® Postepy Hig Med Dosw (online), 2019; 73: 674—-680 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received: 27.04.2017
Accepted:  29.05.2019
Published: 9.12.2019

Przygotowanie przeszczepow z bton ptodowych
i mozliwosci ich klinicznego wykorzystania

Preparation and clinical application possibilities of human
amniotic membrane grafts

Agnieszka Klama-Baryta'?, Wojciech Smetek', Wojciech tabus', Diana Kitala'

"Centrum Leczenia Oparzen im dr. Stanistawa Sakiela, Siemianowice Slaskie, Polska
2Slaska Wyzsza Szkota Medyczna, Katowice, Polska

Stowa kluczowe:

Streszczenie

W wiekszosci oddzialéw ginekologiczno-potozniczych tozysko jest odpadem biologicznym.
Przekazanie fozyska do banku tkanek umozliwia wykorzystanie go jako zrédta tkanek do prze-
szczepdw. W transplantologii najczesciej jest wykorzystywana btona owodniowa. Wiasciwosci
blony owodniowej decyduja o jej przydatno$ci w ochronie organizmu przed zakazeniami
bakteryjnymi, redukcji utraty bialek, ptynéw, elektrolitéw, zmniejszenia bolesnosci miejsc
oparzonych i przyspieszenia gojenia. Owodnia jest bogata w sktadniki odzywcze i ma niewielka
immunogenno$¢, dlatego czesto jest stosowana jako substytut skéry. W Polsce owodnia ludzka
jest przygotowywana w bankach tkanek jako przeszczep biostatyczny lub biowitalny. Opra-
cowano rézne metody przygotowania przeszczepéw owodniowych tak, aby byly skuteczne
w leczeniu chirurgicznym i nie stwarzaly ryzyka przeniesienia choréb zakaznych. W artykule
przedstawiono obecne zastosowanie kliniczne owodni ludzkiej i innych rodzajéw przeszczepéw
przygotowanych z tozyska, przede wszystkim w leczeniu ran o réznej etiologii. Opisano réwniez
nowe mozliwosci wykorzystania przeszczepéw owodniowych w innych schorzeniach. Prze-
szczepy takie sg czesto alternatywng terapia w sytuacji, gdy standardowe leczenie nie przynosi
pozadanych wynikéw. Maja one szczegdlne zalety w stosunku do wielu innych dostepnych
bioaktywnych terapii, takie jak m.in. niski koszt, tatwo$¢ manipulacji, zdolno$¢ do promowa-
nia migracji komdrek i ich proliferacji oraz stymulacji aktywnosci komérek macierzystych.
Poza ludzkim materiatem tkankowym do ich przygotowania moga by¢ wykorzystane tozyska
pozyskane od zwierzat jako alternatywne zrédto tkanek do przeszczepéw.

tozysko - btona owodnia - kosméwka - komorki macierzyste - leczenie ran - przeszczepy biostatyczne «
przeszczepy biowitalne

Summary

In the majority of obstetric and gynaecological wards, the fetal membranes along with the
rest of the placenta are usually discarded as medical waste. However, donating placenta to
the Tissue Bank may provide a highly valuable source of graft material. One of the most com-
mon tissues used in clinical transplantation is amniotic membrane. The unique properties
of amnion make it highly beneficial not only in preventing bacterial infections, protein loss,
fluids and electrolytes disturbances, but also in reducing burn wound pain and accelerating
healing processes. Due to its abundance of nutrients and low immunogenicity, it is often used
as a skin substitute. Human amnion may be prepared in tissue banks, as biostatic or biovital
grafts. In order to increase surgical treatment efficiency and to prevent the risk of potential
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transmission of infectious diseases, a number of methods of amniotic graft preparation have
been developed. This paper presents the current clinical possibilities of applying human am-
nion and other types of placenta tissue grafts in the treatment of wounds of various etiology.
It also describes new application areas of fetal membranes for other diseases. Placental grafts
are extensively used as an alternative therapy in situations when standard treatment does
not produce desirable outcomes. The properties of placental grafts including i.a. low cost,
easy manipulation, capability of promoting cell migration and proliferation and stimulation
of stem cell activity, making them highly beneficial in comparison to many other bioactive
therapies. The alternative source of graft preparation may also be harvested from animal
placenta, which makes it an alternative source of supply to human tissues.

Keywords: placenta - amniotic membrane - amniotic mesenchymal - stem cells - wound healing - biostatic grafts
biovital grafts
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WSTEP

W wiekszosci oddziatéw ginekologiczno-potozniczy-
chtozysko jest odpadem biologicznym. Przekazanie
go do banku tkanek umozliwia wykorzystanie go jako
zrédta tkanek do przeszczepdédw. Urodzone w trze-
ciej fazie porodu tozysko ma ksztatt okragtego worka
o érednicy 15-20 cm i gruboéci 3 cm [19]. Srednio
wazy 500 g, a proporcja w stosunku do masy dziecka
wynosi 1:6 i zajmuje okoto 30% macicy. Jest zbudowane
z dwéch czesci: ptodowej i matczynej. Cze$¢ ptodowa
sktada sie z kosméwki pokrytej od wewnatrz gtadka
i przezroczystg btona owodniowa. Od tej czesci tozyska
odchodzi pepowina, umiejscowiona w $rodkowej cze-
$ci. Matczyna cze$¢ jest gabczastg i chropowata btong
doczesng. W transplantologii najczesciej jest wyko-
rzystywana btona owodniowa. Jest to cienka, pStprze-
puszczalna tkanka, w zyciu ptodowym od wewnatrz
wypetniona ptynem owodniowym. Grubo$¢ owodni to
0,02-0,5 mm [19]. Sktada sie z trzech warstw: nabtonka,
btony podstawnej i beznaczyniowej warstwy komé-
rek mezenchymalnych. Pojedyncza warstwa komdrek
nabtonkowych, spoczywajgca na btonie podstawnej,
obmywana jest ptynem owodniowym. Btona podsta-
wowa jest zbudowana z kolagenu typu I, 11 i V oraz
proteoglikanéw. Mezenchymalne fibroblastopodobne
komérki, otoczone substancja miedzykomérkowsa,
buduja warstwe owodni, bogatg w kolagen. Ze wzgledu
na duza zawarto$¢ proteoglikanéw, glikoprotein i obec-
no$¢ sieci niewtdknistego kolagenu typu III, ta war-
stwa owodni (graniczaca bezposrednio z kosméwka),
przypomina w budowie histologicznej gabke o duzej

wytrzymatosci. Budowa ta sprawia, ze w procesie przy-
gotowania przeszczepéw tozyskowych mozna tatwo
oddzieli¢ mechanicznie owodnie od kosméwki [19].

PRZYGOTOWANIE PRZESZCZEPOW OWODNIOWYCH DO
WYKORZYSTANIA KLINICZNEGO

Przeszczepy w bankach tkanek moga by¢ przetwa-
rzane réznymi metodami. Wiele alloprzeszczepéw
(pozyskanych od dawcéw tkankowych) i ksenogra-
ftédw (uzyskanych z tkanek zwierzecych) jest catkowicie
pozbawiana komdérek. Proces usuwania komdrek ma na
celu wyeliminowanie immunoreaktywnych sktadnikéw
komérkowych i czynnikéw biatkowych, pozostawiajgc
nienaruszony strukturalnie szkielet (biologicznie obo-
jetny). Szkielet jest zbudowany z matrycy zewnatrz-
komdérkowej. Taki zabieg zmniejsza ryzyko odrzucenia
zaréwno heteroprzeszczepdw, jak i przeszczepéw allo-
genicznych (np. ludzkiej skéry wlasciwej).

Natomiast owodnia i inne przeszczepy przygotowane
z tkanek tozyska pochodza z immunologicznie obojetnej
tkanki. Tkanki ptodowe zawieraja niewielkie iloci anty-
gendw HLA (ludzki antygen leukocytarny) i nie wywo-
tuja odpowiedzi immunologicznej. W zwiazku z tym
wystarczy jedynie delikatne ich oczyszczenie w celu usu-
niecia krwi i zbednych pozostatosci tkankowych, przy
zachowaniu naturalnej aktywnosci biologicznej prze-
szczepu, bez catkowitego usuwania komdrek.

W celu zapewnienia skutecznego wykorzystania oma-
wianych przeszczepédw, w leczeniu chirurgicznym
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i minimalizacji ryzyka przeniesienia chordb zakaznych,
opracowano rézne metody przygotowania przeszczepéw
z tkanek ptodowych.

Lozysko rodzi sie w trzeciej fazie porodu i w wiekszo$ci
jednostek medycznych klasyfikowane jest jako odpad
biologiczny. Matka moze zdecydowal sie na oddanie
tozyska do banku tkanek wéwczas, gdy nie zagraza to
zdrowiu jej ani dziecka. Lozyska sg zazwyczaj pozyski-
wane podczas cie¢ cesarskich. Dzieki tej procedurze
mozna uzyskaé materiat tkankowy w warunkach asep-
tycznych bez przechodzenia przez kanat rodny. Daw-
czynie muszg zostaé przebadane w kierunku choréb
zakaznych, w tym HIV (ludzki wirus niedoboru odpor-
nosci), zapalenia watroby typu B i C oraz kily, zgodnie
z obowiazujacymi wymogami prawnymi.

Pozyskane tozyska sg ptukane w roztworze soli fizjolo-
gicznej, po czym umieszczone w doktadnie opisanym
pojemniku transportowym wypetnionym ptynem trans-
portowym. Plyn to roztwér soli fizjologicznej i antybio-
tykéw. Sktad mieszaniny antybiotykéw jest odpowiednio
dobrany zgodnie z aktualna sytuacja mikrobiologiczna
szpitala. Pojemnik transportowy z materialem tkanko-
wym musi zostaé oznakowany w sposdb jednoznacznie
pozwalajacy na identyfikacje, Do czasu transportu do
banku tkanek materiat tkankowy, powinien by¢ prze-
chowywany w specjalnej lodéwce w temperaturze +4°C.

Nastepny etap to koricowa kwalifikacja materiatu tkanko-
wego, przeprowadzana po uzyskaniu wszystkich niezbed-
nych danych, w tym wynikéw badan wirusologicznych
dawczyn. Po zakoriczeniu kwalifikacji pozyskane tozysko
jest transportowane do pomieszczenia banku tkanek,
w celu dalszej preparatyki. W laboratorium przeznaczo-
nym do obrébki materiatu tkankowego, w warunkach
sterylnych pod komorg laminarng sa przygotowywane
przeszczepy owodniowe (ryc. 1). Owodnia jest podda-
wana pieciokrotnemu cyklowi ptukan w roztworze soli
fizjologicznej na wytrzgsarce w temperaturze +4°C. Kazde
ptukanie trwa 5 minut. Po przeniesieniu owodni pod
komore laminarng nastepuje reczne oddzielenie owodni
od warstwy kosmdéwkowej. Owodnie nalezy wyptukaé
w roztworze soli fizjologicznej o temperaturze +4°C. Plu-
kanie powtarza si¢ do czasu uzyskania czystego roztworu.
Nastepnie owodnie rozktada sie na szklanej ptytce stoma-
tologicznej i sterylnymi gazikami usuwa nadmiar krwi
i §luzu. Kolejny etap preparatyki polega na odcieciu skal-
pelem nieréwnych fragmentéw, a nastepnie na zmie-
rzeniu powierzchni przeszczepéw. Tak przygotowane
przeszczepy sa pakowane prézniowo do trzech sterylnych
woreczkéw. Na drugim worku opakowaniowym naklejana
jest etykieta z kodem znakowania tkanek ISBT 128 (Inter-
national Standard for Blood Transfusion). Kod zawiera
takie informacje jak: nazwa przeszczepu, numer donacji,
powierzchnie przeszczepu oraz dane teleadresowe banku
tkanek, w ktérym przeszczep zostat wypreparowany. Na
etykiecie znajduje sie réwniez wskaznik przeprowadzenia
procesu sterylizacji. Tak oklejone i oznaczone przeszczepy
zapakowane w potréjne woreczki, sg przechowywane

w temperaturze -80°C do czasu transportu materiatu
na sterylizacje radiacyjna. Przeszczepy transportuje
sie w temperaturze -70°C zapewnionej przez suchy 16d
wypetniajacy pojemnik transportowy.

Po sterylizacji przeprowadza sie badania mikrobiolo-
giczne majace na celu dopuszczenie przygotowanych
biostatycznych przeszczepdéw owodni do uzytku klinicz-
nego. Po uzyskaniu ujemnych wynikéw badari mikrobio-
logicznych oraz dopuszczeniu do uzytku klinicznego na
podstawie dokumentacji medycznej dawcy, przeszczepy
moga by¢ wykorzystane.

Najczestszym sposobem konserwacji przeszczepdw
tkankowych, w celu zapobiegania ich degradacji, jest
kriokonserwacja, czyli zamrazanie w niskich temperatu-
rach. Zamrazanie to moze zapobiec zniszczeniu tkanek,
przez obnizenie aktywnosci enzymatycznej i chemicz-
nej, przy jednoczesnym hamowaniu wzrostu mikroor-
ganizmdw. Kriokonserwowane przeszczepy wymagaja
jednak specjalistycznego transportu i przechowywa-
nia oraz nadzoru temperaturowego tych proceséw. Do
tego celu konieczne jest wykorzystanie ciektego azotu,
suchego lodu lub niskotemperaturowych zamrazarek
czesto w temperaturze -80 lub -150°C. W kriokonserwa-
cji konieczne jest zastosowanie krioprotektantéw, takich
jak dimetylosulfotlenek (DMSO) czy gliceryna, w celu
zmniejszenia formowania sie krysztatéw lodu w komér-
kach. Léd wewnatrz komdrek moze zniszczy¢ ich btony
i uszkodzi¢ macierz zewnatrzkomdrkows. Zastosowa-
nie krioprotektantéw moze jednak by¢ cytotoksyczne
w wysokich stezeniach lub przy dtuzszym czasie ekspo-
zycji, co wymaga starannego wyptukania ich z tkanek
przed przeszczepem.

Coraz bardziej popularng alternatywa dla kriokonser-
wagji jest odwodnienie tkanek, ktére mozna przeprowa-
dzi¢ przez ich liofilizacje, czyli suszenie sublimacyjne.
Odwodnienie chroni tkanki, bez konieczno$ci zamraza-
nia ich w suchym lodzie czy cieklym azocie. Istnieje jed-
nak ryzyko, ze proces ten moze zmieni¢ mikrostrukture
tkanek i ich macierz zewngtrzkomérkowa.

Przeszczepy owodniowe moga by¢ dodatkowo wyjata-
wiane, aby zmniejszy¢ ryzyko chordb zakaznych pochodza-
cych z tkanki dawcy. Wprawdzie sa one przygotowywane
w warunkach aseptycznych, lecz nie zapewnia to catkowi-
tego bezpieczeristwa mikrobiologicznego. Dlatego w celu
zmniejszenia ryzyka zakazenia bakteryjnego lub wiruso-
wego, przeprowadzana jest sterylizacja np. promieniowa-
niem gamma albo napromieniowaniem wiazka elektronéw.
Wysokie poziomy promieniowania moga potencjalnie sie-
ciowa¢ i wywotywaé denaturacje biatek w obrebie tkanki
podanej napromieniowaniu. Podstawowg jednak zaleta
tego procesu jest zachowanie aktywnosci biologicznej
wyjatowionych tkanek zaréwno klinicznie, jak i w bada-
niach in vitro [15, 28]. Dane te sugerujg, ze sterylizacja zna-
czaco nie zmniejsza aktywnosci biologicznej przeszczepéw
owodniowych, a dodatkowo zapewnia maksymalne bezpie-
czefistwo pacjentéw [9, 15, 28].
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Kazda technika przygotowania przeszczepdw owodnio-
wych ma swoje zalety i wady. Jednak jej podstawowym
celem jest przetwarzanie tkanek w sposéb zapewnia-
jacy maksymalne bezpieczefistwo pacjentéw. Procedura
przygotowania przeszczepéw musi dodatkowo zachowaé
naturalne wtasciwosci i aktywno$¢é biologiczna prze-
szczepdw, co zapewnia maksymalng ich skutecznosé,
w tym wspomaganie gojenia ran.

ZASTOSOWANIE KLINICZNE PRZESZCZEPOW
PRZYGOTOWANYCH Z £0ZYSKA

Dotychczasowe zastosowania kliniczne udowodnity nie-
zwyklg skuteczno$é przeszczepdw, ktére mozna przygo-
towal z tozyska. Najcze$ciej jest wykorzystywana btona
owodniowa. Jednowarstwowa owodnie stosuje sie od
wielu lat w celu gojenia powierzchni oczu.

ZASTOSOWANIE BEONY OWODNIOWEJ W LECZENIU RAN

W Polsce wykorzystanie owodni w leczeniu rozle-
glych ran skéry ogranicza sie do jednego monospe-
cjalistycznego szpitala. Zwigzane jest to z istnieniem
w strukturze tego szpitala Banku Tkanek, w ktérym
przygotowywane sa przeszczepy owodniowe o duzej
powierzchni, dostosowane do leczenia rozlegltych
ubytkéw skéry. Bank Tkanek przygotowuje zaréwno
przeszczepy o wymaganej powierzchni, jak réwniez
o okre$lonych wtasciwosciach (krioprezerowane lub
liofilizowane, biostatyczne lub biowitalne), w zalez-
nosci od indywidualnego zapotrzebowania klinicz-
nego [27]. Poza zaopatrywaniem rozleglych ubytkéw
skéry, o wiele czesciej leczenia miejscowego wyma-
gaja plytkie rany. U pacjentéw z ptytkimi ubytkami
skéry, powstalymi w wyniku oparzefi (termicznych,
chemicznych), urazéw mechanicznych, czy toksycz-
nej epidermolizy naskérka (TEN), przeszczep owodni
jest podstawowa chirurgiczna metodg leczenia [11,
25]. Dzieki wla$ciwosciom btony owodniowej jest alter-
natywna metoda leczenia powaznych ubytkéw skéry,
w stosunku do standardowego leczenia z wykorzysta-
niem przeszczepéw wiasnych pacjenta [3, 4, 7, 18].

Dane literaturowe wskazuja na skuteczno$¢ zastosowania
przeszczepu owodniowego w leczeniu owrzodzen stopy
cukrzycowej (DFUs - diabefic foot ulcer) [7]. W badaniach
tych potaczono zastosowanie przeszczepu owodniowego
z opatrunkami typu Total Contact Cast (TCC). TCC to dobrze
dopasowane, cze$ciowo usztywniajace stope, opatrunki
zlekkiego gipsu, pozwalajgcena odcigzenie chorej stopy bez
wiekszych ograniczeni. Do ich wykonania stosuje sie szybko
utwardzalne wtdkna syntetyczne, ktérych utozenie wokét
stopy daje réwnomierny rozktad nacisku, zaréwno na skére
nieuszkodzona, jak i bezposrednio na rane i jej najblizsze
otoczenie. Rana musi by¢ wczeéniej prawidtowo oczysz-
czona i zabezpieczona. Zastosowanie owodni w potaczeniu
2 TCC, doprowadzito do zamkniecia rany w przebiegu DFUs
u wszystkich badanych, w tym u pacjentéw ze skompliko-
wanym owrzodzeniem stopy cukrzycowej, trwajacym co
najmniej 1 rok, u ktérych nie uzyskano pozytywnych wyni-
kéw, stosujac standardowe leczenie [1].

ZASTOSOWANIE BLONY OWODNIOWEJ W REGENERACJI
NERWOW I CHRZASTKI

Wykazano przydatnosé substancji zewnatrzkomdrko-
wej owodni w regeneracji nerwéw obwodowych [22].
Ponadto stwierdzono, iz blona owodniowa jest biode-
gradowalnym skafoldem z unikalnymi wiasciwo$ciami
biochemicznymi i mechanicznymi sprzyjajacymi rege-
neracji nerwowej [22]. Przedstawiono réwniez mozli-
wosé wykorzystania owodni pozbawionej komérek jako
warstwy odzywiajgcej dla czesci komérek macierzystych
potrzebnych do réznicowania neuronéw [20]. Moze ona
takze stuzy¢ jako nosnik chondrocytéw i by¢ wykorzy-
stywana w regeneracji chrzastki [12].

ZASTOSOWANIE BEONY OWODNIOWEJ W GINEKOLOGI!

Zespdt Ashermana cechuje sie obecnoscig zrostéw macicy
powstatych podczas gojenia sie endometrium, co moze
doprowadzi¢ do cze$ciowej lub catkowitej niedrozno-
$ci jamy macicy [19]. Objawia sie to u pacjentek skapymi
miesigczkami (utrata krwi ponizej 30 ml) lub brakiem
miesigczek, nieptodno$cig lub innymi komplikacjami
okotoporodowymi. Zwtdknienia te leczy sie histerosko-

Ryc. 1. Wybrane etapy produkgji allogenicznych, biostatycznych przeszczepdw owodni ludzkiej: 1 — etap ptukania pozyskanej btony ptodowej, 2 — etap przycinania
nierdwnych fragmentéw i pomiar powierzchni przeszczepow, 3 — oznakowanie przeszczepow w systemie znakowania tkanek — ISBT 128, 4 — pakowanie przeszczepu
przed sterylizacja radiacyjna
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powo, jednak dodatkowe zastosowanie bton owodniowych
polepsza regeneracje endometrium. W badaniach, ktére
obejmowaly ocene bezpieczeristwa i skutecznosci prze-
szczepu btony owodniowej po leczeniu histeroskopowym,
udowodniono zmniejszenie nawrotéw zrostéw i lepsza
regeneracje endometrium [19].

ZASTOSOWANIE BLONY OWODNIOWEJ W STOMATOLOGII

Blona owodniowa zostata réwniez wykorzystana w lecze-
niu choroby Millera klasy I i II recesji dziaset. W bada-
niach tych poréwnano skutecznos$é btony owodniowej
z przeszczepem autologicznego nabtonka jamy ustne;.
Wyniki tych badan wykazaty, ze zastosowanie zamiast
autologicznego przeszczepu btony §luzowej jamy ustnej
- blony owodniowej, ma poréwnywalne dziatanie, elimi-
nujac przy tym konieczno$¢ powstania rany w miejscu
dawczym, co ma decydujacy wplyw na samopoczucie
pacjenta. Przedstawione badania przemawiaja za zasto-
sowaniem blony owodniowej, jako alternatywy dla prze-
szczepu autologicznego [16]. Blona owodniowa zostata
réwniez wykorzystana w leczeniu stanéw zapalnych
przyzebia [13]. W badaniach klinicznych poréwnano
skuteczno$é btony owodniowej w potaczeniu z odbiat-
czong, zmineralizowang ko$cig wotowg (BBM - bovine
bone mineral), w stosunku do membrany kolageno-
wej (CM - collagen membrane) z BBM. Wykazano, ze
zaréwno zastosowanie btony owodniowej, jak réwniez
membrany kolagenowej w potaczeniu z odbiatczong
zmineralizowang ko$cig wotowa BBM, poprawia stany
przyzebia u badanych pacjentéw. Blona owodniowa nie
powodowata znaczacej recesji dzigsta. Dzieki swym wia-
$ciwosciom jest rozpatrywana jako nowa membrana
barierowa w leczeniu tych schorzeti [14]. Innym scho-
rzeniem z zakresu chirurgii szczekowo-twarzowej jest
pourazowe zesztywnienie stawu skroniowo-zuchwo-
wego, ograniczajace funkcje zuchwy. Blona owodniowa
ze wzgledu na zdolno$é¢ do dopasowania anatomicz-
nego, nieimmunogenny charakter i niski koszt pozyska-
nia zostala wykorzystana w leczeniu nastepstw urazu,
ktére sa odpowiedzialne za ograniczenie funkcjonalno-
$ci zuchwy. W badaniu wykazano, ze btona owodniowa
jest biozgodnym materiatem mogacym znalez¢ zasto-
sowanie w chorobie zesztywnienia stawu skroniowo-
-zuchwowego, aby zapobiec nawrotom i doprowadzi¢ do
odzyskania zadawalajacej funkcjonalnosci [2].

WYKORZYSTANIE BLONY OWODNIOWEJ W CHOROBIE
NOWOTWOROWE)J

W badaniach in vitro wykazano przydatnos$¢ btony owo-
dniowej w leczeniu chorych nowotworowo ze wzgledu
na jej wlasciwosci, takie jak zahamowanie angiogenezy
i wydzielania czynnikéw proapoptotycznych. Badanie
miato na celu ocene: wplywu kriokonserwowanej btony
owodniowej na indukcje $mierci komdrek nowotworo-
wych i jej wtadciwo$ci antyangiogenne. Komérki nowo-
tworowe traktowano $wieza i zamrozona btong, oceniajac
ich angiogeneze, a takze poziomy czynnikéw antyangio-
gennych. Wykazano, ze zywotno$¢ hodowanych komérek

nowotworowych nie miata istotnych statystycznie réznic
miedzy $wiezg i zamrozong blong owodniowa. Te obie-
cujace wyniki wskazuja, ze whasciwosci indukcji $mierci
komdrek nowotworowych i antyangiogeniczne wtasci-
wosci blony owodniowej sa utrzymywane nawet w przy-
padku btony kriokonserwowanej [21].

ZASTOSOWANIE BLONY OWODNIOWEJ W ZAPOBIEGANIU
POWSTAWANIA BLIZN

Inna obiecujaca cechg blony owodniowej jest zdolnosé
do redukcji tkanki bliznowatej - jako tkanka ptodu
znacznie minimalizuje bliznowacenie [17]. Wykazano,
ze ludzkie komérki nabtonka pochodzenia owodnio-
wego sprzyjaja gojeniu sie ran i hamuja powstawanie
blizn w mechanizmie parakrynnym [29]. Mikropeche-
rzyki blonowe (egzosomy), pochodzace z ludzkich komé-
rek nabtonka owodniowego, wykorzystano w leczeniu
ran i hamowaniu powstawania blizn na modelu zwie-
rzecym. Udowodniono zmniejszenie odktadania sie
macierzy pozakomdrkowej (ECM - extracellular matrix),
przy zastosowaniu egzonéw pochodzenia owodniowego
(w stezeniu 100 ug/ml). Proces ten prawdopodobnie byt
spowodowany zwiekszeniem ilo$ci metaloproteinazy-1
(MMP-1) w skdrze [29]. Leczenie to znaczaco poprawito
gojenie sie ran skéry u badanych zwierzat, dzieki tworze-
niu sie uporzgdkowanych wtdkien kolagenowych [29].

WYKORZYSTANIE KLINICZNE WIELOWARSTWOWEGO
PRZESZCZEPU OWODNI | KOSMOWKI (DHACA)

Przeszczepy przygotowane z tozyska moga zawieraé
pojedyncza warstwe tkanki owodniowej albo owodnia
moze by¢ potaczona z warstwa kosméwki, tworzac wie-
lowarstwowy przeszczep. Polaczenie btony owodniowe;
i kosméwki jest wykorzystywane w przygotowaniu grub-
szych przeszczepdw.

Poréwnano skuteczno$¢ aseptycznie przygotowanej
owodni i kosméwki (JHACA - dehydrated human amnion
and chorion allograf), ze standardowym leczeniem nie-
gojacych sie przewleklych owrzodzeti stopy cukrzycowej
DFUs. Udowodniono, ze aseptycznie przygotowany opa-
trunek owodni i kosméwki leczy rany w stopie cukrzyco-
wej istotnie szybciej niz standardowe leczenie. Po 6 i 12
tygodniach stosowania dHACA dochodzito do wyleczenia
ran, z minimalnymi stratami przeszczepu [8].

WYKORZYSTANIE KLINICZNE INNYCH RODZAJOW
PRZESZCZEPOW LOZYSKOWYCH

Wprawdzie badania naukowe i kliniczne koncentrowaty
sie gtéwnie na btonie owodniowej, coraz czeéciej inne
tkanki tozyskowe budzg znaczgce zainteresowanie jako
przeszczepy tkankowe, wspierajace gojenie sie ran. Ze
wzgledu na strukturalne i funkcjonalne réznice, tkanki
tozyskowe moga dostarczaé alternatywnych produktéw
wykorzystywanych w leczeniu ubytkéw skéry réznego
pochodzenia. Budowa strukturalna i biologiczny sktad
pepowiny i ptynu owodniowego wskazuje, iz podob-
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nie jak btona owodniowa, moga z powodzeniem zostaé
zastosowane klinicznie. Przeszczepy o wiekszej grubosci
sprawdzajg sie w przypadkach, gdy istnieje koniecznosé
przyszycia ich do rany. Przeszczepy plynne stwarzajg
natomiast mozliwo$¢ implantacji do miejsca docelowego
przez iniekcje. Oprécz pepowiny réwniez galareta Whar-
tona moze by¢ wykorzystana klinicznie.

Zaréwno pepowina, jak i galareta Whartona majg duza
zawarto$¢ kwasu hialuronowego i liczne regulatorowe
czynniki wzrostu i cytokiny. Ze wzgledu na wieksza gru-
bos¢ pepowiny w stosunku do btony owodniowej, pepo-
wina moze by¢ tatwiejsza do manipulacji, w sytuacji, gdy
pozadany jest grubszy przeszczep do leczenia glebokich
ran. Warto zwrdcié réwniez uwage, iz sktad biatek regula-
torowych przyspieszajacych gojenie - zawartych w pepo-
winie jest poréwnywalny do wystepujacego w owodni.

Plyn owodniowy moze by¢ podany do rany w postaci
plynnego przeszczepu przez iniekcje. Zawiera czyn-
niki wzrostu, cytokiny, biatka, weglowodany, lipidy,
hormony, elektrolity, kwas hialuronowy, a takze inne
sktadniki odzywcze, petniace funkcje ochronna i regu-
latorowg procesu zapalnego i promujac procesy
regeneracyjne [6, 10, 26]. Mimo nielicznych danych
literaturowych dotyczacych ptynu owodniowego, ist-
niejg badania wskazujace, ze wstrzykniecie ptynu owo-
dniowego jest bezpieczne, zmniejsza odczuwanie bélu
u pacjentéw i wspomaga gojenie ran [5, 24]. Na mode-
lach przedklinicznych w badaniach in vivo wykazano,
ze plyn owodniowy utatwia gojenie sie ran oparzenio-
wych czy ubytkéw chrzastki, ko$ci, $ciegna i urazéw ner-
wéw [3, 23]. Urazy powstale podczas uprawiania sportéw
mozna leczy¢ z wykorzystaniem iniekcji ptynnych prze-
szczepdw, uzyskanych z tkanek tozyska. Leczenie takie
stosowano w tagodzeniu bélu i do przyspieszania goje-
nia tkanek miekkich, jak réwniez w stanach zapalnych
w urazach powiezi podeszwy [28].

£0ZYSKO JAKO ZRODEO KOLAGENU

Lozysko jest réwniez bogatym Zrédtem kolagenu, zwtasz-
cza kolagenu typu L. Dlatego tez kolagen pochodzenia
tozyskowego jest obecnie przedmiotem badat jako Zrédto
do opracowania rusztowari kolagenowych w postaci ggbki
lub jako wypetniacz pustych przestrzeni w istniejacych
matrycach (np. AmnioFill™, MiMedx Group, Inc.). Ponadto
w niezwigzanej postaci, oczyszczony kolagen pochodzenia
tozyskowego, stosuje sie réwniez do wytwarzania usiecio-
wanych wtdkien kolagenowych, do produkcji nici i mate-
riatéw stosowanych w regeneracji $ciegien (np. CollaFix™,
MiMedx Group, Inc.).

£0ZYSKA ODZWIERZECE JAKO NOWE ZRODLO TKANEK DO
PRZESZCZEPU

Mimo coraz wiekszej §wiadomos$ci spotecznej, ktéra
zwieksza ludzkie dawstwo owodni, w o$rodkach opa-
rzeniowych brakuje blon owodniowych do przeszczepu.
Spowodowane jest to wzrastajacym zapotrzebowaniem

klinicznym na przeszczepy. Alternatywnym Zrédtem
tkanek do przeszczepéw moga by¢ tozyska pobrane od
zwierzat. Nasz zespét badawczy przeprowadzil wstepne
badania, w ramach ktérych pozyskano tozyska od $wini
transgenicznych, wypreparowujac z nich przeszczepy
owodniowe. Z badari tych wynika, ze preparatyka
owodni $§winiskiej nie rézni sie w wiekszym stopniu
od preparatyki owodni ludzkiej. W wyniku przepro-
wadzonych badad, z jednego pobrania tozysk od zwie-
rzat transgenicznych przygotowano znaczgco wiecej
przeszczepédw w poréwnaniu do przeszczepdw przy-
gotowanych z materiatu ludzkiego, co stanowi znaczna
przewage tozysk zwierzecych w stosunku do tkanek
ludzkich. Nalezy jednak zaznaczyé, ze jest to jedynie
alternatywne Zrddlo i nie powinno zastapié tozysk
pochodzenia ludzkiego.

PODSUMOWANIE

Lozyska maja ogromny potencjat jako zrédto tkanek do
przygotowania przeszczepdw biostatycznych i biowi-
talnych. Ich preparatyka jest przeprowadzana w ban-
kach tkanek, zgodnie z obowigzujacymi standardami
i wedtug opracowanych procedur. Tkanki tozyska sa
immunologicznie uprzywilejowane jako btony taczace
matke z ptodem i wykazujace duza tolerancje immu-
nologiczng. Wyniki badan klinicznych wskazuja, ze
zapewniaja znaczgca poprawe procesu gojenia przez
dostarczenie cytokin, ktére zmieniajg srodowisko rany
i stymuluja komérki endogenne, promujgc naturalny
proces gojenia sie ubytkéw skéry. Unikalne cechy tych
przeszczepdéw wplywaja na ich kliniczne wykorzystanie
w leczeniu ran przewleklych, oparzen, w zespole Lyella,
w chirurgii plastycznej i rekonstrukcyjnej, a takze
w wielu innych dziedzinach medycyny, m.in. w medy-
cynie sportowej. Przeszczepy tozyskowe sg czesto alter-
natywna terapia w sytuacji, gdy standardowe leczenie
nie przynosi pozadanych wynikéw. Przeszczepy te
maja szczegblne zalety w stosunku do wielu innych
dostepnych bioaktywnych terapii, w tym niski koszt,
tatwo$¢ manipulacji, niska immunogennos$¢ i anty-
bakteryjne wta$ciwosci, modulacje stanu zapalnego,
zdolnos$¢ do promowania migracji komérek i ich proli-
feracji oraz stymulacji aktywno$ci komérek macierzy-
stych. Te reakcje komérkowe wplywaja pozytywnie na
proces gojenia ran przez przyspieszanie przebudowy
tkanek i hamowanie bliznowacenia. Niski koszt przy-
gotowania przeszczepdw, brak dylematéw etycznych,
sprzyja coraz wiekszemu klinicznemu wykorzystaniu
tkanek tozyskowych. Coraz czesciej, mimo wzrastaja-
cej $wiadomosci spotecznej kobiet, a co za tym idzie
zwiekszenia dawstwa owodni, kliniczne zapotrzebowa-
nie na tego typu przeszczepy przewyzsza ich dostep-
nos$é. Z powodu wykazanych wyzej zalet przeszczepéw
tozyskowych, konieczne jest podjecie dziatan maja-
cych na celu upowszechnienie i zwiekszenie wiedzy na
temat mozliwosci ich klinicznego wykorzystania oraz
zbudowanie sieci wspdtpracy miedzy szpitalami gine-
kologiczno-potozniczymi a bankami tkanek.
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