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Tkivno inzenirstvo pri zdravljenju

hrustancnih poskodb

Tissue engineering in the treatment of cartilage lesions

Jakob Naranda, MatjaZz Vogrin

Izviecek

Izhodi$ca: Sklepni hrustanec ima zmanj$ano in-
trinzi¢no sposobnost celjenja, zato je zdravljenje
hrustanénih poskodb $e vedno velik izziv v orto-
pedski kirurgiji. Regenerativne oblike zdravlje-
nja, kot je implantacija avtolognih hrustan¢nih
celic (ACI - Autologous Chondrocyte Implanta-
tion), je obetavna moznost pri zdravljenju skle-
pnega hrustanca, saj omogoca obnovo hialinega
hrustanca. Nasprotno pa tradicionalna tehnika
zdravljenja (npr.: stimulacija kostnega mozga
- mikrofrakturiranje) spodbuja nastajanje fi-
brinsko-hrustan¢nega tkiva z druga¢nimi bio-
mehanskimi znacilnostmi in slab$imi klini¢nimi
rezultati. Tehnika ACI je dozivela Stevilne dosez-
ke in se stalno izboljsuje. Nov koncept pri ohra-
njanju hrustan¢nega tkiva uporablja tehnologijo
tkivnega inZenirstva, pri katerem kombiniramo
nove biomateriale kot celi¢ne nosilce, dajemo
rastne faktorje, uporabljamo mezenhimske ma-
ticne celice in mehansko stimulacijo. Nedavni
razvoj novih generacij ACI uporablja hrustancu
podobno tkivo v 3-dimenzionalni kulturi, ki je
zasnovano na uporabi biorazgradljivega materi-
ala in sluzi kot zacasen celi¢ni nosilec za in vitro
gojenje ter omogoca kasnejSo implantacijo na
mestu hrustanéne poskodbe. V klini¢ni praksi so
zelo obetavne enostopenjske metode, saj zmanj-
$ajo stroske in obolevnost bolnikov. Moderni
koncept tkivnega inZenirstva omogoca tvorbo
hialinega hrustanca in nudi moznost trajne oz-
dravitve hrustan¢ne poskodbe.

Zakljucki: Pregledni c¢lanek obravnava novosti
pri zdravljenju sklepnega hrustanca in zajema
moderne vidike tkivnega inZenirstva z uporabo
biomaterialov, rastnih faktorjev, mezenhimskih
mati¢nih celic in bioreaktorjev ter predstavlja
moznosti za klini¢no uporabo.

Abstract

Background: Articular cartilage lesions with the
inherent limited healing potential are difficult to
treat and thus remain a challenging problem for
orthopaedic surgeons. Regenerative treatment
techniques, such as autologous chondrocyte im-
plantation (ACI), are promising as a treatment
option to restore hyaline-like cartilage tissue in
damaged articular surfaces, as opposed to the
traditional reparative procedures (e.g. bone mar-
row stimulation - microfracture), which pro-
mote a fibrocartilage formation with lower tis-
sue biomechanical properties and poorer clinical
results. ACI technique has undergone several
advances and is constantly improving. The new
concept of cartilage tissue preservation uses
tissue-engineering technologies, combining new
biomaterials as a scaffold, application of growth
factors, use of stem cells, and mechanical stimu-
lation. The recent development of new genera-
tions of ACI uses a cartilage-like tissue in a 3-di-
mensional culture system that is based on the use
of biodegradable material which serves as a tem-
porary scaffold for the in vitro growth and subse-
quent implantation into the cartilage defect. For
clinical practice, single stage procedures appear
attractive to reduce cost and patient morbidity.
Finally, modern concept of tissue engineering
facilitates hyaline-like cartilage formation and a
permanent treatment of cartilage lesions.

Conclusion: The review focuses on innovations
in the treatment of cartilage lesions and covers
modern concepts of tissue engineering with the
use of biomaterials, growth factors, stem cells
and bioreactors, and presents options for clini-
cal use.
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Uvod

Poskodbe hrustanc¢nega tkiva so najpo-
gostejsi tip poskodb v ortopedski kirurgiji.
Ugotavljajo, da je pri 63% vseh opravlje-
nih artroskopij prisotna tudi hrustanc¢na
sprememba.' Le-ta je lahko posledica ene
same poskodbe ali ponavljajoc¢ih se nepra-
vilnih obremenitev (npr. nestabilno koleno).
Zdravljenje tak$nih poskodb je zahtevno,
ker hrustanec nima sposobnosti samoob-
nove — regeneracije, tj. z istovrstnimi celi-
cami doseci enako funkcionalnost tkiva kot
pred poskodbo. Na mestu poskodbe se tvori
manjvredno fibrozno tkivo, ki ima drugac-
ne biokemijske in biomehanske lastnosti
kot zdravo hrustanc¢no tkivo. Glavni razlog
za slabo celjenje je neoziljenost hrustanca,
zaradi Cesar ne pride do znacilnega obliko-
vanja strdka in procesa celjenja. Prav tako
hondrociti v zrelem hrustan¢nem tkivu
nimajo sposobnosti razmnozevanja in ne
zmorejo izlocati taksne koli¢ine zunajcelic-
nega matriksa oz. medceli¢nine (ECM), da
bi lahko popolnoma zapolnili mesto okvare.
Nezdravljene poskodbe hrustanca vodijo v
razvoj artroze. Da bi ta proces preprecili oz.
podaljsali njegov potek, so se razvile razli¢-
ne strategije zdravljenja, bodisi z artroskop-
sko ali odprto operacijsko tehniko.” Mednje
spadajo: izpiranje in debridement, stimuli-
ranje kostnega mozga (mikrofrakturiranje),
osteohondralno presajanje in vsaditev avto-
lognih hrustanc¢nih celic (ACI - Autologous
Chondrocyte Implantation).>*
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ACI je obetavna resitev pri zdravljenju
sklepnega hrustanca, saj omogoca trajno
nadomestitev poskodovanega hrustancne-
ga tkiva z lastnim trajnim Zivim tkivom. Pri
tem je zelo pomembno poznavanje hondro-
geneze. Gre za ve¢stopenjski proces nastaja-
nja hrustancnega tkiva, v katerem sodelujejo
$tevilne signalne poti, ki vodijo v aktiviranje
mezenhimskih in hondroprogenitornih ce-
lic, sprozijo njihovo diferenciacijo in prolife-
racijo in nastajanje ECM. Nove terapevtske
strategije, predvsem regenerativna medicina
in tkivno inZenirstvo, z uporabo mezenhim-
skih mati¢nih celic (MMC), rastnih faktor-
jev (RF), biomaterialov (celi¢ni nosilci) in
bioreaktorjev obljubljajo boljso oz. popolno
obnovo poskodovanega tkiva in s tem dol-
goro¢no funkcionalno ozdravitev.>”

Zgradba, znacilnostiin
poskodba hrustanénega tkiva

Specifi¢na zgradba hrustanc¢nega tkiva v
sklepih zajema izjemne mehanske lastnosti
in omogoca gladko drsenje sklepnih povrsin
zminimalnim trenjem (Slika 1). Hrustanec je
hiperhidrirano tkivo z 80-odstotno vsebno-
stjo vode, preostanek sestavljata ECM (¢vr-
sto vezivno ogrodje medceli¢nine), ki je bio-
mehanska komponenta, in hondrociti, ki so
aktivna komponenta. ECM ali medceli¢nina
sestoji iz dveh glavnih komponent: kolagena
in proteoglikanov (agrekan) in je medij za
prehranjevanje in medceli¢no komunikaci-
jo. Pri odraslem c¢loveku je v sklepnem hru-

Tabela 1: Dokazani ucinki razli¢nih rastnih faktorjev na hrustanéno tkivo.”

TGF-B Transforming Growth Factor
BMP-2  Bone Morphogenetic Protein - 2
BMP-7  Bone Morphogenetic Protein - 7
IGF-1 Insulin-like growth factors
FGF-2 Fibroblast Growth Factors-2
FGF-18  Fibroblast Growth Factors-18
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Spodbujanje sinteze ECM
Zmanjsanje katabolne aktivnosti

Spodbujanje sinteze ECM
Povetana razgradnja agrekana

Spodbujanje sinteze ECM
Zmanjsana razgradnja ECM

Spodbujanje sinteze ECM
Zmanj$an metabolizem ECM

ZmanijSanje aktivnosti agrekanaze
Povecana sinteza PG

Povecana proliferacija hondrocitov
Spodbujanje sinteze ECM
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Slika 1: Shematski prikaz
zgradbe hrustan¢nega
tkiva in histoloski
vzorec.®?

* histoloSki vzorec je last
avtorja.
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stancu v najvecji meri prisoten kolagen tipa
II, v manjsih koli¢inah pa tudi kolageni tipa
VI, IX, X in XI, ki se povezujejo s proteogli-
kani in hialuronsko kislino v makroagrega-
te. Negativni naboj proteoglikanov povzroci
vezavo vode in s tem razpenjanje kolagenske
mreze, kar prispeva k izjemni proznosti in
trdnosti hrustanca.®

Hrustanec ne vsebuje krvnih zil, Zivcev
in limfnih Zlez. Prehranjevanje poteka z di-
fuzijo oz. prenosom vode in topljencev, ki
se uravnava preko obremenitvenih sil na
hrustanec. Pri obremenitvi hrustanca se te-
kocina skupaj s hranilnimi snovmi vtisne v
globlje sloje, nasprotno pa se ob razbreme-
nitvi le-ta povrne v povrsinske sloje. Taksne
ciklicne obremenitve so klju¢ne za stimuli-
ranje rasti hrustanca, regeneriranje in tvor-
bo ECM. Metabolizem hrustanca je odvisen
predvsem od anabolnih in katabolnih dejav-
nikov, citokinov, RE proliferacije in feno-
tipskega izrazanja. Pomembno vlogo imajo
tudi razgradni encimi, katerih funkcija je
cepitev vezi znotraj struktur ECM. Normal-
na obnova in remodeliranje hrustan¢nega
tkiva je strogo nadzorovana, saj je za pra-
vilno delovanje in ohranitev hrustan¢nega
tkiva potrebno ravnovesje v delovanju vseh
signalnih poti.’

Sklepni hrustanec nima zadostne spo-
sobnosti za lastno obnovitev lokaliziranih

okvar, ki so posledica poskodbe ali bolezni.
Vzrok je neoziljenost hrustanca in s tem
nezmoznost celjenja. Prav tako hondrociti
v zrelem hrustan¢nem tkivu nimajo zado-
stne sposobnosti proliferacije in ne zmo-
rejo zapolniti okvare. Odziv hrustanca na
poskodbo je predvsem odvisen od globine
poskodbe. V primeru hondralne poskodbe
(spodaj lezeca kost je brezhibna), poskodbi
sledi odziv hondrocitov iz okolice, ki sicer
nekoliko proliferirajo, vendar kompletno ne
zapolnijo mesta poskodbe. Za¢nejo prevla-
dovati degradacijski procesi, zato se okvara
sC¢asoma povecuje. Kadar pa okvara sega v
spodaj lezeco kost (subhondralna spremem-
ba), pride na mestu okvare do krvavitve in
oblikovanja fibrinskega strdka, v katerega
migrirajo MMGC, ki zapolnijo okvaro z ve-
zivno-hrustan¢nim tkivom. Le-to je makro-
skopsko podobno pravemu hialinu, vendar
se od njega pomembno razlikuje v struktur-
ni urejenosti medceli¢nine, zaradi ¢esar ima
druga¢ne biomehanske znacilnosti in s¢a-
soma degenerira. Kon¢ni rezultat poskodbe
hrustanca je nastanek artroze.'*'?

Sodobni koncept zdravljenja hrustanc-
nih poskodb temelji na razumevanju hon-
drogeneze in preucevanju dejavnikov, ki
vplivajo na njen potek. V procesu hondro-
geneze sodelujejo $tevilne signalne poti in
RE, izrazajo se razli¢ni sklopi transkripcij-
skih dejavnikov, celi¢ne adhezijske molekule
in komponente ECM (Slika 2). Upostevanje
in posnemanje procesa nastajanja hrustanc-
nega tkiva omogoca nadzorovano izgradnjo
novega hialinega hrustanca, ki ima enake
funkcionalne in strukturne lastnosti kot na-
tivni hrustanec. Tako je mozno poskodova-
no hrustanéno tkivo uspe$no nadomestiti
z novim in doseci dolgoro¢no funkcional-
no ozdravitev. Nove terapevtske moznosti
pri gojenju sklepnega hrustanca vkljucuje-
jo uporabo bioloskih pristopov, kot so: RE,
MMC in druge celice, celi¢ni nosilci in bio-
reaktorji vse zato, da bi dosegli ugodno oko-
lje za rast hrustan¢nega tkiva.'?

Zdravljenje hrustancnega tkiva

Glavni cilj zdravljenja hrustan¢nih po-
$kodb je zmanjsati simptome pri bolniku,
obnoviti hrustanéno kongruenco, prepre-
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Slika 2: Shematski
prikaz razli¢nih faz
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in spremembe v ECM).”
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faktorjev (RF) je v Tabeli
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¢iti nadaljnje poskodbe in ohraniti delova-
nje sklepa brez vstavitve umetnih vsadkov.
Kirurske tehnike pri zdravljenju hrustanc-
ne poskodbe lahko delimo na paliativne,
popravljalne (reparativne) in obnovitvene
(restorativne). Vecina tehnik vodi v nasta-
nek fibrinsko-hrustan¢nega tkiva, ki ima
znacilno slab$e biomehanske in biokemicne
znacilnosti v primerjavi z nativnim hialinim
hrustancem. Kirur$ko tehniko izberemo
glede na zahtevo bolnika; pri manj zahtev-
nih bolnikih z zmerno simptomatiko se
lahko odlo¢imo za paliativne tehnike, kot
sta izpiranje in debridement. Reparativne
tehnike, kot so mikrofrakturiranje in abra-
zija, uporabimo pri bolnikih, ki imajo bolj
izrazene simptome in so tudi bolj aktivni. S
temi tehnikami spodbujamo nastajanje fi-
brinsko-hrustanc¢nega tkiva. Glavna tezava
tak$nega zdravljenja je omejena dolgoro¢na
zmoznost fibrinsko-hrustanc¢nega tkiva na
prenos obremenitve in strizne sile v sklepu.
Hkrati pa na novo oblikovano brazgotinsko
tkivo ne prepreci napredovanja degenerativ-
ne hrustan¢ne spremembe. Nasprotno pa se
pri ve¢jih okvarah in zelo zahtevnih bolnikih
(atleti oz. $portniki z veliko stopnjo aktivno-
sti) posluzujemo reparativnih tehnik, kot sta
ACI in avtologna hondralna transplantacija
(AHT), s katerimi zelimo doseci dolgoro¢no
funkcionalno ozdravitev.'*'?

Implantacija avtolognih hrustancnih ce-
lic (Autologous Chondrocyte Implantation
- ACI) je obetavna resitev pri zdravljenju
sklepnega hrustanca, saj omogoca trajno
nadomestitev poskodovanega hrustancne-
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ga tkiva z lastnim Zivim tkivom (Slika 3).
Metoda temelji na obnovi poskodovanega
hrustancnega tkiva z bolnikovimi lastnimi
celicami, ki jih prej odvzamemo iz neobre-
menilne povrsine poskodovanega sklepa,
nato hondrocite izoliramo, jih v obliki eno-
slojne kulture namnozimo do ustreznega
$tevila in jih nanesemo na poskodovani
predel, nanos pa uévrstimo z bioloskim fi-
brinskim lepilom in periostom.>® Slabosti
te metode so predvsem: od starosti odvisna
rast hrustan¢nega tkiva, problem zadostne-
ga Stevila celic, izoliranih iz majhne koli¢ine
odvzetega tkiva, in prisotnost hitre dedife-
renciacija hondrocitov med gojenjem v eno-
slojni kulturi (izguba fenotipskih lastnosti,
celice postanejo podobne fibroblastom in ne
tvorijo znacilnega hrustan¢nega ECM). Do-
datni problem je tehni¢na izvedba, uspesna
vsaditev gojenih hondrocitov in preprece-
vanje njihovega razlitja iz mesta poskodbe.”
Dolgoro¢no se v 10-25 % na mestu vsaditve
pojavlja hipertrofija perisota, kar je najvec-
krat vzrok za ponovno operacijo.'®

IzboljSanje metode ACI temelji predvsem
na razumevanju hondrogeneze in preuceva-
nju dejavnikov, ki vplivajo na njen potek. Pri
tem igrajo pomembno vlogo MMC, ki pro-
liferirajo in se diferencirajo v zrele hondro-
cite in tvorijo ECM. Slika 4 prikazuje nove
terapevtske moznosti in bioloski pristop pri
gojenju sklepnega hrustanca, ki vkljucuje
uporabo RE, MMC, celi¢nih nosilcev in bi-
oreaktorjev.'” Novejse Studije raziskujejo
aditivni in sinergisti¢ni u¢inek kombinacije
razli¢nih materialov, MMC, RF in bioreak-
torjev za zagotovitev ugodnega okolja za rast
hrustanc¢nega tkiva, ki bo strukturno najbolj
ustrezal odraslemu hialinemu hrustancu in
ne bo vseboval manjvrednega brazgotinske-
ga tkiva.'®

Tkivno inZenirstvo
hrustancnega tkiva

Namen tkivnega inZenirstva je obno-
vitev tkiva z uporabo celic, ki jim z izbiro
ustreznih nosilcev in drugih biomaterialov
ustvarimo ugodne pogoje za njihovo rast,
razmnozevanje in izrazanje ustreznih ge-
nov za njihovo diferenciacijo v tkivno spe-
cifitno obliko."” Pri tkivnem inZenirstvu
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Slika 3: Shematski
prikaz razli¢nih stopenj
v procesu avtologne
presaditve hrustanca.>®
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hrustanca je to velik izziv zaradi specificnih
lastnosti hrustanc¢nega tkiva, pocasne rasti,
znacilne strukturne urejenosti ECM, izre-
dnih mehanskih lastnosti in velike stopnje
dediferenciacije v celi¢nih kulturah. Dobro
poznavanje strukture hrustan¢nega tki-
va, metabolizma in procesa hondrogeneze
omogoca in vitro gojenje hrustancnega tkiva
v sklopu tkivnega inzenirstva. Taksen pri-
stop tkivnega inZenirstva vkljucuje uporabo
ze omenjenih bioloskih pristopov (Slika 4).
Pri tem so izredno pomembni celi¢ni nosil-
ci, saj omogocajo gojenje v tridimenzionalno
strukturah in spodbujajo nastanek hialinega
hrustanca. Dodatno z nanosom razli¢nih
RE, ki endogeno uravnavajo hondrogenezo,
usmerimo tkivno kulturo v fenotipsko zna-
&ilno hrustanéno strukturo.*® Stevilne $tudi-
je so ugotavljale sinergisticni u¢inek nanosa
razlicnih RFE, uporabo celi¢nih nosilcev in
mehanske stimulacije.'*?°

Rastni faktorji (RF) (angl. Growth fac-
tors — GF) so proteini, ki ob vezavi na ce-
licne receptorje preko ve¢ signalnih poti
vplivajo na razli¢ne faze celi¢ne rasti: sti-
mulirajo celjenje, mobilizirajo fibroblaste,
delujejo kemotakti¢no, spodbujajo celi¢no
podvajanje, kopicijo zunajceli¢no tkivo, so-
delujejo v procesu angiogeneze itd. Glavna
funkcija RF je nadzorovanje in uravnavanje
bioloskih procesov, ki poteka v zelo komple-
ksnem sistemu, navadno preko ve¢ razlicnih
in prepletajocih se signalnih poti. Prav zato

je njihova uporaba v tkivnem inZenirstvu
hrustancnega tkiva velikega pomena, saj
vpliva na potek hondrogeneze in spodbu-
jajo anabolne celi¢ne poti ter regeneriranje
tkiva. Poznamo naslednje RF: trombocitni
(PDGE), transformiriajoci (TGF), vaskular-
ni endotelni (VEGF), epidermalni (EGF),
fibroblastni (PGF) idr. Prisotni so v trombo-
citih, ki sodelujejo v procesu celjenja in igra-
jo pomembno vlogo pri strjevanju krvi, zato
se za klini¢ne namene uporablja tudi s trom-
bociti obogatena plazma (angl. PRP - Plate-
let Rich Plasma).?* V Tabeli 1 so prikazane
glavne skupine RF in njihov ucinek na hru-
stan¢no tkivo. Stevilne $tudije so pokazale,
da ima kombinacija razli¢nih RF sinergistic-
ni u¢inek.>*”** Prav tako je pomembna tudi
koncentracija RF in ¢asovno zaporedje pri
dajanju. Dodatno je hondrogeneza odvisna
tudi Se od drugih dejavnikov okolja, kot so
uporaba razli¢nih biomaterialov, ki omogo-
¢ajo celi¢no rast — celi¢ni nosilci (angl. scaf-
fold), uporaba mehani¢ne sile (bioreaktor;ji),
idr.21’24’25

Poznamo razli¢cne metode gojenja hon-
drocitov, v katero spadajo enoslojne kulture,
tridimenzionalni sistemi, kulture organov in
modeli za presaditev. Namen uporabe nosil-
cev je ustvariti ugodne pogoje za izboljsano
rast tkiva. Enoslojna kultura je nespecifi¢cna
metoda za gojenje hondrocitov, saj se poja-
vi hitra dediferenciacija celic in zato izguba
fenotipa (Slika s5). Celice se preobrazijo v
fibroblastom podobne, izgubijo sposobnost
tvorjenja proteoglikanov in prav tako ne
sintetizirajo kolagena tipa II (hrustanc¢no
specifi¢ni kolagen). Nasprotno pa z uporabo
tridimenzionalnih kultur uspesno nadzoru-
jemo rast hrustan¢nega tkiva in vzdrzujemo
izrazanje hrustan¢nega fenotipa. Nosilce
v grobem delimo na sinteticne in naravne.
Sinteti¢ni materiali, kot so polimeri hidro-
ksilne kisline (polilaktid, poliglikolide, itd.),
imajo slabost, da sprozijo nezeleni vnetni
odziv. Naravni polimeri, kot sta kolagen in
alginat, se hitro razgradijo in imajo slabo
mehansko ¢vrstost. Nasprotno je agaroza
slabo biorazgradljiva. Novejsi biomateriali,
kot so »protein silk« in celuloza so trenutno

Zdrav Vestn | oktober 2013 | Letnik 82



! ZARODNE
CELICE

Slika 4: Novosti pri
tkivnem inZenirstvu
hrustan¢nega tkiva."

CELICNI
NOSILCI

biomateriali

H
w.,nm n“‘m‘”ﬁ”

o,

%‘;
PRIHODNOST %

' RASTNI

TKIVNEGA [ FAKTORJI
INZENIRSTVA H
&
#gf

/ MEHANICNA
STIMULACIJA

zelo ucinkoviti za gojenje tridimenzionalnih
celi¢nih kultur, saj so mehansko ¢vrsti, omo-
gocajo dolgotrajno gojenje in so biokompa-
tibilni.*®

Idealni nosilec za pripravo tkivnih kon-
struktov iz hondrocitov naj bi imel nasle-
dnje lastnosti: standardizirano sestavo in
postopek priprave, zdruzljivost s tkivom,
v katerega se nanasa (biokompatibilnost),
biorazgradljivost s kontrolirano hitrostjo
(ustreza nastanku novega tkiva) in biome-
hanske lastnosti, podobne hrustanénemu
tkivu (zgradba iz materialov, ki omogocajo
celi¢no pritrjevanje, njihovo premikanje in
delitev, diferenciacijo in ustrezno poroznost
in prepustnost za difuzijo hranil in odpa-
dnih snovi). Hkrati mora nosilec celicam
nuditi mehansko oporo in omogocati pre-
nos mehani¢nega signala do celic, kar je
eden bistvenih pogojev za kultiviranje celic
pod obremenitvijo oz. s pomocjo bioreak-
tOI‘ja.27'28

Uporaba maticnih celic

Celice za pridobivanje hrustan¢nega
tkiva lahko pridobimo iz dveh glavnih vi-
rov: embrionalnih mati¢nih celic (EMC) iz
notranjega sloja blastociste embrija in me-
zenhimskih mati¢nih celic (MMC), ki imajo
potencial, da se diferencirajo v razli¢na tki-
va, kot so osteoblasti, hondrociti, lipoblasti
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in fibroblasti.*>** Pridobivamo jih lahko
iz kostnega mozga, mascob ali misic in jih
gojimo v kulturi celic, kjer s posebnimi po-
stopki dosezemo njihovo diferenciacijo. V
kulturi hondrocitov so pokazali moznosti za
hondrogenezo iz MMC kostnega mozga, si-
novijske tekocine, adipoznega tkiva in peri-
osta.’*® Glavna prednost uporabe EMC je nji-
hova nesmrtnost v primerjavi z MMC. Zato
omogocajo neomejeno obnovitev, medtem
ko je proliferacijska zmogljivost MMC ome-
jena in se s starostjo zmanjsuje. Ceprav je
MMC mnogo lazje usmeriti v hondrocitno
celi¢no linijo v primerjavi z EMC, poroca-
jo tudi o uspesni diferenciaciji EMC v hon-
drocitno celi¢no linijo.** Se vedno ostaja
vprasanje, ali so MMC sposobne generirati
stabilno hialino hrustan¢no tkivo, ki ga si-
cer v procesu hondrogoneze kasneje zame-
nja kostno tkivo. Prav tako je pri uporabi
MMC problem bioloska variabilnost in ne-
standardizirane metode priprave, odvzema
in gojenja MMC za dosledno in kakovostno
kontrolo bioloske uc¢inkovitosti, kar omejuje
uporabo MMC v klini¢ni praksi. Kljub temu
pa je uporaba MMC postala izredno privlac-
na, saj so MMC lahko dostopne, enostavne
za izolacijo, in imajo v primerjavi s hondro-
citi bolje proliferacijske in diferenciacijske
sposobnosti.*

Bioreaktorji

Kljub Stevilnim objavam o vplivu me-
hanske stimulacije na hrustan¢no tkivo je
dejanski mehanizem delovanja na celi¢ni
ravni slabo poznan.'® Predlaganih je bilo ve¢
mehanizmov, ki opisujejo prenos mehanske-
ga drazljaja v biokemicni signal. Ugotavljajo,
da pri fizikalnem drazljaju prihaja do spre-
memb v mikro okolju v blizini hrustan¢nih
celic, kot so: razlike osmotskega tlaka, pre-
tok medceli¢nine, spremembe v pH, idr., kar
se nadalje izraza v celicnem metabolizmu.
Pomembno vlogo igrajo tudi ionski in drugi
celi¢ni kanalcki, integrini, ki so eni klju¢nih
elementov v interakciji med celicami (cito-
skletet aktin) in ECM, in neposreden vpliv
mehanicne sile na spremembe v jedru, kar
naj bi vplivalo na povecano ekspresijo neka-
terih klju¢nih molekul v procesu hondroge-
neze.>
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Slika 5: Proliferacija
hondrocitov v monoslojni
celiéni kulturi.*

* Delo avtorja.
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Bioreaktor razumemo kot napravo, ki
omogoca transport hranljivih snovi in izlo-
¢anje odpadnih snovi ter uporabo razli¢nih
drazljajev, ki spodbujajo rast celic oz. tkiva
(RE mehanska obremenitev, vpliv magne-
tnega polja, svetloba, centrifugalne sile idr).
Bioreaktorji za gojenje hrustan¢nih kultur
Vv 0Zjem pomenijo napravo, ki skusa posne-
mati mehani¢ne obremenitve, ki nastanejo
med naravnim gibanjem med sklepnimi
povr$inami. Izkazalo se je, da lahko rege-
neriranje hrustanca znacilno izboljSamo s
pomocjo mehanske stimulacije. Raziskave
potrjujejo izboljSano sintezo hrustan¢nega
ECM in izrazanje hrustancnega fenotipa
in vitro pri uporabi mehanske obremeni-
tve.**** Natan¢no preucevanje biomehan-
skih obremenitev med gibanjem v sklepu je
vodilo do razvoja novejsih bioreaktorjev, ki
z uporabo multiaksialnih obremenitev bolje
simulirajo naravno okolje. Novi bioreaktorji
naj bi tako omogocali uporabo ve¢ mehan-
skih drazljajev hkrati, ki jih lahko kombini-
ramo na razli¢ne nacine.>® Porocajo tudi o
sinergisti¢cnem ucinku socasne uporabe RF
in bioreaktorjev.'®

Prihodnost zdravljenja
hrustancnih posSkodb

S pomocjo tkivnega inZenirstva hru-
stan¢nega tkiva so se pojavile nove moznosti
pri zdravljenju hrustan¢nih poskodb. Prvi
generaciji ACI (klasi¢na ACI), ki temelji na
pridobivanju hrustanca in vitro, gojenju v
enoslojni kulturi in pokrivanjem okvare s
periostnim pokrovom, so sledile naslednje
generacije, kjer uporabljajo celi¢ne nosilce,
MMC in gensko zdravljenje. Znani postopki
so npr. MACI (matrix/membrane autologo-

us chondrocyte implantation) in CACI (col-
lagen-covered autologous chondrocyte im-
plantation), v katerih se namesto periostnega
pokritja uporablja membrana kolagena tipa
I/I11.>**” Tako se izognemo slabosti klasi¢ne
ACI, kot je periostna hipertrofija, ki je naj-
veckrat vzrok za ponovno operacijo. V tretji
generaciji se uporabljajo hondroinduktivni
oz. hondrokonduktivni matriks in alogene
celice, ki omogoca aplikacijo mehanskih
obremenitev, izbolj$ajo njegovo ¢vrstost in
spodbuja zorenje konstrukta.’® V Cetrti ge-
neraciji se uporablja gensko zdravljenje, ko
s spodbujanjem izrazanja specifi¢nih genov
izzovemo transkripcijo hrustan¢no specific-
nih RF in ohranjamo fenotipske znacilnosti
tkiva.

Z novimi metodami Zelimo razviti eno-
stopenjski proces, ki ne vkljuc¢uje gojenja
hrustancnih celic v laboratoriju, temve¢ kot
izvor celic uporablja mezenhimske celice
kostnega mozga (mikrofrakturiranje), ki jih
na mestu okvare uc¢vrstimo s posebnim bi-
omaterialom (acelularni kolagenski matriks
/11 in fibrinsko lepilo). Celoten postopek s
kratico imenujemo AMIC (angl. autologous
matrix induced chondrogenesis) (36). Po-
roc¢ajo o primerljivi uspesnosti metode kla-
si¢cne ACI in AMIC. Prednost je predvsem
v enostopenjski metodi in nizjih stroskih.*’
Podobna metoda uporablja zmleto hru-
stan¢no tkivo (minced articular cartilage),
ki ga odvzamemo z neobremenilnega dela
sklepa in ga nanesemo na celi¢ni nosilec.*’
Z enostopenjsko tehniko se izognemo glavni
slabosti ACI, tj. potrebi po dveh operacijah
zaradi odvzema celic za gojenje v laborato-
riju in s tem povezanimi visokimi strogki
(stroski celi¢ne kulture in ponovne opera-
cije), dosezemo hialinu podobno hrustanc-
no tkivo in zmanj$amo potrebo po ponovni
operaciji.

Zakljucek

V zadnjih letih se je razvilo mnogo me-
tod za zdravljenje hrustan¢nih poskodb. S
tkivnim inZenirstvom so se razvile nove ge-
neracije ACI, v katerih se uporabljajo celi¢ni
nosilci, RF, gensko zdravljenje, mehanska
stimulacija idr. Mnogo raziskav preucuje
prednosti in slabosti novih metod, njihov
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dolgoro¢ni ucinek in uspesnost ter moznosti
za nadaljnjo modifikacijo in izboljsave. Nove
metode omogocajo atroskopsko operacijo,
kar zmanj$a moznost zapletov in skrajsa cas
operacije, uporaba tridimenzionalnih celi¢-
nih nosilcev ne zahteva periostnega pokrova
in s tem ne prihaja do hipertrofije in potrebe
po ponovni operaciji, atraktivne so metode
enostopenske tehnike, saj zmanjsujejo stro-
ske in obolevnost. Zaradi hitrega razvoja
biotehnologije so na voljo vedno novi mate-
riali za klini¢no aplikacijo, ki nudijo ugodne
pogoje za celi¢no rast. Trenutni razvoj meto-
de ACI se osredotoca na kakovost integraci-
je regeneriranega tkiva na mestu poskodbe,
da bi zagotovili stabilno zdravljenje in omo-
gocili zdravljenje kompleksnih hrustan¢nih
sprememb. Kljub spodbudnim predhodnim
rezultatom pa je pred uvedbo novih metod v
klini¢no prakso potrebno nacrtovati dolgo-
ro¢ne prospektivne randomizirane Studije,
ki bodo potrdile uspesnost novih metod.

PREGLEDNI CLANEK/REVIEW

Legenda pogosto
uporabljenih kratic:

ACI autologous chondrocytes implan-
tation (implantacija avtolognih

hrustan¢nih celic)

AHT  avtologna hondralna transplanta-
cija (ACT - autologous chondral
transplantation)

AMIC autologous matrix induced chon-
drogenesis (z matriksom sprozena
avtologna hondrogeneza)

CACI  collagen covered ACI (kolagensko
pokritje ACI)

ECM  zunajceli¢ni matriks ali medcelic-
nina

EMC  embrijske mati¢ne celice (ES-em-
bryonic stem cells)

MACI  matrix/membrane ACI (z matri-
ksom incudirana ACI)

MMC  mezenhimske mati¢ne celice
(MCS-mecenchmal stem cells)

RF rastni faktorji (GF - growth fac-

tors)
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