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1. Wstep

Zapotrzebowanie na tkanki i organy ludzkie do przeszczepéw, w ostatnich
dziesieciu latach, zainspirowato rozw6j nowej dziedziny biotechnologii, inzy-
nierii tkankowej. Przedmiotem jej jest tworzenie funkcjonalnych tkanek z zy-
wych, eksplantowanych z organizmu zwierzat i cztowieka komorek, hodowa-
nych in vitro na réznego rodzaju nosnikach. Komorki, specyficzne dla okre-
$lonej tkanki, namnaza sie in vitro, przenosi na porowate, biokompatybilne
i biodegradowalne nosniki. Po pewnym czasie hodowli, powstaje tkanka, kt6-
ra mozna przeszczepi¢ dawcy komorek. Nosnik ulega biodegradacji, a doj-
rzewajaca po przeszczepieniu do organizmu nowa tkanka, przypominajaca
prawidtowa pod wzgledem struktury i funkcji, zastepuje uszkodzong choro-
bowo lub traumatycznie.

2. Nosniki do hodowli komorek (biomateriaty)

Wiele uwagi poswiecono opracowaniu nosnikoéw do hodowli komorek zwie-
rzecych i ludzkich, stanowigcych substytut macierzy pozakomoérkowej, nie
tylko pod wzgledem struktury przestrzennej, ale takze zdolnosci do regulacji
fenotypu komoérek. W tkankach miekkich, macierz pozakomérkowa (ECM —
extracellular matrix) sktada sie z kolagenéw, proteoglikanéw i glikozaminogli-
kandéw. Widkna kolagenowe zapewniajg elastycznos$¢ tkanki, podczas gdy uwo-
dnione Zzele proteoglikanéw wypetniajg przestrzehh pozakomodrkowsg i warun-
kuja dyfuzje substancji odzywczych, metabolitéw i czynnikéw wzrostu. Cza-
steczki takie jak, np. fibronektyna uczestniczg w adhezji komorkowej, a inne
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sktadniki ECM sg nos$nikiem dla czynnikéw wzrostu, dostarczajac je rosna-
cym komdrkom (1).

Nosniki moga spetnia¢ dwie role; po wprowadzeniu do organizmu dziatac¢
chemotaktycznie na komoérki zasiedlajgce nosnik i tworzace od nowa okre-
$long tkanke, lub in vitro zapewnia¢ komoérkom warunki wzrostu dogodne
pod wzgledem przestrzennym (odpowiednia porowato$¢ nosnika) i biochemi-
cznym. Nosniki powinny takze stymulowac rdznicowanie komorek i tworze-
nie funkcjonalnej tkanki. Prawidtowa funkcja komorek zalezy od receptoréow
komorkowych, pozwalajgcych komaorce na interakcje z macierza pozakomor-
kowag i pobliskimi komdérkami. Do materialu no$nika mozna wbudowac pep-
tydy adhezyjne lub czynniki wzrostu, np. krotkg sekwencje aminokwasowg
Arg-Gly-Asp (RGD), ktéra rozpoznawana jest przez receptory komorkowe dla
integiyn (2,3).

Po transplantacji otrzymanej in vitro nowej tkanki, nosnik, o okreslonej
porowatosci i z wbudowanymi czynnikami angiogennymi, moze stymulowaé
jej unaczynienie przez wnikajace z organizmu biorcy naczynia krwionosne.
Catkowita integracja przeszczepu z organizmem wymaga rowniez unerwienia
przez regenemjace nerwy obwodowe biorcy, ktorych wzrost mozna stymulo-
waé wbudowanymi w nos$nik czynnikami wzrostu. Omowione etapy otrzy-
mywania i integracji implantu z organizmem sg obecnie trudne do osiggnie-
cia, cho¢ w ostatnich latach zanotowano znaczny postep w technikach in-
zynierii tkankowej (4).

Materiaty do wytwarzania biodegradowalnych nos$nikéw otrzymano ze zré-
det naturalnych, np. kolagen lub w wyniku syntezy, np. poliestry a-hydro-
ksykwasow: poliglikolowego (PGA), polimlekowego (PLA), czy kopolimery obu
kwasow (PLGA). Nalezy wspomnie¢, ze polimery te sg obecnie stosowane
w medycynie jako rozpuszczalne nici chirurgiczne. W organizmie ulegajg one
rozszczepieniu na kwas mlekowy i/lub glikolowy i catkowicie sg metabo-
lizowane. Sa to polimery termoplastyczne, rozpuszczalne w rozpuszczalni-
kach organicznych i tatwe do przestrzennego formowania. W inzynierii tkan-
kowej uzywane sa najczesciej w postaci bton perforowanych i widkien for-
mowanych w struktury podobne do filcu lub tkaniny. Nadajg sie do hodowli
roznych komorek zwierzecych i ludzkich: chondrocytow, osteoblastow, he-
patocytow, miesni gladkich, komorek srodbtonka naczyn krwionosnych, na-
btonka jelitowego, fibroblastow skéry i nabtonka nerkowego. Polimery, np.
w postaci rurki, zasiedlone kolejno fibroblastami, komérkami miesni gtadkich
i srodbtonka stuzg do odtworzenia fragmentdéw naczyn krwionosnych (2-4).

Do biopolimeréw, zaliczane sg takze polimery aminokwaséw, np. poliwe-
glany lub poliakrylany tyrozyny oraz biatka, podobne do kolagenu, jedwabiu
lub elastyny, produkowane przez rekombinanty bakteryjne. Sg one niestety
immunogenne, co ogranicza ich zastosowanie. Do optaszczania komoérek, np.
wysp trzustkowych, uzywane sag alginiany ze wzgledu na tworzenie w obe-
cnosci Ca™” hydrozeli i wzgledna biokompatybilnos$¢, lecz nie ulegaja one
biodegradacji w organizmie (3).

Metody hodowli i skiad nosnika zaleza od rodzaju tkanki. Otrzymanie
odpornej mechanicznie chrzgstki stawowej wymaga ,.,treningu” tworzacej sie
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tkanki, a wytworzenie kosci, wbudowania do nos$nika hydroksyapatytu indu-
kujacego wytwarzanie przez osteoblasty sktadnikéw mineralnych. O ekspresji
niektérych gendéw decydujg oddziatywania miedzykomorkowe, np. agregacja
hepatocytéw zwigksza w nich synteze albuminy (4).

3.Bioinzynieria tkanek i narzadéw

Tworzenie funkcjonalnej tkanki in'vitro sktada sie z 3 etapOw:

1) namnozenie komorek pobranych z organizmu,

2) indukcja roznicowania,

3) utrzymanie fenotypu.

Ponad piecdziesiagt lat badan nad hodowlami komdérkowymi zaowocowato
opracowaniem wielu nos$nikéw, ptaskich i przestrzennych (szkio, plastyk,
nosniki ceramiczne, dekstranowe) oraz metod hodowli (stacjonarne, rotacyjne
i bioreaktorowe) i ptynéw hodowlanych z dodatkami wzbogacajacymi podtoza
(np. surowica ptodowa), stuzgcych do uzyskania szybkiego przyrostu biomasy
komorkowej. Komérki hodowane w warunkach stymulujacych ich wzrost zmie-
niajg swoj fenotyp, np. chondrocyty przybierajg wyglad komoérek mezen-
chymatycznych i nie wytwarzajg ECM, a hepatocyty traca zdolnosci wydziel-
nicze i detoksyfikacyjne. Komorki takie przeszczepione do organizmu moga
by¢ rozpoznawane jako obce i wywotywaé reakcje immunologiczne. Dlatego
konieczne jest stworzenie warunkéw do prawidtowego réznicowania komoérek.
Wspomniano, ze réznicowanie komarek zalezy od wiasciwosci fizykochemi-
cznych nosnika, jego porowatosci, stopnia w jakim nasladuje ECM (nosnik
mozna optaszczy¢ lub wbudowaé do niego elementy ECM), a takze od wza-
jemnych oddziatywan komorek, np. tworzenia skupisk. Trzeci etap, czyli utrzy-
manie fenotypu rdznicujgcych sie komoérek, wymaga ciagtej eliminacji toksy-
cznych metabolitéw, czynnikéw parakrynnych i dostarczania substancji od-
zywczych oraz czynnikow wzrostu. Stwierdzono, ze stezenie elektrolitdw oraz
osmolamos$¢ ptynéw hodowlanych wptywa na réznicowanie komaorek. Plyny
hodowlane do namnozenia komérek (np. MEM — minimal essential medium)
zawierajg zwykle 112 mM Na™V!, podczas gdy w surowicy ludzkiej stezenie
Na" wynosi 137 mM/1. Modyfikacja molamosci i osmolamosci w Kierunku
wartosci stwierdzonych w surowicy stwarza warunki do zahamowania wzro-
stu i rozpoczecia r6znicowania, np. komérek nabtonka kanalikow nerkowych.
W celu indukcji réznicowania komoérek, surowice ptodowa zastepuje sie su-
rowicg osobnikéw dorostych lub podtozem bez surowicy, lecz z dodatkiem
hormonéw lub/i czynnikéw indukujgcych réznicowanie (4,5).

3.1. Chrzastka

Wyhodowana in vitro chrzastka moze by¢ stosowana:

1) w chirurgii plastycznej do uzupelnienia ubytkéw chrzastki o okreslo-
nym ksztalcie, np. w uchu zewnetrznym, nosie,

2) do uzupeinienia traumatycznych ubytkéw w stawach.



Bioinzynieria komorek i tkanek w stuzbie medycyny 65

3) genetycznie zmodyfikowana chrzgstka moze zastgpi¢ zmieniong choro-
bowo chrzastke, np. w reumatoidalnym zapaleniu stawdéw.

Hodowle chondrocytéw opisano pod koniec lat szesédziesigtych, lecz wkrot-
ce okazato sig, ze w hodowlach ptaskich wytwarzajg one bardzo mate itosci
glikozoaminoglikanéw i charakterystycznego dla chrzgstki szklistej i sprezy-
stej (w tym chrzastki stawowej) kolagenu typu Il, a wytwarzajg kolagen ty-
pu I. Natomiast hodowane na nosnikach przestrzennych syntetyzujg ECM
i utrzymujg swdj fenotyp. W zjawisku tym uczestniczy wiele biatek, np. bial-
ka morfogenetyczne chrzastki (CDMP — cartilage-derived morphogenic pro-
teins), a takze cytokiny — TGF-(3 (tumor growth factor (f) (6,7).

Piei*wsze doswiadczenia z przeszczepianiem chondrocytow wykonat Green,
ktory podskornie wszczepiat krolikom zasiedlone chondrocytami odwapnione
fragmenty kosci i obserwowat tworzenie chrzastki w takim implancie (8).
Obecnie, do hodowli chondrocytéw uzywane sa nos$niki wykonane ze spla-
tanych nici (struktura filcu) kwasu poliglikolowego (PGA). Nosnik ten pomimo
matej wytrzymatosci mechanicznej, w poréwnaniu z innymi polimerami, np.
PLA czy PLGA, jest szybko degradowany po zasiedleniu chondrocytami. Ksztatt
nosnika, jeszcze przed zasiedleniem komdrkami, musi odpowiada¢ okreslo-
nym potrzebom biorcy, gdyz utworzona chrzgstka zachowuje swoj ksztalt
wyjsciowy, pomimo catkowitej degradacji nosnika po implantacji do organi-
zmu.

Do wykonania autoprzeszczepu, od biorcy pobiera sie niewielki fragment
chrzastki, zawierajgcy okoto 10" komérek, namnaza sie je w ptaskiej hodowli
stacjonarnej, w tradycyjnych ptynach hodowlanych, np. DMEM [Dulbecco
modified MEM), wzbogaconych autologiczng surowicg. W celu przyspieszenia
tego etapu, chondrocyty mozna hodowa¢ w bioreaktorach, np. typu air-lijt,
czy fluidalnych, z uzyciem kulistych mikrono$nikéw. Po uzyskaniu dostate-
cznej ilosci komoérek (do wytworzenia 1| cm” chrzastki potrzeba okoto 20 min
komorek) zasiedla sie nimi nosnik przestrzenny. Etap ten wymaga specjal-
nych warunkéw hodowli, majacych na celu réwnomierne i geste zasiedlenie
nosnika komaorkami (hodowle z mieszaniem), gdyz utrzymanie fenotypu, obok
oddziatywan z nosnikiem, wymaga interakcji mied”*ykomérkowych. Nos$niki
zasiedlone komdrkami umieszcza sie w naczyniach z perfuzjg Swiezego ptynu,
ktory dostarcza substancji odzywczych i tlenu, a usuwa produkty przemiany
materii komoérek i kwasne produkty biodegradacji nosnika. Szybkos¢ wzrostu
chondrocytéw, zasiedlanie przez nie wolnych przestrzeni i wytwarzanie ECM,
w duzym stopniu zalezy od grubosci tworzgcej sie chrzastki. W etapie tym
uzyteczne sg hodowle bioreaktorowe. Na uwage zastugujg bioreaktory mikro-
grawitacyjne, opracowane dla potrzeb NASA, zbudowane z dwdéch cylindry-
cznych naczyn obracajgcych sie przeciwstawnie. Pozwala to na agregacje
chondrocytow, ktére bez obecnosci nosnika wytwarzaja ECM, lecz objetos¢
tak otrzymanej chrzastki jest jednak za mata do praktycznego stosowania
(9-12).

Wytworzenie chrzastki szklistej, ktérg mozna uzupetnia¢ ubytki w sta-
wach, wymaga specjalnych warunkéw hodowli. Stwierdzono, ze chrzastka
staje sie odporna mechanicznie i bardziej przypomina chrzgstke stawowa.
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wykazujac zwiekszong produkcje kolagenu typu Il, jesli hodowle chondrocy-
tébw na nosnikach podda sie dziataniu sit Sciskajgcych. Mozna to osiggnac
zwiekszajac cisnienie gazu nad hodowlg lub ci$nienie ptynu hodowlanego
(0,013-0,5 MPa) z okreslona czestotliwoscia (0,3 Hz), lub nieprzerwanie przez
kilka tygodni (7,13).

Przy uzyciu wyhodowanej in vitro chrzastki przeprowadzono wiele uda-
nych operacji plastycznych i uzupetnien zniszczonej chrzastki stawowej. Po
transplantacji zwykle nie obserwuje sie reakcji immunologicznych, choé¢ opi-
sano tworzenie przeciwciat przeciw kolagenowi t}rpu 1X, ktéry w naturalnej
chrzastce wystepuje w bezposrednim sasiedztwie chondrocytow, a w bios3m-
tetycznej moze by¢ eksponowany na zewnatrz chrzastki (7).

3.2. Kosé

W przeciwienstwie do chrzagstki, ktéra ma ograniczone zdolnosSci regene-
racyjne z powodu proteoglikanéw zawartych w macierzy i hamujacych mi-
gracje chondrocytéw, kosci posiadajg duze zdolnosci regeneracyjne i gojenie
ztaman zachodzi w stosunkowo krétkim czasie. W przypadku duzych ubyt-
kéw kosci, ktérych organizm nie jest w stanie odtworzy¢, stosuje sie allo-
geniczne przeszczepy kosci pobranej ze zwitok i zamrozonej lub liofilizowanej
i wysterylizowanej promieniowaniem jonizujagcym. Taki dewitalizowany prze-
szczep kostny jest stabo immunogenny i petni podwdjna role: jest materiatlem
podporowym i odgrywa role biologicznego stymulatora osteogenezy. Po im-
plantacji do organizmu biorcy nastepuje jego stopniowa resorpcja i zastepo-
wanie przez wiasng tkanke biorcy. Wykazano, ze w procesie tym uczestniczy
wiele substancji zawartych w implancie: kolagen typu |, wigzacy z krwi fi-
bronektyne, ktéra z kolei zawiera domeny wigzace inne skiadniki macierzy,
takie jak kolagen, fibryne i heparyne. Zapoczatkowuje to migracje komérek
mezenchymalnych, ich adsorbcje do macierzy i proliferacje chondrocytow.
Po pojawieniu sie naczyn krwionosnych chondrocyty zastepowane sa przez
osteoblasty wytwarzajgce osteokalcyne. Nastepuje przebudowa wewnetrzna
tkanki kostnej. Oczyszczono i sklonowano geny kodujgce okoto 15 rdznych,
nalezagcych do kilku rodzin, biatek morfogenetycznych kosci (BMP), ktére
regulujg poszczegolne etapy morfogenezy. Pomimo sterylizacji kosci, alloprze-
szczep stwarza niebezpieczenstwo przeniesienia czynnikdw zakaznych, np.
prjonéw (6).

Obecne badania inzynierii tkankowej koncentnjja sie na mozliwosci od-
tworzenia in vitro fragmentéw kosci z zastosowaniem ro6znych nosnikow: ce-
ramicznych, kolagenowych i syntetycznych. Szczegélnie wiele badan wyko-
nano z zastosowaniem PLGA/HA, o gabczastej strukturze (Srednica porow
150-700 am), z dodatkiem hydroksyapatytu (Ca3(P04)2 Ca(OH)2), ktory tak-
ze, jak wykazano w badaniach, ma wiasciwosci osteoindukcyjne (14-16).

W doswiadczeniach na zwierzetach osteoblasty uzyskuje sie przez enzy-
matyczne trawienie fragmentu kosSci pobranej z organizmu (np. czaszki), na-
tomiast w autologicznych przeszczepach u czlowieka zrédtem osteoblastéw
moze by¢ szpik kostny zawierajgcy komoérki macierzyste podscieliska, rézni-
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gtowa kosci udowej nowa kos¢

matryca z biomateriatu

imaczymona
tkanka migSniowa
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Rys. 1. Nowa metoda odtworzenia kosci o okreSlonym ksztatcie. Kos¢ udowa stuzy jako
matryca do sporzadzenia formy z biomateriatlu. W matrycy umieszcza sie unaczyniony fragment
miesnia, zawierajacy komorki macierzyste osteoblastow. W odpowiednich wamnkach in vitro,
w obecnosci morfogennych biatek kosci (BMPs) powstaje nowa ko$¢ o okreslonym ksztaitcie (6).

cujace sie w zaleznos$ci od warunkéw otoczenia do osteoblastow, adipocytow,
chondrocytéw lub rhioblastéw. Osteoblasty namnaza sie poczatkowo w pla-
skich hodowlach stacjonarnych, w zwyktych ptynach hodowlanych (np. DMEM),
wzbogaconych surowicg ptodowa, fosforanem glicerotu, ktéry jest zrodiem
jonéw wapniowych do syntezy hydroksyapatytu, kwasem L-askorbinowym
i deksametazonem. Po zasiedteniu osteoblastami gabczastego nosnika, o ksztat-
cie wynikajagcym z konkretnych potrzeb, inkubuje sie go przez okoto 50 dni
w naczyniach z ciagla wymiang pozywki. Stwierdzono, ze osteoblasty rosng
na nim wielowarstwowo i wytwarzajg elementy mineralne typowe dla kosci.
Implantacja takiego fragmentu kosci do organizmu wigze sie niestety z pro-
blemem szybkiego unaczimienia. Dlatego tez rozwaza sie mozliwos¢ zastoso-
wania innych metod hodowli, pozwalajgcych na uzyskanie in vitro unaczy-
nionych implantdéw kosci. Proponowany schemat opiera sie na wiedzy doty-
czgcej czynnikdw morfogenetycznych kosci i obejmuje; wykonanie matrycy
kosci z materiatu wzbogaconego czynnikami utatwiajgcymi adhezje komoérek,
biatkami BMP i innymi czynnikami indukujacymi osteogeneze (czynniki wzro-
stu i interleukiny) {6). Matryca ta powinna umozliwi¢ przepl}rw ptynu od-
zywczego niezbednego dla proliferacji komérek macierzystych pochodzacych,
np. z matego, unaczynionego fragmentu miesnia (rys. 1). Uzyskano juz wy-
niki wskazujace na to, ze w przysztosci metoda ta moze znalez¢ zastosowanie
praktyczne (17).

biotechnologia 4 (47) 99
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3.3. Skora

Leczenie glebokich oparzen, w poczatkowym okresie, wymaga szybkiego
pokrycia powierzchni ran opatrunkiem biologicznym, zapobiegajacym utracie
ptynéw ustrojowych. Rote te moze spetnia¢ jedno- lub wielowarstwowa ho-
dowla autotogicznych lub allogenicznych keratynocytow. Rheinwald i Green
(18) w 1975 r. opisali metode hodowli keratynocytéw, ktéra znalazta kliniczne
zastosowanie do leczenia ran oparzeniowych i owrzodzen korncyn dolnych.
Stosowanie samych keratynocytow wigze sie z trudnos$ciami technicznymi:
wynikajacymi z kurczliwosci i kruchosci warstwy komoérek po jej oddzieleniu
od dna naczynia hodowlanego. Nawet udoskonalone hodowle keratynocytow,
tworzace warstwe skladajacag sie z 10-15 komorek, wykazujg liczne wady,
w tym brak przyczepiania sie transplantantu do toza rany, zwigzany z pier-
wotnym brakiem skéry wiasciwej w przeszczepie.

Podjeto zatem proby wyhodowania in vitro petnego substytutu skéry lu-
dzkiej. Pierwszym etapem w jego otrzymaniu jest hodowla fibroblastéw skoéry
na przestrzennych biomateriatach, np. z benzylowych estréw hialuronianu
(HYAFF™), Zeli kolagenowo-glikozoamino-glikanowych lub PLA i PGLA. Do-
danie adipocytéw do hodowli fibroblastéw, jak stwierdzono, wphrwa korzy-
stnie na wzrost i uorganizowanie keratynocytow, ekspresje czastek adhezyj-
nych i synteze ECM, w tym kolagenu typu IV. Kultury keratynocytéw na
cienkich, perforowanych btonach z biodegradowalnych polimeréw lub w ho-
dowlach ptaskich, nanosi sie na powierzchnie zelu z fibroblastami tacznie
z blonami lub po enzymatycznym rozproszeniu keratynocytéw. Dzieki obe-
cnosci w btonie poréw o okreslonej gestosci i Srednicy, keratynocyty i fibrob-
lasty mogg tworzy¢ hemidesmosomalne potaczenia miedzykomorkowe i synte-
tyzowac filamenty kotwiczace, a uzyte biomateriaty ulegajg stopniowej bio-
degradacji po implantacji w organizmie. Do hodowli keratynocytow dodaje
sie melanocyty, dzieki ktérym uzyskuje sie prawidlowg pigmentacje prze-
szczepionej skory (19-21).

W USA dostepne sg komercyjnie rézne ekwiwalenty skéry (LSE — living
skin equivalent), np. Skin Model 2K1300 [Advanced Tissue Sciences, La Jolla
CA) czy EpiDerm ™ (MatTek Corp., Ashland MA) (21). Komoérki uzywane do
otrzymywania LSE pochodzg od pacjentéw, u ktorych wykonuje sie auto-
przeszczep biosyntetycznej skory, lub ze skoéry napletka noworodkéw (prze-
szczep allogeniczny). Stosowany obecnie w LSE kolagen bydlecy, w najblizszej
przysztosci, zastgpiony bedzie kolagenem ludzkim, gdyz w Collagen Corp.
USA opracowano metody jego produkcji z rekombinantow drozdzowych i zwie-
rzat transgenicznych. Ostatnio Organogenesis wprowadzita na rynek Apli-
graf™, ktory to substytut skory skiada sie z dwdch warstw: ekwiwalentu
skory wiasciwej z fibroblastami w przestrzennym biomateriale i zréznicowa-
nej warstwy naskorka. Uzyskano dobre wyniki badan klinicznych z tym LSE.
Takze EpiDerm™ wykazuje typowe dla naskoérka uwarstwienie i sklada sie
z warstwy podstawnej, kolczystej, ziarnistej i zrogowaciatej (21).

W prébach klinicznych, przeszczepianiu LSE towarzysza liczne problemy,
np. przeszczepy atakowane sg przez bakterie i wytwarzane przez nie enzymy.



Bioinzynieria komorek i tkanek w stuzbie medycyny 69

Dlatego w nowych biomateriatach w materie no$nika wbudowuje sie czynniki
przeciwbakteryjne i przeciwzapalne uwalniane stopniowo w trakcie biodegra-
dacii nosnika. Przyktadem moze by¢é ATRIGEL”, produkt Atrix Laboratories
Inc. (22).

LSE wykorzyst}rwane sg takze jako modele do badan toksykologicznych
i metabolicznych. Wykazujg jednak znaczne réznice biochemiczne, struktu-
ralne i funkcjonalne w poréwnaniu z dojrzalg skoérg ludzka, np. stabe wy-
ksztatcenie btony podstawnej, warstwy zrogowaciatej naskorka, wiekszg prze-
puszczalnosé dla réznych zwigzkéw oraz brak gruczotéw potowych, ttuszczo-
wych czy mieszkow wiosowych. Obecnie podejmowane sg proby hodowania
komdrek mieszkéw wiosowych (21).

3.4. Wqtroba

Po wystgpieniu objawow ostrej niewydolnosci watroby w wyniku zatrucia
lekami tub zakazenia wirusem zapalenia watroby typu B i C, pomimo sto-
sowania réznych metod leczenia, umiera okoto 60% pacjentéw (23). Jed}ma
skuteczng metodg terapii jest transplantacja watroby, wykonana w ciggu
kilku godzin po diagnozie. Czas oczekiwania na przeszczep mozna wydtuzyc,
pod warunkiem zastgpienia funkcji watroby przez pozaustrojowsg ,,sztuczng
watrobe”. U wielu pacjentdw mozliwa jest regeneracja wiasnej watroby, réw-
niez pod warunkiem zastgpienia jej funkcji przez okres niezbedny do rege-
neracji hepatocytow (okoto 2 tygodni). Potrzeby te zainspirowaty badaczy do
stworzenia pozaustrojowego urzadzenia zastepujgcego funkcje watroby, kto-
rego najwazniejszym elementem sg aktywne metabolicznie hepatocyty (ze
wzgledu na brak dawcéw, pochodzace od zwierzat) lub zachowujgce funkcje
hepatocytow komoérki nowotworéw watroby (24).

Nalezy podkresli¢, ze watroba ze wzgledu na funkcje detoksyfikacyjne,
biosyntetyczne (synteza albuminy, czynnikéw krzepniecia) oraz metaboliczne
(metabolizm weglowodanéw i tluszczéw) nie moze by¢é w petni zastgpiona
przez systemy hemodializacyjne, hemofiltracyjne, hemoperfuzyjne (kolumny
z aktywnym weglem i zywicami) czy przez plazmafereze potaczong z dializa
(24,25).

Metode hodowli hepatocytéw opracowat Seglen w 1976 r. (26), lecz in
vitro hepatocyty tracity swoje wiasciwosei metaboliczne. Wiele prac poswiecono
zatem modyfikacji ptynéw hodowlanych, przez dodatek hormonéw, dwume-
tylosulfotlenku (DMSO), macierz® pozakomoérkowej ekstrahowanej z watroby
lub pochodzacej z komérek nowotworowych (Matrigel). Hodowano takze he-
patocyty tacznie z fibroblastami lub komérkami zatok watrobowych, uzysku-
jac znaczne przedtuzenie ich zdolnosci metabolicznych i wydzielniczych (27-
-29). Do zastgpienia funkcji watroby u dorostego cziowieka potrzeba okoto
10"® hepatocytéw, co odpowiada okoto 1/3 masy watroby. Aby uzyskaé te
ilos¢ hepatocytow, konieczna jest hodowla o gestosci okoto 10" komorek/cm”
podtoza lub nosnika, zachowujacych swa aktywnos$¢ metaboliczng przez bli-
sko 2 tygodnie (25,30) (tab. 1)
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Tabela 1
Wymagania stawiane ,sztucznej" watrobie

Warunki Cel
wysoka gestos¢ hepatocytow co najmniej 10 kom/cm” objetosci naczynia
utrzymanie funkcji metabolicznej poréwnywalna z hepatocytami w watrobie
diugotrwale utrzymanie funkcji metabolicznej co najmniej 1-2 tygodnie
tatwos¢ powiekszania skali hodowli pojemno$¢ rzedu kilku litréw naczynia
warunki aseptyczne brak zakazern drobnoustrojami

Pod koniec lat osiemdziesigtych podjeto prace nad pozaustrojowsg ,,sztu-
czng” watrobg (BAL — bioartificial liver), sktadajaca sie z naczynia (biore-
aktora) z hodowlg hepatocytéw i urzadzen umozliwiajgcych jej potaczenie
z krwiobiegiem pacjenta. W niektorych projektach BAL uwzgledniono takze
urzgdzenia hemodializacyjne, majagce na celu obnizenie we krwi pacjenta
stezenia substancji toksycznych dla hepatocytow.

Pierwszg BAL stworzyli w 1988 r. Uchno i wsp. (31). Krew badanych
psow po hepatektomii przeptywata przez naczynie zawierajgce 200 obraca-
jacych sie, pokrytych kolagenem szklanych ptyt z hodowlg hepatocytéw. Taka
pozaustrojowa ,,sztuczna” watroba przedtuzata zycie psom s$rednio o dwa dni.
W innych zaprojektowanych BAL krew pacjentow przeptywata wielokrotnie
przez potprzepuszczalne btony oddzielajgce ja od gestej zawiesiny hepatocy-
téw. Uzyskano zachecajace efekty kliniczne, mierzone zwiekszonym przezy-
ciem pacjentow z ostrg niewydolnoScia watroby. Jedng z wad takiego syste-
mu byta niska przezywalnos¢ hepatocytéw hodowanych w zawiesinie, gdyz
jako komorki adherentne wymagajg one kontaktu ze statym podiozem (32).
Wiekszo$¢ pozZniejszych rozwigzan dotyczyta immobilizacji (unieruchamiania)
hepatocytoéw w zelach alginianowych lub kolagenowych. Jedno z takich urza-
dzen skladato sie z 40 obracajgcych sie i omywanych przez krew dyskéw,
zawierajacych hepatocyty zamkniete w zelu alginianowym. U kotéow z do-
Swiadczalnie indukowang niewydolnoscig watroby zastepowato funkcje wa-
troby przez kilka godzin, lecz hemoperfuzja powodowata uptynnianie zelu
alginianowego, a hepatocjdy szybko obumieraty (33). Yarmush i wsp. (34)
stworzyli inny ukiad, tzw. , kanapkowy”, w ktérym hepatocyty hodowane na
zelu kolagenowym pokrywano drugg warstwg tego zelu, uzyskujac zblizone
do naturalnego optaszczenie hepatocytéw macierza pozakomérkowa. Stosun-
kowo niedawno opisano podobng metode hodowli hepatocytéw, lecz z zasto-
sowaniem ekstrahowanej z komdrek nowotworu Engelbreth-Holm-Swarma
(ECS), bogatej w laminine macierzy, ktora dostepna jest komercyjnie pod
nazwa ,,Matrigel” (35).

W wielu o$rodkach, do hodowli hepatocytéw i tworzenia BAL, zastosowano
bioreaktory typu hollow fiber z hodowlg hepatocytéw w przestrzeniach poza-
kapilamych lub uwiezionych wewnatrz kapilar. W przestrzeniach pozakapi-
lamych hepatocyty hodowano w zawiesinie lub po adhezji do zewnetrznej
powierzchni widkien lub do mikronosnikéw.
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Kliniczne zastosowanie znalazty dwa typy urzadzen: opracowana przez
Sussmana i jego grupe badawczg ELAD {extracorporeal liver assist device],
z hodowlg pochodzacych z raka watroby ludzkich komorek C3A, rosnacych
na pozakapilamej powierzchni wiokien, oraz BAL {bioartificial liver) opraco-
wana przez Demetriou i wsp., zawierajgca Swinskie hepatocyty hodowane
w pozakapilamej przestrzeni na mikronosnikach (36,37).

W ELAD, bioreaktor typu hollow fiber zawierat okoto 400 g komdrek C3A
rosngcych na widknach w przestrzeni pozakapilamej, a krew pacjentow prze-
ptywata wewnatrz kapilar przez $rednio 144 godz. W3miki badan klinicznych
byty umiarkowane: spos$rdd pacjentéw zaliczanych do gmpy, w ktdrej nie
planowano transplantacji watroby (korzystne rokowanie) przezyto 78%; w gm-
pie, w ktérej planowano wykonanie transplantacji (zta prognoza), 33% oséb
przezyto, w poréwnaniu z przezyciem 75% pacjentéw grupy 1 i 25% przezy-
ciem pacjentéw grupy 2, leczonych klasycznymi metodami. W ELAD czyn-
nikiem ograniczajgcym rozmiary hodowli byta mata, dostepna dla rosngcych
komoérek zewnetrzna powierzchnia wiékien. Dlatego Gerlach zastosowat nowg
odmiane bioreaktora hollow fiber ze znacznie zwiekszong iloscig cienkich
widkien optaszczonych Martigel (38,39).

W BAL, opracowanym przez grupe Demetriou, hepatocyty Swinskie rosty
na optaszczonych kolagenem mikronosnikach (Cytodex), o $rednicy 100-200 pm,
umieszczonych w pozakapilamej przestrzeni bioreaktora hollow fiber z pét-
przepuszczalnymi wioknami z azotanu i octanu celulozy. Plazma pacjentéw
z separatora plazmy przeptywata widéknami przez srednio 39 godz. Wyniki
badan klinicznych z zastosowaniem tego typu bioreaktora byly zachecajace,
gdyz przezyta wiekszo$¢ pacjentdw, ktérych poddano perfuzji i w ciggu 3 dni
przeszczepiono watrobe (25,26).

Opisano takze BAL, w ktorej swinskie hepatocyty, zamkniete w zelu kola-
genowym umieszczano w przestrzeni wewnatrzkapilarnej, przeznaczajac prze-
strzenn pozakapilama do przeptywu krwi pacjenta (40). Badacze japonscy do
hodowli hepatocytéw zastosowali bioreaktor ze ztozem upakowanym. Nosniki
w formie szesciandw (200-500 no$nikéw) zawieraty syntetyczng zywice z dwume-
toksymetanu poliwinylu (PVF) o porowatej stmkturze (poiy o $rednicy 250 pm).
Uzyskali hodowle hepatocytéw o gestosci 10 komérek/cm” PVF, tworzacych
strukture zblizona do zrazikéw watroby. Hodowane hepatocyty zachowywaty
petne funkcje metaboliczne przez tydzien. Nalezy wspomnie¢ o zdolnosci he-
patocytéw do spontanicznej agregacji in vitro i tworzenia skupisk, w ktorych
obserwowano tworzenie mikrokanalikoéw zo6tciowych oraz diugie zachowywa-
nie funkcji zyciowych. Opinie o0 mozliwosci ich zastosowania w BAL sg jednak
podzielone (41-44).

3.5. Trzustka

Cukrzyca typu ! (insulinozalezna) jest przewleklg chorobg, w przebiegu
ktorej, aby zapobiec hipoglikemii, konieczne jest codzienne podawanie insu-
liny. Na S$wiecie, z powodu tej choroby kilku tysigcom pacjentow rocznie
przeszczepia sie trzustke. Przeszczep ten jest bardzo immunogenny i pocigga
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za sobag konieczno$¢ leczenia immunosupresyjnego, a liczba dawcéw ogra-
nicza szersze stosowanie tej metody leczenia (45). Dlatego, od wielu lat,
prowadzone sg badania nad wszczepianiem izolowanych wysp trzustkowych.

Choroba trzustki uniemozliwia pobranie komérek od potencjalnego biorcy
przeszczepu. Niemozliwe jest réwniez namnozenie komoérek gdyz, jak dotad,
nie udato sie odtworzy¢ in vitro ztozonej, charakterystycznej dta wysp trzu-
stkowych, struktury tkankowej. Ponadto komoérki trzustki in vitro traca swe
zdolnosci wydzielnicze (46).

Obecnie wyspy izoluje sie z trzustki pobranej ze zwiok (przeszczep allo-
geniczny), z trzustek zwierzecych (Swini, krowy — przeszczep ksenogenicz-
ny), tub zastepuje sie mysimi tiniami komorkowymi wywodzacymi sie z no-
wotworow trzustki, ktére pomimo transformacji nowotworowej zachowaty za-
tezne od stezenia gtukozy wiasciwosci wydzietania insutiny. W celu izolacji
komoérek trzustki od ukiadu odpornosciowego biorcy optaszcza sie je bio-
materiatami posiadajagcymi wiasciwosci bton poétprzepuszczatnych; przepusz-
czajg one glukoze i substancje odzywcze z organizmu biorcy oraz wytworzong
przez komorki wysepek insuling, nie przepuszczajg natomiast immunoglo-
bulin, sktadnikow dopetniacza oraz komdrek immunotogicznie kompetentnych
(47). Do optaszczania wysp trzustkowych najczesciej uz}rwane sag zete algi-
nianowo-poli L-lizynowe (PLL) i znacznie rzadziej polimeryzujgce pod wply-
wem Swiatta glikote polietytenowe. Opisano réwniez wietowarstwowe optasz-
czanie wysp trzustkowych zetem alginianowym, poli L-tizyna, a nastepnie
warstwag atginianu (APA), tub kolejno alginianem, polietylenoiming, protami-
ng i heparyna (APPH), dzieki czemu sg dobrze chronione przed atakiem
uktadu odpornosciowego biorcy (47-49).

Wielowarstwowe optaszczenie jest szczeg6inie wazne w przypadku uzycia
komodrek wywodzacych sie z nowotwordw trzustki myszy, np. komérek M1NG,
ktore cechujag sie poréwnywalng z komoérkami wysp zdolnoscig wytwarzania
insuliny po stymulacji glukoza, lecz korzystnie r6znig sie od nich mozliwoscig
namnazania in vitro. Doswiadczalnie wykazano, ze komorki te optaszczone
tréjwarstwowo zelem: agarozowym, z kwasu polistyrenosulfonowego, poly-
brene (Sigma), i karboksymetylocelulozy zachowuja zywotno$¢ przez wiele
tygodni i nie sg atakowane przez komarki immunologicznie kompetentne.
Niektore z linii komorkowych, np. TC3, po optaszczeniu zelem PLL zachowuja
zdolno$¢ do podziatow i tworzg zgrupowania komorek na obwodzie kapsutki
(51-55).

Obok przeszczepiania mikrokapsutkowanych wysp trzustkowych podej-
mowane sg préby stworzenia matego, wydzielniczego bioreaktora, ktéry wszcze-
piony do jamy otrzewnowej po wykonaniu zespolenia tetniczo-zylnego, lub
wszczepiony pod skore, mégtby regulowaé poziom glukozy w organizmie czto-
wieka. Zaproponowano Kkitka rozwigzan potegajacych na umieszczeniu opta-
szczonych zetem agarozowym wysp wewnagtrz rurki zbudowanej z polimeru
ANG69 (poliakrylonitrylometalilosulfonian sodu), ktéry jest obecnie stosowany
w urzadzeniach hemodializacyjnych; na umieszczeniu optaszczonych zelem
wysp w komorach dyfuzyjnych ograniczonych btonami Nucteopore, o Sred-
nicy poréw 0,2 pm, tub w torebkach/rurkach hydrozetowych z atkoholu poli-



Bioinzynieria komorek i tkanek w stuzbie medyc3my 73

winylowego (56-61). Stwierdzono funkejonowanie takich minireaktoréw i utrzy-
mywanie prawidlowego poziomu glukozy przez wiele miesiecy u zwierzat do-
Swiadczalnych.

Mimo dos$¢ duzego zainteresowania, nie sg to metody stosowane rutyno-
wo, a wiele probleméw, np. zywotnos¢ przeszczepionych wysp i ich zdolnosé
do dtugoterminowego wydzielania insuliny wymaga dalszych badan (62,63).
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Medical application of bioartificial tissues and organs
Summary

The enormous need for ,spare parts” for the human body is the driving force for research
in a new scientific field — tissue engineering. Tissue engineering combines living cells with a
wide range of biomaterials, mostly as a substitute for the extracellular matrix or the stroma.
As experiments in conventional culture dishes continued to fail, new cell and tissue culture
methods had to be developed. Tissues are cultured under conditions as close as possible to
their natural environment. Cells are grown on novel tissue carriers, on selected biomaterials
and scaffolds. The tissues are subsequently transferred into different types of containers for
perfusion with fresh culture medium. The development of artificial skin for severely burned
patients is among the most advanced tissue-engineering attempts. Intensive research is being
focused on the generation of artificial cartilage and bones to treat articular joint diseases or
injuries or augment defects in plastic surgery. Future challenges are the construction of liver
organoids for bridging comas or bioartificial pancreas for the treatment of type | diabetes mellitus.
In this paper we show strategies, needs, tools for the development of some artificial tissues and
bioartiflcial organs.
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