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STRESZCZENIE

Wprowadzenie. Leczenie ran przewleklych nadal stanowi powazny
problem wspoélczesnej medycyny. Niepowodzenia terapeutyczne
obserwuje si¢ zar6wno u chorych leczonych zachowawczo, jak i u tych,
u ktérych podjeto leczenie zabiegowe, i dlatego wcigz poszukiwane sg
nowe metody terapeutyczne.

Cel pracy. Przedstawienie klinicznego zastosowania hodowli keraty-
nocytéw oraz komorek macierzystych naskérka u dwéch pacjentéw
z przewleklymi ranami i préba wyznaczenia klinicznych kryteriéw
wlaczania oraz wykluczania chorych z tego typu terapii.

Material i metodyka. Od chorych uzyskiwano zawiesing komérkowa
z pelnej grubosci skory, ktéra nastepnie zaktadano w dno owrzodzen.
Rany zabezpieczano jalowym opatrunkiem nasgczonym sola fizjolo-
giczna.

Wyniki. U obu pacjentéw uzyskano czesciowq epitelizacje w obrebie
owrzodzenia i znaczng poprawe kliniczng w otoczeniu rany.
Whioski. Pomimo uzyskania poprawy klinicznej w obu przedstawio-
nych przypadkach autorzy zwracaja uwage na potrzebe poprawy
warunkéw technicznych hodowli komoérkowej oraz wypracowania
kryteriéw klinicznych opisanej procedury terapeutyczne;j.

ABSTRACT

Introduction. Treatment of chronic leg ulcers is still a serious problem
in modern medicine. Therapeutic failures are observed both in patients
treated conservatively and in those in whom surgical treatment was
undertaken. Therefore there is a need of new methods of therapy.
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Objective. To present clinical use of cultured keratinocytes and epi-
dermal stem cells in two patients with chronic leg ulcers. The authors
also attempted to determine the clinical criteria for inclusion and exclu-
sion of patients for this type of therapy.

Material and methods. A cell suspension from full-thickness skin was
obtained from both patients and placed in the bottom of the ulcers. The
wounds were protected with sterile dressings soaked in saline.

Results. In both patients partial re-epithelialisation of the ulcer and sig-
nificant clinical improvement around the wound were observed.

Conclusions. In spite of clinical improvement observed in both cases,
the authors draw attention to the need of improvement of cell culture
technique and development of clinical criteria for this therapeutic pro-

cedure.

WPROWADZENIE

Owrzodzenia goleni dotyczg okoto 1% ludnosci
swiata. W Europie Srednia zachorowalno$¢ miesci
sie w przedziale od 1% do 4% na 1000 osob, ze
znaczna przewaga kobiet, a stosunek kobiet do mez-
czyzn wynosi 2,8 : 1. U 0s6b w wieku 60-80 lat cze-
sto$¢ zachorowan zwieksza sie do okoto 6%. W Pol-
sce owrzodzenia goleni wystepuja u 17-20%
populacji. Leczenie polowy wszystkich owrzodzen
trwa érednio 9 miesiecy, w 20% przypadkéw 2 lata,
a u 8% chorych ponad 5 lat. Na uwage zasluguje
fakt, ze w ponad 70% przypadkéw owrzodzeri gole-
ni mozliwy jest nawrét schorzenia [1].

Etiopatogeneza owrzodzen goleni jest wieloczyn-
nikowa, a w niektérych przypadkach trudna do jed-
noznacznego okre$lenia. Nalezy pamietaé, ze rana
przewlekla stanowi jedynie objaw, a nie rozpoznanie.
Potencjalne przyczyny sa réznorodne i obejmuja:
przewlekla niewydolnos¢ zylng (ang. chronic venous
insufficiency - CVI), miazdzyce zarostowa konczyn,
nowotwory, choroby metaboliczne, zapalenie naczyn,
infekcje, urazy oraz piodermie zgorzelinowa [2, 3].

Najczestsza przyczyna niegojacych sie owrzo-
dzen jest jednak CVI, ktéra definiuje sie jako zesp6t
objawéw klinicznych wywotanych nadci$nieniem
w ukladzie zyl powierzchownych i glebokich
z towarzyszacym refluksem krwi zylnej [4]. Stanowi
ona powazny problem medyczny, ktéry traktowany
jest, obok cukrzycy czy otylosci, jako jedna z choréb
cywilizacyjnych. W Europie schorzenie to dotyczy
40-60% kobiet i 15-30% mezczyzn, w naszym kraju
odpowiednio 47% i 38%. Wyzsza zachorowalnos¢
u kobiet obserwuje sie szczegblnie w grupie powyzej
40 lat, co wiaze sie z przebytymi cigzami oraz stoso-
waniem przewleklej antykoncepdji [4].

U podtoza CVI lezy zaburzony i opdzZniony
powrdt krwi zylnej z koriczyn dolnych do serca, co
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powoduje nadcisnienie zylne. Zmiany moga doty-
czy¢ zyt powierzchownych, glebokich lub przeszy-
wajacych [5]. Do czynnikéw predysponujacych zali-
cza sie: obcigzenia rodzinne uwarunkowane
genetycznie, zylaki koriczyn dolnych, zespét poza-
krzepowy, siedzacy lub stojacy tryb zycia, zaburze-
nia funkcji pompy mie$niowo-stawowej, nadwage
i otylos¢, diete ubogoresztkowsa, przebyte ciaze,
zaburzenia hormonalne, wiek, pteé¢, urazy i dtugo-
trwate unieruchomienie [6, 7].

Leczenie trudno gojacych sie ran nadal stanowi
powazny problem wspodlczesnej medycyny. W wielu
przypadkach leczenie konwencjonalne, mimo zasto-
sowania najnowoczeéniejszych aktywnych opatrun-
koéw, nie przynosi spodziewanych efektéw. Niepowo-
dzenia obserwuje sie réwniez u chorych, u ktérych
stosuje sie inwazyjne metody leczenia. Dlatego wcigz
poszukuje sie nowych, alternatywnych metod terapii,
a jedna z nich jest przeszczepianie wyhodowanych
in vitro keratynocytéw.

Do terapii kwalifikuje sie pacjentéw plci meskiej
i zeriskiej w wieku 18-65 lat z owrzodzeniami pod-
udzi o réznorodnej etiologii, o $rednicy 1-5 cm, bez
limitu czasowego utrzymywania sie owrzodzen.
Owrzodzenia pacjentéw wiaczanych do terapii
musza spelniaé¢ nastepujace kryteria kliniczne: czy-
ste, ziarninujace dno bez zmian martwiczych, oto-
czenie niezmienione zapalnie lub zmienione w nie-
wielkim stopniu, niewielki lub umiarkowany
wysiek. W przypadku stwierdzenia nasilonego
stanu zapalnego przed wlaczeniem do badania
konieczne jest zastosowanie antybiotykoterapii
zgodnej z antybiogramem posiewu z rany. W bada-
niach laboratoryjnych chory nie moze wykazywaé
cech stanu zapalnego. Do leczenia nie kwalifikuje sie
pacjentéw z ciezkimi chorobami ogdélnoustrojowy-
mi, chorobami autoimmunologicznymi, nowotwo-
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rowymi, chorych w trakcie terapii immunosupresyj-
nej oraz cytostatykami, obcigzonych zaburzeniami
psychicznymi, pacjentéw z dodatnim wynikiem
badann w kierunku zakazenia HIV, HCV, HBV oraz
nierokujacych wspélpracy w trakcie leczenia.
Warunki kliniczne pozyskiwania materialu do
hodowli keratynocytéw i komoérek macierzystych
naskérka w odrodku autoréw przedstawiono poni-
zej. Po poinformowaniu pacjenta o zalozeniach
badania oraz po podpisaniu przez niego $wiadomej
zgody na procedure naukowo-terapeutyczng pobie-
ra si¢ chirurgicznie okofo 1 cm? skory petnej grubo-
$ci z okolicy brzucha lub posladka. Nastepnie pobra-
ny material jest transportowany w roztworze
buforowanej soli fizjologicznej (PBS) do laborato-
rium Zakladu Transplantologii Klinicznej Gdariskie-
go Uniwersytetu Medycznego (GUMed), gdzie
zaklada sie hodowle komérkowa trwajaca 2-3 tygo-
dni. Hodowle prowadzi sie do drugiego pasazu,
otrzymujac 5-8 mIn komoérek - zaréwno zréznico-
wanych keratynocytow, jak i komérek wykazuja-
cych fenotyp komoérek macierzystych naskérka. Po

Rycina |. Owrzodzenie o wielkosci 7 cm X 4 cm przed zatoze-
niem hodowli komdrkowej

Figure |. Leg ulcer (7 cm X 4 cm) before the application of cultu-
red cells

Rycina 2. Proces nakfadania zawiesiny komdrkowej do owrzo-
dzenia
Figure 2. Process of application of cell suspension to the ulceration
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przygotowaniu 5-10 ml zawiesiny komoérkowej
w roztworze soli fizjologicznej nakrapla sie ja wolno
przez okoto 30 min na dno owrzodzenia. Nastepnie
owrzodzenie zabezpiecza sie jalowym opatrunkiem
nasaczonym sola fizjologiczng. Pierwsza zmiane
opatrunku wykonuje sie dopiero po 3 dniach od
aplikacji do rany zawiesiny komodrkowej. Kolejne
kontrole odbywaja sie $rednio co 2 tygodnie.

Na ponizsze badania uzyskano zgode Niezalez-
nej Komisji Bioetycznej do Spraw Badann Nauko-
wych przy GUM.

CEL PRACY

Praca jest doniesieniem wstepnym dotyczacym
proby klinicznego zastosowania hodowli keratyno-
cytow oraz komorek macierzystych naskérka u 2 pa-
cjentéw z owrzodzeniami podudzi zwigzanymi
z CVI. Jednocze$nie autorzy podejmuja probe
wyznaczenia klinicznych kryteriéw wlaczania oraz
wykluczania chorych z tego typu terapii.

OPISY PRZYPADKOW

Przypadek I.

Kobieta, lat 55, obcigzona nadci$nieniem tetni-
czym, z owrzodzeniem prawego podudzia trwajg-
cym od ponad roku, powstalym na tle CVI. Chora
dotychczas leczono zachowawczo opatrunkami
aktywnymi (opatrunki hydrozelowe, hydrokoloido-
we, alginianowe, zawierajace srebro) oraz lekami
poprawiajacymi przeplyw naczyniowy, jednak bez
ewidentnej poprawy klinicznej. Owrzodzeniu towa-
rzyszyly nawracajace, silne dolegliwosci bélowe
koniczyny dolnej prawej.

Przy przyjeciu na Oddzial Dermatologii Pomor-
skiego Centrum Traumatologii w Gdarisku obserwo-
wano owrzodzenie o wielkosci 7 cm X 4 cm z plyt-
kim dnem, wypelnionym czysta ziarning (ryc. 1.).

Od chorej pobrano 1 ecm? skéry pelnej grubosci
i przekazano do Zakladu Immunologii Klinicznej
i Transplantologii GUM. Po 3 tygodniach hodowli
zawiesine komérkowgq zaaplikowano zgodnie z kry-
teriami badania (ryc. 2.). Po tygodniu od aplikacji
zaobserwowano uniesienie dna oraz zmniejszenie
stanu zapalnego obserwowanego w otoczeniu
owrzodzenia (ryc. 3.). Po kolejnym tygodniu stwier-
dzono zmniejszenie wymiaréw owrzodzenia w osi
dtugiej o okoto 1 cm. Po 2 miesigcach od aplikacji
zawiesiny komoérkowej uzyskano zmniejszenie
powierzchni rany do wymiaru 6 cm X 2 cm (ryc. 4.).

W okresie letnim nastapilo ponowne pogorszenie
stanu miejscowego w postaci powiekszenia owrzo-
dzenia i nasilenia stanu zapalnego wokét rany.
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Rycina 3. Stan kliniczny owrzodzenia po 7 dniach od przeprowa-
dzenia procedury terapeutyczne;

Figure 3. Clinical status of the ulcer seven days dfter the therapeu-
tic procedure

Leczenie zachowawcze kontynuowano w warun-
kach ambulatoryjnych.

Przypadek 2.

Mezczyzna, lat 34, obcigzony nikotynizmem
(nalogowy palacz), z owrzodzeniem lewego pod-
udzia o etiologii zylnej wystepujacym od 18. roku
zycia. Chory dotychczas leczony zachowawczo, bez
poprawy stanu miejscowego, niezakwalifikowany
do zabiegu chirurgicznego przez chirurga naczynio-
wego.

Klinicznie owrzodzenie o wymiarach 3 cm x 1,5 cm,
z glebokim dnem wypelnionym ziarning oraz oto-
czeniem zmienionym zapalnie (ryc. 5.).

Po uzyskaniu pisemnej zgody na procedure
badawczo-terapeutyczna u chorego wykonano biop-
sje skérng. Po 2 tygodniach hodowli komoérkowej
mezczyznie natozono zawiesine keratynocytéw na
dno owrzodzenia zgodnie z procedura terapeutycz-

komorkowej
Figure 5. The clinical appearance of leg ulcer before application
of the cultured cells
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Rycina 4. Stan kliniczny owrzodzenia po 2 miesigcach od prze-
prowadzenia procedury terapeutycznej

Figure 4. The clinical condition of the ulcer two months dfter carry-
ing out the therapeutic procedure

na. Obserwacja kliniczna owrzodzenia po 2 tygo-
dniach od aplikacji keratynocytéw wykazala znacz-
na epitelizacje od obwodu rany. Po miesiacu uzy-
skano zmniejszenie owrzodzenia o okoto 30%
w postaci uniesienia dna i epitelizacji od obwodu

rany (ryc. 6.).

OMOWIENIE

U przedstawionych pacjentéw przeprowadzono
pierwsze proéby klinicznego zastosowania hodowla-
nych keratynocytéw oraz komoérek macierzystych
naskérka w leczeniu dlugotrwalych owrzodzen
podudzi powstatych na tle CVI. Wstepne obserwacje
po zastosowaniu tej metody wskazuja na pewna
poprawe parametréw gojenia si¢ rany. Na tym eta-

Rycina 6. Poprawa stanu klinicznego po miesigcu od wdrozenia
procedury terapeutycznej. Obserwuje sie znaczne uniesienie
dna, epitelizacje od brzegdw oraz zmniejszenie stanu zapalnego
wokdt rany

Figure 6. Clinical improvement | month after implementation of the
therapeutic procedure. A significant reduction of depth, re-epithelia-
lisation of the margins and reduction of inflammatory reaction aro-
und the wound are observed
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pie uzyskane efekty sg z pewnosciag ograniczone
technika zakladania i efektywnoscia wzrostu
hodowli, mozliwoécig utrzymywania przeszczepu
na ranie oraz przygotowaniem samego pacjenta.
Szczegoblnie istotne wydaje sie tu nanoszenie komo-
rek na rane tak, aby ulegly one trwalej adherencji do
podloza, co warunkuje ich prawidlowsa proliferacje
i gojenie sie rany [8]. W kolejnych prébach autorzy
zamierzaja zmodyfikowaé forme podania komorek
poprzez dodanie kleju tkankowego (zel fibrynowy).
Z pewnoécia kliniczne zastosowanie hodowli kera-
tynocytéw oraz komorek macierzystych naskoérka
wymaga jeszcze optymalizacji warunkéw hodowli,
zweryfikowania klinicznych kryteriow wlaczania
i wykluczania pacjentéw, wystandaryzowania pro-
cedur oraz zasad postgpowania po zalozeniu
hodowli komoérkowej, tj. zastosowania odpowied-
nich lekéw wspomagajacych i opatrunkéw. Mimo to
autorzy pracy sa przekonani, ze przedstawiona
metoda moze stanowié¢ obiecujaca alternatywe
w leczeniu przewleklych ran. Szczegdlnie warta
podkresdlenia jest rola komoérek macierzystych
naskoérka odpowiedzialnych za prawidtowa hodow-
le komoérkowa oraz odtwarzanie struktur naskérka
in vitro oraz in vivo [8-10]. Umiejetna hodowla tych
komoérek, a nastepnie aplikacja kliniczna beda
z pewnoscia istotnymi etapami w przyszlych zasto-
sowaniach terapeutycznych.

Otrzymano: 17 X 2011 r.
Zaakceptowano: 20 II 2012 r.
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