Streszczenie
Przewlekle wrzodziejace i trudno gojace si¢ rany, stanowia znaczacy problem
kliniczny na $wiecie. Pomimo opracowywania nowych strategii leczenia ich
skutecznos¢ jest niezadawalajgca. Jedng z wykorzystywanych metod jest zastosowanie
bezkomorkowych macierzy skornych (ADM, ang. acellular demal martix)
pochodzenia zwierzecego lub ludzkiego. Zrédto skory, sposob jej przetwarzania oraz
sterylizacja koncowego produktu moze wplywac na skuteczno$¢ stosowanych ADM w
terapii ran. Nowatorskim podejsciem w produkcji ADM jest wykorzystanie skory
ludzkiej (hADM, ang. human acellular dermal matrix) pochodzacej od dawcow
zywych i pozyskanej z faldu skornego pobranego podczas zabiegu abdominoplastyki.
Nieznany jest jednak wptyw w jakim rozne sposoby przetwarzania tego materiatu,
wpltywaja na whasciwosci immunomodulacyjne koncowego produktu. Dlatego celem
niniejszej pracy byta: 1. Analiza wptywu réznych metod przetwarzania skory pobranej
podczas zabiegu abdominoplastyki na immunogenno$¢ hADM; 2. Ocena
immunomodulacyjnych wiasciwosci hADM powstatej ze skory ludzkiej pobranej
podczas zabiegu abdominoplastyki; oraz 3. Ocena wptywu komorek uktadu
immunologicznego na strukture hADM wytowrzonej ze skory ludzkiej pobrane;j

podczas zabiegu abdominoplastyki.

Skora zostala przygotowana przy uzyciu trzech réoznych metod decelularyzacji
obejmujacych zastosowanie detergentu jonowego (dodecylosiarczan sodu; SDS, w
hADM 1) lub detergentu niejonowego (Triton X-100 w hADM 2) lub kombinacji
rekombinowanej trypsyny i Triton X-100 (w hADM 3). Komorki jednojadrzaste krwi
obwodowej (PBMC, ang. Peripheral Blood Mononuclear Cells) izolowano z krwi
zdrowych dawcow metoda wirowania na gradiencie gestosci. Swiezo izolowane
komorki inkubowano w obecnosci wytworzonych hADM. Immunogenno$¢ nowych
matryc skornych oceniono w oparciu o test proliferacji limfocytow T przy
zastosowaniu cytometrii przeptywowe;j. Potencjat immunomodulacyjny in vitro
nowych hADM oceniono z wykorzystaniem metody wielokolorowej cytometrii
przeplywowej oraz testow immunoenzymatycznych. Wptyw komoérek uktadu
immunologicznego na strukturg kolagenowa wytworzonych matryc analizowano w

oparciu o technike mikroskopii konfokalne;.

. Analizowane matryce wykazywaly zr6znicowana immunogenno$¢. hADM 1

indukowat niska proliferacj¢ limfocytow T bez znaczacych zmian w profilu cytokin.



Natomiast hADM 2 i 3 cechowaty si¢ wyzszg immunogennos$cig w poréwnaniu do
hADMI. Nastgpnie oceniono poziom aktywacji oraz fenotyp limfocytow T i
monocytow. Co ciekawe, zaden z analizowanych nowych hADM nie wplywat na
sktad ilo§ciowy wybranych populacji limfocytow T po 3 dniach inkubacji.
Zaobserwowano natomiast istotne zmiany w sktadzie procentowym subpopulacji
monocytéw, mianowicie zwigkszone dojrzewanie w kierunku komorek o potencjale
przeciwzapalnym i proangiogennym. Zmiany te byty w szczeg6lnosci istotne po
inkubacji komorek w obecnosci hADMI. Na koniec zbadano strukture kolagenowa
hADM po inkubacji z komorkami uktadu immunologicznego. Zaobserwowano

degradacj¢ kolagenu IV oraz jego kolokalizacje z PBMC.

Podsumowujac, wykazano, ze skéra po abdominoplastyce jest odpowiednia do
wytwarzania hADM. Ponadto wykorzystanie detergentu jonowego w procesie
przetwarzania skory pobranej podczas zabiegu abdominoplastyki tworzy hADM, ktory
wykazuje niska immunogennos¢ oraz posiada wlasciwosci immunomodulujace, ktore
mogg $wiadczy¢ o wysokim potencjale terapeutycznym. Potrzebne sa jednak dalsze
badania, aby oceni¢ przydatno$¢ terapeutyczng hADM 1 w leczeniu ran przewlektych

1 cigzko gojacych sig.



