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Wstep

Wprowadzenie nowoczesnego leczenia choroby
wiencowej za pomocq farmakoterapii i zabiegéw inwa-
zyjnych na tetnicach wiericowych doprowadzito z jednej
strony do wzrostu przezywalnosci oséb cierpigeych na te
chorobe, z drugiej — zwiekszyto populacje chorych z nie-
wydolnoscig serca spowodowangq kardiomiopatig niedo-
krwienng (ICM). Sq to chorzy po licznych incydentach
wiencowych lub niepomyslnym przebiegu ostrego zespo-
tu wiencowego (duzy rozmiar zawatu, brak reperfuzji lub
niepetna reperfuzja). U tych oséb endogenne mechani-
zmy regeneracyjne w niewystarczajgcy sposéb kompen-
sujg utrate miesnia zwigzang z przebytym zawatem.
W zaawansowanej ICM lekarze czesto stajg wobec pro-
blemu braku adekwatnej strategii terapeutycznej (tzw. no-
-option). Chorzy ci, mimo optymalnego leczenia farma-
kologicznego, najczesciej nie kwalifikujq sie do zabiegow
inwazyjnych na naczyniach wiehcowych oraz do operaciji
kardiochirurgicznych. Jesli uwzgledni¢ tez pacjentéw ze
schytkowqg niewydolnosciq serca wynikajgcqg z innych
przyczyn (np. kardiomiopatii rozstrzeniowej), zrozumiate
jest, ze liczba transplantacji serca zawsze bedzie zbyt ma-
ta w stosunku do potrzeb. Wynika to przede wszystkim
z niedoboru dawcéw. Koszt samego przeszczepu oraz
zwigzanych z nim hospitalizacji i koniecznosci przewlekte-
go przyjmowania lekéw immunosupresyjnych sprawia, ze
coraz wiece| badaczy zastanawia sie nad alternatywnymi
rozwigzaniami terapeutycznymi. W ostatnich latach do-
konat sie ogromny postep w dziedzinie zastosowania ko-
mérek macierzystych podawanych dowiericowo lub do-
mieéniowo w terapii pozawatowe| niewydolnosci serca
[1]. Pojawily sie juz pierwsze badania kliniczne, ktére po-

kazujq, ze zastosowanie takiej strategii wigze sie z popra-
wq rokowania pacjentéw [2].

Ponizszy artykut stanowi prébe przedstawienia nowej
metody terapeutycznej wykorzystujgcej dokonania inzy-
nierii tkankowej. Zgodnie z definicjg zaproponowang
przed laty przez US National Science Foundation (NSF)
inzynieria tkankowa opiera sie na zastosowaniu metod
biotechnologii w celu poznania zaleznosci miedzy struk-
turg i funkcjq zdrowych i objetych chorobq tkanek orga-
nizmu ludzkiego oraz na stworzeniu biologicznych sub-
stytutéw, ktére przywrdcq, utrzymaig lub poprawig funk-
cie danego narzqdu [3]. W przeciwienstwie do terapii
przy uzyciu komérek macierzystych, ktéra ma za zadanie
doprowadzenie do powstania in vivo nowej tkanki i co
za tym idzie — do poprawy czynnosci narzqdu, inzynieria
tkankowa skupia sie na stworzeniu w warunkach in vifro
trojwymiarowych fragmentéw tkanki lub catych narzg-
déw, ktére nastepnie zostajg uformowane wedtug po-
trzeb i implantfowane do organizmu cztowieka.

Pod koniec ubiegtego stulecia, w atmosferze kon-
czqcych sie badan nad petnym poznaniem sekwencji
genomu ludzkiego postulowano, ze w ciggu 10 lat uda
sie wyhodowa¢ biologiczne sztuczne serce. Kolejne
badania wykazaty jednak, ze proces ten moze sie oka-
za¢ bardziej skomplikowany, niz przypuszczano. O ile
w wypadku sztucznej skéry, chrzgstek i pomostéw naczy-
niowych opublikowano juz pierwsze wyniki badan
klinicznych, o tyle inzynieria tkanki mie$niowe| serca
(ang. engineered heart tissue — EHT) znajduje sie nadal
w fazie badan podstawowych i préb na zwierzetach. Mi-
mo to kilka zespotéw klinicznych ogtosito, ze w najbliz-
szych latach rozpoczng sie pierwsze badania kliniczne.
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Ryc. 1. Rézne metody przygotowywania tkanki migsnia sercowego. Niebieskie
gwiazdki — kardiomiocyty. Szczegoty w tekscie. Zmodyfikowano na podstawie
Zimmermann WH i wsp. [5]

Fig. 1. Different methods of heart tissue engineering. Blue stars — cardiomyocyfes.
See text for details. Modified after Zimmermann WH et al. [5]

Historia inzynierii tkanki sercowej

Pierwsze doniesienia na temat inzynierii tkanki miesnio-
wej serca pochodzq z lat 50. poprzedniego stulecia, kiedy
to Moscona i wsp. zauwazyli, ze komérki embrionalne ser-
ca kurczgt w trakcie wirowania w probéwkach Erlenmeyera
tworzq skupiska ztozone nawet z 200 komérek [4]. Podsta-
wowym problemem byfo wéwczas uzyskanie trwatosci otrzy-
manych fragmentéw tkanki, ktére, odrywajqc sie od podto-
za, tracity swoje wlasciwosci mechaniczne. Stqd tez kolej-
nym krokiem w procesie tworzenia EHT stato sie wzmocnie-
nie jednowarstwowych grup komérek przez dodanie kola-
genu typu | [3, 5, 6]. Z czasem zauwazono, ze do prawidfo-
wego wzrostu tkanki oraz nabywania przez nig funkgiji tkan-
ki migénia sercowego zdolnej do samoczynnego kurczenia
sie i przewodzenia impulséw elekirycznych potrzebna jest
stata stymulacja oraz wiadciwy sktad podtoza wzrostowego
[7]. Do stymulacji komérek zaczeto stosowaé cyklicznie
zmieniajqce sie naprezenie mechaniczne, pole magnetycz-
ne lub pole elekiryczne. Tkanki hodowane w ten sposéb ce-
chowata wieksza zdolno$¢ proliferacyjna, bardziej zorgani-
zowana struktura, a co za tym idzie — znacznie wigksza sita
skurczowa w stosunku do tkanek hodowanych bez zastoso-
wania stymulacii [8]. Kolejnym usprawnieniem procesu two-
rzenia EHT bylo wprowadzenie kolistych form, wokét kté-
rych powstawata nowa tkanka, co znacznie podniosto wy-
dajnos¢ procesu. Przez wiele lat dominujgcym podtozem
wzrostowym byta macierz zewngtrzkomérkowa pochodzgca
z guzdw myszy (fzw. matrigel) zawierajgca w swym sktadzie
proteoglikany, laminine, kolagen oraz czynniki wzrostu, kté-
re zapewniajq wydajng proliferacie komérek. Ze wzgledu
na jej potencjalng immunogennos$¢ w ostatnich latach za-
czeto poszukiwad innych substancji (patrz dalej).

Z czasem rozpoczeto eksperymenty z nowymi meto-
dami otrzymywania stabilnych fragmentéw tkanki. Obok
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opisanej uprzednio techniki mieszania komérek z kola-
genem i macierzq zewngtrzkomorkowg (I) pojawity sie
dwie nowe: (Il) osadzanie kardiomiocytéw na przygoto-
wanych w tym celu rusztowaniach biologicznych lub syn-
tetycznych oraz (Ill) tgczenie jednowarstwowych uktadow
komoérek w wielowarstwowe struktury [9, 10] (ryc. 1.).

Metody te zaczety zyskiwa¢ przewage nad technikg
klasyczng. Zastosowanie rusztowan wydawato sie korzyst-
ne pod wzgledem mozliwosci komputerowego projekto-
wania pozgdanego ksztattu materiatu i tym samym ideal-
nego dopasowania fragmentéw EHT do serca biorcy. Po-
danie komérek do rusztowania oraz stworzenie optymal-
nych warunkéw wzrostowych prowadzito do ich mnozenia
i wypetnienia szkieletu. Niestety, niekorzystng strong po-
wyzszego podeijécia okazaty sie: ograniczona zdolno$¢ dy-
fuzji komorek i medium wzrostowego przez rusztowanie,
niska warto$¢ mechaniczna konstruktu, ryzyko uwalniania
toksycznych substancji w trakcie rozktadu materiatu rusz-
towania oraz brak kompatybilnosci tkanki z fizjiologicznie
wzrastajgcym narzgdem. Nieznaczng poprawe wydajnosci
procesu uzyskano przy zastosowaniu mechanicznej perfu-
zji rusztowan za pomocq medium wzrostowego. W opu-
blikowanych w ostatnich latach pracach wykazano, ze
trzecia metoda — mianowicie fqczenie jednowarstwowych
uktadow komérek w uktady wielowarstwowe bez uzycia
rusztowan — prowadzi do powstania EHT o najwiekszej si-
le skurczowej, co moze mie¢ kluczowe znaczenie przy pré-
bach klinicznych. Jej niewgtpliwg zaletq jest ponadto unie-
zaleznienie od czynnikéw immunogennych. Dotychczas
dzigki tej technice stworzono tréjwymiarowe fragmenty
tkanki o grubosci 50-75 um.

Cze$¢ badaczy prébuje wykorzysta¢ samg macierz
zewngirzkomérkowq wstrzykiwang w postaci ptynnej
do miesnia sercowego z nadziejq, ze generowane przez
nig sygnaty doprowadzq do zasiedlenia miejsca iniekcji
przez autologiczne komérki macierzyste i tym samym
do powstania nowej tkanki. Przyktadem tego typu postepo-
wania jest uzycie taty z macierzy zewngirzkomérkowe| pe-
cherza moczowego wotu, majqcej posta¢ btony. Okazuje
sie, ze wszycie fakiej taty psom z petnosciennym uszkodze-
niem prawej komory prowadzi do poprawy regionalnej
funkgcji skurczowej i rozkurczowej w 8 tygodni po zabiegu.
tata zostaje w tym okresie pokryta przez wysepki kardio-
miocytéw, powstate z krqzqcych komérek macierzystych
szpiku lub w wyniku fuzji komérek macierzystych z komér-
kami obecnymi w facie [11].

Problemy inzynierii tkanki migsniowej serca

Zanim powstanie pierwsze biologiczne sztuczne ser-
ce, konieczne jest pokonanie kilku krytycznych przeszkod
w samym procesie technologicznym, ktére warunkujg
przysztos¢ tego rodzaju terapii.

Zrédto komérek. Gtownym problemem w procesie two-
rzenia EHT jest uzyskanie odpowiedniej liczby komorek.
Ocenia sie bowiem, ze lewa komora dorostego cztowieka
zawiera okoto 40 milionéw kardiomiocytéw w 1 g tkanki.
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Z drugiej strony wiadomo, ze dojrzate kardiomiocyty majq
bardzo niewielkg zdolnoé¢ do mnozenia sie. Dwa poten-
cjalne zrédta komérek to zatem komérki embrionalne (ES)
oraz komérki macierzyste dorostego cztowieka obecne
w szpiku, krwi obwodowej, tkance ttuszczowej lub tez w ser-
cu [3, 5, 6, 12]. Komérki embrionalne, aby mogty znalez¢
zastosowanie w tworzeniu EHT, muszq spetnia¢ kilka pod-
stawowych warunkéw, do ktérych nalezq pochodzenie allo-
geniczne, a nie ksenogeniczne, oraz zdolno$¢ do tworzenia
kultur o duzej wielkosci. Ponadto czynno$¢ skurczowa ko-
mérek powinna zachodzi¢ w sposéb umozliwiajgey przeje-
cie rytmu implantu przez o$rodki bodzcotwércze serca bior-
cy. Nalezy takze wykluczy¢ ryzyko niekontrolowanego wzro-
stu i nowotworzenia oraz uzyska¢ $rodowisko hodowlane
wolne od surowicy. Isiieje co najmniej kilka zrédet pozyski-
wania komérek embrionalnych. Podejécie polegajgce
na pobraniu komérek z wnetrza blastocyst wigze sie z ko-
niecznosciq zniszczenia embrionu i wydaie sie nie do zaak-
ceptowania z powodéw etyczno-prawnych [12]. Inne tech-
nologie umozliwiajg zachowanie embrionu i obejmujq:
biopsje pojedynczych blastomeréw, transfer genetyczny ge-
nomu oocytu do komérek somatycznych, np. fibroblastéw,
pozyskiwanie ES ze spermatogoniéw lub na drodze zabie-
gow partenogenezy. Ze wzgleddw etycznych i prawnych du-
ze nadzieje wigze sie w ostatnim okresie nie z komdérkami
embrionalnymi, ale z uzyskiwanymi od oséb dorostych ko-
mérkami macierzystymi, ktére mogq zosta¢ poddane odpo-
wiednim modyfikacjom genetycznym.

Wielkos¢ EHT. Kolejnym nierozwigzanym problemem
dotyczqgcym EHT jest zagadnienie unaczynienia wyhodowa-
nej tkanki [3, 5, 6]. Gtéwnie z tego powodu nie udato sie
do tej pory oftrzyma¢ fragmentéw miesnia wiekszych
niz 50-75 um. Dla EHT matej wielkosci udowodniono, ze
odzywianie tkanki moze zachodzi¢ za pomocg dyfuzji.
Przy wigkszych EHT konieczne jest wbudowywanie w kon-
strukty natywnych naczyn lub stymulacja angiogenezy. Isinie-
iq takze dane, wedtug ktérych z czasem dochodzi do inwa-
zji tkanek gospodarza do implantowanej tkanki. Pewne
nadzieje wigze sie zatem z genetyczng modyfikacjg kardio-
miocytow tworzqgcych EHT w celu zabezpieczenia ich
przed niedotlenieniem i ochrony przed apoptozg do momen-
tu przejecia odzywiania implantu przez naczynia biorcy [3].

W opublikowanym niedawno doniesieniu grupy izra-
elskiej uzyskano tkanke mieénia sercowego z wtasnym
unaczynieniem przez zastosowanie w procesie hodowli
wszystkich trzech linii komdérkowych: $rédbtonkowe, fi-
broblastéw i kardiomiocytéw [13]. Ciekawe podejscie
zaprezentowali naukowcy amerykanscy, ktérzy stworzyli
warstwy tkanki z fibroblastéw skéry, nadali im odpowied-
ni ksztatt przez zastosowanie cylindréw ze stali nierdzew-
nej i pozwolili rosng¢ przez kilka tygodni. Po usunieciu
cylindrow do $rodkowej powierzchni przysztych naczyn
podawano komérki $rédbtonka psow lub  szczurdw,
z ktérych powstawata btona wewnetrzna. Tak skonstru-
owane naczynia poddawane byty nastepnie wzmocnie-
niu za pomocq perfuzji ptynami pod cisnieniem, ktére
przygotowuijq je do implantaciji.
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Sita skurczowa. Izolowane fragmenty miesénia sercowe-
go dorostego cztowieka osiggajg site  okoto
56 mN/mm?. Wynikéw tych nie udato sie powtdrzyé¢ w wy-
padku EHT, ktorej sita oceniana jest na okoto
4-13 mN/mm? [3, 5]. Wyttumaczeniem tej rozbieznosci
jest mniej zbita struktura EHT w stosunku do natywnego
miokardium. Dzieje sie tak, poniewaz spora czes¢ kon-
struktu zajeta jest przez elementy pozakomérkowe, ktére
stanowiq az 70% catosci. Przy omawianiu zagadnienia sity
skurczowej nalezy pamieta¢, ze innym waznym elementem
jest odpowiednia podatno$é¢ rozkurczowa tkanki. Tkanka
EHT nie moze by¢ zatem ani zbyt plastyczna, ani zbyt sztyw-
na. Optymalne parametry prébuie sie uzyska¢ dzieki wyko-
rzystaniu réznego rodzaju materiatéw petnigeych funkcie
rusztowan, ktérych struktura moze przyjmowaé posta¢ za-
réwno delikatnej siatki, jak i elastycznej formy. W tym celu
stosuje sie réznego rodzaju czgsteczki tworzqce potqczenia
miedzy proteoglikanami petnigcymi role szkieletu dla po-
wstajqcej tkanki.

Implantacja. Nie do korca wiadomo takze, jak przed-
stawia sie krzywa przezycia implantowanych kardiomiocy-
tow, czy miedzy EHT a natywnym miokardium dochodzi
do parowania elektrycznego i mechanicznego oraz czy im-
plantowane fragmenty tkanki wptywajg w sposéb istotny
na funkcje serca [3, 5, 6]. Wykazano, ze w samej EHT
powstajq potgczenia miedzykomérkowe, podczas gdy dane
dotyczgce podobnych zaleznosci miedzy tkankg implanto-
wang a miokardium sq bardzo skgpe. W jednej z opubliko-
wanych niedawno prac udowodniono, ze fata z EHT wszcze-
piona szczurom, u kiérych wczedniej wywotano zawat,
infegruje sie z tkankg gospodarza [14]. Co wigcej, nie wy-
kazuje ona wtadciwosci proarytmogennych, charakterystycz-
nych dla tkanki cechujgcej sie spontaniczng czynnoscig
elektryczng. U szczuréw dochodzi zapewne do narzucenia
implanfowi ryfmu zgodnego z szybkim u tych zwierzgt ryt-
mem serca przyjmujgcego implant. Czynno$¢ proarytmicz-
na moze ujawni¢ sie jednak u organizméw, kiérych czyn-
nos¢ serca jest wolniejsza, czyli miedzy innymi u ludzi.

Reakcje immunogenne. Waznym problemem pozosta-
je odpowiedz immunologiczna organizmu na EHT
[3, 5, 12]. Stosowanie allogenicznych komérek stwarza
konieczno$¢ przewlektego leczenia immunosupresyjnego,
kiére wigze sie z powikfaniami. Miedzy innymi z fego
wzgledu korzystne wydaije sie wykorzystanie komérek auto-
logicznych w postaci komérek macierzystych czy tez z ko-
mérek embrionalnych. Kolejnym czynnikiem o potencjalnie
immunogennym dziataniu sq powszechnie uzywane media
wzrostowe pochodzenia odzwierzecego. W zwigzku z tym
rozpoczeto poszukiwania nowego $rodowiska wzrostowe-
go dla EHT. Wéréd czynnikéw wzrostowych wymienia sie
miedzy innymi czynnik wzrostu naskérka, hydrokortyzon,
L-tyroksyne, albuminy, selen czy tez transferyne [15].

Potencjalne zastosowania kliniczne EHT w naiblizszych latach

O ile stworzenie petnego biologicznego serca bedzie
nieosiggalne w najblizsze| przysztosci, o tyle kliniczne za-
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Ryc. 2. Potencjalne moiliwosci zastosowania inzynierii tkankowej w leczeniu
niewydolnosci serca

PP — prawy przedsionek, TP — tetnica ptucna, PK — prawa komora. Szczegély
w tekscie

Fig. 2 Potential application of tissue engineering in the treatment of heart
failvre

PP — right atrium, TP — pulmonary arfery, PK — right ventricle. See text for details

stosowanie tat z EHT wydaje sie realne [16]. Sq one two-
rzone przez potgczenie mniejszych, pierécieniowatych
fragmentéw EHT w konstrukt, ktéry moze zosta¢ przyszy-
ty do nasierdzia. Szczegdlnym przyktadem takiego roz-
wigzania jest mozliwos¢ uzycia EHT w formie systeméw
wspomagaijgcych prace komory serca (ang. biological
ventricular assist device — BioVAD), ktére naszywane sq
dookota serca jok worek [17]. W sktad BioVAD moze
wchodzi¢ nawet 15 milionéw komérek. Doswiadczenia
z fatami z EHT u szczuréw po sztucznie wywotanym zawa-
le dowodzq, ze zapobiegajq one pozawatowej rozstrzeni
komory, zmniejszajq objetos¢ koncoworozkurczowq le-
wej komory, a takze poprawiajg parametry rozkurczowe
serca, co potwierdzono w badaniu echokardiograficz-
nym i rezonansu magnetycznego [14] (ryc. 2.).

Kolejng korzyécig wynikajgcq z wyhodowania EHT
nasladujgcej natywne miokardium jest mozliwo$é¢ wyko-
rzystania jej do testowania nowych lekéw kardiologicz-
nych, takich jok preparaty antyarytmiczne czy leki inotro-
powo dodatnie [3]. Trwajg badania prowadzqce
do skonstruowania 96-studzienkowych plytek zawierajg-
cych fragmenty serca powstatego z komoérek macierzy-
stych, ktére stang sie modelem eksperymentalnym dla
badan nad lekami. Co wiecej, tkanki uzyskane metoda-
mi inzynierii mogq sie sta¢ w przysztosci polem do testo-
wania nowych wektoréw w terapii genowej czy tez mo-
delem do analizy zmian ekspresji poszczegdlnych ge-
néw kardiomiocytéw.

Duze nadzieje wigze sie z zastosowaniem EHT w le-
czeniu niektérych wrodzonych wad serca, takich jak tetra-
logia Fallota oraz hipoplazja prawej lub lewej komory ser-
ca. Pierwsze préby kliniczne bedq dotyczy¢ najprawdopo-
dobniej wad obejmujqgcych przede wszystkim niskocignie-
niowq komore prawgq. Idea tkanki rosngcej wraz z rozwi-
jajgcym sie sercem mozne takze zmniejszy¢ obcigzenie
dzieci kolejnymi operacjami oraz utatwi¢ decyzie o wybo-
rze strategii leczenia w najmtodszej grupie pacjentéw [3].

Odrebnej dyskusji wymaga¢ bedq zagadnienia
zwigzane z etykq i regulacjami prawnymi, dotyczgcymi
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ingerencji w materiat genetyczny cztowieka oraz pocho-
dzenia komérek, z ktérych hodowana bedzie EHT.

Podsumowanie

Obecnie badania nad biologicznym sztucznym  ser-
cem znajdujq sie na etapie tworzenia w petni funkcjonal-
nej, unaczynionej tkanki miesnia sercowego z materiatu
autologicznego zgodnie z zasadami dobrej praktyki kli-
nicznej i dobrej prakiyki laboratoryjnej oraz testowania
przydatnosci i wartodci terapeutycznej EHT na modelach
zwierzecych. Jednymi z wiekszych trwajgcych obecnie ba-
dan sq projekt BioEngineered Autologous Tissue (BEAT)
oraz Living Implants from Engineering (LIFE) [9]. Niekiére
firmy koncentrujg sie na tworzeniu poszczegélnych ele-
mentéw przysztego serca — zastawek, naczyn, ale uzyska-
nie skoordynowanego wzrostu poszczegélnych czeéci
sztucznego biologicznego serca moze by¢ niezwykle trud-
ne. Koncepcja wydaie sie jednak bardzo ciekawa i warta
zaangazowania duzych funduszy, gdyz sukcesy w tej dzie-
dzinie bedg kolejnym krokiem w kierunku przejscia
od kardiologii z uzyciem struktur mechanicznych (stentéw
metalowych, stymulatoréw, sztucznych komér i zastawek)
do kardiologii opartej na materiatach biologicznych (bio-
degradowalnych stentach, komérkach bodzcotwérezych,
biologicznym sztucznym sercu).
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