Mozliwosci hodowli keratynocytéw oraz komérek macierzystych
naskorka i ich zastosowania w leczeniu trudno gojacych sie ran

The culture of keratinocytes and epidermal stem cells and their possible application
in the treatment of chronic wounds

Michat Pikufa', Beata Imko-Walczuk??, Danuta Nowacka-Pikuta*, Aleksandra Okuniewska?, Paulina Langa',

Janusz Jaskiewicz®, Piotr Trzonkowski'

|Zaklad Immunologii Klinicznej i Transplantologii Gdarskiego Uniwersytetu Medycznego
Kierownik: dr hab. n. med. Piotr Trzonkowski, prof. nadzw. GUMed
2Oddziat Dermatologii Pomorskiego Centrum Traumatologii im. M. Kopernika w Gdansku

Ordynator: dr n. med. Maria Czubek

3\Wyzsza Szkofa Zdrowia, Urody i Edukacji w Poznaniu, Wydzial Zamiejscowy w Gdyni
Rektor: prof. dr hab. n. med. Barbara Raszeja-Kotelba
4Oddziat Rehabilitacji dla Dzieci Wojewédzkiego Zespotu Reumatologicznego w Sopocie

Ordynator: dr n. med. Agata Deja

SKatedra i Klinika Chirurgii Onkologicznej Gdarskiego Uniwersytetu Medycznego
Kierownik: prof. dr hab. n. med. Janusz Jaskiewicz

Przegl Dermatol 2012, 99, 222-229

StOWA KLUCZOWE:

rany przewlekte, hodowla
keratynocytéw, komorki
macierzyste naskorka.

KEY WORDS:
chronic wounds, keratinocyte
culture, epidermal stem cells.

ADRES DO KORESPONDENC]I:
dr n. med. Michat Pikula
Zaklad Immunologii Klinicznej
i Transplantologii

Gdaniski Uniwersytet
Medyczny

ul. Debinki 7

80-211 Gdarisk

tel.: +48 58 349 15 92 (90)
e-mail: pikula@gumed.edu.pl

STRESZCZENIE

Leczenie trudno gojacych sie ran wcigz stanowi powazny problem
wspolczesnej medycyny. W wiekszoéci przypadkéw wymaga ono wie-
lokierunkowej interdyscyplinarnej wspoétpracy wyspecjalizowanych
zespolow lekarskich i pielegniarskich, co pociaga znaczne naklady
finansowe. W wielu przypadkach jednak leczenie konwencjonalne ran
przewlekltych nie przynosi spodziewanych efektéw terapeutycznych,
dlatego wciaz poszukuje sie nowych, alternatywnych metod terapii.
Jedna z nich jest przeszczepianie wyhodowanych in vitro keratynocy-
tow. W pracy oméwiono metody hodowli keratynocytéw i komorek
macierzystych naskérka oraz mozliwosci ich przeszczepiania. Poru-
szono réwniez aspekty bezpieczenstwa oraz ograniczenia omawianej
techniki, a takze przedstawiono doswiadczenia wlasne autoréw zwig-
zane z technikg hodowli komorek naskoérka dla celow terapeutycznych.

ABSTRACT

Treatment of chronic wounds is still a serious problem in contempo-
rary medicine. In the majority of cases it requires multi-disciplinary
cooperation of specialized doctor and nursing teams and significant
financial expenses. In many cases the conventional treatment of chron-
ic wounds does not bring the expected therapeutic results, although
new alternative therapeutic methods are being researched. One such
method is the transplantation of in vitro cultured keratinocytes. The
presented work focuses on methods of keratinocyte and epidermal
stem cell culture, and the possibility of their transplantation. Safety
aspects as well as the limitations of the analysed techniques are dis-
cussed. Also the authors present their experience concerning with epi-
dermal cell culture for therapeutic purposes.
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WPROWADZENIE

Leczenie trudno gojacych sie, przewleklych ran
stanowi powazny problem terapeutyczny. W wielu
przypadkach terapia konwencjonalna nie przynosi
spodziewanych efektéw, dlatego wciaz poszukuje
sie nowych, alternatywnych metod, a jedna z nich
jest przeszczepianie wyhodowanych in vitro keraty-
nocytow.

KERATYNOCYTY | KOMORKI MACIERZYSTE
NASKORKA

Keratynocyty sa gléwnym komponentem komor-
kowym ludzkiego naskérka. Tworza one nie tylko
bariere dla przenikania wiruséw, bakterii, r6znorod-
nych zwigzkéw chemicznych i czynnikéw fizycz-
nych, lecz takze pelnia wiele funkcji fizjologicznych
i immunologicznych. Zaréwno keratynocyty, jak
i komorki Langerhansa moga prezentowac antygeny
limfocytom T oraz wydziela¢ cytokiny, wlaczajac
inne komoérki do odpowiedzi immunologicznej.
Keratynocyty chronig réwniez organizm przed utra-
ta wody oraz sa odpowiedzialne za prawidlowa
homeostaze organizmu [1-3]. Prekursorami dojrza-
tych keratynocytéw sa komorki macierzyste naskor-
ka, warunkujace ciagla jego odnowe i wymiane kera-
tynocytow [4]. Komérki macierzyste odgrywaja
réwniez istotng role podczas gojenia sie ran, a ich
dysfunkcja lub niewystarczajaca liczba sa czestymi
przyczynami utrudnionego, przewleklego procesu
gojenia. Komoérki te odpowiadaja réwniez za prawi-
dtowa hodowle (namnazanie) keratynocytéw w wa-
runkach in vitro [5]. Komorki macierzyste stanowia
okoto 2-7% komorek warstwy podstawnej naskérka
i jako dtugo rezydujace komoérki sa w sposéb szcze-
gblny narazone na mutacje, stad biora one takze
udzial w etiopatogenezie nowotworéw skoéry. Dzie-
lac sie asymetrycznie, daja poczatek komoérkom
przejsciowo namnazajacym sie, charakteryzujacym
sie wysokim potencjalem proliferacyjnym, oraz
komérkom macierzystym [6]. Komérki macierzyste
naskérka umiejscowione sa w trzech regionach
naskérka: w warstwie podstawnej, gérnym rejonie
mieszka wlosowego (w malym wybrzuszeniu) oraz
w macierzy germinalnej mieszka wlosowego. Komor-
ki macierzyste wystepujace w matym wybrzuszeniu
sg najwiekszym rezerwuarem komoérek macierzy-
stych skéry. Uwazane sg za komérki pluripotencijal-
ne zdolne do odtwarzania m.in. gruczoléw tojowych
i mieszkéw wlosowych. Komoérki macierzyste
naskoérka oraz inne tzw. dorosle komoérki macierzy-
ste (ang. adult stem cells) cechuje stan u$pienia meta-
boliczngo powiazanego z wydluzeniem cyklu
komoérkowego. Z tego wzgledu moga one by¢ izolo-
wane za pomoca cytometru sortujacego jako komor-
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ki stabo kumulujgce barwniki metaboliczne, np.
rodamine 123 [7, 8]. Obecnie integryny B1 oraz a6
wykorzystuje sie réwniez jako markery tych komo-
rek. Wysoka ekspresja czasteczek adhezyjnych
pozwala takze na selekcje komoérek macierzystych
naskérka w technice tzw. szybkiego przylegania
oraz podczas rutynowej hodowli przez pierwsze
24 godziny (niespecyficznie) [9]. Komorki macierzy-
ste maja tez wysoki poziom B-kateniny cytoplazma-
tycznej, cytokeratyny 19 oraz biatka p63 [10].

IZOLACJA KERATYNOCYTOW | KOMOREK
MACIERZYSTYCH NASKORKA

Izolacje komoérek w laboratorium poprzedza
pobranie materialu do hodowli od pacjenta. Zwykle
wycinek skéry o wielkosci okoto 1 ecm? pobiera sie
w znieczuleniu nasiekowym (1% lignokaina). Nastep-
nie calg procedure izolacji komérek naskérka prze-
prowadza sie¢ w warunkach sterylnych z uzyciem
metody mechanicznej, a nastepnie metod enzyma-
tycznych (ryc. 1.). Wycinek skéry pobrany od pacjen-
ta przemywa sie roztworem penicyliny ze strepto-
mycyna, a nastepnie tnie si¢ na male fragmenty,
ktoére sa inkubowane w roztworze enzymu - dyspa-
zy (16 godzin). Po tym etapie naskérek zostaje
mechanicznie oddzielony od skéry wilasciwej.
Nastepnie rozdzielone fragmenty naskoérka sa inku-
bowane w roztworze kolejnego enzymu - trypsyny -

pobranie fragmentu skéry (aseptyczne)

Y

mechaniczne usuwanie tkanki podskérne;

Y

enzymatyczne rozdzielenie naskérka i skory whasciwej
(dyspaza — okoto |6 godzin)

Y

izolacja enzymatyczna komérek z naskérka
(trypsyna — okoto 10 minut)

Y

analiza zywotnosci i fenotypu komdrek

Y

hodowla pierwotna i wtérna komorek naskérka
(ekspansja in vitro 2-3 tygodnie)

Y

przeszczep komorek lub analiza fenotypu
(np. profil réznicowania)

Rycina |. Schemat obrazujacy kolejne etapy izolacji keratynocy-
téw ze skéry pacjenta

Figure |. Diagram showing the stages of isolation of keratinocytes
from patient’s skin
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w celu otrzymania zawiesiny pojedynczych komo-
rek, ktére po odwirowaniu sg przenoszone do naczyn
hodowlanych lub alternatywnie poddawane proce-
durze selektywnej izolacji w cytometrze sortujagcym
(ang. fluorescent-activated cell sorter - FACS) [11, 12].
Metoda sortowania opiera sie¢ na wyznakowaniu
komoérek przeciwciatami sprzezonymi z fluorochro-
mem, analizie cytometrycznej, podobnie jak w kon-
wencjonalnej cytometrii przeplywowej, a nastepnie
izolacji komérek o pozadanym fenotypie (obecnosci
odpowiednich antygenéw). W przypadku izolacji
komérek macierzystych naskérka sortowane sa naj-
czesciej komorki o wysokiej ekspresji f1 integryny
oraz niskiej ekspresji receptora CD71 (receptor dla
transferyny). Wyselekcjonowane komoérki sg nastep-
nie przenoszone do medium i hodowane do uzyska-
nia odpowiedniej ich liczby. Krétkotrwata hodowla
komérek bezposrednio po izolacji réwniez stanowi
pewien element ich selekcji. Hodowane sg bowiem
wylacznie komorki przylegajace do podloza, a usu-
wane wraz z wymiang medium komoérki nieprzyle-
gajace (martwe, uszkodzone, wysoko zréznicowane
keratynocyty). Po tym etapie komoérki sg hodowane
do uzyskania odpowiedniej ich liczby do przeszcze-
pu [9, 13].

MODELE HODOWLI KERATYNOCYTOW
| NASKORKA

Hodowle keratynocytéw w postaci jednej war-
stwy i calego naskoérka oraz ztozonych substytutow
skérnych wcigz wigza sie z pewnymi trudnosciami
technicznymi, dlatego obecnie istnieje wiele modeli
ich prowadzenia na potrzeby terapii [14, 15]. Pierw-
szym modelem hodowli keratynocytéw byta metoda
opracowana w 1975 roku przez Rheinwalda i Greena
[16]. Komoérki naskérka hodowane byly w pozywece
z surowica na warstwach odzywczych inaktywowa-
nych fibroblastéw. Fibroblasty wydzielaja w tym
ukladzie wiele mitogenéw oraz elementéw macierzy
zewnatrzkomoérkowej, tym samym ulatwiajg wzrost

hodowla pierwotna,
pasaz

I min komadrek po izolacji 0.3-0.5 min komérek

hodowla 24-godzinna

i adherencje keratynocytéw. Modyfikacja hodowli
komérek naskorka upraszczajaca te procedure byto
wykorzystanie odpowiednich plastikéw jako po-
wierzchni dla wzrostu komorek. Powierzchnie te
zapewnialy odpowiednia adherencje oraz prolifera-
cje komorek [17]. Do hodowli komérek naskérka sto-
suje sie takze powierzchnie powlekane biatkami
macierzy zewnatrzkomorkowej (kolagen I, 1V,
Matrigel), keratynocyty wykazuja bowiem lepsze
wlasciwosci adhezyjne oraz proliferacyjne podczas
wzrostu na tego typu powierzchniach [18]. Modyfi-
kujac powierzchnie do wzrostu komoérek, ocenia sie
réwniez interakcje keratynocytéw z biatkami macie-
rzy zewnatrzkomoérkowej, co ma istotne znaczenie
np. podczas badania proceséw gojenia sie ran lub
nowotworzenia [19]. Nowe powierzchnie moga
ponadto modyfikowac fenotyp hodowanych keraty-
nocytéw i w ten sposéb przyczyni¢ sie do bardziej
efektywnej terapii komérkowej. Biatka macierzy sa
tez pomocne przy tworzeniu przestrzennych modeli
skory, ktére moga zawierac réwniez inne, poza kera-
tynocytami, komorki, takie jak fibroblasty, melano-
cyty lub komérki srédbtonka [20]. Jako medium
hodowlane na poczatku stosowano gtéwnie pozyw-
ki z dodatkiem plodowej surowicy bydlecej [21].
Pozywki te moga jednak zawieraé przeciwciala oraz
indukowa¢ niespecyficznie réznicowanie keratyno-
cytow. Ponadto surowica nie gwarantuje powtarzal-
nosci warunkéw hodowli (rézne serie). Dlatego tez
obecnie stosuje sie réwnolegle pozywki oparte na
rekombinowanych czynnikach wzrostu. Media te
zapewniaja prawidlowa proliferacje komoérek oraz
wieksze bezpieczenistwo terapii [22]. Keratynocyty
hodowane w tych pozywkach z dodatkiem jonéw
wapnia (0,06-0,15 mM zamiast 1,2 mM) wykazuja
wiele podobieristw do komérek warstwy podstaw-
nej naskérka. Nalezy do nich wysoka aktywnos¢
proliferacyjna, ekspresja cytokeratyn 5 i 14 oraz 1
integryn. Szacunkowe liczby komorek, jakie sa uzy-
skiwane podczas kolejnych etapéw hodowli, oraz

zdjecie przykladowej hodowli keratynocytéw
przedstawiono na rycinach 2. i 3.

przeszczep

lub analiza

24 min komorek 6-12 min komérek

hodowla

(adherencja)

wtdrna

Rycina 2. Schemat obrazujacy szacunkowe liczby komdrek uzyskiwanych na potrzeby terapii podczas kolejnych etapdw hodowli

komorkowej (dane wiasne)

Figure 2. Diagram showing the estimated numbers of cells obtained for therapy in the various stages of cell culture (own data)
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Dodanie do pozywki jonéw wapnia indukuje
wiele strukturalnych i biochemicznych zmian cha-
rakterystycznych dla suprabazalnych warstw
naskérka. Nalezy do nich m.in. wytworzenie sil-
nych polaczenn miedzykomoérkowych, zahamowa-
nie cyklu komérkowego oraz ekspresja markeré6w
terminalnego réznicowania keratynocytéw (w tym
zmniejszenie ekspresji integryn). Fenotyp tych
komoérek wykorzystuje sie do uzyskania petnej gru-
bosci naskérka in vitro. Otrzymanie pelnego
naskoérka ufatwia dodanie do pozywki surowicy,
po uzyskaniu przez komérki odpowiedniej konflu-
encji. Uzyskany w ten sposéb naskérek oddzielany
jest od podloza bez niszczenia potaczen miedzyko-
moérkowych za pomoca dyspazy [23]. Inng metoda
hodowli naskoérka jest technika z ulatwionym
dostepem powietrza (ang. air-liquid interface), wpro-
wadzona po raz pierwszy w 1983 roku. Metoda ta
pozwolitla na uzyskanie w pelni zréznicowanego
naskoérka majacego warstwe rogowa oraz ziarnista.
W tym przypadku wykorzystuje sie filtry, na kto-
rych hodowane sg keratynocyty. Zapewniaja one
trwala podpore dla komoérek, ktére moga sie przy-
czepia¢ do podloza za pomoca integryn oraz two-
rzy¢ hemidesmosomy, a nastepnie ulega¢ réznico-
waniu i nawarstwianiu. W takim ukladzie komérki
tatwo moga podlega¢ dziataniu atmosfery, ponie-
waz pozywka znajduje sie tylko w dolnym prze-
dziale, pod filtrem [24]. Dostep powietrza w tym
modelu ma wzmagaé¢ synteze profilagryny oraz
formowanie ziaren keratohialinowych, ktére sa nie-
zbedne do ostatecznego zréznicowania naskoérka.
Uzyskany in vitro naskérek rézni sie jednak od tego
in vivo, m.in. przepuszczalnoscia. Wynika to z réz-
nic w budowie warstwy rogowej oraz z faktu, ze
dotad nie udalo sie wystymulowa¢ tworzenia loju
i powierzchni hydrofobowej.

W przypadku rozleglych oparzen uzyskanie
zdrowej tkanki do autoprzeszczepu jest wyjatkowo
trudne i dlatego optymalizacja namnazania keraty-
nocytéw in vitro wydaje sie szczegodlnie istotna.
Nalezy réwniez zwréci¢ uwage na aktywacje komo-
rek naskérka po ich izolacji i przeniesieniu do
hodowli. Dzigki temu po ich przeszczepieniu obser-
wuje sie¢ wzmozong stymulacje gojenia sie rany
w poréwnaniu z przeszczepem komorek bezposred-
nio izolowanych i przeszczepianych, bez wcze$niej-
szej hodowli in vitro [25, 26].

NAMNAZANIE KOMOREK MACIERZYSTYCH
NASKORKA IN VITRO

Efektywna ekspansja komoérek macierzystych jest
wcigz problemem badawczym, do ktérego pelnego
poznania jeszcze daleka droga, i dotyczy to w zasa-
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‘ (D8 X508 L) ! ).
Rycina 3. Konfluentna hodowla ludzkich keratynocytéw po
pierwszym pasazu
Figure 3. Confluent culture of human keratinocytes dfter the first
passage

dzie wszystkich rodzajow komoérek macierzystych
mogacych sluzy¢ terapii komorkowej. Jak juz wezes-
niej zaznaczono, komérkami decydujacymi o prawi-
dlowym wzroscie keratynocytéw in vitro sg ich pre-
kursory, czyli komoérki macierzyste naskoérka.
Populacja komérek macierzystych ma takze decydu-
jace znaczenie w procesie gojenia si¢ ran po prze-
szczepie. W zwiazku z tym oczywista wydaje sie
potrzeba utrzymania komérek macierzystych w ho-
dowli w ich stanie fenotypowym komoérek niezréz-
nicowanych [27]. W tym celu nalezy poszukiwaé
z jednej strony czynnikéw stymulujacych wzrost
tych komorek, a z drugiej hamujacych ich réznico-
wanie. Jednoczeénie uzasadnione wydaje sie sorto-
wanie komoérek macierzystych pochodzacych
z naskorka pacjenta, a nastepnie ich hodowla in vitro
w stanie niezréznicowanym. Podczas hodowli
obserwuje si¢ jednak efekty stopniowego réznicowa-
nia keratynocytéw, co nazywa si¢ inwersja klonalna.
Polega ona na stopniowym zastepowaniu holoklo-
néw, w sklad ktérych wchodzg komérki macierzy-
ste, meroklonami i paraklonami (komérkami zrézni-
cowanymi). Do hodowli komérek macierzystych
naskoérka wykorzystuje sie zar6wno media z dodat-
kiem surowicy, jak i te bez surowicy, ktére sa dodat-
kowo suplementowane wybranymi czynnikami
wzrostu. Sposréd tych czynnikéw nadzieje budza
gléwnie czynniki wzrostu: nablonkowy (ang. epider-
mal growth factor - EGF), hepatocytéw (ang. hepatocy-
te growth factor - HGF), keratynocytéw (ang. keratino-
cyte growth factor - KGF), transformujacy (ang.
transforming growth factor B - TGF-) [7, 28]. Stoso-
wane sg takze rézne powierzchnie hodowlane, spo-
srod ktoérych najbardziej efektywne wydaja sie
powierzchnie powlekane skladnikami macierzy
zewnatrzkomoérkowej oraz zawierajace inaktywo-
wane fibroblasty [29]. Obiecujace efekty przyniosto
wykorzystanie wtéknika jako powierzchni dla wzro-
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stu keratynocytéw. Zastosowanie tego substratu
powodowato hamowanie inwersji klonalnej w hodo-
wanych keratynocytach oraz stymulowalo wzrost
komorek [30]. Nalezy jednak zwrécié uwage na to,
ze stwarzanie warunkéw dla hodowli komorek
macierzystych (zwlaszcza wczeéniej specjalnie
wysortowanych) moze wigzac sie z ich wolniejszym
wzrostem in vitro w pordwnaniu z komoérkami cze-
Sciowo zréznicowanymi. Moze to stanowi¢ pewna
wade z punktu widzenia aplikacji tak uzyskanych
komérek. Optymalizacja hodowli komoérek macie-
rzystych naskérka musi wiec uwzglednia¢ takze
dynamike podzialéw komérkowych, a w konse-
kwencji czas potrzebny do otrzymania odpowiedniej
liczby komoérek [8].

PRZESZCZEPY WYHODOWANYCH KOMOREK

Hodowle pozaustrojowe keratynocytéow, a takze
komérek innych narzagdéw od lat budzily duze zain-
teresowanie badaczy w zwigzku z mozliwosciami
ich pézniejszego wykorzystania w terapii. Metoda
przeszczepéw wyhodowanych komoérek naskorka
jest jednym z najwiekszych osiggnie¢ ostatnich lat
w leczeniu oparzefi oraz trudno gojacych sie ran
[31]. Wydaje sig, Ze najwieksze znaczenie majg auto-
logiczne przeszczepy wyhodowanych komorek.
Zwigkszaja one przede wszystkim bezpieczenstwo
pacjenta (jednoczes$nie dawcy i biorcy) oraz nie nio-
sa ryzyka odrzucenia przeszczepu. Leczenie ran
za pomocy przeszczepiania platéow hodowanego
naskoérka wprowadzono w 1981 roku [32]. Modyfi-
kacja tej metody bylo przeszczepianie zawiesiny
komérek lub komoérek bedacych elementem ztozo-
nego substytutu skérnego. Uwaza sie, Ze regeneracja
naskérka uzyskiwana przy uzyciu hodowanych
autologicznych keratynocytéw moze by¢ metoda
ratujaca zycie pacjentom z rozlegtymi oparzeniami
[30]. Znacznym postepem w przeszczepianiu komo-
rek w postaci zawiesiny byto zastosowanie keraty-
nocytéw zawieszonych w zelu fibrynowym (ang.
keratinocyte-fibrin-suspension) w celu leczenia chro-
nicznych owrzodzeni podudzi. Uwaza sie, ze wiok-
nik - naturalnie wystepujacy substrat - odgrywa
wazna role w procesie gojenia si¢ rany i uzywano go
podczas leczenia trudno gojacych sie ran oraz opa-
rzefi. Wykazano, ze wiéknik w posredni sposéb sty-
muluje migracje keratynocytéw, a takze tworzenie
naskérka zaréwno in vitro, jak i in vivo [33]. Prze-
szczep wykonany z uzyciem tej metody zastosowa-
ny do leczenia oparzen skory pelnej grubosci umoz-
liwia pelna regeneracje naskérka. Hodowle tego
typu redukuja ponadto koszty uzyskania komorek
do przeszczepu oraz upraszczaja procedury zwigza-
ne z manipulacja i transportem przeszczepu. Jedna
z waznych zalet stosowania komoérek w zawiesinie
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jest stosunkowo kroétki czas od pobrania do prze-
szczepu w poréwnaniu z konwencjonalnymi plata-
mi substytutéw skérnych (ang. conventional sheet
graft) [34]. Zastosowanie techniki zawiesinowej bez
nakladania warstwy siatki w leczeniu oparzen trze-
ciego stopnia powoduje reepitalizacje naskérka
w ciggu 2 tygodni. W przypadku aplikacji na dlugo
gojaca sie rane nie doprowadza to jednak do mecha-
nicznej stabilnosci rany, podobnie jak w przypadku
konwencjonalnych substytutéw skérnych [35].
Doniesienia wskazujg, Ze nalezy stosowa¢ réwnole-
gle pokrycie rany zabezpieczajace przeszczepione
komérki oraz chroniace je przed wysuszeniem pod-
czas gojenia sie rany. Przeszczepy autologicznych
keratynocytéw daja takze zadowalajace efekty
w leczeniu chronicznych owrzodzen. Dowiedziono,
ze po 6 tygodniach od przeszczepu nastepuje wyraz-
na poprawa jakosci zycia pacjentéw oraz wzrasta
reepitalizacja i wskaznik gojenia rany [36]. Ostatnio
podejmuje si¢ rowniez obiecujace proby przeszcze-
piania keratynocytéw w systemie autologicznym
pacjentom cierpiacym na wrodzone pecherzowe
oddzielanie sie naskérka (epidermolysis bullosa heredi-
taria) [37]. Czynnikami wplywajacymi na powodze-
nie przeszczepdw naskoérka sa m.in. spos6b przygo-
towania tozyska rany oraz istnienie zakazen
bakteryjnych rany oparzeniowej, ktére wydaja sie
glowna przyczyna niepowodzer w przeszczepianiu.
Szczegblnie w pierwszych dniach po przeszczepie
delikatny i niezrogowacialy naskérek, ktéry nie ma
jeszcze wyksztalconego polaczenia ze skéra wiasci-
wa, jest bardzo podatny na uszkadzajace dziatanie
zakazenn bakteryjnych. Dla przyjecia przeszczepu
istotna jest takze odpowiednia liczba komoérek
macierzystych warunkujacych prawidlowe gojenie
si¢ rany.

Leczenie trudno gojacych sie ran mozna prowa-
dzi¢ takze, stosujgc przeszczepy hodowlanego
naskorka alogenicznego. Przyjmuje sie jednak, ze ten
rodzaj przeszczepu stanowi tylko tymczasowe
pokrycie ziarniny, a komérki dawcy sa zastepowane
przez keratynocyty biorcy pochodzace z zachowa-
nych przydatkéw skéry. Keratynocyty pochodzace
wlasnie z mieszkéw wlosowych i gruczoléw poto-
wych stymulowane sa przez czynniki wzrostowe
keratynocytow przeszczepionych, w wyniku czego
nastepuje regeneracja naskorka biorcy. Stymulacja
gojenia ran nastepuje przez wydzielanie wielu czyn-
nikéw wzrostu i cytokin, takich jak: TGF, czynnik
wzrostu fibroblastéw (ang. fibroblast growth factor -
FGF), ptytkopochodny czynnik wzrostu (ang. plate-
led derived growth factor - PDGF), EGF, interleukiny 1,
6, 8 (IL-1, IL-6, IL-8) [3, 38, 39]. Nalezy réwniez zwrd-
ci¢ uwage na mozliwos¢ tacznego stosowania kera-
tynocytéw z innymi rodzajami komorek. Przykla-
dem moze by¢ leczenie bielactwa, w ktérym stosuje
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sie facznie wyhodowane keratynocyty oraz melano-
cyty. Metoda ta przyniosta obiecujace rezultaty
W postaci trwatego przyjecia przeszczepu komorek
oraz repigmentacji [40]. Przeszczepiane moga by¢
réwniez z powodzeniem keratynocyty wraz z fibro-
blastami, prekursorami komorek Srédbionka lub
komérkami Schwanna [12, 41].

BEZPIECZENSTWO | OGRANICZENIA METODY

Procedura przeszczepiania wyhodowanych
komoérek naskérka w systemie autologicznym uwa-
Zana jest za bezpieczng metode terapii. Mimo to
nalezy doklada¢ wszystkich staran, aby minimalizo-
wac jakiekolwiek ryzyko dla pacjenta. Najistotniej-
szym i krytycznym etapem procedury jest izolacja
i hodowla komérek w laboratorium. W celu wyeli-
minowania ryzyka zakazenia pacjentéw choroba
BSE (ang. bovine spongiform encephalopathy), czyli gab-
czasta encefalopatia bydla, surowica uzywana
w hodowli komérek powinna pochodzi¢ z Australii
lub Nowej Zelandii, krajéw, w ktérych nie wykryto
u zwierzat zakazeni BSE. Ponadto obecnie dazy sie
do stosowania wylacznie pozywek opartych na
rekombinantowych czynnikach wzrostu. Komorki
powinny by¢ hodowane réwniez zgodnie z odpo-
wiednimi zasadami i procedurami, ktére gwarantu-
ja bezpieczenistwo terapii. W tym przypadku maja
zastosowanie przede wszystkim zasady dobrej prak-
tyki laboratoryjnej w hodowli komérek (ang. good
cell culture practice - GCCP) oraz zasady dobrej prak-
tyki wytwarzania (ang. good manufacturing practice -
GMP) [22, 42]. Zasady te zakladaja m.in. pelng kon-
trole i dokumentacje warunkéw wytwarzania pro-
duktéw leczniczych oraz opisuja wymagania stawia-
nie pracownikom i sprzetowi [43]. Szczegodlnie
wazne jest, zeby hodowla odbywala sie w laborato-
riach gwarantujacych izolacje komorek od srodowi-
ska zewnetrznego (system $luz i filtréw powietrza,
kombinezony personelu) oraz zapewniajgcych utrzy-
manie stalej temperatury i wilgotnosci powietrza
oraz ich ciagle monitorowanie. Spelnienie wyzej
wymienionych parametréw zapewnia z jednej stro-
ny odpowiednig ekspansje komérek in vitro, a z dru-
giej warunkuje bezpieczeristwo dla pacjenta [11, 13].
Drugim koniecznym czynnikiem jest przeszkolony
i dodwiadczony personel prowadzacy wszystkie eta-
py izolacji i hodowli komérek.

Innym istotnym elementem hodowli komérek jest
ich stabilnos¢ genetyczna. Przeprowadzone dokfad-
ne badania molekularne nie wykazaly zadnych
zmian epigenetycznych w hodowanych keratynocy-
tach oraz ich prekursorach. Nie zaobserwowano
réwniez indukcji proceséw transformacji nowotwo-
rowej hodowanych komérek naskérka [44]. Réwniez
wieloletnie obserwacje skéry zregenerowanej za
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pomoca hodowanych keratynocytéw nie wykazaty
zmian przednowotworowych. Obserwowano jed-
nak (rzadko) nadmierne ztuszczanie naskérka lub
tworzenie pecherzy w miejscu przeszczepu.

Metoda przeszczepéw wyhodowanych komérek
naskérka ma réwniez pewne ograniczenia i wady.
Jedna z nich jest stosunkowo dlugi czas niezbedny
do uzyskania odpowiedniej liczby komérek do prze-
szczepu, a szczegodlnie do otrzymania kilkuwarstwo-
wego naskoérka. Pewna alternatywa dla tej techniki
jest stosowanie na rane komoérek uprzednio hodo-
wanych do stanu tzw. subkonfluencji, nie czekajac
na uzyskanie pelnej grubosci naskérka [45]. Taka
hodowla trwa okoto 2 tygodni i w tym czasie pacjent
musi by¢ leczony konwencjonalnie. Kolejnym
waznym elementem hodowli jest uzyskanie odpo-
wiednich parametréw hodowanych komérek,
a szczegblnie dynamiki podzialéw mitotycznych.
Doswiadczenia wiasne autoréw pracy wskazuja na
to, ze wiek dawcy komoérek ma w tym przypadku
decydujace znaczenie. Komoérki oséb starszych
wymagaja bowiem znacznie dluzszego czasu
hodowli do uzyskania odpowiedniej ich liczby niz
komérki pochodzace od oséb miodych. Biorac pod
uwage fakt, ze to wlasnie pacjenci starsi stanowia
duzy odsetek oséb z trudno gojacymi sie ranami,
nalezy opracowywaé efektywniejsze metody ho-
dowli pochodzacych od nich komérek [12, 46]. Jak
juz wczeéniej wspomniano, zaréwno komoérki prze-
szczepiane w formie zawiesiny, jak i postaci petnego
naskorka sg bardzo delikatne i podatne na dziatanie
bakterii. Wazne jest wiec odpowiednie przygotowa-
nie rany do przeszczepu, w tym eradykacja bakterii
[3]. Nalezy réwniez zwréci¢ uwage na to, ze komor-
ki po kolejnych pasazach w hodowli podlegaja zmia-
nom morfologicznym oraz biochemicznym zwigza-
nym z procesami starzenia. Podczas tych proceséw
komérki traca m.in. swoja aktywnos$¢ mitotyczng
oraz skréceniu ulegaja ich telomery [47]. Zmiany te
moga wplywaé na jako$é przeszczepu i regeneracje
skory pacjenta.

PODSUMOWANIE

Leczenie i pielegnowanie ran przewleklych,
mimo coraz nowszych technologii i nowoczesnych
materialéw opatrunkowych o coraz wiekszej sku-
tecznodci, jest nadal duzym wyzwaniem dla lekarzy
i pielegniarek. Pomimo zastosowania odpowiednich
technik i procedur leczniczych czesto nie udaje sie
uzyska¢ zadowalajacego efektu terapeutycznego.
Dlatego stale poszukuje sie nowych metod leczenia
ran przewlektych i zastosowanie hodowlanych kera-
tynocytéw oraz komorek macierzystych naskérka
z pewnoscig stanowi obiecujaca mozliwos¢.
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