji fotopolimeiyzacji (56).

3.3. Źródła tkanek do wytwarzania biohybrydowych, sztucznych narzgdów

Wymagania odnoszące się do masy tkanki lub liczby komórek zawartej 
w sztucznych narządach, zależą od szybkości wytwarzania aktywnej sub
stancji przez komórki, oraz od ilości tej substancji wymaganej przez organizm 
dla celów terapeutycznych. Na pr2^ykład, przy leczeniu dolegliwości central
nego układu nerwowego, wymagana ilość związków neuroaktywnych jest zwy
kle niewielka i do ich wytwarzania wystarczy 10^-10^ komórek, zajmujących 
objętość około 1-10 pl (3). Z kolei, liczba wysepek Langerhansa potrzebna 
do transplantacji choremu o wymaganiach insulinowych 30-50 j./dobę wy
nosi od 10 000 do 20 000 na kilogram masy ciała (30). Odpowiada to ob
jętości tkanki 1-2,5 ml, przy średniej masie ciała 70 kg.

W ostatnich latach, problem pozyskiwania tkanek do transplantacji jest 
tematem szerokich dyskusji zarówno w odniesieniu do źródeł allogenicznych, 
jak i ksenogenicznych. W wielu krajach uporządkowano prawne zasady do
stępu do tkanek pochodzących od dawców wielonarządowych i utworzono 
banki niektórych tkanek wykorzystując techniki krioprezerwacji. Potrzeby 
transplantacyjne są jednak znacznie większe niż możliwości pozyskiwania 
organów. Ro2^aża się zatem wykorzystanie do przeszczepów tkanki pocho
dzącej od zwierząt, pod warunkiem rozwiązania problemu immunoizolacji 
graftów i pełnej identyfikacji zagrożeń chorobami odzwierzęcymi (57).

Innymi, obiecującymi źródłami materiałów tkankowych do wykorzystania 
w immunoizolowanych przeszczepach, są ludzkie komórki zmodyfikowane 
genetycznie, wytwarzające pożądane substancje czynne biologicznie. Pomimo 
pomyślnych doświadczeń in vitro oraz na omówionych modelach zwierzęcych 
(28,29), istnieje pilna potrzeba opracowania metod hodowli standaryzowa
nych, rekombinowanych linii komórkowych na masową skalę. Dotyczy to 
szczególnie terapii, w których potrzeby transplantacyjne są szczególnie duże, 
na przykład leczenia cukrzycy.

4. Podsumowanie
Przeszczepy komórek i tkanek o zróżnicowanych funkcjach, bez wątpienia 

będą w przyszłości odgrywały ważną rolę w terapii chorób układowych. Za
nim to jednak nastąpi, konieczny jest jeszcze znaczny postęp badań w dzie
dzinie dokładnego poznania mechanizmów odrzucania przeszczepów, wywa
rzania i modelowania pojemników do przeszczepianej tkanki z materiałów 
o wysokiej biozgodności, rozwiązania problemu pozyskiwania tkanek do trans
plantacji, a także wielu problemów klinicznych. Pomyślne próby przeszcze
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pów ksenogenicznych z użyciem biohybiydowych, sztucznych narządów, wy
konane na zwierzętach, otworzyły już drogę do pierwszych testów klinicznyeh 
na ludziach. Amerykańska agencja FDA umożliwiła ostatnio próby kliniczne 
ksenotransplantacji zakapsułkowanyeh świńskich wysepek trzustkowyeh w le
czeniu eukrzycy, wszczepów świńskiej tkanki nerwowej do mózgu w leezeniu 
choroby Parkinsona i Huntingtona, oraz wszczepów chromafinowych komó
rek bydlęcyeh do rdzenia kręgowego w leczeniu objawów silnego bólu (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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