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Tissue engineering — a promising tool to obtain
artificial skin for burn wounds treatment

Inzynieria tkankowa jako narzedzie
do otrzymania sztucznej skory wykorzystywanej
w leczeniu oparzen
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Summary

Skin substitutes are used alone or more recently together with epidermis-substituting structures.
Artificial skin do not induce keratinocyte growth and because of that it should be administered parallel
with split-thickness skin graft (STSG) procedure or any other type of epidermal covering. In case
of such substitute usage, apart from its functionality it is important not to inhibit epidermization
process. The substitute structure can faithfully imitate human skin and include epidermal cover and
dermis-like structure. Epidermal components are usually composed of epidermal cells — keratino-
cytes obtained from in vitro cultures. Nevertheless, to obtain a suitable number of cultured kera-
tinocytes at least 3 weeks of culture are needed. In this time, the substitute outer surface should
be protected with e.g. silicon layer, which temporarily substitutes epidermis. Dermis component can
be built of various substances such as: collagen, glycosaminoglycan, polyglycolic acid or hyalu-
ronic acid. Such component works as a matrix, which can be covered with dermis cells — fibro-
blasts also obtained during in vitro cultures.
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Streszczenie

Substytuty skory sa stosowane samodzielnie lub czg$ciej z strukturami zastgpujacymi naskorek.
Poniewaz sztuczna skora nie indukuje wzrostu keratynocytow, dlatego konieczne jest zastosowanie
jej razem z przeszczepem skory niepetnej grubosci (STSG) albo innym rodzajem naskérkowego
pokrycia. W przypadku takiego substytutu, poza jego funkcjonalno$cia wazne jest, aby nie docho-
dzito do zaburzenia naskérkowania. Budowa substytutu moze odzwierciedla¢ wiernie ludzka skorg
i sktada¢ sig kolejno z: naskérkowego zabezpieczenia, a potem ze skory wlasciwej. Komponentami
naskorkowymi sg najcze$ciej komorki naskorka — keratynocyty uzyskane w hodowlach prowadzo-
nych w warunkach in vitro. Otrzymanie odpowiedniej ilosci hodowlanych keratynocytow wymaga
jednak minimum 3 tygodni, w czasie ktorych substytut taki jest odpowiednio zabezpieczony od
zewnatrz np. warstwa silikonu, ktora czasowo zastgpuje naskorek. Komponent skory whasciwej moze
by¢ zbudowany z réznorodnych substancji takich jak: kolagen, glikozoaminoglikan, kwas poligli-
kolowy czy hialuronowy. Komponent taki tworzy matryce, ktora mozna pokry¢é komorkami skory
wilasciwej — fibroblastami rowniez uzyskanymi w hodowlach in vitro.

Stowa kluczowe: tissue engineering, skin, allograft, biobrane
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Two models of artificial skin are distinguished so far —

a model in which both components, skin substitute and

keratinocytes, are used simultaneously and a model in

which keratinocytes and skin substitute are used at dif-

ferent stages [1].

Artificial skin can consist of the following compo-
nents:

1. Collagen and glycosaminoglycan (C-GAG) as dermis
components and silicon protection as epidermis com-
ponent. In case of this type of substitute grafting, a
silicon layer is removed after a certain time and re-
placed with keratinocyte culture.

2. Polyglycolic acid on which fibroblasts or both kera-
tinocytes and fibroblasts are seeded.

3. Other materials

1. Collagen-glycosaminoglycan substitute: the first type
of graft consisted of in vitro cultured keratinocytes plant-
ed on a collagen scaffold [1]. The invention of various
synthetic matrices containing fibroblasts led to the great
progress in research on two-component model of skin
substitutes [1]. The example of such substitute is an
artificial skin consisting of an outer layer of silicone
elastomer and an inner layer built of cross-bound collagen
and glycosaminoglycan mesh. Rational explanation for
covering of this type of substitute with silicone elastomer
is reduction of bacterial infection risk, protection against
bodily fluids loss as well as providing mechanical sup-
port. The inner layer is built in a way to provide stiff
adhesion to the wound. Optimal porousness of such skin
analogue ensures its slow biodegradation and induces
vascularisation and cells growth. In consequence artifi-
cial skin is replaced by the new tissue [1]. A few weeks
later, when blood vessels-derived fibroblasts growth is
going to occur in the skin analogue, outer layer of sil-
icone must be removed. Next the wound is closed with
autologous split-thickness skin graft. There are clinical
trials results published in literature which compare treat-
ment effects of artificial skin with autologous split-thick-
ness skin graft as well as with allograft, xenograft or
synthetic dressing. It is proven that artificial skin treat-
ment gives better cosmetic result than widely used au-
tologous split-thickness skin graft (STSG). In compari-
son to allograft, artificial skin is much easier to use.
Moreover, it is supposed that it does not bring the risk
of viral infections, is not rejected and does not have to
be removed. Disadvantages of artificial skin include lower
chances for graft acceptance in comparison to autologous
graft, as well as possibility of bacterial infection devel-
opment under the artificial skin layer, which may be
detected not until its natural degradation [1]. Some trials
describing the artificial skin consisting of outer silicon
layer and inner sponge chondroitin sulphate layer are
published in the specialist literature [2]. Human kerati-
nocytes were seeded on a membrane made of collagen
and chondroitin sulphate, which replaces dermis. In this
model of artificial skin a support made of stainless steel
is located on the junction of epidermis and dermis [1].
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Wyrdznia si¢ dwa modele sztucznej skory jeden, w kto-

rym stosuje si¢ rownoczes$nie obydwie sktadowe: substy-

tut skory i keratynocyty oraz model, w ktoérym stosuje sig:
keratynocyty i substytut skory wlasciwej w réznym cza-

sie [1].

Sztuczna skora moze by¢ zbudowana z nastepujacych
komponentow:

1. Kolagenu i glikozoaminoglikanu (C-GAG) jako kom-
ponenty skory wlasciwej oraz silikonowego zabezpie-
czenia jako naskorek. Po przeszczepie takiego substy-
tutu, usuwa si¢ po pewnym czasie silikonowa warstwe
i zastepuje si¢ ja hodowlami keratynocytow.

2. Kwasu poliglikolowego wysianego fibroblastami albo
keratynocytami wraz z fibroblastami.

3. Innych materiatéw.

1. Kolagenowo-glikozoaminowy substytut: pierwszy
typ przeszczepu sktadat si¢ z hodowanych in vitro kera-
tynocytoéw, osadzonych na kolagenowym rusztowaniu [1].
Opracowywanie réznych syntetycznych matryc z fibro-
blastami, doprowadzito do uzyskania duzego postgpu
w poszukiwaniu takich dwusktadowych modeli substy-
tutow skory [1]. Takim substytutem jest sztuczna skora
sktadajaca si¢ z wierzchniej warstwy silikonowego ela-
stomeru i spodniej warstwy zbudowanej z sieci kolage-
nu i glikozoaminoglikanu potaczonych krzyzowo. Racjo-
nalnym uzasadnieniem dla przykrycia takiego substytu-
tu warstwa silikonowego elastomeru, jest ograniczenie
zakazenia bakteryjnego i zabezpieczenie przed utrata
ptynoéw ustrojowych oraz zapewnienie dodatkowej me-
chanicznej podpory. Najnizsza warstwa jest tam zapro-
jektowana w taki sposob, aby zapewni¢ sztywne przyle-
ganie do rany. Optymalna porowato$¢ takiego analogu
skéry zapewnia jego wolna biodegradacjg¢ i indukuje
unaczynienie oraz wzrost komorek tak, aby ostatecznie
zostata zastapiona przez nowa tkanke [1]. Kilka tygodni
p6zniej, kiedy w takim analogu skory ma nastgpowac
wzrost fibroblastow z naczyn, naskérkowa warstwa sili-
konu musi by¢ usunigta i nastgpnie rana jest zamykana
przez cienki autologiczny wolny przeszczep skory po-
$redniej grubosci. W dostgpnym pismiennictwie opubli-
kowanie sa badania poréwnujace efekty leczenia z wy-
korzystaniem zarowno sztucznej skory z siateczkowym
przeszczepem niepeinej grubosci jak rowniez z allo-
przeszczepem, ksenoprzeszczepem czy syntetycznym
opatrunkiem. Udowodniono, iz sztuczna skora daje lep-
szy efekt kosmetyczny rany niz powszechnie stosowany
autologiczny przeszczep siateczkowy STSG. W porow-
naniu do alloprzeszczepu sztuczna skora jest tatwiejsza
w uzyciu i zaktada sig, iz nie niesie ze soba ryzyka
zakazen wirusowych, nie ulega odrzuceniu i nie musi by¢
usuwana. Wadami sztucznej skory sa przede wszystkim
mniejsze szanse na przyjgcie si¢ przeszczepu w porow-
naniu do przeszczepu autologicznego, jak rowniez moz-
liwo$¢ rozwoju zakazen bakteryjnych pod sztuczna sko-
ra, ktére moga by¢ wykryte dopiero po jej naturalnej
degradacji [1]. W dostgpnym pi$miennictwie opubliko-
wanie sa roOwniez badania $wiadczace o zastosowaniu
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Other modification used in this model was to use kera-
tinocytes culture seeded on a C-GAG dermis substitute
which was previously planted with fibroblasts [1]. Fibro-
blasts and keratinocytes were isolated and placed onto
parallel cell cultures. After 2 weeks of culture fibroblasts
were placed on a free side of collagen-glycosaminogly-
can membrane. Two days later the graft was turned over
and then keratinocytes were placed in layers on the
opposite side of the C-GAG membrane. This composed
substitute had distinct structure of dermis and epidermis,
and built a full-thickness skin which is comparable to
autologous skin graft. The artificial skin constructed in
a way described above was used in the treatment of
patients with full-skin thickness burns. Histological tests
revealed anchoring of collagen fibers in the graft. Addi-
tional experiments performed in laboratory mice charac-
terized this type of artificial skin model again [3]. In the
animal model C-GAG graft containing melanocytes apart
from keratinocytes and fibroblasts, showed that applica-
tion of this material may lead to epidermis regeneration,
inhibition of wound constriction as well as re-pigmenta-
tion [4].

It was proven, that fibroblasts present in skin grafts
survive and subsequently secrete intercellular substance.
Moreover, skin graft containing acellular dermis substi-
tutes is gradually planted with host cells [5].

Hyaluronic acid is also used in artificial skin devel-
opment. It was observed, that use of artificial skin im-
mersed in 0,3 % hyaluronic acid for 3 days before trans-
plantation of the substitute into rat gave better effects of
granulation process in comparison to control group [6]
However, in the same year, scientists have proved that
hyaluronic acid can exert negative influence on wound
epidermization [7].

2. Polyglycolic acid. The significant differences in ac-
ceptance of C-GAG skin substitute in animals and hu-
mans in burns covering respectively 90% and 50% skin
surface area were observed. The difference seems to be
dependent on the speed of C-GAG enzymatic degrada-
tion. Absorption of matrix materials such as polyglycol-
ic acid, used in resorbable sutures, proves high resistance
to enzymatic degradation. However, in such case larger
increase in fibro-vascularisation before resorption is
possible [8]. One commercially available skin substitute
of this type is Dermograft. It consists of polyglycolic acid
and contains fibroblasts obtained from newborn foreskins.
Dermograft clinical trials showed that Dermograft accep-
tance was lower than split-thickness skin graft (STSG);
however, the difference was not significant. Allogenic
fibroblast rejection was not observed. Not relevant in-
flammatory response as well as additional formation of
basement membrane and elastic fibers one year after
grafting was observed [9]. The same scientists introduced
a new modification for dermoepithelial graft [10]. Polyg-
lycolic acid scaffold was replaced by human fibroblasts
and covered with keratinocyte cultures. In murine model

sztucznej skory sktadajacej si¢ z zewngtrznej warstwy
silikonowej 1 wewngtrznej gabczastej warstwy zbudowa-
nej z kolagenu i siarczanu chondroidyny [2]. Wykorzy-
stujac réwniez kolagen i siarczan chondroidyny przygo-
towano blong, ktéra zastapita skore whasciwa, na ktora
zaszczepiono ludzkie keratynocyty. Wykorzystano w tej
sztucznej skorze rowniez podpore ze stali szlachetnej na
styku naskorka ze skora wiasciwa [1]. Inna modyfikacja
polegata na wykorzystaniu hodowli keratynocytow
umieszczonych na C-GAG substytucie skory wlasciwej
z zaszczepionymi wezesniej hodowlanymi fibroblastami
[1]. Fibroblasty i keratynocyty zostaly wyizolowane
i umieszczone w rownolegtych hodowlach komoérko-
wych. Po 2 — tygodniach hodowli fibroblasty zostaty
umieszczone na wolnej stronie blony kolagenowo-gliko-
zoaminoglikanowej. Dwa dni p6zniej przeszczep zostat
odwrécony i keratynocyty zostaty umieszczone warstwo-
wo na przeciwlegtej stronie blony C-GAG. Ten ztozony
substytut skory miat wyrazng strukturg skory wilasciwe;j
1 naskorka, tworzac skorg pelnej grubosci, poréwnywal-
ng do autologicznego przeszczepu skory. Tak zbudowa-
na sztuczna skora zostala wykorzystana do leczenia cho-
rych z oparzeniami skory pelnej grubosci, a wyniki hi-
stologiczne ukazaty kotwiczenie widkien kolagenowych
w przeszczepie. Dodatkowe eksperymenty na myszach
ponownie scharakteryzowaly te preparaty sztucznej sko-
ry [3]. W modelu zwierzgcym przeszczep C-GAG, za-
wierajacy oprocz keratynocytow i fibroblastow dodatko-
wo melanocyty, wykazat mozliwos$¢ regeneracji naskor-
ka i hamowanie obkurczania si¢ rany, jak rowniez re-
pigmentacje [4].

Udowodniono, obecno$¢ w przeszczepach skory fi-
broblastow, ktore przezywaja i wydzielaja wlasna sub-
stancj¢ migdzykomorkowa, jak rowniez, ze przeszczepio-
na skora zawierajaca bezkomoérkowe substytuty skory
wlasciwej, jest nastgpnie stopniowo zasiedlana przez
komorki gospodarza [5].

Kwas hialuronowy réwniez byl wykorzystywany
w sztucznej skorze. Zaobserwowano, iz uzycie sztucznej
skory zanurzonej w 0,3% kwasie hialuronowym trzy dni
przed przeszczepieniem tego substytutu na szczura, dato
leprze efekty ziarninowania w porownaniu z kontrola [6].
Jednak w tym samym roku wykazano réwniez, ze kwas
ten moze mie¢ negatywny wpltyw na ran¢ pokrywajaca
si¢ ponownie naskorkiem [7].

2. Kwas poliglikolowy. Zaobserwowano wyrazne rézni-
ce w przyjmowaniu si¢ C-GAG substytutu skory u zwie-
rzat i u ludzi w oparzeniach obejmujacych odpowiednio
90% 1 50% powierzchni ciata. R6znorodno$¢ ta wydaje
si¢ by¢ zalezna od szybkos$ci enzymatycznej degradacji
C-GAG. Wchianianie si¢ materiatdw macierzy takich jak
np. kwas poliglikolowy, uzywanego w resorbowalnych
szwach, $wiadczy o duzej oporno$ci na enzymatyczna
degradacjg. Mozliwy jest jednak w takim przypadku
wigkszy wzrost fibro-unaczynienia jeszcze przed wchio-
nigciem [8]. Jednym z substytutow skoéry komercyjnie
dostgpnym na rynku jest Dermograft. Sktada si¢ on
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only half of such grafts succeeded, but the reduction of
wound constriction was observed.

3. Other materials. Group of other materials tested in
artificial skin development included: poly-L-lactid acid
(PLLA), poly(ethylene oxide)/poly(butylene terephtha-
late) (PEO/PBT) biodegradable co-polymer [11]. In
models using substitutes containing acid mentioned above
faster epithelialization was observed. Nonetheless, more
research confirming these results is needed. The research
applying bioengineering in new artificial skin models
development is promising, however no clear advantage
of one substitute over another was observed. Despite
advanced technique, wound infections after grafting are
still the major limitation in clinical graft usage [1].

ACELLULAR MATRICES AS AN ALLOGENIC
SKIN SUBSTITUTE

Skin allograft, taken from a living or a cadaver do-
nor, gives the opportunity to cover damaged skin surface.
If an allograft is deprived of allogenic epidermal cells the
dermis of such graft is comparably low immunogenic and
does not bring risk of rapid graft rejection [1]. However,
if rejection occurs, it is usually a result of immunolog-
ical reaction against endothelial cells. Endothelial cells
express high level of HLA class I and II molecules that
are a potential source of antigens for induction of immu-
nological reaction. In literature there are many reports of
using such skin substitutes in the treatment of burn
wounds covered with split-thickness or full-thickness skin
allografts. Epidermis is removed using dermabrasion
technique, leaving only dermis components. There are
a few methods of obtaining skin substitutes deprived of
living cells, which works as a kind of acellular biopros-
thesis. The easiest way of acellularisation is cyclic freez-
ing and defrosting of the tissue. However, in this meth-
od a part of cells remain not isolated and collagen struc-
ture is changed during the process. The use of such tis-
sue as a matrix for keratinocyte culture seeding is asso-
ciated with low efficiency [12, 13].

1 (13) 2009

z kwasu poliglikolowego i zawiera fibroblasty uzyskane
z napletkéw noworodkéw. Podlega on probom klinicz-
nym, ktore wykazaty, ze przyjecie Dermograftu byto
wprawdzie mniejsze niz przy zastosowaniu przeszczepu
siateczkowego STSG, ale roznica ta byta nieznaczna. Nie
zaobserwowano odrzucenia allogenicznych fibroblastow,
zaobserwowano mata odpowiedz zapalna, oraz dodatko-
wo formowanie si¢ btony podstawnej oraz wtokien sprg-
zystych po okoto roku [9]. Ta sama grupa badaczy
wprowadzita nowa modyfikacje skorno-naskorkowego
przeszczepu [10]. Rusztowanie z kwasu poliglikolowe-
go zostato zaszczepione ludzkimi fibroblastami i przykry-
te hodowlami keratynocytéw. Tylko potowa takich prze-
szczepow zakonczyla si¢ sukcesem na modelu mysim, ale
zaobserwowano redukcje obkurczania si¢ rany.

3. Inne materialy. Spos$rod innych materiatow testowa-
no: kwas poli-L-mleczanowy (PLLA), polietylenooksy-
do-polibutylenotetrapentylo-ftaleina (PEO/PBT) ulegaja-
cy biodegradacji kopolimer [11]. Zaobserwowano przy
wykorzystaniu substytutow zawierajacych w/w kwas
szybkie pokrycie si¢ ich naskérkiem. Potrzebne jest jed-
nak przeprowadzenie dalszych badan, potwierdzajacych
te wyniki. Doswiadczenia wykorzystujace bioinzynieri¢
w otrzymaniu innych substytutow sztucznej skory sa
obiecujace, ale nie zaobserwowano wyraznej przewagi
jednego typu substytutu nad pozostatymi. Nadal infekcje
ran po przeszczepie stanowia powazne ograniczenie w ich
wykorzystaniu [1].

MATRYCE ACELLULARNE JAKO SUBSTYTUT
ALLOGENICZNY SKORY

Alloprzeszczep skoéry pobrany za zycia albo od dawcy
zmartego, daje inna mozliwo$¢ zastapienia ubytkow
skory. W przypadku, gdy pozbawiony jest on allogenicz-
nych komorek naskorka, skora wiasciwa takiego allo-
przeszczepu jest pozbawiona zagrozenia szybkiego od-
rzucenia z powodu stosunkowo niskiej immunogenno$ci
tych komponentéw [1]. Jezeli dochodzi do odrzucenia,
to jest to wyniki reakcji immunologicznej skierowanej
przeciwko komérkom endotelialnym. Komorki te wyka-
zuja wysoka ekspresj¢ antygenéw HLA zardéwno klasy
I jak i II, co moze stanowi¢ potencjalne zrodto indukcji
reakcji immunologiczne;j. Istnieje wiele doniesien litera-
turowych opisujacych wykorzystanie tych substytutow
skory w przypadku leczenia ran oparzeniowych, pokry-
wanych niepelnej albo petnej grubosci alloprzeszczepa-
mi skory. Naskorek usuwa si¢ metoda dermabrazji, po-
zostawiajac jedynie komponenty skory wlasciwe;j. Istnieje
kilka metod uzyskania takich substytutéw skory pozba-
wionych zywych komérek, stanowigcych wowczas pew-
nego rodzaju acellularne bioprotezy. Najprostsza meto-
da acellularyzacji jest cykliczne zamrazanie i rozmraza-
nie, czg$¢ komorek pozostaje jednak nie wyizolowana,
jak rowniez dochodzi do zmiany struktury kolagenu.
Wykorzystanie takiej tkanki jako matrycy do obsiania
hodowlanymi keratynocytami, jest mato skuteczne
[12,13].



gu A. KLAMA-BARYLA, J. GLIK, M. KAWECKI, M. NOWAK, A. L. SIERON

It is also possible to remove cells from the tissue by
incubating it in NaCl solution and next in a detergent
suchlike SDS [12, 14]. However, the most often used
method of cells removal is to incubate the tissue in
trypsin/EDTA solution, because it does not induce any
visible changes in the structure of extracellular matrix [15,
16, 17]. To acellularize tissue also other detergents are
used including Triton-X 100, which presumably retains
native matrix proteins structure and at the same time
efficiently removes cells from the tissue [18]. Allogenic
skin deprived of living cells prepared in one of methods
described above retains structure and biochemical prop-
erties similar to native tissue; however, some of those
matrices can have poor mechanical properties [19, 20,
21]. Use of allogenic skin was tested in animal models
on full-thickness skin burn in pig and mouse [22, 23]. In
burnt patients use of autologous graft of cultured kera-
tinocytes (CEA) alone was compared with autologous
keratinocytes graft placed on dermis allograft [24]. Al-
lograft covered with autologous keratinocytes appeared
to be significantly more frequently accepted (95%) and
was characterized by higher durability in comparison to
keratinocytes graft alone. In both cases, however, lack of
elastic fibers was observed with only slight difference
between both types of graft. There are reports on long-
term clinical results of acellular dermis allograft use
describing good clinical effectiveness of such type of skin
graft [25].

COMMERCIALLY AVAILABLE SKIN SUBSTITUTES

In case of burn wound which needs to be quickly dressed
it is possible to use registered biotechnological products.
They include acellular matrices or bi-layer structures
consisting of allogenic cells associated with matrix. These
products are stored in tissue and cell banks and are used
mainly as dressings accelerating wound healing. Appli-
cation of such dressing gives 2-3 weeks for autologous
graft preparation using patient’s epithelial cells cultured
in vitro. Short characteristic of commercially available
skin substitutes is given below.

Allograft — obtained from cadaver skin and stored as
a frozen skin in a skin bank (Fig. 1). It is used to prepare
burn wound for autologous graft. On account of immu-
nodeficiency of graft recipient it is possible to leave the
allograft in the wound for even up to a few weeks.
However, it brings the risk of infectious diseases trans-
mission, which can be reduced by performing appropri-
ate tests in donor.

Rowniez inkubacja tkanki w roztworze NaCl, a na-
stgpnie w detergencie, takim jak SDS, prowadzi do usu-
wania z niej komorek [12,14]. Najczesciej jednak stosu-
je si¢ inkubacj¢ w roztworze trypsyny/EDTA w celu
usunigcia komorek, co pozwala na catkowite usunigcie
komoérek bez widocznych zmian w macierzy zewnatrz-
komérkowej [15,16,17]. W celu acellularyzacji stosowane
sa rowniez detergenty, takie jak, Triton-X 100, ktory
prawdopodobnie pozwala zachowa¢ natywna strukturg
biatek macierzy, a jednoczesnie skutecznie usuwa komor-
ki [18]. Allogeniczna pozbawiona zywych komorek sko-
ra, przygotowana w jednym z opisany powyzej sposobow,
zachowuje strukturalng budowe i wlasciwosci bioche-
miczne zblizone do tkanki natywnej, cho¢ cz¢s$¢ z tych
matryc moze wykazywaé slabe wlasciwosci mechanicz-
ne [19,20,21]. Wykorzystanie skoéry allogenicznej prze-
testowano na modelu zwierzgcym przy oparzeniu peinej
grubosci u $wini i myszy [22,23]. U pacjentdéw oparzo-
nych badano poréwnawczo sam autoprzeszczep hodow-
lanych keratynocytow (CEA), z przeszczepem autologicz-
nych keratynocytow umieszczonych na alloprzeszczepie
skory wlasciwej [24]. W przypadku alloprzeszczepu
pokrytego autologicznymi keratynocytami wykazano
znacznie wyzszy procent przyjecia si¢ tego przeszczepu
(95%) 1 lepsza wytrzymalo$¢ w pordwnaniu do prze-
szczepienia samych hodowlanych keratynocytow. W obu
jednak przypadkach obserwowano niedostatek wtokien
sprezystych, wykrywajac tylko nieznaczne roznice
w obecnosci tych wiokien pomigdzy tymi dwoma rodza-
jami przeszczepu. Istnieja rowniez doniesienia literatu-
rowe dtugoterminowych klinicznych rezultatow wykorzy-
stania, pozbawionych komorek alloprzeszczepow skory
wlasciwej, opisujace dobre wyniki kliniczne zastosowa-
nia takiego rodzaju przeszczepu [25].

KOMERCYINIE DOSTEPNE SUBSTYTUTY SKORY

W przypadku, gdy rana oparzeniowa wymaga szybkiego
zaopatrzenia, mozna zastosowac zarejestrowane produk-
ty biotechnologiczne, ktore sa matrycami bezkomoérko-
wymi lub elementami dwuwarstwowymi, sktadajacych
si¢ z komorek allogenicznych potaczonych z matryca.
Produkty te przechowuje si¢ w bankach tkanek i komo-
rek i wykorzystuje, jako opatrunki przyspieszajace goje-
nie ran. Ich zastosowanie pozwala na to, aby w ciagu
2-3 tygodni przygotowaé przeszczep, autologiczny z ho-
dowlanych komoérek naskorka chorego. Ponizej przedsta-
wiono krétka charakterystyke, dostgpnych substytutow
skory.

Allograft — otrzymany jest ze skory pobranej ze
zwtlok ludzkich i przechowywany w postaci skéry mro-
zonej w bankach skory (Rys.1). Jego zastosowanie ma na
celu przygotowanie rany oparzeniowej do wykonania
przeszczepu autologicznego. Ze wzglgdu na znacznie
obnizong odporno$¢ biorcy mozliwe jest pozostawienie
allograftu w ranie nawet kilka tygodni, niesie to jednak
ze soba niebezpieczefistwo przeniesienia chordb zakaz-
nych, ktére mozna zminimalizowaé przez wykonanie
odpowiednich badan u dawcy.
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Biobrane — nylon mesh imbedded into the thin sil-
icone film that works as a barrier to microorganisms. The
nylon mesh is coated with porcine collagen type I (Fig.
2). The dressing can be applied directly onto the wound
or used as a living graft — Biobrane and keratinocyte
allograft on the outer layer of the dressing [26].

Epicell — consists of an epithelial component in which
autologous epithelial cells obtained during patient’s skin
biopsy are cultured. Use of Epicell gives the opportunity
to cover extensive body surface with considerably low
risk of rejection. However, this kind of graft need at least
three weeks to culture the cells obtained from the patient,
it is also very delicate and weakly binds to the wound
[26].

Laserskin — in this type of dressing autologous ke-
ratinocytes obtained from the patient and cultured on
hyaluronic acid-based perforated film work as an epithe-
lial component. Use of hyaluronic acid allowed to im-
prove mechanical properties of this skin substitute and
led to formation of more stable and durable system for
autologous keratinocytes delivery to the patient [27].
Similarly in this case at least 3 weeks are needed to
culture suitable number of keratinocytes taken from the
patient [26].

EpiDex — in this case autologous keratinocytes cul-
tures are obtained from hair follicles. Hair follicles are
a good source of epithelial stem cells. Hair follicle stem
cells are isolated from outer hair sheath and cultured. The
cultured cells are applied on a layer of allogenic kerat-
inocytes which produce growth factors stimulating dif-
ferentiation of stem cells into epithelial basal cells. At this
stage the cells exert high proliferation rate and can be
stored frozen. However, the culture of 1 cm? of epithe-
lium from 20 hair follicles lasts approximately one month
[27].

Biobrane — jest siatka nylonowa potaczona z cienka
membrana silikonowa, ktora stanowi barierg dla drobno-
ustrojow. Nylonowa siatka pokryta jest swinskim kola-
genem typu I (Rys.2). Opatrunek ten moze by¢ naktada-
ny bezposrednio na rang, jak réwniez od wierzchniej
strony Biobrane mozna zabezpieczy¢ przeszczepem au-
tologicznych keratynocytow [26].

Epicell — sktada si¢ z komponentu naskorkowego,
ktorym sa hodowlane autologiczne komorki naskérka
otrzymane w drodze biopsji skory pacjenta. Pozwala to
na pokrycie duzej powierzchni ciata przy matym ryzyku
odrzucenia. Wymaga on jednak przynajmniej trzech ty-
godni dla wyhodowania komodrek pobranych od pacjen-
ta, przeszczep taki jest rowniez bardzo delikatny i stabo
taczy si¢ z rang [26].

Laserskin - komponentem naskorkowym sa tutaj
autologiczne keratynocyty, otrzymane od pacjenta, hodo-
wane na perforowanej btonie kwasu hialuronowego.
Zastosowanie tego kwasu pozwolito na ulepszenia wia-
$ciwosci mechanicznych takiego substytutu, tworzac
bardziej stabilny i wytrzymatly system dostarczenia au-
tologicznych keratynocytow pacjentowi [27]. Réwniez
1 w tym przypadku wymagane jest przynajmniej 3 tygo-
dnie dla wyhodowania odpowiedniej liczby keratynocy-
tow pobranych od pacjenta [26].

EpiDex — hodowle autologicznych keratynocytow
uzyskane sa w tym przypadku, z mieszkoéw wlosowych.
Mieszki wlosowe sa dobrym zrédtem epitelialnych ko-
moérek macierzystych dla naskérka. Komorki macierzy-
ste mieszka wlosowego izoluje si¢ z zewnetrznej pochew-
ki wlosa i hoduje. Wyhodowane komorki umieszcza si¢
na warstwie allogenicznych keratynocytow, ktore wydzie-
laja czynniki wzrostowe, stymulujace przeksztalcanie sig
komorek macierzystych w komoérki warstwy podstawne;j
naskorka. Komorki takie maja zwigkszona zdolno$¢ pro-
liferacji 1 moga by¢ przechowywane w stanie mrozenia.
Wyhodowanie 1 cm?naskoérka z 20 mieszkow wlosowych
trwa jednak okoto miesiac [27].
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Fig. 1. Allograft - microscope image (internet source [1])
Rys. 1. Allograft - zdjecie makroskopowe (Zrédto internetowe [1])
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Fig. 2. Cross section through the skin substitute - Biobrane
Rys. 2. Przekrdj poprzeczny przez substytut skéry - Biobrane
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Myskin — autologous keratinocytes are cultured on
vinyl polychloride (PVC) polymer coated with blood
plasma (Fig. 3). In this type of dressing dermis is com-
posed of murine fibroblasts, which growth was inhibit-
ed. The cells are excellent, reach in receptors, surface for
keratinocyte growth. Vinyl polychloride (PVC) is a good
membrane for keratinocyte planting and their delivery
onto the wound. Keratinocytes can be frozen for later use.
However, appropriate time is needed to culture the au-
tologous keratinocytes. Moreover, repeat administration
of this type of skin substitute is required to achieve good
clinical results [27].

Alloderm — is a processed and preserved cadaver skin
allograft, which works as acellular matrix without epithe-
lium. The processing of this substitute reduces its immu-
nogenity; however, the risk of infectious diseases trans-
mission from donor. Alloderm is applied on previously
prepared wound together with autologous graft [28].

Dermagraft — is a skin substitute containing fibro-
blasts obtained from the newborn foreskins, fixed on
polyglycolic acid mesh (Fig. 4.). Use of this biodegrad-
able scaffold leads to absorption of the graft and makes
the possibility to leave it permanently in the wound.
Newborn-derived fibroblasts proliferate quickly produc-
ing collagen and growth factors what improve burn
wound healing. Nevertheless, use of this substitute brings
a potential risk of rejection and infectious diseases trans-
mission from newborn-derived fibroblasts [29].

Integra — it consists of double layer of bovine col-
lagen and silicone membrane, which temporarily replac-
es epithelium. Collagen type I is cross-linked with chon-
droitin and glycosaminoglycan (GAG) (Fig. 4). The outer
silicone layer is removed after 2 to 3 weeks. It prepares
the wound for transplanting in vitro cultured autologous
cells or for autologous epithelium graft [28]. This sub-
stitute stimulates fibroblasts growth, which in conse-
quence promote epithelial cells growth.

Myskin — hodowle autologicznych keratynocytow
prowadzone sa na polimerze polichlorku winylu (PCV),
pokrytym osoczem krwi (Rys.3). Komponentem skory
wlasciwej sa tutaj mysie fibroblasty, ktorych wzrost zo-
staje zahamowany. Komorki te stanowia doskonata bo-
gata w receptory powierzchni¢ wzrostu dla keratynocy-
tow. Polichlorek winylu (PCV), stanowi dobra membra-
n¢ dla osadzenia si¢ na niej keratynocytéw i ich dostar-
czenia na rang. Keratynocyty moga by¢ zamrozone w celu
ich powtornego wykorzystania. Wyhodowanie jednak
autologicznych keratynocytéw, wymaga odpowiedniego
czasu, jak rowniez wymagane jest powtdrne podanie tego
substytutu w celu uzyskania dobrych rezultatow klinicz-
nych [27].

Alloderm —to odpowiednio przetworzony i konserwo-
wany alloprzeszczep skoéry pobranej ze zwlok, stanowiacy
bezkomoérkowa macierz pozbawiong naskérka. Odpo-
wiednie przygotowanie tego substytutu zmniejsza jego
immunogenno$¢, jednak i w tym przypadku istnieje ry-
zyko przeniesienia choréb zakaznych od dawcy. Alloderm
naktada si¢ na przygotowang uprzednio rang oparzenio-
wa lacznie z przeszczepem autologicznym [28].

Dermagraft — to substytut skory zawierajacy fibro-
blasty otrzymane z napletkow noworodkow, ufiksowane
na siatce z kwasu poliglikolowego (Rys.4). Zastosowa-
nie tego, biodegradowalnego rusztowania, powoduje
wchianianie wszczepu i mozliwo$¢ pozostawienia go na
stale. Noworodkowe fibroblasty maja zdolno$¢ szybkiej
proliferacji, produkujac przy tym kolagen i czynniki
wzrostowe, co pomaga w leczeniu rany oparzeniowe;j.
Istniej jednak przy zastosowaniu tego substytutu poten-
cjalne ryzyko odrzucenia i choréb zakaznych, ktorych
zrédlem moga by¢ fibroblasty pochodzace od noworod-
kow [29].

Integra — sktada si¢ z podwojnej blaszki kolagenu
wotowego oraz warstwy silikonu, ktory czasowo zaste-
puje naskorek. Kolagen typu I jest usieciowany chondro-
idyna i glikozoaminoglikanem (GAG) (Rys. 4). Zewngtrz-
ng warstwg silikonowa usuwa si¢ po 2 do 3 tygodniach.
W ten sposéb rana jest przygotowana do przeszczepie-
nia wyhodowanych in vitro komorek autologicznych badz
przeszczepienia naskorka autologicznego [28]. Substytut

N

Fig. 3. Myskin - microscope image (internet source [2])
Rys. 3. Myskin - zdjecie makroskopowe (Zrédto internetowe [2])

Fig. 4. Dermograft - microscope image (internet source [3])
Rys. 4. Dermograft - zdjecie makroskopowe (zrédto internetowe [3])
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Apligraft — is a bi-layer skin equivalent. Epithelial
component consist of allogenic keratinocytes, while
dermis component is made up of allogenic fibroblasts.
The cells are derived from newborn foreskins. Apligraft
is prepared in two stages. Firstly, fibroblasts are cultured
in layers on bovine collagen mesh. Secondly, they are
covered with keratinocyte layer, which imitates epithe-
lium. The outcome of this procedure is similar to autol-
ogous graft, and gives good cosmetic results. In this case,
similarly to the described above, there is a risk of infec-
tious disease transmission from allogenic fibroblasts and
keratinocytes. Furthermore, to obtain good clinical results,
repeated application of this substitute is required [30].

Transcyte — is a compound skin substitute, consist-
ing of a thin silicon layer (Biobrane) which works as an
epithelial component. Nylon mesh coated with collagen
with newborn-derived allogenic fibroblast layer builds
dermis equivalent. This type skin substitute was effective
in the treatment of II and III grade burn wounds. Fibro-
blasts are the excellent source of collagen and growth
factors and in consequence accelerate burn wound heal-
ing. Nylon mesh used in this substitute is not biodegrad-
able, what is a major disadvantage of the product. More-
over, it also brings the risk of infectious diseases trans-
mission [26].

OrCel — also consists of human allogenic kerati-
nocytes and fibroblasts derived from newborn foreskins.
Fibroblasts are seeded onto bovine collagen sponge. This
substitute brings a good environment for patient’s cells
migration and is a good source of growth factors and
cytokines. Nonetheless, it is not a substitute which replac-
es skin permanently, but works as a biological dressing
only. Unfortunately, using OrCel it is possible to trans-
mit infectious diseases from human allogenic cells as well
as zoonosis from bovine collagen [26].

ten pobudza do wzrostu fibroblasty, ktore z kolej utatwia-
ja wzrost komodrka naskorka.

Apligraft — jest dwuwarstwowym ekwiwalentem
skéry. Komponent naskérkowy stanowia allogeniczne
keratynocyty, natomiast komponent skory wilasciwej al-
logeniczne fibroblasty. Komorki te pochodza z napletkow
noworodkow. Apligraft przygotowuje si¢ dwuetapowo,
najpierw hoduje si¢ fibroblasty, uktadajac je w warstwach
na siatce z kolagenu wotowego. W drugim etapie przy-
krywa si¢ je warstwa keratynocytow, ktore imituja nasko-
rek. Przeszczep taki przyjmuje si¢ porownywalnie z prze-
szczepem autologicznycm, dajac dobre kosmetyczne
skutki. Istniej jednak rowniez i w tym przypadku ryzyko
przeniesienia chordb zakaznych pochodzacych od fibro-
blastow 1 keratynocytow allogenicznych. Wymagane jest
w celu uzyskania dobrych rezultatow klinicznych, po-
wtorne polozenie tego substytutu na pacjenta [30].

Transcyte — jest ztozonym substytutem skory, skta-
dajacym si¢ z cienkiej warstwy silikonu (Biobrane) sta-
nowiaca komponent naskorkowy. Rolg ekwiwalentu sko-
ry wlasciwej pelni natomiast pokryta kolagenem, siatka
nylonowa z warstwa otrzymanych od noworodkéw allo-
genicznych fibroblastoéw. Wykorzystanie tego substytutu
skory, dalo pozytywne rezultaty w leczeniu oparzen
drugiego i trzeciego stopnia. Fibroblasty stanowia dosko-
nate zrédto kolagenu i czynnikow wzrostowych przyspie-
szajac w ten sposob gojenie si¢ ran oparzeniowych. Wada
tego substytutu jest jednak to, ze zastosowana siatka
nylonowa nie ulega biodegradacji, jak rowniez istnieje
ryzyko przeniesienia chordb zakaznych [26].

OrCel — zbudowany jest roéwniez z ludzkich alloge-
nicznych keratynocytow i fibroblastoéw otrzymanych
z napletkéw noworodkow. Fibroblasty wysiewane sa na
gabke kolagenu bydlecego. Substytut ten dostarcza do-
bre srodowisko dla migracji komoérek pacjenta, stanowiac
przy tym zrédlo czynnikéw wzrostowych czy cytokin.
Nie jest on jednak substytutem, trwale zast¢pujacym
skorg, a jedynie opatrunek biologiczny. Niesie on takze
ze soba ryzyko przeniesienia chorob zakaznych, ktorych
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Fig. 5. Cross-section and microscope image of Integra skin substi-
tute (internet source [4])

Rys. 5. Przekr6j poprzeczny oraz zdjecie makroskopowe przez sub-
stytut skory - Integra (Zrdto internetowe [4]).
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Fig. 6. OrCel - microscope image (internet source [3])
Rys. 6. OrCel - zdjecie makroskopowe (zrédto internetowe [3])
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Permacol — is a skin substitute consisting of acellu-
lar matrix obtained from bovine skin. Acellular matrix is
not immunogenic due to removal of living cells and
collagen. The matrix may sometimes inhibit vascularisa-
tion of wound [27].

SUMMARY

Despite many experiences, the skin substitute which
meets all the expectations of extensive burn wounds
treatment is still not invented. Tissue engineering with the
use of in vitro cultured cells raises hopes for development
of such skin substitute in the future. If it finally happens,
the substitute will for sure improve treatment quality of
severely burnt patients’.

zrédtem moga by¢ ludzkie komorki allogeniczne, jak
roOwniez przeniesienia chordéb od zwierzecych, poprzez
wykorzystanie kolagenu bydlecego [26].

Permacol — to substytut skoéry stanowigcy bezkomor-
kowa macierz uzyskana ze skoéry swinskiej. Macierz taka
nie jest immunogenna ze wzgledu na usunigcie z niej
zywych komorek i kolagenu. Niejednokrotnie ta bezko-
moérkowa macierz powstrzymuje jednak unaczynienie
rany [27].

POSUMOWANIE

Pomimo wielu do$wiadczen, jak dotad nie udalo si¢
stworzy¢ substytutu skory, ktory spetniatby wszystkie
wymagania, jakie stawia przed nim leczenie rozlegtych
ran oparzeniowych. Wykorzystanie inzynierii tkankowe;j
z zastosowaniem komorek uzyskanych w hodowlach in
vitro stwarza realne nadzieje na zbudowanie takiego
substytutu skory. Zwigkszy to skutecznos$¢ ratowania
chorych cigzko oparzonych.

Internet source / Zrédia Internetowe:

1. www.ahmedvalve.com/.../tissue/pericardium.html

2. www.celltran.com/products.php

3. http://www.fda.gov/cdrh/annual/fy2001/ode/annualreport2001.html
4. http://www.fda.gov/cdrh/mda/docs/p900033s008
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