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OSSZEFOGLALAS

A sebek, kiilondsen a kronikus sebek gyogyitasa még nap-
Jainkban is jelentds terhet ro az egészségiigyi ellatasra.
A szamos gyogyszeres és sebészeti beavatkozas mellett a
bérpotlok alkalmazasa egyre nagyobb teret nyer ezen a te-
riileten is. A borpotlok mesterséges széoveteknek tekinthe-
tok, segithetik a bor regeneralodasat, modellezhetik a bor
f6bb funkcioit, azonban hdtranyuk, hogy mechanikailag
seriilékenyek és nem tartosak. Nem tartalmazzak a bor dsz-
szes sejtes elemét, sokszor csak a borre jellemzé extracel-
luldris matrix fehérjék alkotidk. Uj, innovativ eljdrdsok-
ban komplexebb borpotlok létrehozdsa, harom dimenzids
szovetnyomtatassal létrehozott mesterséges borszévetek
alkalmazasa a cél, nem csak pre-klinikai vizsgalatokra,
hanem akar klinikai terapias felhasznaldsra is.

Kulcsszavak:
mesterséges borszovet — 3D szovetnyomtatas
— mesenchymalis 6ssejt —

extracellularis matrix fehérjék

SUMMARY

Even today, the treatment of wounds, especially chronic
wounds, is still a major burden on healthcare. In addition
to the many pharmaceutical and surgical interventions,
the use of skin substitutes gains ground in this field. Skin
substitutes can be considered as artificial tissues, they can
help the skin to regenerate and they can model the main
functions of the skin, but they have the disadvantage of
being mechanically fragile and not durable. They do not
contain all the cellular elements of the skin, often only the
specific extracellular matrix proteins. New innovative ap-
plications aim at creating more complex skin substitutes,
using artificial skin tissues created by three-dimensional
tissue printing, not only for pre-clinical studies but also for
clinical therapeutic use.

Key words:
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A Szegedi Tudomanyegyetem Borgyogyaszati Klinika-
jéan a kronikus nem gyogyulo sebek 1) kezelési eljarasanak
fejlesztése az 1980-as évekre tekint vissza, amikor Profesz-
szor Hunyadi Janos és munkatarsai 01j sejtterapias eljarast
fejlesztettek a sebek kezelésére. Europaban az elsék kozott
alkalmaztak primer izolalt hamsejteket autotranszplanta-
cioban, mely eljarasban mesterséges fibrinhalo és a primer
sejtek segitségével fedték a sebeket. Az j, innovativ klini-
kai terapia soran 80%-os hatékonysaggal értek el teljes ree-
pitelizaciot a vizsgalt betegeknél (1, 2). A kovetkezd évti-
zedekben a labszarfekélyek és kronikus sebek hatékonyabb
kezelésére szamos alap és alkalmazott kutatas-fejlesztési
irany jelent meg a klinikan. A sejttenyészté médium fej-
lesztése, illetve a lehetséges donor teriiletek dsszehasonli-
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tasa hamsejt izolalas hatékonysag szempontjabol 1) tera-
pias lehetdségek alapjait teremtette meg (3, 4). Uj kezelési
eljarasként megjelent a Tissucol rendszerrel tdmogatott au-
tolog keratinocita transzplantacio, a hajas fejbérrdl szarma-
76 vékony borgraftok alkalmazasa kornikus sebeken (5).

Kroénikus nem gyoégyulo sebek

A boriink, mint az egyik legfontosabb barrier és legna-
gyobb teriiletli érzékszerviink, homeosztazisa szempontja-
bdl kiemelten fontosak a regenerativ folyamatok, kiilondsen
az integritasat nagymértékben megbontd sebek. A sebgyod-
gyulas nagyon Osszetett és finoman szabalyozott folyamat,
amely a seb etiologiajatol fiiggden kiilonbozo ideig tarthat.
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Kiilonbo6z6 fazisai —a gyulladas, a granulacios szovetképzo-
dés, a reepithelizacio ¢és az angiogenesis — szamos esetben
egyidejiileg is jelen lehetnek. Legfontosabb momentuma
az, hogy a vérkeringés integritasa meglegyen az adott seb
teriiletén. A csokkent tapanyag- és oxigénellatas iszkémias/
nekrotikus szovet kialakulasahoz vezethet ¢s megzavarhatja
a gyogyulasi folyamatot. A kronikus fekélyek leggyakoribb
megjelenési formaja a vénas labszarfekély. A kronikus vé-
nas elégtelenségben szenvedd betegek hajlamosak vénas
labszarfekélyek kialakulasara a bokan és az als6 1abszaron
(6). A vénas labszarfekély éves prevalencigjat a 65 éves és
iddsebb személyek korében 1,65%-1,74% kozé becsiilik
(7). Eurdpaban a labszarfekélyek prevalenciaja az altalanos
népesség 0,2-1%-a kozé esik (8). A kdzelmultban végzett
vizsgalatok szerint a lakossag egy szazalékanal legalabb
egy vénas fekélyes epizdd alakult ki életiik soran, az idések
korében magasabb a prevalencia (8).

A labszarfekélyek kezelése Osszetett ellatast igényel; a
gyakori k6tozések, a sebfertdtlenités és a kompresszios ke-
zelések-, ¢és a szovodmények miatt hosszabb korhazi keze-
lésre is sziikség lehet. A kezelés honapokig, gyakran évekig
is eltarthat, és az eredmény gyakran megkérddjelezhetd,
mert sok esetben a betegek egy részénél a gydgyulas las-
sabb, vagy soha nem érhetd el, ezen feliil a teljes gydgyulast
kovetden is magas a kigjuld fekélyek eléfordulési aranya.
A kronikus sebek, fekélyek kezelése nemcsak az orvosok és
az egészségligyl intézmények szamara jelent kihivast, ha-
nem a betegek és hozzatartozoik szamara is megterheld.

Terapias lehetoségek,
uj innovativ technologiak

A konvencionalis kezelések mellett az altalanos sebészeti
eljarasok, mint példaul a lebenyfedés, vagy a sebészi sebfel-
taras, eredményesek lehetnek, azonban el6fordul, hogy mar
ez sem segit. Ebben az esetben bérpdtld kezelések javasol-
tak, mellyekkel bizonyos sebtipusok ideiglenes vagy végle-
ges lezarasa megoldhato (9). A borpotlok nagyban segithetik
a sebek gyogyulasat, nagyobb borfeliiletek poétlasat, de je-
lentds korlatokkal rendelkeznek. Még a leglijabb borpotlok
sem olyan Osszetettek, mint az eredeti borszovet. A jelenleg
széles korbrn hasznalt bioldgiai matrixok vagy tenyésztett
epithel autograftok (CEA) mechanikailag térékenyek, nem
elég flexibilisek, a mikrobialis szennyez6dés pedig gyakran
eléfordul (10, 11). A megfeleld sebgydgyulashoz elengedhe-
tetlenek az angiogén oldhato faktorok, példaul a citokinek és
a regenerativ potenciallal rendelkezd sejtek megléte. A leg-
tobb borpotld anyag acellularis, vagy csak két sejttipust (der-
malis fibroblasztot és/vagy keratinocitat) tartalmaz, emiatt
nem biztositjak a bor teljes funkcionalis repertoarjat (9).

Szévetnyomtatas

Az utdbbi évtizedekben jelentds igény alakult ki a mes-
terségesen eldallitott emberi szovetek készitésére mind a kli-
nikumban, mind pedig kutatasi teriileteken. A technoldgia
fejlodésével a hagyomanyos sejt- és szovettenyésztési tech-
nikakon kiviil megjelent a 3D szévetnyomtatas is, amellyel
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anativ szovetekre legjobban hasonlito, miikodé struktirakat
tudunk Iétrehozni. Szamos szdvettipus nyomtathato a bortol
kezdve, a majon keresztiil, egészen a koto- és tamasztoszo-
vetekig, de akar rakos sejtekbdl is épithetiink szoveteket.
A 3D szovetnyomtatas folyamatanak elso Iépései a sejtek, a
hidrogélek és a 3D modellek elkészitése és tesztelése. A 3D
modell tervezés esetében a legfontosabb szempont, hogy a
mesterségesen létrehozott szovet minél inkabb hasonlitson
a nativ szovetre, ¢s tamogassa a tapanyagok sejtekhez valod
eljutasat (12). A modelleket CAD tervez6 szoftverekkel al-
kothatjuk meg, amiket ezutan szeleteld programokkal a 3D
nyomtatok szamitogépes numerikus vezérlésii (CNC) prog-
ramozasi nyelvére, g-kodra forditunk. A modellekrél gyak-
ran prototipust is készitlink a tényleges bionyomtatas el6tt.
A hidrogélek ossszeallitasanal alapvetd szempont, hogy az
minél inkabb hasonlitson a kivant szovet nativ formajanak
extracellularis matrixahoz, ezzel megfeleld mikrokornyeze-
tet biztositva a sejtek szamara (9). Ezen kiviil fontos, hogy
ne legyen toxikus a sejtek szamara és megfeleld reoldgiai és
mechanikus tulajdonsagokkal rendelkezzen az adott nyom-
tatasi technologiahoz. A sejtekkel kevert hidrogélt, amit
biotintanak is neveziink, sok esetben keresztkotni kell, ami
torténhet kémiai, fizikai vagy enzimatikus modon. Tamasz-
toszovetek esetében a hidrogélen kivil sziikség van kemény
anyagokra is, amelyeknek szintén biokompatibilisnek és
nyomtathatonak kell lennitik. A kinyomtatott konstruktok-
ban a sejtek, megfeleld kornyezetben és tapanyag ellatassal,
kialakitjak a haromdimenzids szovetet (13).

Sejtterapia

A szovetek és szervek folyamatos regeneracioja €és a
programozott sejthalallal elpusztuld sejtek potlasa elenged-
hetetlen az egészséges szervezet mikddéséhez. Ezekben a
folyamatokbanaz érett, a differencialt szovetek, valamint
a szovetekben jelenlévd specifikus &s- €s progenitor sejtek
egyarant részt vesznek. A bor esetében sincs masképp, az &s-
sejtek tobb helyen is megtalalhatoak, ilyen példaul a basalis
lamina vagy a szértiiszOk egyik specialis régidja (bulge re-
gio). Ebben a két régioban tobb dssejt tipus is talalhatd, me-
lyek a helyreallitas teljes folyamataban részt vesznek (14).
Terapias szempontbol mégsem ezek a sejtek a jelentdsek, ha-
nem a mesenchymalis dssejtek (MSC), melyek legfontosabb
rezervoarja a csontveld, de izolalhatoak szinte minden mas
szovetbdl ill. szervbdl is (15-19). 2006-6ta az MSC-k krité-
riumai az ISCT (International Society for Cellular Therapy)
altal definialtak: a sejteknek adhaerenseknek kell lenniiik, a
sejteknek nem szabad kifejezniiik a CD14, CD34, CD133
és CD117 hematopoietikus, vérképzd és dssejtekre jellem-
76 sejtfelszini markereket, pozitivnak kell lenniiik CD73,
CD90 és CD105 markerekre. Differencialodniuk kell in vitro
csont-, zsir- és porcszovet iranyokba is (20-22). Az 6nmeg-
0jitd, multipotens MSC-k megfeleld kortilmények kozott
osteoblastok, zsirsejtek, chondrocytak, myoblasztok, fibrob-
lasztok, epithelium, endothelium és idegszdvet iranyaba is
tudnak differencialodni, ezaltal igéretes alanyai Iehetnek ké-
s6bbi sejtterapias eljarasoknak (23). Kiemelkedéen fontos,
hogy kiilonleges immunszupressziv tulajdonsaggal is bir-
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nak (24, 25), igy szervtranszplantacional, graft versus host
disease (GVHD) kezelésében, ¢és gyulladas csokkentésében
is sikeresen alkalmazhatok (22,2 6). Az utdbbi években a
csontveld eredetlt MSC-k mellet a kdldokzsinorbol és a zsir-
szovetbol nyert éssejteknek is folyamatosan nétt a terapias
jelentdsége (27), mert az utdbbi szovetbdl nyerhetd ki volu-
men aranyosan a legtobb Ossejt (27).

Természetesen a kiilonbo6zo sejttipusok eltérd differen-
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ezek kozil kozil kiemelkedd szerepet jatszanak a feln6tt
szervezetben jelenlévo Ossejtek. Bizonyos betegségek vizs-
galata soran bebizonyosodott, hogy az emberi szervezet-
ben a regeneracios potenciallal rendelkez6 sejtek szamanak
csokkenése, illetve egyes funkcioik elvesztése vagy meg-
valtozasa fontos szerepet jatszik a betegség kialakulasaban.

Infrastruktura és technologia kialakitasa

Az innovativ technologidk megfelelé infrastrukta-
rat igényelnek. A pre-klinikai vizsgalatokhoz a HECRIN
(Hungarian European Clinical Research Infrastructure
Network) részeként egy regenerativ kutatasokat tamogato,
modern eszkdzparkkal rendelkezd laboratoriumot alakitot-
tunk ki. Az igy kialakitott laboratorium lehet6vé teszi az
ipari méretli gyogyszerhatastani mérések gyors és pontos,
nagy adatmennyiséget szolgaltatd méréseinek elvégzését,
illetve sejtterapias (CTP) és fejlett terapias (ATMP) készit-
mények mindségiigyi kontrolljat és monitorozasat (QC) is.
A nemzeti és nemzetkozi szabalyozasok, rendeletek értel-
mében a sejtterapidk és innovativ eljarasok klinikai gya-
korlatban val6 alkalmazasanak feltétele a GCP (helyes
klinikai gyakorlat) szerinti klinikai vizsgalat, és a GMP
(helyes gyartasi gyakorlat) szerinti gyartas. A SZTE Bor-
gyogyaszati és Allergologiai Klinikajan ezért kiépitésre
keriilt egy komplexum, melyben a GMP Sejtterapias labo-
ratorium ¢s Klinikai fazis 1. vizsgalohely is megtalalhato.

Pre-klinikai vizsgalatok

Tekintettel arra, hogy az MSC immunologiai tulaj-
donsagainak pontos mechanizmusa nem ismert, ezért pre-
klinikai vizsgalatainkban a kiilonb6z6 szovetekbdl izolalt
MSC-t jellemeztiik funkcionalisan és fenotipusosan is (17-
19). A sejtek in vitro képesek voltak csont-, porc- és zsir-
szovet iranyokba differencialodni. Az in vitro tenyésztett
sejtek fibroblasztoid morfologiat mutattak ¢s a sejtkulta-
rak ugynevezett monolayert alakitottak ki, ezen feliil ki-
fejezték a legfontosabb MSC markereket (CD29, CD44,
CD73, CD90 és CD105), de a hematopoietikus antigének
nem voltak detektalhatéak. A gyulladasos allapotokban
kiemelten fontos integrin és sejtadhézidés molekulak tekin-
tetében a CD49a/Integrin al, CD51/Integrin oV, CD146/
MCAM jelen voltak, mig a CD18/Integrin 2, CD54/
ICAM1 nem volt jelen az in vitro tenyésztett zsir eredeti
mesenchymalis 6ssejtek (ADMSC) feliiletén. A TLR li-
gandokkal és gyulladasos citokinekkel kezelet ADMSC-k
fokozott mennyiségili IL-6-ot termeltek 12 és 24 oras ke-
zelés utan LPS és Poly(I:C) esetében is. A kiilonb6z6 ke-
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zelések befolyasoltak az ADMSC-k integrin mintazatat is
(CD54 emelkedés), ugyanakkor HLA-DR pozitivitas nem
volt kimutathat6. Az in vitro wound healing assay esetében
az ADMSC-k 24 éran beliil képesek voltak bezarni a mes-
terséges sebet. A MSC immunologiai valasza nagymérték-
ben fiigg a kornyezetiiktdl, ezért elsésorban a gyulladasos
mikrokdrnyezet hatasait vizsgaltuk nagy ateresztOképessé-
gl génexpresszios mddszerrel, hogy 1j, eddig nem ismert
biologiai utvonalakat azonositsunk. A gyulladasos kdrnye-
zet (LPS, TNFa, Poly(I:C), IL1b) kiilonb6z6 biologiai t-
vonalakat aktivalt a sejtekben, melyek egy része gatolhatja
az immunszupressziot és erdsen kotédik a TLR keresztii-
li velesziiletett immunitashoz kapcsolodo folyamatokhoz
(22-28). Ugyanakkor a sebgyogyulast és angiogenezist
kontrollalé folyamatok szintén indukalddtak, mely elése-
githetik a kronikus sebek gyogyitasat (18,28).

Mesterséges borszovet 1étrehozasara 3D szovetnyom-
tatast ¢s scaffold alapt 3D tenyésztést alkalmaztunk. A 3D
szovetnyomtatas soran hidrogélként a magas kollagén tar-
talmi GelMA (Gelatin methacryoyl) és alginat keverékét
hasznaltuk tobbb rétegli hidrogél alapu scaffoldok 1étre-
hozasahoz. A konstrukt harom dimenzids szerkezetébe po-
rusokat hoztunk Iétre, hogy az in vitro tenyésztés soran a
tapfolyadék, oxigén és a metabolitok minden helyre eljus-
sanak a scaffold belsejében. A hidrogélekbe a késébbick-
ben stroma sejteket kevertiink, az igy 1étrehozott mestersé-
ges szovetek 28 napig fenntarthatok voltak. A Matriderm
egy kollagén-elasztin alapu accelularis borpotlo. A borpot-
16t, mint scaffoldot felhasznalva primer human dermalis
fibroblasztokat juttatunk a scaffold belsejébe és erre pri-
mer human keratinocytakat tenyésztettiink, mimikalva a
bor fobb rétegeit. Az igy 1étrehozott mesterséges konstruk-
tok napokig eltarthatok voltak és €16 sejteket tartalmaztak.
(l.a, b c def g h idbra)

Klinikai vizsgalat

A klinikai vizsgalat soran kronikus, nem gyogyulo
vénas keringési elégtelenség okozta labszarfekély ese-
tén autolog zsirszovet eredetii sejteket tartalmazd terapias
készitményt alkalmaztunk. A vizsgalatba olyan betegeket
vontunk be, akik esetében a konzervativ kezelés nem veze-
tett a seb gyogyulasahoz, a seb mérete 5 és 100 cm? kozott
volt és mérete 2 honapon til sem csokkent. A betegek vitalis
paraméterei mellett a seb méretét (teriilet) és az ¢letmind-
séget vizsgaltuk a kezelés el6tt €s utan 28 napig (0sszesen
5 vizit). A sejtterapias termék vizsgalata soran génexpresz-
szi6s, funkcionalis és fenotipusos vizsgalatokat végeztiink.
A sejtterapia soran az izolalt stromalis vaszkulars frakcio
(SVF) sejtszuszpenziot Cytori Celution rendszerrel készi-
tettiik el, lokalisan, meghatarozott mintazat alapjan injek-
taltuk a nem gyogyuld fekélyek sebalapjaba. A vizsgalat-
ba 5 kronikus fekéllyel rendelkezd beteg (58,8+8 év, 3/2
(N/F)) kertilt bevonasra. A terapia soran a sejtterapias min-
tak minden esetben sterilek voltak, a sejtek expresszaltak a
progenitor (CD34, CD146, CD29) markereket, kis meny-
nyiségben endothel sejtek is jelen voltak (CD31, CD105),
melyet a aramlasi citometriaval hatdroztunk meg. A sejtek



2023.99.2. 103-107.

prriye i T Bt PRI, y:

l.a b c def g h iadbra:

3D szovetnyomtatassal és scaffold hordozoval 1étrehozott szdvetek.
a, b: a 3D szovetnyomtatdval rétegrdl rétegre alakitjuk ki a végsé konstruktot;
¢, d: tobbréteg(i, porézus hidrogél alapt konstrukt 1étrehozasa;
e, f, g: zsirszovet eredetli MSC a hidrogél scaffoldban 28 nap tenyésztést kovetden;
h, i: dermalis fibroblasztokat és keratinocytakat tartalmazé Matriderm borp6tlo

viabilitasa meghaladta a 85%-ot. Az SVF izolatumokbdl
tovabbi QC vizsgalatokra sikeresen in vitro tenyésztet-
tiink ADMSC-et, mely sejtek fenotipusa (CD90, CD73 ¢és
CDI105 sejtfelszini markerek) differenciacios képessége
megfelelt az elbirtaknak. Az RNASeq vizsgalatok eredmé-
nyei alapjan szamos, a szovetregeneracioban fontos biolo-
giai utvonalat azonositottunk. Ezek tobbek kdzott magukba
foglaltak az endothel fejlédést, epithel differenciaciot és
migraciot, és vaszkulogenezist is. A betegek esetében mar
az els6 hetekben intenziv sebgyogyulas volt megtekinthetd.
Uj szovetképzodés, vaszkularizacio volt detektalhato, illet-
ve az epithelialis gydgyulas mellet a stroma regeneracio-

1. nap 7. nap

ja is megfigyelhetd volt. Az 0sszegytijtott klinikai adatok
alapjan a fekélyes teriilet méretében, az életmindségben és
a fajdalomban szignifikans valtozast tapasztaltunk a vizs-
galt idészak alatt azoknal a betegeknél, akik nem gyogyulo
vénas keringési elégtelenség okozta labszarfekélytdl szen-
vedtek. A betegek 100%-a érte el az elsédleges hatékonysa-
gi végpontot, mivel a fekély célteriilete 25%-kal csokkent
28 nappal a kezelés utan. A betegek 100%-a elérte a ma-
sodlagos hatékonysagi végpontot, mivel a fekély célteriile-
te elérte az 50%-o0s sebzarddast 28 nappal a kezelés utan.
Az életminbség eredményei (EQ-5D-5L alapjan) 25%-os,
a sebfajdalmak 50%-os javulast mutatnak (2. abra). A tera-

14. nap

2. dbra:
Kroénikus fekélyek kezelése SVF sejtterapiaval
A seb teriilet folyamatosan csokkent a sejtterapiat kovetéen 7, 14 és 28 nappal
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pia biztonsagosnak bizonyult, nem kivanatos mellékhatast,
vagy sulyos szovédményt nem detektaltunk.

Osszefoglalas

A jelenleg rendelkezésre allo bérpotlok organogenezi-
sének hianya az egyik legnagyobb hianyossag és egyben
a legnagyobb kihivas ezen a teriileten. Szintén probléma
a vaszkularizacio és az innervacio hianya, annak ellenére,
hogy a sebgyogyulas kulcsfontossagti 1épései. Ez kiilono-
sen a gyogyszer- és kozmetikai tesztelésben jelent prob-
1émat, ahol a teljesen miikodéképes boér a kovetelmény.
A klinikumban a sebgydgyulas soran nincs sziikség tel-
jesen mitkodoképes borre, mivel az egészséges bor képes
taplalni azt a sériilt teriiletet, ahova a mesterséges bort be-
tiltették. Mind az epithél differenciaciot, mind a vaszku-
larizaciot eldsegitheti az Gssejtek alkalmazasa. Ujszerii
bioscaffoldok és hidrogélek kifejlesztésével és alkalmaza-
saval a bor természetes ECM komponenseinek biologiai
tulajdonsagaihoz hasonlé anyagokat lehet 1étrehozni. Ez-
zel a kivant mechanikai jellemzok is biztosithatok, melyek
nélkiilondzhetetlenek a sebészeti beavatkozasok esetén.
Ezzel az innovativ, multidiszciplinaris megkdzelitéssel a
kronikus és fertézott sebek és fekélyes folyamatok kolt-
séghatékony, személyre szabott kezelése tovabbi terapias
lehetdségeket jelent a betegek szamara.
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