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Wykorzystanie medycyny regeneracyjnej
w leczeniu wybranych choréb skory

Streszczenie: Konwencjonalne metody leczenia ubytkéw skory nie zawsze daja dobre efekty
kliniczne i estetyczne. Nowoczesne metody leczenia ubytkéw pelnej grubosci skory opieraja sie

gléwnie na inzynierii tkankowej. Celem inzynierii tkankowej jest zastapienie, przywrdcenie, od-

tworzenie, udoskonalenie lub podtrzymanie funkeji tkanek i narzagdéw uszkodzonych w wyniku
urazu, choroby przewleklej lub schorzen wrodzonych. Zlozone konstrukty tkankowe tworzone
metodami inzynierii tkankowej facza polimery naturalne lub syntetyczne z zywymi komdrkami
w celu uzyskania funkcjonalnego ekwiwalentu tkanki (substytutu skory). Inzynieria tkankowa
stanowi réwniez istotny element medycyny regeneracyjnej, ktorej podstawa jest transplantacja

nowych tkanek otrzymanych z hodowli komérek macierzystych. Komoérki macierzyste embrio-

nalne, plodowe i dorosle réznig si¢ nie tylko pochodzeniem, ale takze potencjalem proliferacyj-
nym. Zdolno$¢ tkankowych somatycznych dojrzalych komérek macierzystych do réznicowania
zar6wno w komorki charakterystyczne dla tkanki, z ktorej si¢ wywodzg, jak i w inne rodzaje ko-
morek, jest podstawa odtwarzania tkanek i narzadéw. Na réznicowanie komoérek macierzystych
w komorki charakterystyczne dla tkanki wplywa obecno$¢ swoistych czynnikéw wzrostu i czyn-
nikéw réznicowania komorek, cytokin, chemokin, a takze rodzaj rusztowania tkankowego (tissue
scaffolds). Postep w projektowaniu zlozonych konstruktéw tkankowych zawierajacych komorki
macierzyste osadzone w rusztowaniu tkankowym moze poprawi¢ wydajnos$¢ regeneracji tkanek
oraz integracj¢ przeszczepianych komorek dawcy z komérkami biorcy, co pozwolitoby na catkowi-

te wyeliminowanie koniecznosci stosowania terapii immunosupresyjnej po przeszczepach.
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Abstract: Conventional treatments for skin injures are not always good clinical and aesthetic ef-
fects. Modern methods of treatment of full-thickness skin injuress are mainly based on tissue en-
gineering. The aim of tissue engineering is to replace, restore, improve or maintain the function of
tissues and organs damaged by trauma, chronic illness, or congenital disorders. Complex formed
tissue constructs tissue engineering methods combine natural or synthetic polymers with living
cells in order to obtain the functional equivalent of the tissue (skin substitute). Tissue engineer-
ing is an important element of regenerative medicine, which is based on transplanting new tissue
cultures derived from stem cells. Embryonic stem cells, fetal and adult differ not only in origin,
but also proliferative potential. The ability of adult somatic tissue stem cells to differentiate into
cells, both characteristic of the tissue from which they originate, as well as in other types of cells is
the basis for playback of tissues and organs. For the differentiation of stem cells into cells charac-
teristic of tissue affected by the presence of specific growth factors and cell differentiation factors,
cytokines, chemokines, and the type of tissue scaffold. Progress in the design of complex tissue
constructs containing the stem cells embedded in a scaffold tissue can improve the efficiency of
tissue regeneration and integration donor cells with recipient cells, which would completely elimi-

nate the need for immunosuppressive therapy after transplantation.

Key words: skin substitute, tissue engineering, regenerative medicine, tissue scaffolds, mezynchy-

mal stem cells
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Skora celem inzynierii tkankowej

Skora sklada si¢ z wielu warstw, buduje ja wiele typéw komorek i spetnia wazne
dla organizmu funkgje. Jest takze narzagdem najbardziej eksponowanym i nara-
zonym na réznego rodzaju urazy: mechaniczne, termiczne, chemiczne, radiacyj-
ne oraz wynikajace z uszkodzenia naczyn krwiono$nych [1, 2]. Urazy termiczne
stanowig zdecydowang wiekszos¢ (okolo 95%) wszystkich oparzen. Oparzenie jest
urazem o bardzo réznorodnej etiologii i lokalizacji. Ze wzgledu na rodzaj czynnika
uszkadzajacego, oparzenia mozna podzieli¢ na termiczne, elektryczne, chemiczne
i radiacyjne [2]. Nastepstwem kazdego urazu jest powstanie rany skory. Rane moz-
na zdefiniowa¢ jako naruszenie integralnosci tkanek, bedace nastepstwem urazu
badz réznych stanéw patologicznych, ktére inicjuja proces naprawy tj. stopa cu-
krzycowa, owrzodzenia podudzi w przebiegu przewleklej niewydolnosci zylnej czy
tez odlezyny [3, 4].

W zaleznoéci od: etiologii, charakteru czynnika uszkadzajacego, czasu i fazy go-
jenia oraz rodzaju uszkodzonych tkanek, wyrdznia sie rézne rodzaje ran. Jednakze
najwazniejszymi parametrami okreslajacymi rang jest jej rozlegtos¢ i gteboko$¢. Pa-
rametry te warunkuja przebieg procesu gojenia [5, 6]. Gojenie tkanek po urazie jest
procesem warunkujacym przezycie organizmu. Zgodnie z definicjg przyjeta przez
The Wound Healing Society, gojenie ran to proces dynamiczny, skutkujacy przy-
wroceniem utraconych funkcji organizmu oraz odbudowa przerwanej ciaglodci
tkanek [7]. Proces gojenia wystepujacy w odpowiedzi na bodziec przebiega w trzech
zasadniczych fazach. Pierwszg jest zapalenie, druga tworzenie nowej tkanki (proce-
sy proliferacyjne), a trzecig przebudowa nowoutworzonej tkanki (remodelowanie).
W proces gojenia zaangazowanych jest wiele skfadowych: komdrki (fibroblasty, ke-
ratynocyty, komorki §rédbtonka, komérki ,,zapalne” — makrofagi, neutrofile), cyto-
kiny i czynniki wzrostu, sktadowe macierzy pozakomorkowej oraz enzymy prote-
olityczne (gléwnie metaloproteinazy macierzy pozakomoérkowej MMPs) [5, 6, 8].

Wyrdznia si¢ dwa typy gojenia tkanek. Pierwszy to regeneracja, czyli zastapie-
nie uszkodzonych komoérek komoérkami tego samego typu. Regeneracja czesto nie
pozostawia nawet $ladu uszkodzenia. Tylko niektére komorki ludzkiego organizmu
maja zdolnos¢ do regeneracji i odnowy prawidlowej struktury i funkcji organu.
W wigkszosci przypadkow w efekcie gojenia dochodzi do wytworzenia blizny tacz-
notkankowej, ktéra powoduje uposledzenie funkcji narzadu [3, 9, 10, 11].

Wiele czynnikéw ma wplyw na przebieg gojenia, ale najistotniejszym z nich
jest zamkniecie rany w celu zapewnienia m.in. optymalnych warunkéw gojenia
oraz niedopuszczenie do jej zakazenia [12]. Zamkniecie rany umozliwiajg zasto-
sowane opatrunki. Rola opatrunku jest zapewnienie optymalnych warunkdw,
wplywajacych na optymalizacje srodowiska procesu gojenia oraz jego ewentualne
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wspomaganie [13]. Ze wzgledu na udzial w procesie gojenia opatrunki dzieli si¢ na
bierne, interaktywne oraz bioaktywne. Opatrunki bierne stosowane sg do opatry-
wania ran bez powiklan. Nie wptywaja one w istotny sposdb na przebieg procesu
gojenia. W praktyce coraz wigkszy udzial majg opatrunki interaktywne i bioaktyw-
ne, ktérych oddzialywanie opiera sie na zapewnianiu i utrzymywaniu optymalnych
warunkéw do naprawy uszkodzen tkanki [14].

Pomimo wielu zalet, opatrunki stanowia jedynie istote i cel leczenia zachowaw-
czego i nie znajdujg zastosowania w leczeniu uszkodzen pelnej grubosci skory [15].
W leczeniu tego typu uszkodzen zastosowanie znalazto pokrycie uszkodzonego
miejsca przeszczepem zardwno autologicznego, allogenicznego, jak i ksenogenicz-
nego naskorka. Wady przeszczepdw zaréwno auto-, allo-, jak i ksenogeniczych oraz
gwaltowny rozwoj nowych technik hodowli komérek i tkanek ludzkich in vitro,
sprawily, Ze rozpoczeto stosowanie hodowanych in vitro komorek w pokrywaniu
ubytkow skornych, bedacych efektem rozleglych oparzen [16].

W ostatnich latach doszto do powstania i rozwoju nowej dziedziny biomedycz-
nej, ktora jest inzynieria tkankowa. Inzynieria tkankowa to interdyscyplinarna
dziedzina, ktora stosuje zasady rzadzace inzynierig i hodowlg komdrek w celu wy-
tworzenia biologicznych materialéw zastepczych, mogacych odbudowa¢, utrzy-
mac lub poprawi¢ funkcje tkanek [17]. Inzynieria tkankowa umozliwia tworzenie
substytutow skory ludzkiej, ktére wykorzystywane sa przede wszystkim do opty-
malnego, bezpiecznego i efektywnego leczenia rozleglych i glebokich ubytkow
skory [17, 18].

Inzynieria tkankowa i substytuty skory

Substytuty skory definiuje sie jako heterogeniczng grupe materialéw, ktdre sg wy-
korzystywane do zamkniecia rany i przejmuja czasowo lub na stale funkcje sko-
ry [19]. Istnieje wiele klasyfikacji dostepnych wspolczesnie substytutéw skory. Ze
wzgledu na strukture anatomiczng wyrdznia si¢ substytuty: epidermalne (naskor-
kowe), dermalne (skéry wiasciwej) i kompozytowe (dermalno-epidermalne). Typ
biomaterialu wykorzystanego w konstrukcji substytutu stanowi podstawe do po-
dzialu substytutéw na biologiczne (autologiczne, alogeniczne, ksenogeniczne) lub
syntetyczne (biodegradowalne, niebiodegradowalne). Ze wzgledu na zdolno$¢ do
inkorporowania w tkanke wyrdznia si¢ substytuty tymczasowe, poltrwate i trwate.
Wyroéznia si¢ takze substytuty zawierajace komorki i bezkomorkowe, a takze wyste-
pujace in vitro i in vivo [20-24].
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Substytuty epidermalne — autoprzeszczepy i alloprzeszczepy
hodowanych in vitro komorek naskorka

Przeszczepy naskorkéw hodowanych in vitro dawaty i daja dobre rezultaty w lecze-
niu oparzen siegajacych 60% powierzchni ciata. Zaletag hodowanych do przeszczepu
autologicznych keratynocytéw jest zdolnos¢ do szybkiego wzrostu, trwale zabezpie-
czenie rany, bezpieczenstwo oraz udokumentowana, diugotrwata skutecznos¢ ich
stosowania. Jednakze powazna wada jest dtugi okres (okoto 3-4 tygodni) oczekiwa-
nia na przygotowanie hodowli komoérek do przeszczepu. Autologiczne keratynocy-
ty sa bardzo delikatne, podatne na infekcje bakteryjne i uszkodzenia mechaniczne.
Odtworzenie tkanki Iacznej pod natozonym autoprzeszczepem naskdrka trwa mie-
sigce, a nawet lata. W zwigzku z trudno$ciami wynikajacymi z zastosowania ho-
dowli autologicznych keratynocytéw, do wspomagania leczenia uszkodzen skory
wprowadzono hodowle keratynocytéw allogenicznych. Hodowane do przeszczepu
komorki pochodzace od innego osobnika majg wiele zalet. Ogromng zaletg allo-
przeszczepdw uzyskiwanych in vitro jest brak koniecznodci oczekiwania na prze-
szczep, jak rowniez male ryzyko jego odrzucenia. Hodowane allogeniczne komdrki
nie stanowig trwalego przeszczepu.

Alloprzeszczepy keratynocytéw sg czasowym opatrunkiem, stymulujacym go-
jenie sie ran od brzegoéw i przetrwalych przydatkéw skornych, szczegdlnie, gdy
obecna jest skdra wlasciwa. Keratynocyty produkuja wiele cytokin, w tym czyn-
nikéw wzrostu, a takze skladniki macierzy pozakomdrkowej. Wszystkie te czyn-
niki stymulujg gojenie sie ran, pobudzajac srodblonek naczyn i reepitelizacje [16].
Przeszczepy komorek naskérka wyhodowanego in vitro oprécz wykorzystania do
leczenia ran oparzeniowych znalazly zastosowanie w innych przypadkach leczenia
chordb czy uszkodzen skory wymagajacych regeneracji naskorka. Wyhodowany
in vitro naskdrek stosowany jest przy odtwarzaniu naskérka po wycieciu bliznow-
cow czy duzych blizn powodujacych ograniczenia ruchu, w leczeniu przewlektych
owrzodzen konczyn zwigzanych z cukrzyca lub nieprawidlowym krazeniem u oséb
starszych, w leczeniu bielactwa [25].

Substytuty dermalno-epidermalne i dermalne
(przestrzenne hodowle organotypowe)

Substytuty dermalno-epidermalne/dermalne obejmuja wiele réznych konstruktow
tkankowych. Konstrukty te zawierajac rusztowanie tkankowe charakterystyczne dla
skory wlasciwej oraz allogeniczne komorki (fibroblasty i keratynocyty) [26]. Rusz-
towania tkankowe (scaffolds) to produkty tworzone metodami inzynierii tkanko-
wej, faczace polimery (naturalne i sztuczne) z zywymi komoérkami, dla uzyskania
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funkcjonalnego ekwiwalentu tkanki, tzn. substytutu skoéry [27-30]. Rusztowania
tkankowe maja nasladowa¢ biologiczne funkcje macierzy pozakomadrkowej, utrzy-
mywac strukture i funkcje tworzonych konstrukeji tkankowych oraz przyczyniaé
sie do wzrostu, adhezji i réznicowania si¢ komadrek. Wigkszos$¢ z nich zapewnia ho-
dowli komorek in vitro tréjwymiarowa przestrzen, w ktorej komorki moga wzrastaé
i proliferowac [31-33].

Apligraf (Organogenesis Inc., Canton, USA) jest przykladem konstruktu,
w ktorym wykorzystano rusztowanie tkankowe utworzone przez kolagen bydle-
cy typu I zasiedlone allogenicznymi keratynocytami i alogenicznymi fibroblasta-
mi. Jest to pierwszy zywy substytut pelnej grubosci skory, zwany réwniez ludzka
sztuczng skorg. Dermagraft (Advanced BioHealing Inc., New York-La Jolla, USA)
jest konstruktem, w ktérym rusztowanie tkankowe stanowia biodegradowalne siat-
ki utworzone z kwasu poliglikolowego (Dexon™), kwasu polimlekowego (Vicryl™)
oraz sktadowych macierzy pozakomorkowej skory wlasciwej (biatka, czynniki wzro-
stu, glikozoaminoglikany, proteoglikany) wytworzonych z allogenicznych fibrobla-
stow. Transcyte (TransCyte Advanced BioHealing Inc., New York-La Jolla, USA)
zbudowany jest z siatki nylonowej z dodatkiem $winskiego kolagenu, wzbogaconej
w allogeniczne fibroblasty. Zewnetrzng jego warstwe stanowi imitujacy naskorek
polprzepuszczalny silikon. Hyalomatrix PA (Fidia Advanced Biopolymers, Abano
Terme, Italy) zawiera mikroperforowane rusztowanie z pochodnych kwasu hialuro-
nowego (estry benzylowe, HYAFF-11°) oraz silikonowa btone. Hyalograft 3D (Fidia
Advanced Biopolymers, Abano Terme, Italy) zawiera autologiczne fibroblasty osa-
dzone w rusztowaniu z kwasu hialuronowego. Integra Dermal Regeneration Tem-
plate (Integra NeuroSciences, Plainsboro, USA) stanowi pofaczenie kolagenu bydle-
cego typu I z siarczanem chondroityny, ktére pokryte sg silikonowg blong [26].

Metody inzynierii tkankowej umozliwiaja odtworzenie uszkodzonych tkanek
i narzaddéw, a przeszczepianie wyhodowanych in vitro tkanek lub struktur tkanko-
wopodobnych daje dobre efekty kliniczne [34]. W inzynierii tkankowej i medycynie
regeneracyjnej wykorzystuje sie wiele réznych typow komorek, obecnie jednak naj-
wiecej uwagi poswieca sie komoérkom macierzystym.

Zastosowanie komoérek macierzystych
w inzynierii tkankowej i medycynie regeneracyjnej

Komorki macierzyste definiuje sie jako nisko zréznicowane, zdolne do samoodno-
wy i réznicowania si¢ w jeden lub wiecej typow wyspecjalizowanych komérek [35,
36]. Klasyfikacja komorek macierzystych opiera si¢ na ich potencjale do réznicowa-
nia w inne komorki, tkanki, narzady czy caly organizm. Totipotencjalne komarki
macierzyste moga da¢ poczatek calemu organizmowi, pluripotencjalne moga réz-
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nicowac sie¢ w kazdy typ komorki, nie sg jednak w stanie wytworzy¢ lozyska i cale-
go organizmu. Multipotencjalne komoérki macierzyste roznicuja sie w rézne typy
komorek, na ogoét pochodzace z jednego listka zarodkowego, a unipotencjalne tylko
w jeden typ komorki [37, 38].

Ze wzgledu na pochodzenie, komodrki macierzyste klasyfikuje sie na embrionalne
komorki macierzyste ESC (embrionic stem cells) stanowigce komadrki wewnetrznej
masy blastocysty, pfodowe komorki macierzyste FSC (fetal stem cells) oraz soma-
tyczne (doroste) komorki macierzyste ASC (adult stem cells). Do komorek macie-
rzystych pochodzenia ptodowego zalicza si¢ zaréwno komorki tkanek plodowych,
jak 1 komorki krwi pepowinowej, fozyska, plynu owodniowego, w tym komorki
hemopoetyczne HSC (hemopoietic stem cells) oraz mezenchymalne komoérki ma-
cierzyste MSC (mesenchymal stem cells).

Komorki macierzyste dorostego cztowieka ASC s3 obecne w wigkszosci tkanek,
jako tkankowo specyficzne (multi- oraz unipotencjalne) komoérki macierzyste. Szpik
kostny i tkanka tluszczowa sg fatwo dostepnymi zrédlami duzej ilosci komorek
hemopoetycznych i mezenchymalnych [39, 40]. Komoérki o podobnej morfologii
i charakterystyce wyizolowano réwniez z krwi obwodowej, skory, kosci beleczko-
watej, krwi ptodowej, a takze z ptuc, watroby, krwi pepowinowej i tozyska [41, 42].

Mezenchymalne komoérki macierzyste MSC stanowig gléwny cel inzynierii
tkankowej i medycyny regeneracyjnej [43], cho¢ ostatecznym celem medycyny re-
generacyjnej jest ukierunkowanie swoistymi komdrkowo- i tkankowo specyficzny-
mi programami roznicowania multipotencjalnych komorek macierzystych [44-46].
Zastosowanie mezenchymalnych komdrek macierzystych w inzynierii tkankowej
i medycynie regeneracyjnej jest uwarunkowane ich dostepnoscia, potencjalem pro-
liferacyjnym, zdolnoscig do wielokierunkowego réznicowania, a takze wzgledami
etycznymi. Réznicowanie mezenchymalnych komdrek macierzystych w warunkach
in vitro w okreslonym kierunku wymaga zastosowania swoistych czynnikéw wzro-
stu lub zwigzkéw chemicznych o wlasciwos$ciach réznicujacych [47-50]. Jednakze
dotad nie zidentyfikowano uniwersalnego i swoistego antygenu charakterystyczne-
go dla MSC oraz ich réznicowania. Fenotyp MSC opisywany jest na podstawie eks-
presji wielu markeréw powierzchniowych. Zaréwno fenotyp, jak i ekspresja niekto-
rych markeréw powierzchniowych MSC moze sie zmienia¢ w warunkach hodowli
in vitro, w odpowiedzi na rézne warunki hodowli [51].

Rusztowania powstate z pozbawionych komoérek tkanek lub materialéw tkan-
kowopochodnych wplywajg na réznicowanie komoérek macierzystych w komorki
i struktury, charakterystyczne dla tkanki, z ktérej przygotowano matryce (ruszto-
wanie). Wszczepiajac rusztowania tkankowe wzbogacone w odpowiednie cytokiny
i ligandy dla molekut adhezyjnych mozna odtwarza¢ tkanki i narzady in vitro, co
moze zapewni¢ efektywne leczenie ubytkow skory powstajacych w wyniku urazéw
lub proceséw patologicznych [49, 52]. Zdolno$¢ réznicowania mezenchymalnych
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komorek macierzystych w rézne typy komorek jest podstawa wykorzystywania ich
do regeneracji tkanek i narzagdow, stanowigcych gtoéwny cel medycyny regeneracyj-
nej. Jednakze programy réznicowania mezenchymalnych komoérek macierzystych
w komorki pozadanego typu, jak i utrzymanie fenotypu komoérek uprzednio zréz-
nicowanych, nie sg nadal w pelni poznane.
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