edicinsk kommentar

Redaktor: Kristina Raf, tel: 08-790 34 75

Bo Risberg, professor, dverlakare (bo.risberg@surgery.gu.se)
Sepideh Hagvall och Gisela Helenius, doktorander;

samtliga vid kdrl-thoraxkirurgiska kliniken, Sahlgrenska Universitetsjukhuset, Goteborg

Intensiv forskning om konstgjorda
blodkarl inom hjart—karlkirurgin

[[[Kardiovaskuldra sjukdomar svarar for den i sérklass storsta
dodligheten och sjukligheten hos manniskor 6ver 40 ar. Ate-
rosklerosen ar den vanligaste orsaken till for tidig d6d och in-
validitet. Olika kirurgiska och andra interventionella metoder
som idag anvinds for att ge symtomlindring och forhindra kar-
diovaskuldra komplikationer som hjértinfarkt, slaganfall eller
amputation kommer att vara av stor vikt for lang tid framover.

Ett principiellt annat sitt att minska den ischemiska ska-
dan &r att pdskynda naturens egen ldkningsprocess genom att
inducera bildning av nya blodkérl in situ, angiogenes. Lokal
instillation av tillviaxtstimulerande faktorer sisom VEGF,
»vascular endothelial growth factor, eller genetiskt material
for att darigenom inducera en lokal produktion av motsvaran-
de faktorer har anvints bade experimentellt och kliniskt med
uppmuntrande resultat. En mer detaljerad beskrivning av det-
ta intressanta forskningsfalt ligger dock utanfoér ramen for
denna artikel.

Vid rekonstruktiv kérlkirurgi finns ett behov av att ha
kroppsegna reservdelskérl. Syntetiska graft har en 1angtids-
funktion som &r klart underldgsen biologiska alternativ saval
vid bypasskirurgi pa hjértats kranskirl som vid perifer kérl-
kirurgi pa extremiteterna. En del patienter saknar egna reserv-
delskérl, exempelvis vena saphena magna, som &r det vikti-
gaste reservdelskarlet i kroppen. Nar det giller ersittning av
sma blodkarl finns ett stort behov av artificiella biologiska
graft. Vid rekonstruktion pa stora kirl som t ex aorta eller dess
grenar fungerar syntetiska graft tillfredsstéllande.

Konstgjorda biologiska karl

Den cellbiologiska utvecklingen med méjligheter att odla en-
dotelceller och glatta muskelceller banade vigen for forsok
under tidigt 1980-tal att ta fram blodkérl baserade pa »tissue
engineering«, dvs konstgjorda biologiska kérl, TEBV, »tissue
engineered blood vessels«.

Det forsta forsoket att gora ett biologiskt kérlgraft publice-
rades 1986 av Weinberg och Bell [1]. De anvidnde kollagen
som stodjevdvnad men noterade en dalig hallfasthet. Kolla-
gen anvindes dock av flera grupper i efterféljande rapporter
[2, 3]. Fornyat intresse kring biologiska karlgraft uppstod nér
tva olika grupper rapporterade framgéngsrika forsok att odla
fram blodkarl i odlingskammare [4, 5].

L’Heureux och medarbetare producerade TEBV baserat
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Det finns ett stort behov av konstgjorda blodkéarl inom
saval hjartkirurgi som perifer karlkirurgi.

Framgangsrika experiment under de senaste aren har
drivit fram olika varianter av konstgjorda biologiska
blodkarl.

Faltet ar i dynamisk utveckling, bl a med applicering av
stamcellsteknologi, men det torde drdja flera ar innan
kliniskt anvandbara karl finns tillgangliga.

pa samodling av endotelceller, glatta muskelceller och fibro-
blaster i en sandwichliknande uppbyggnad i ett statiskt sy-
stem. Kérlen hade en kérlliknande struktur, matrix och god
hallfasthet. Preliminédra in vivo-studier pa hundar visade att
graften under kort tid delvis stod 6ppna. Humana celler an-
viandes, varfor man fick en xenograftsituation vid implanta-
tion pd hund.

Niklasons grupp utvecklade TEBV fran bovina celler men
under dynamiska betingelser i speciella bioreaktorer dar kér-
len var utsatta for pulsatilt flode. De kérl som implanterades
pa gris var Oppna i tvd veckor. Aven dessa kérl hade god hall-
fasthet och visade dessutom farmakologisk stimulerbar vaso-
reaktivitet.

Flera forskninggrupper har framgéangsrikt fortsatt utveck-
lingen av TEBV.

Tre utvecklingslinjer

Principiellt finns tre utvecklingslinjer for TEBV:
— Preformerade karl

— Hybridkarl

— Fullodlade kérl

Preformerade kdirl. Med preformerade kérl menas kérl som
tagits fram genom att en mall, t ex ett ror eller en stav, lagts in
i kroppen. Kaérlet bildas genom att vavnad véxer i och runt
mallen. Den forsta typen av dylika kérl, s k Sparks mandrill,
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Figur 1. Biologiskt konstgjort kirl baserat
pa polyglykolsyra.

fanns for manga ar sedan. En stav implanterades i underhu-
den. Ett ror av granulationsvdvnad bildades, som dérefter
opererades ut. Tyvérr hade dessa kérl bade dalig hallfasthet
och otillfredsstéllande dppetstdendefrekvens [6].

En modern variant, som i varje fall pa experimentstadiet
forefaller intressant, ar ett kirl utvecklat i peritoneum [7]. En
silikonslang ldggs in i peritonealhdlan pa experimentdjur.
Slangen bekldds av myofibroblaster, kollagen och ett lager av
mesotelceller ytterst. Nér roret tas ut efter ett par veckor tas
silikonslangen bort och réret vands ut och in. Mesotelcells-
lagret kommer da att motsvara endotelcellslagret i ett vanligt
karl. Man har dven visat att det dr fullt mojligt att med laparo-
skopisk teknik framstilla dylika kérl. Dessa kérl har vasore-
aktivitet, dvs myofibroblasterna utvecklar kontraktila egen-
skaper. Efter implantation i artircirkulationen pa hund stod
dessa karl dppna efter 16 manader [8].

Hybridkdirl. Med hybridkarl avses kirl som bestar av en syn-
tetisk och en biologisk komponent. Denna forskningslinje
har fatt mycket uppmérksamhet. De forsta forsdken gjordes
i mitten av 1980-talet med s k endotelcellsutsaddd i syntetis-
ka graft. Tanken var att kunna reducera trombogeniciteten
hos dessa graft genom att sa ut autologa endotelceller. Trots
en stor satsning fick tekniken dock aldrig nagot kliniskt
genomslag. En orsak till detta kan vara att proceduren var
komplicerad.

Det finns idag mycket intressanta kliniska data avseende
patienter efter atta till tio ars uppf6ljning. De indikerar att &p-
petstaendefrekvensen hos dessa hybridgraft ar fullt i klass
med den som erhélls med vena saphena magna-graft [9]. Den-
na studie har inspirerat till en stor multicenterstudie, dér by-
pass till kdrl under kniledsspringan utfors randomiserat med
antingen vena saphena magna- eller PTFE-graft med en inre
endotelcellsbeklddnad.

Flera grupper utnyttjar hybridkarl genom att lata glatta
muskelceller, fibroblaster (myofibroblaster) och/eller endo-
telceller vaxa in i en syntetisk stodjevdvnad. Nagon form av
polyuretan anvinds ofta. Detta material har fordelen av att
vara elastiskt och tryckeftergivligt, vilket troligen &r virde-
fullt [10]. De flesta polyuretaner bryts ned sa sméningom,
dven om vissa stabila varianter har tagits fram [11]. Genom
att manipulera odlingsbetingelser sasom cellkoncentration
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och inkubationstid kan endotelialiseringen optimeras, liksom
formagan hos endotelet att motsta hydrodynamisk stress [11].

Ett annat nedbrytningsbart material som ar mycket an-
véandbart ar polyglykolsyra (PGA). Materialet bryts ned ge-
nom hydrolys. Den biologiska vdvnaden kan dock, som visats
i djurforsok [5], overta héllfastheten i viggen och ge en god
biologisk styrka. PGA tillater cellinvéxtav t ex glatta muskel-
celler eller fibroblaster.

Att anvinda nedbrytningsbar stddjevdvnad kan hypote-
tiskt vara en fordel, da kérlet till slut bestar endast av autolog
vavnad. Tyvirr kan flera nedbrytningsbara material ge upp-
hov till toxiska substanser som kan ha en himmande effekt pa
celltillvaxt och funktion. Tidigare erfarenheter med degrader-
bara graft har inte varit helt positiva, varfor det kommer att bli
mycket intressant att folja hur denna nya typ av material kla-
rar langtidsstudier. Kliniska studier &r ndra forestdende for en
del grafttyper.

Figur 1 visar ett kérl efter atta veckors odling i bioreaktor
i vart laboratorium. Positiv fargning for glatta muskelceller
(a-aktin) visar fullstindig invaxt av dessa celler (Figur 2).

Interaktionen mellan celler och syntetmaterialet &r ett hett
forskningsomrade. Man efterstravar ett inert material som
inte inducerar en inflammatorisk reaktion och dér samtidigt
cellerna kan véxa in i materialets porer och ge en god biolo-
gisk forankring.

En tanke med att anvdnda en syntetisk mall for cellerna att
vixa i och pa ér att ha en kirlvigg med god mekanisk styrka
under lang tid. For att forbattra adhesionen av celler till stod-
jevéavnaden har olika slags forbehandling anvints. Kollagen,
fibrin, poly-L-lysin, fibronektin eller extracelluldr matrix har
visat sig kunna oka cellretentionen [12-15]. Aven s k RGD-
peptider (arginin—glycin—aspartat) har visat sig kunna forbatt-
ra cellernas adhesionsformaga [16].

Fullodlade kéirl. Med fullodlade karl avses karl helt baserade
pabiologisk vivnad och framodlade fran enskilda celler. Man
kan ha biologiska stodjevdavnader somt ex kollagen eller elas-
tin, i vilka cellerna far vixa. Stodjevdvnaden formas som ett
ror. Djurexperimentalla studier har visat att dessa vidvnader
fungerar tillfredsstidllande p& kort tid med god hallfasthet
[17].

I de ursprungliga studierna fran L’Heureux och medarbe-
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Figur 3. Adulta n:lesenkymala stamceller som anvéind-
for konstruerande av konstgjorda biologiska kérl.

tare [4] varvades de olika lagren enligt sandwichteknik. Man
lyckades simulera intima, media och adventitia. Genom s k
elektrospinning av t ex kollagen testas om man kan fa en bétt-
re matrix [18] .

Varifran tas endotelcellerna?

I princip finns tva kéllor for autologt endotel:
— Vener

— Omentfett eller subkutant fett

Venkillan ér oftast v jugularis externa, v brachialis eller
v saphena magna. I de flesta kliniska studier som hittills pub-
licerats rorande endotelcellsutsadd i syntetiska graft har ven-
endotel anvénts [19]. I den enda langtidsstudie som finns an-
vands endotel fran v jugularis externa [9].

Fett innehaller forutom fettceller aven mikrokérl med en-
dotelceller. Endotel fran dessa kan isoleras, men en kvarsta-
ende fraga ar hur pass ren fraktionen &r. Sannolikt dr den en
blandning av endoteliala och mesoteliala celler [20, 21].
Bada celltyperna har liknande antitrombotiska egenskaper,
varfor differentieringen emellan dem kanske dr mindre in-
tressant. Subkutant fett kan anvindas som endotelkilla. M6j-
ligheten att utnyttja fett fran fettsugning dppnar nya perspek-
tiv [22].

Ett hett omrade ar stamceller, och hur de kan utnyttjas for
differentiering till de i kirlviggen ingaende cellslagen.
Manga fragetecken finns kring denna typ av forskning. Kan
odling under mekanisk stress, t ex pulsatilitet eller sjuvkraf-
ter, »shear stress«, ge en differentiering? I forsta hand torde
adulta stamceller bli aktuella. Forskning pagar pa flera olika
laboratorier. Figur 3 visar mesenkymala stamceller som var
grupp borjat anvinda for framstéllning av TEBV.

Genom att anvénda autologa celler slipper man immuno-
logiska problem. En nackdel dr dock att det tar en viss tid fran
det att cellerna skordats fran t ex en ven tills ett fardigt kérl
finns tillgéngligt. Det ror sig sannolikt om mellan en och fyra
manader, vilket innebér att patienter med akuta problem inte
kan komma i fraga.

Djurexperimentella studier

Det finns ett begriansat antal djurexperimentella studier gjor-
da med TEBV. Korttidsstudier (sju dagar) av L’Heureux och
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medarbetare [4] visade att tre av sex kérl var 6ppetstaende ef-
ter implantation i femoralisartiren. Hanterlighet och sutur-
barhet liknade dem hos naturliga kérl. Noteras bor att dessa
forfattare anvinde humana celler i kérl som implanterades pa
hund. Niklasons grupp anvénde kirl baserade pa autologa cel-
ler som implanterades i gris. Ett autologt kérl sattes in och
stod &ppet efter fyra veckor. Kérl som inte odlats under pul-
satila betingelser hade kortare Sppetstaendetid.

De preformerade kirl som Campbells grupp drivit fram
har testats i olika kérl pé ratta, kanin och hund. De har rap-
porterats st 6ppna efter 16 ménader [23]. Intressant &r att
dessa kirl rapporteras ha strukturer som ser ut som elastinla-
meller.

Andra grupper har rapporterat goda langtidsresultat med
TEBV. Sotoudeh och medarbetare anvinde glatta muskelcel-
ler och endotelceller frén hund pa en teflonmatrix. De rappor-
terade goda resultat efter tolv veckors implantation i carotis
pa hund [24]. ] samma djurslag har goda resultat visats efter
36 méanader med ett TEBV-baserat pa icke nedbrytbart poly-
uretan [25].

Nagra aktuella problemstéallningar inom TEBV-forskning
— Hur skall man fa optimal interaktion mellan stodjevévnad
och celler?
— Vilken form av stodjevavnad ar bast?
— Hur far man bést interaktion mellan cellerna?
— Hur reducerar man trombogeniciteten?
— Hur ar héllfastheten pé sikt?
— Vad ér stamcellernas roll?
Forskningen sker, som framgatt ovan, pé flera fronter, och
man kan tdnka sig att olika varianter av TEBV kommer att tas
fram.

Nar blir TEBV kliniskt tillgdngliga?
Vissa hybridgraft dr redan ute pa preklinisk testning. Nagon
enstaka fallbeskrivning finns rapporterad [26]. Med tanke pa
de manga basala problem som dnnu inte ar 16sta ar det orea-
listiskt att vénta sig att att kdrlen kan lanseras relativt snart.
Ett exempel kan tas ifran endotelutsadda graft. De forsta kli-
niska studierna paborjades for mer &n 15 ar sedan. Det stod
dock klart timligen snart att basala problem vintade pa sin
16sning, varfor tekniken inte blivit ndgon klinisk rutinmetod.
Forst nu paborjas en randomiserad studie.

Sannolikt kommer det att ta mellan fem och tio ar innan
TEBYV blir anvinda i klinisk rutin.
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