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Seznam zKkratek

BM - bazalni membrana

BSA — celkovy povrch téla (body surface area)

DE - dermoepidermalni

EDTA - ethylendiaminotetraoctova kyselina

EM - extracelularni matrix

EGF — epidermalni ristovy faktor (epidermal growth factor)
GAG - glykosaminoglykan

HE — hematoxylin—eosin

H-MEM — minimal essential medium in Hanks salts

HMW CK - high molecular weight cytokeratins

HPA axis — osa hypotalamus-hypofyza-nadledvina

IL1-beta — interleukin 1

IL-6 — interleukin 6

KGM - keratinocyte growth medium (bezsérové médium Lonza)
KGF - rlstovy faktor keratinocytu (keratinocyte growth factor)
KPM FNKYV — Klinika popaleninové mediciny Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady
NaHCOj; — bikarbonat sodny

PBS — fosfatovy pufr (phosphate buftfered saline)

RK — rekombinovana ktize

SAB — stratum basale

SC — stratum corneum

SS — stratum spinosum

SSD — silversulfadiazine

St. — stupen

TGF — transformujici ristovy faktor (transforming growth factor)
TK — tkanova kultura

XD — Xe-Derma

3D — tfirozmérny

3T3 — nézev linie bun¢k mysich fibroblastii
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1 UVOD

Hojeni popalenin vyznamné zavisi na kvalité koznich kryti. Cerstvy dermoepidermalni
kozni autostép je stale jedinou alternativou pii ztraté kiaze v celé sile. Pii absenci ploch
vhodnych pro odbér §tépu a pro kryti popalenin II. stupné se pouzivaji kryty ¢i ndhrady
ktze, které mohou byt biologického nebo syntetického ptivodu.

Historie prazské Kliniky popaleninové mediciny je uzce spjata s vyvojem a Sirokym
vyuzitim docasnych biologickych kryti — xenotransplantatti [Dvofankova et al., 2004].
V 60.-70. letech byly v Praze pouzivany alotransplantaty z kadaverii nebo zivych dérct.
Diky pokrokim v mediciné vSak mnozstvi dostupnych alostépil nestacilo uspokojovat
zvySujici se spotfebu, proto byla vyvinuta sofistikovand metoda odbérti prasecich
dermoepidermdlnich xenostépt. Skladovany byly po dobu 10 dnti pii 4°C po pfislusné,
piesné¢ definované preparaci sulfonamidy a antibiotiky [Moserova et al.,, 1974].
Xenotransplantaty bylo oSetfeno cca 550-700 pacientli roén¢ [Konigova a Blaha, 2010].
Byly pouzivany pro kryti povrchnich i hlubokych dermélnich popalenin, pro kryti
nekrektomovanych ploch pred autotransplantaci a také jako docasny kryt u velkych
rekonstruk¢nich vykonti. Kromé popalenin a jinych akutnich ztratovych poranéni byly
xenografty uzivany i pro kryti chronickych trofickych defektl, vcetné¢ diabetické nohy.
Po 32 letech bezproblémového pouzivani vsak byly v roce 2005 odbéry
xenotransplantatd ukonceny vzhledem k velmi naroénym kriteriim na zdravotni
prostiedky zviteciho ptivodu ze strany legislativy EU.

Jako nahrada nativnich xenotransplantatli byla na nasem pracovisti ve spolupraci
s Akademii véd CR vyvinuta bezbunééna prasedi dermis. Jeji komeréni podoba Xe-
Derma® (MEDICEM Technology, s.r.o., CR) je sterilni, imunologicky inertni biologicky
kryt, ktery Ize dlouhodob¢ skladovat za béznych podminek. Bezbunécna praseci dermis
byla piivodné vyvinuta jako podklad pro kultivaci lidskych keratinocytl (,,recombined
human/pig skin“) [Matouskova et al., 1993; Matouskova et al., 1998]. Na rany byla
aplikovana v orientaci ,,upside-down®, tj. keratinocyty smétujicimi do rany [Matouskova
et al., 1997; 2001; 2002; 2006; Pokorna et al., 2001]. Ukazalo se vSak, Ze i samotna
xenodermis bez lidskych keratinocytii méa vyrazné hojivé Gcinky.

Pro ziskavani a aplikaci autolognich keratinocytli na ranu byla zavedena kromé
kultivace i nejmodernéj$i technika — aplikace cerstvych koznich bunck v suspenzi.
Autologni kozni bunky (pfedevSim keratinocyty a melanocyty) jsou ziskany

enzymatickou disociaci malého tenkého S$tépu kiize odebrané¢ho piimo v pribchu
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operace a aplikovany vzéapéti, bez dlouhé a narocné kultivacni faze. Systém nevyzaduje
specifické vybaveni kultivacni laboratote. Existuji také komerc¢ni kity pro rychlou izolaci
bundk - napt. ReCell® nebo CellSpray® systém.

V predkladané dizertacni praci byly otestovany nckteré kultivaéni techniky pro
péstovani lidskych primarnich keratinocyti. Biologicka aktivita Xe-Dermy (XD) byla
charakterizovana pomoci kultivace a diferenciace keratinocyti na této bezbunécné
matrix. Byla provedena histologickd a imunocytochemicka analyza keratinocytl in vitro
a in vivo [Zajicek et al., 2012]. V klinické praxi byla XD pouzita pro 1écbu opaienin
u déti [Zajicek et al., 2011]. V ramci grantového projektu IGA ¢. NS10507-3 jehoz jsem
byl hlavnim spolufesitelem za KPM FNKYV, byla feSena problematika hojeni Siroce
sitovanych autotransplantatii u rozsahle popalenych pacientii pomoci kombinace XD
a Cerstve izolovanych autolognich epidermalnich bun€k. Metoda kombinace Xe-Dermy a
autolognich keratinocyti  byla aktudlné¢ vyuzZita pro 1é€bu osmiletého chlapce
s popaleninami na 90% téla. Rychlé a kvalitni hojeni odbérovych ploch umoznilo
viceCetné opakované odbéry z jednoho mista a vedlo ke zddrnému vyléceni détského

pacienta.



2 CIL PRACE

Cilem prace bylo posouzeni vlivu bezbunéfné prase¢i dermis Xe-Dermy na hojeni
termického poranéni kize. Xe-Derma je typ dehydrované sterilni bezbunééné praseci
dermis vyvinuté na nasem pracovisti. Nasledujicim cilem bylo studium moznosti vyuziti
Xe-Dermy v kombinaci s cCerstvé izolovanymi koznimi buitkami pacienta a akceleraci

epitelizace limitovanych odbérovych mist u rozsahlych koznich ztrat.

Soucasti prdace byla odpovéd’ na nasledujici otazky:

e Jakou roli hraje biologicka struktura prase¢i dermis v proliferaci a diferenciaci
lidskych keratinocytl in vitro a in vivo ve vztahu k popéaleninové ran¢?

e Které¢ typy akutnich rannych ploch jsou vhodné pro aplikaci bezbunétné praseci
dermis v klinické praxi v porovnani se stavajicimi metodami kryti?

e Existuje signifikantni rozdil v hojeni povrchnich opafenin v détské populaci,
srovname-li komer¢né¢ dostupnou bezbunéénou prase¢i dermis Xe-Dermu se
standardnim dosud pouzivanym doc¢asnym syntetickym hydrokoloidnim krytem?

e Je mozné vyuzit epitelializatni potencial Xe-Dermy v kombinaci s Siroce
rozsitovanymi dermoepidermalnimi autotransplantity a cCerstvé izolovanymi

autolognimi epidermalnimi buiikami k uzavéru rany u kriticky popéalenych pacientt?

Hypotéza

Xe-Derma stimuluje hojeni ran tim, ze podporuje proliferaci a diferenciaci epidermal-
nich bunék ze zbytki adnex ¢i mustkl Siroce rozsitovan¢ho autotransplantatu. Pouzitim
autolognich bunék izolovanych v pribéhu operace z tenkého dermoepidermalniho Stépu

je stimulace hojeni vyznamnéjsi.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Funkc¢ni a anatomické vlastnosti kiize ve vztahu Kk vyvoji
koZnich nahrad

Kuze je funkéné i strukturalné slozity organ s celou tadou dilezitych funkei nutnych
k udrZzeni homeostazy organismu (Obr. 1). Ztrata kozniho krytu vede ke smrti jedince.
Kize vytvaii fyzikalni bariéru zevnimu prosttedi, ovliviiuje termoregulaci, hydrataci, je
imunologicky aktivni a zapojuje se do celé fady metabolickych procesti. V neposledni
fad¢ hraje kize dilezitou roli i v socidlni interaktivité (,,body image*).

Kize je strukturaln€ tvofena tfemi zékladnimi sloZkami: epidermis, dermis a
hypodermis.

Epidermis je stratifikovana do Ctyf vrstev (stratum basale, stratum spinosum, stratum
granulosum a stratum corneum). Od neuroektodermu odvozené keratinocyty tvoii vice
nez 90% populace epidermalnich bun€k a jsou odpovédny za strukturalni vlastnosti
epidermis. Dal$imi bunécnymi soucastmi epidermis jsou pigmentové buiikky melanocyty,
antigen prezentujici Langerhansovy buniky a na tlak citlivé Merkelovy bunky. Hlavni
funkci epidermis je vytvoreni kozni bariéry od zevniho prostredi.

Mechanické vlastnosti kiize jsou podminény strukturou dermis. Hlavnimi buiikami
dermis jsou od mesodermu odvozené fibroblasty. Fibroblasty prokazuji v ramci
organismu znac¢nou heterogenitu [Rinn et al., 2006] a jsou zdrojem pro druhou dilezitou
komponentu dermis - extracelularni matrix (EM). EM je tvofend fibrilarnimi proteiny
(kolagennimi a elastickymi vldkny) a glykosamino-glykany (GAG) jako je napf.
fibronectin. Dermis je od epidermis odd€lena bazalni membranou (BM). BM je sloZzena
z integrind, laminind, kolagent a dalSich proteinti, které hraji dileZitou roli v regulaci
dermoepidermalni (DE) interakce. Povrchnéjsi ¢ast dermis - papilarni dermis - obsahuje
mikrovaskularni a neuronalni sitt a svym nepravidelnym prabéhem zvétSuje
dermoepidermalni kontakt. Mazové, ekrinni i apokrinni zlazy, stejné jako vlasovy
folikul, prostupuji z epidermis do dermis.

Hypodermis je tvofena tukovou tkéni, separuje dermis od svalové fascie. Ukazuje se,
ze adip6zni tkan je zdrojem multipotentnich mezenchymalnich kmenovych bunék, které

se podili na kozni regeneraci.
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Obr. 1. Anatomie kuZe. Kiize je tvorena tremi vrstvami: epidermis, dermis a
hypodermis. Epidermis tvori stratifikovany squamozni epitel rozdeleny do ctyr vrstev:
stratum corneum (SC), stratum granulosum (SG), stratum spinosum (SS) a stratum
basale (SB). Povrchni obal vilasového vacku obsahuje bazalni epidermalni buriky.
Kmenové epidermalni bunky se nachdzeji v bazalni vrstve epidermis, obalu mazové zZlazy,
bulge viasového folikulu, dermalni papile viasového vacku a dermis [prevzato z David J.
Wong, Skin tissue engeneering, StemBook, 2009].

3.2 Princip hojeni

Kize je kontinudlné vystavena mechanickym a chemickym vliviim zevniho prostiedi.
Pro uchovani kontinuity je klize vybavena klicovou vlastnosti - schopnosti regenerace.
Kmenova buiika kiize je schopna v intervalu piiblizn€ ctyf tydnl realizovat sviyj
diferenciacni program: vystoupeni z bunécného cyklu, potlaceni exprese jejich laminind
a integrini, které ji vazou na bazalni membranu, pohyb ze stratum basale az k stratum
corneum, kde se odlouci.

Je-li kozni bariéra porusena (napf. termickym traumatem), je vyslednd schopnost
regenerace kuze zavisla na mnoZstvi kmenovych bunék. Hlavnimi zdroji jsou bazalni
bunky lokalizované na bazalni membran¢ a epitelidlnimi bunkami vystland kozni adnexa
(mazové a potni zlazy, vlasovy folikul). Zajimavou strukturou je tzv. bulge -

nahromadéni epidermalnich bunék v blizkosti uponu m. arrector pilli vlasového folikulu,
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ze kterého se v normalni situaci generuji buiikky vlasového folikulu. Teprve v ptipadé
poranéni jsou v bulge nashromédzdéné kmenové buiniky zapojeny do epidermalni
regenerace. Molekularni podklad jejich mobilizace dosud neni objasnén [Taylor et al.,
2000; Oshima et. al., 2001; Ito et al., 2005]. Druhym klicovym momentem je v piipad¢
rany zasahujici do hlubSich struktur kiize regenerace vlaknité slozky dermis. Kiize neni
schopna ptestavét zdsadné postizenou dermis do ptivodni podoby. Novotvoifena fibrézni
tkan ma jiné kvalitativni 1 kvantitativni sloZeni a vytvafi se jizva. Epidermalni hojeni
(reepitelizace) je vysledkem aktivace folikularnich a epidermalnich progenitora
keratinocytli, stimulovanych zménénou expresi kaskady cytokinli a ristovych faktord,
predevsim IL1-beta, IL-6, TGF-alfa, TGF-betal, a KGF (keratinocyte growth factor).
Prvnich 24hod je charakterizovano zvySenou expresi ILI-beta a IL-6 v epidermis;
v dermis je exprimovan TGF-betal, ktery stimuluje kmenové a tranzitni bunky folikult
k mitoéze a vysoké proliferaci. DalSich 24 hod je zvySené exprimovan TGF alfa a IL-6
v epidermis, KGF a IL-6 v dermis. Tteti faze je charakterizovana navratem k normalu,
aktivace keratinocytii v bulge je charakterizovana expresi cytokeratinu 19 [Myers et al.,

2007].

3.3 Kozni nahrady

3.3.1 Soucasny vyvoj koZnich nahrad

Uspé&sna obnova poruseného kozniho krytu pomoci kozni nahrady je zavisla nejen na
pritomnosti kmenovych keratinocyti nutnych k spontanni epitelializaci, ale 1 na dodéani
dermalnich elementt.

Snahou rozvijejiciho se tkanového inZenyrstvi je nahradit ztracenou kiiZzi materidlem,
ktery by se svymi funkénimi i morfologickymi vlastnostmi co nejvice piiblizil tak
dynamické tkani jakou je lidskd ktize. Dosud vsak nebyla vyrobena néhrada, kterd by
umoznila definitivni uzavér ztraceného kozniho krytu, bez nutnosti pouziti autolognich
bunék. Vyvoj koznich nahrad jednoznaéné sméfuje k dvojvrstevné kozni nahradé se
snahou kvalitativné i kvantitativné napodobit pfirozenou kozni architekturu [Van der
Veen et al., 2010]. Idedlni vlastnosti kozni ndhrady jsou: semipermeabilita, dobra
prilnavost, nepfitomnost antigenni aktivity, absence nezadoucich zanétlivych a
toxickych projevil, bezpe¢nost vzhledem k moznému ptenosu exogenni infekce, bariéra
pfed mikroorganismy, zabranéni vysychani rany, umoznéni regulace télesné teploty,
snizeni bolestivosti, jednoducha aplikace, cenova dostupnost a dobra skladovatelnost

[Atiyeh et al., 2005].
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3.3.2 Klasifikace koznich nahrad

KoZni nahrady je mozné rozdé¢lit podle nékolika kritérii, ktera se Casto vzijemné

prekryvaji.

Podle ¢asového faktoru délime kozni nahrady na

Docasné: slouzi ke kryti rany - “wound cover. Pfikladaji se Casto opakované na
rdny a po jejich zhojeni se snaSeji. Chrani docCasné lizko rany a svymi
vlastnostmi pfispivaji ke spontanni epitelializaci.

Trvalé: slouzi k uzavéru rany - “wound closure®. Nahrazuji ztratu epidermis,

dermis nebo obou. Dochdzi k trvalé inkorporaci sou¢asti nahrady do lizka rany.

Podle sloZeni rozliSujeme docasné kozni nahrady na:

Biologické - vyuziti tkané autologni (autotransplantat), alogenni (alotransplan-
tat, amnion), nebo xenogenni (xenotransplantat, submukéza praseciho stieva).
Semisyntetické — kombinace umélych material (silikon, polyvinyl, nylon)
s biologicky aktivnimi komponenty dermis ¢i epidermis nebo obou

Syntetické — materialy slouzici k do¢asnému kryti popalenin s riizné¢ vyjadienou

antibakterialni aktivitou.

Z Kklinického hlediska je nejCastéji pouzivané rozdéleni biologickych a biosyntetickych

nahrad na:

Epidermalni

Dermalni

Dermoepidermalni

Nahrady odvozené od jinych tkani nez ktize (napt. derivaty placenty, derivaty

praseci stievni sliznice)

3.3.3 Epidermalni nahrady

Epidermélni biologické ndhrady spocivaji v nahrad¢ epidermélnich koznich bunék,

predevsim keratinocytt, tvoficich vicevrstevny dlazdicovy rohovéjici epitel. Kultivace a

transplantace lidskych keratinocytii patii k milnikim 1écby rozsahlych ztrat kozniho
krytu [Rheinwald a Green, 1975; Gallico et al., 1984; Cuono et al., 1986].

Dodani epidermalnich bun¢k na ranou plochu se ukdzalo byt efektivni 1écbou pro

popéleniny i jiné typy ran. V polovin¢ sedmdesatych let 20. stoleti byla Rheinwaldem a
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Greenem vyvinuta v USA metodika pro piipravu kultivovanych epidermalnich $tépd,
ktera se s riznymi obménami pouzivd dodnes [Rheinwald a Green, 1975; Green et al.,
1979]. O’Connor et al. (1981) jako prvni uspésné pouzili kultivované epidermalni $tépy
pro l1écbu popélenin. Od té doby byly vyvinuty i1 dal$i metody, v jaké formé a jakym

zpisobem dodat buriky na ranu.

Ziakladni techniky aplikace bunék na ranu jsou:

e Kultivované epidermdlni Stépy (cultured epidermal sheets, kultivované
keratinocyty)
e Epidermdlni bunky kultivované na membranovém substratu (composite skin,
tissue-engineered skin)
e Kozni buiky aplikované v suspenzi (kultivované keratinocyty v suspenzi nebo
cerstve izolovand smeés koznich bune¢k)
Autologni keratinocyty se mohou trvale ptihojit, jednim z hlavnich mechanismu jejich
ucinku je vSak stimulace proliferace vlastnich keratinocytl ze zbytkli adnex nebo
z mustkl sitovaného autotransplantatu [Braye et al., 2000; Horch et al., 1998]. Dodané
epidermalni buiky pfispivaji k uzavéru rany a piindSeji rustové faktory, které se
s aktivnim metabolismem bunc¢k pribézn€ obnovuji a tvofi prostiedi vhodné
k reepitelizaci. Piihojeni a ucCinnost keratinocytii jsou vysoce zavislé na technice jejich

ziskani a pfenosu na ranu.

Metody a formy aplikace epidermalnich bunék na ranu

e  Kultivované epidermalni §tépy (cultured epidermal sheets)

Nejrozsitengjsi kultivaéni technikou je kultivace keratinocyti na vrstvé letalné
ozatenych mysich fibroblastti 3T3 (3T3 feeder layer technique) [Rheinwald a Green,
1975; Green et al., 1979]. Z malého vzorku kuze 1 cm’ je mozné ziskat az 1 m?
kultivované epidermis (konfluentni porost keratinocytd, zvétSeni plochy az 10 000x)
v Gasovém intervalu 3-4 tydndi [Green et al., 1979]. Tenky odbér kize 1-4 cm® je
rozvolnén pomoci trypsinu na jednotlivé buniky. Epidermalni buiiky jsou nasazeny na
vrstvu ozafenych 3T3 bunc¢k a kultivovany v mediu obohaceném EGF a dal$imi
rustovymi faktory [Green et al., 1979; Barrandon a Green, 1987]. Podptirné mezen-
chymalni 3T3 buiiky se nedéli, ale produkuji fadu rastovych faktori, které podporuji rust
keratinocytli a zabranuji preristani lidskych fibroblastti. Keratinocyty tvoii kolonie, které

postupn¢ splynou. V konecné fazi je souvisly nckolikavrstevny porost keratinocytl
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pomoci enzymu dispdzy odvolnén jako celek ode dna kultiva¢ni nadoby a na vhodném
nosici (mastny tyl) je mozné jej aplikovat na ranu. Hlavnimi nevyhodami této metody je
doba trvani kultivace, slozita piiprava pied operaci, fragilita ziskaného porostu, vysoka
senzitivita k infekci a Spatnd pfilnavost k lizku rany. Enzymatické uvolnéni od
kultivaéniho povrchu dispazou vede k Castecné ztraté nékterych integrini a proteind
basalni membrany dilezitych pro bunétnou adhezivitu, tedy nutnych k uspéSnému
uchyceni bunék do rany [Chester at al., 2004, Putland et al., 1995; Marchisio et al.,
1991]. Klinicka aplikace vykazuje kolisavou, vétSinou nizkou Gspé$nost ptihojeni (15% -
85%), ktera zéavisi na charakteru lizka rany. Kultivované keratinocyty po dosazeni
konfluentniho porostu ztraceji svlij proliferativni potencial [Chester at al., 2004].
V neposledni fadé je za sporny klinicky vysledek odpovédnd absence vlaknité slozky
dermis. I ptes sporné klinické vysledky byly kultivované autologni epidermalni $tépy
vyuzity v celé fad¢€ indikaci jak termickych, tak i netermickych ztrat kozniho krytu, napft.
chronickych ran, junkéni buldzni epidermolyzy apod. [Atiyeh et al., 2005]. Komeréné
dostupny produkt na evropském i1 americkém trhu je Epicell® (Genzyme Corp.), coz jsou
kultivované epidermdlni autologni $tépy (cultured epidermal autografts) pfipravované
individudlné z malych odbért pacientovy kiize pomoci 3T3 feeder layer techniky.

K 1écbé pacientl Ize také vyuzit kultivovany epitel alogenniho pivodu. Alogenni
kultivované §t€py podporuji hojeni, nebot’ kultivované keratinocyty produkuji spektrum
rustovych faktort, které¢ stimuluji déleni pacientovych koznich bun€k a plisobi piiznivé
na hojeni ranné plochy. Vyuzivaji se pfi hojeni hlubokych dermalnich popélenin a
chronickych ran [Braye et al., 2000]. Alogenni buiiky jsou vSak brzy nahrazeny buitkami
vlastnimi a vymizi z rany jesté diive nez mize dojit k rejekci [Pokorna et al., 2001]. Dle
nekterych autorti jsou rozpoznavany jako antigen prezentujici builky a jsou zahy

rejekovany [Lei et al., 2005; Daniels et al., 1996].

o Epidermalni buiiky na membrdanovém substrdtu (tissue—engineered skin)

Samotné epidermalni Stépy jsou velmi tenké, fragilni a citlivé na vSechny druhy strest
(mechanické, chemické, infekce). Chybéjici dermalni struktury znacné snizuji procento
ptihojeni kultivovanych epidermalnich $t€p a mohou zvySovat i riziko jizveni zhojenych
ploch. Proto se dal$i vyvoj koznich kryti zabyval vyvojem synteticky piipravenych
dermalnich ndhrad, koznich nahrad a systémi pro pfenos keratinocyti [Horch et al.,
2005; Atiyeh et al., 2005; Garfein et al., 2003].

Pro ptekonani nedostatkt 2D kultur byly vyvinuty metody kultivace na membrané. Na
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KPM byly v minulosti jako substrat pro kultivaci bunék vyuzity hydrogely [Dvotankova
et al,, 1998] a acelularni prase¢i dermis [Matouskova et al., 1997]. Bezbunécna
xenodermis se ukazala byt kvalitni dermalni matrici pro rist a diferenciaci keratinocytt.
Vznikld rekombinovand kiize (recombined human/pig skin) byla aplikovdna na rany
v ,,upside-down orientaci“ [Matouskova et al., 1997; Matouskova et al., 2001]. Systémy
bun¢k péstovanych na podlozce (substratu) byly principidlné ureny pro pienos
keratinocytti. Jejich vyhodou byla vétSi odolnost, porost bunék nemusel byt plné
konfluentni, pfenos bun€k na ranu byl jednoduchy — bez enzymatického narusSeni
na rozhrani medium-vzduch na riznych substratech [Bannasch et al., 2003; Muhlbauer et
al.,, 1995]. Na vzduchu pak dochézi k stratifikaci a diferenciaci bunék. Substraty jsou
bud’ devitalizovand dermis nebo matrix z kolagenu I, kterd je osazend dermalnimi
fibroblasty [Garfein et al., 2003]. Smés kolagenu s fibroblasty zhruba po tydnu kultivace
kontrahuje a zpevni kolagen. Na vzniklém disku jsou pak kultivovany keratinocyty
nejprve ponoiené a pak vyzdvizené na povrch media (napf. na nerezové miiZce).
VétSinou byly vyzkouSeny pouze na zvifecim modelu ¢i malém poctu pacientl [Badiavas
et al., 2002; Brem et al., 2001]. Apligraf® (Organogenesis, USA) byl prvni dvouvrstevny
organotypicky systém klinicky pouZzivany pro 1é€bu bércovych vieda a diabetické nohy.
V dermaélni vrstvé obsahuje kombinaci kolagenul s lidskymi alogennimi koznimi
fibroblasty, v epidermis jsou neonatalni keratinocyty, které pii kulivaci na vzduchu
stratifikuji a diferencuji. Organotypické systémy jsou vSak velmi ndroné na cas,
laboratorni pfipravu a laboratorni vybaveni, coz (kromé& ceny) limituje jejich vyuZiti

[Garfein et al., 2003].

e Aplikace epidermdlnich bunék v suspenzi

Ocekavani spojena s klinickymi vysledky aplikace kultivovanych keratinocyti nebyla
zcela naplnéna [Horch et al., 2005]. Ptiprava kultivovanych epidermalnich $tépii nebo
koznich ekvivalenti trva dlouho, coz né€kdy presdhne dobu, po kterou pacient muze
cekat. Kultivaci a diferenciaci in vitro ztraci buiiky proliferacni potencial a problémy jsou
také s jejich pfihojenim [Chester et al., 2004; Poumay a Pittelkow, 1995]. To vedlo
k oziveni starSich projektt, které navrhovaly dodavat na rany buniky v suspenzi. Tim se
zkrati doba kultivace, a nemusi byt pouzita dispaza. Keratinocyty mohou byt
transportovany z laboratofe k pacientovi v ampulich, dokonce mohou byt zmrazeny a

transplatovany v dobé, kdy je lizko rany pfipraveno [Gustafson a Kratz, 1999;
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Fredriksson et al., 2008]. Moderni a efektivni metodou je okamzité pouziti suspenze
autolognich keratinocytli a ostatnich typti bunck ptfitomnych v kizi ziskanych piimo
v prib&hu operace. Z tenkého dermepidermalniho 3tépu kiZe pacienta (1-5 cm?®) je
béhem 30-45 minut enzymatickym rozvolnénim trypsinem nebo analogem trypsinu
ziskdna suspenze bunck v mnozstvi 2-2,5 milionu bun¢k z 1 cm? [Zweifel et al., 2008].
Komerén& dostupné kity pro rozvolnéni a izolaci bungk jsou metody Re-Cell® nebo Cell-
Spray”.

Cerstvé ziskané kozni buiiky izolované piimo v priib&hu operace jsme v kombinaci
s XD pouzili pro hojeni Siroce sitovanych autotranspantati v rdmci feSeni grantu IGA ¢.
NS/10507-3 [Zajicek et al., 2011]. V roce 2012 byla tato technika vyuzita v klinické
praxi na KPM jako ,life-saving metoda u ditéte s popaleninami III. st. na 90%

télesného povrchu.

3.3.4 Dermalni nahrady
Hlavnim kritériem klasifikace dermalnich néhrad je pivod zékladni struktury, od které je
dermalni matrice odvozena [Van der Veen et al.,, 2010]. Podle tohoto kritéria
rozdélujeme dermalni ndhrady na:
e Biologické, které jsou slozené z vice ¢i méné intaktni lidské ¢i xenogenni matrix
e Kompozitni, kdy je zdkladni sloZkou upraveny kolagen s pfitomnosti biologické
komponenty jako je napf. glykosaminoglykan (GAG), eventualné¢ obohaceny
o epitelialni ¢i mezenchymalni bunky

e Syntetické, vyrobené ze syntetickych materiald, které nejsou ptitomny v kiizi

3.3.4.1 Biologické nahrady dermis

Biologicke kryty odvozeneé z kiize

Xenotransplantat je klize ¢i orgdn ziskany z jedince jiného druhu, v nasem piipadé
dermoepidermalni Stép z praseci kize — cCerstvy nebo kryoprezervovany s omezenou
viabilitou [Moserovd a HouSkov4, 1988]. Indikace uziti xenotransplantatu jako
docasného biologického krytu je 1écba povrchnich popélenin a kryti ploch po
nekrektomii, nebo jako pfiprava hlubokych defektti (obnazené kosti, Slachy, nervové
cévni svazky) k rekonstrukci lalokovou plastikou. Mezi jeho vyhody u povrchovych ztrat
patfi vyborna adherence, snizeni bolestivosti po ptekryti volnych nervovych zakonceni,

omezeni ztrat tekutin zrdny. U hlubokych dermalnich postizeni redukce krvaceni
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u tangencialnich excizi a podpora epitelizace rany ze zbytkli adnex. Nevyhodou je nutnost
jeho vymény se zvySenym rizikem sekundarni exogenni infekce [Bromberg et al., 1965;
Konigova a Bléha, 2010]. Teoreticky by mohl byt xenotransplantat potencialnim zdrojem
prase¢ich retrovirt. I kdyz bylo pouZivani &erstvych xenotransplantati v CR velmi
rozsifené, byla kviili naroéné legislativé EU vétsina odbérti v CR zruiena. Po odstranéni
bun¢k z praseci klize trypsinizaci a nésledné sterilizaci je mozné pfipravit acelularni
xenogenni matrix. Na trhu jsou ve funkci koznich kryt dostupné:

Xe-Derma® (MEDICEM Technology, s.r.o.) — suSend, bezbunécnd, radiacné
sterilizovana praseéi dermis. Cesky vyrobek, ktery byl vyvinut ve spolupraci naseho
pracovisté (KPM, 3. LF UK) s Ustavem molekulérni genetiky AV CR.

Xenoderm® (SPAZIO Professionale, srl) — je lyofilizovand prase¢i dermis. Jeji

EZ-Derm® (AM Scientifics Limited) — xenodermis, kterd se dodava ve vlhkém
prostiedi. Dle naSich mikroskopickych pozorovani obsahuje zbytky epidermis. Na KPM
FNKV s jeji aplikaci neméame klinickou zkuSenost.

Alotransplantat je dermoepidermalni §tép ziskany bud’ z Zzivého darce, obvykle
rodinného pfislusnika, nebo zkadaveru po upravé glycerolizaci. Hlavni vyhodou
alotransplantace je pieneseni dvouvrstevné, strukturdlné identické tkané do lizka rany,
kde dochazi k ptechodné inkorporaci St€pu a vytvoreni pevného napojeni kapilar Iizka
rany a alodermis. Vaskularizovany alotransplantat plni docasné funkce autotransplantatu.
Po ptiblizné tiech az ctytech tydnech vSak dochazi k rejekci — deskvamaci epidermis
Stépu. V klinické praxi slouzi alo$tép bud’ jako docasny uzavér rozsahlych ploch po
nekrektomii dokud neni dostupny autologni $tép nebo k piekryti Siroce sitovanych
autotransplantatii (umozni rychlejsi epitelizaci perforaci mezi mustky Siroce meshované
ktze). Mezi nevyhody patii rejekce epidermis s v intervalu 3-4 tydnt od aplikace, riziko
pfenosu infekce darce, dostupnost a cena. De-epidermizace a decelularizace
alotransplantatu vede k vytvofeni ¢ist¢ dermalni kadaver6ézni nahrady. Na trhu je
dostupny  Alloderm® (LifeCell, Woodlands, Texas, USA). Jeho aplikace vyzaduje
dodani epidermalni komponenty pacienta. Ptihojeni §tépil je ale percentualné nizsi nez
u stfedné silnych dermoepidermalnich Stépt [Wainwright, 1995].
Nejmodernéjsim z kadavertt derivovanym preparatem z produkce Euro Skin Bank je
Glyaderm® (Euro-SKIN BANK), u kterého je nutna vaskularizace pred dodanim

epidermalni komponenty a nutnost druhé operace (two-step procedure).
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Biologicke kryty odvozené z jiné tkané nez kize

Oasis® Wound Matrix (Healthpoint LTD, Sant Antonio) - submuké6za praseciho
tenkého stfeva (pifirodni kolagenni matrix obsahujici kolagen a bioaktivni praseci
proteiny). V intervalu 7 dnti dochdzi k inkorporaci do lizka rany a stimulaci epitelizace.
Efektivni je na terapii chronickych ran pro pfitomnost bioaktivnich prasecich proteinti
[Niezgoda et al., 2005]. Pouziva se téZ pro hojeni odbérovych ploch. V CR je
nedostupny.

Amnion - lidska amniotickd membrana. Vyhodou je dobra adherence, jednoducha
aplikace a transparentnost. Nevyhodou zlstava nedostupnost, obtizna skladovatelnost,
nutnost vymeén a potenciondlni riziko pfenosu infekci (CM, HIV) [Gajiwala a Gajiwala,

2004].

3.3.4.2 Kompozitni nahrady dermis

Zakladem kompozitnich nahrad je vytvofeni definované 3D matrix z purifikovanych
prirodnich struktur jako je napt. kolagen ¢i elastin doplnénych glykosaminoglykany.
Pouziti purifikovanych koznich komponent omezuje nezaddouci imunologické reakce.
Vytvoreni 3D sité zvysuje rezistenci struktury vici degradujicim kolagenazam jako je
metalloprotiendza [De Vries et al., 1993]. Pfidani glykosaminoglykanti jako chodroitin-6-
sulfat podporuje mechanickou stabilizaci dermélni matrice, ktera se postuné degraduje
v intervalu nékolika tydnli po osidleni pacientovymi fibroblasty, tvoficimi vlastni
kolagen [Yannas et al., 1980]. Dal§i moznosti je pfidani alogennich bunck, nejcastéji
neonatalnich fibroblastd, které svymi ristovymi faktory stimuluji proces hojeni [Lee et

al., 2005].

Piiklady komer¢né dostupnych kompozitnich dermalnich nahrad:

Integra® (Integra Life Science Corp, USA) ma v klinické praxi nejvetsi celosvétové
uziti od roku 1985, kdy byla v USA poprvé aplikovana [Burke, 1987; Moiemen et al.,
2011]. Integra je dvouvrstevnad kozni ndhrada, tvofend trojrozmérnou siti bovinnich
kolagennich vldken s glykosaminoglykanem (nédhrada dermis) a tenkou silikonovou
vrstvou (ndhrada epidermis). Po aplikaci Integry dochéazi k mikrovaskularizaci matrice,
poté k prorustani fibroblasti do kolagenni matrix a degradaci ptavodni kolagenni
struktury (obr. 2). Po vaskularizaci, kterd trva 3-4 tydny, musi byt vrchni silikonova

vrstva nahrazena tenkym autolognim dermoepidermalnim $tépem. Nevyhody jsou doba
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nutnd k revaskularizaci, vysoké riziko hematomu a infekénich komplikaci, ev. cena
[Unglaub et al., 2005]. Integra je u kriticky popalenych pacientli pouzivana na naSem

pracovisti.

E F

Obr. 2. Integra® - struktura a aplikace  A. Integra - dermdlni strana je tvofena purifikovanym
bovinnim kolagenem a chondroitin-6-sulfatem, epidermalni cast je nahrazena semipermeabilni
silikonovou membranou (Sipka.) B. Vintervalu t7i tydnii dochazi k vaskularizaci a prestavbé
puvodni kolagenni struktury. Fibroblasty ze spodiny rany migruji a proliferuji po siti hovéziho
kolagenu, ktery se postupné degraduje (Cernd Sipka) a vytvari viastni kolageni vidkna (modra
Sipka). C. PriloZeni Integry na lizko rany. D. Plné vaskularizovana neodermis pripravend
k transplantaci tenkého dermoepidermadlniho Stépu. Obrazek ukazuje stav po sneseni silikono- vé
folie. E. Meshovany autotransplantat prilozen na vaskularizovanou neodermis Integry po
pétitydenni maturaci. F. Tri tydny po prilozeni je kozni autotransplantat prihojen k neodermis.
(foto histologie MUDr. Eva Sticovd, Ustav patologie, 3.LF UK)
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Biobrane™ (Mylan Bertek Pharmaceuticals Inc., Sugar Land, TX, USA) je
dvouvrstevna doc¢asna nadhrada. Zevni epidermalni slozka je tvofena tenkym silikonovym
filmem s podobnymi bariérovymi vlastnostmi jako epidermis. Vnitini dermalni
komponenta je tvofena siti nylonovych vlaken, na které jsou navazany peptidy praseciho
kolagenu I (umoziuje idedlni adherenci a podporuje fibrovaskuldrni riist). Po pfiloZeni
plni podobnou funkei jako xenotransplantat, kolagenni peptidy stimuluji epitelizaci rany,
pokud jsou zachovéna rezidua adnex.

Transcyte® (Advanced Tissue Science Inc., La Jolla, CA, USA) - epidermalni slozka je
tvofena silikonovou membranou a dermélni sloZzka nylonovymi vlakny s navazanymi
kryoprezervovanymi  neonatdlnimi fibroblasty, které produkuji kolagen typu I,
fibronectin, glykosaminoglykan a riistové faktory. Po pfiloZeni na liZzko rany silikonova
vrstva pusobi jako bariéra, za adherenci dermalni komponenty je odpovédny nylon,
aktivovanymi fibroblasty produkované proteiny stimuluji hojeni rany [Hansbrough et al.,
1989].

Matriderm® (Dr.Suewlack Skin Care Comp.) je slozen zbovinniho dermalniho
kolagenu a elastinu. Jako jediny dostupny umoznuje transplantaci dermalni néhrady a
epidermalniho Stépu soucasné. VloZeny elastin plsobi stimulacn€ na angiogenezi

[Atherton et al., 2010; Ryssel et al., 2008].

3.3.4.3 Syntetické nahrady dermis
PIn¢ syntetickd ptiprava struktury sice umoznuje exaktni matrici, problematicka vSak
zUstava bunéénd adherence, migrace a celkova stabilita produktu. Syntetickd matrix byva
obohacena o alogenni fibroblasty. Komeréné dostupné ptipravky jsou napt.:

Dermagraft® (Advanced Tissue Science Inc., La Jolla, CA, USA) je dermalni analog
tvofeny polymernim nosicem (Dexon, Vicryl) obohacenym kultivovanymi alogennimi
neonatalnimi fibroblasty. Demagraft podporuje hojeni stimulaci fibrovaskularni tkané
lizka rany metabolicky aktivnimi produkty alogennich fibroblastii a reepitelizaci rany
z okraji [Purdue et al., 1997].

Polyactive® (Octoplus Inc., USA) je slozen z polyetylenoxidu a polybutyltereftalatu,

jeho raritni klinické vyuziti je v reparaci kostni chrupavky [Nandakumar et al., 2010].
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3.3.5 Dermoepidermalni nahrady kiiZe s kultivovanymi burnikami
Dermoepidermalni nahrady kuZe obsahujici kombinaci epidermalnich a dermalnich
bunck na dermélni pln€ biodegradabilni matrix piedstavuji nejsofistikovanéjsi produkty
kozniho tkanového inZenyrstvi. Jsou to organotypické systémy, ve kterych jsou
kultivovany fibroblasty v dermalni vrstvé a  keratinocyty v epidermalni vrstvé na
absorbovatelném dermalnim nosi¢i. V CR jsou nedostupné. Piedstavitelé této skupiny
jsou napt.:

Apligraf® (Organogenesis Inc., Novartis). Epidermalni slozka je tvofena neonatalnimi
alogennimi keratinocyty, dermalni slozka pak prase¢im kolagenem I s vitalnimi neona-
talnimi alogennimi fibroblasty. Pouziva se pro chronické kozni 1éze, nehojici se rany,
casto je pouzivan téz jako kryt Siroce meshovaného autotransplantatu [Bell et al., 1981].

OrCel” (Forticell Bioscience, USA) - je tvofen alogennimi fibroblasty a kultivovanymi
keratinocyty umisténymi na protilehlych okrajich kolagenni matrix, kterd je tvofena
bovinnim kolagenem [Medalie a Morgan, 1999]. OrCel® je mozné vyuzit jako nahradu
autotransplantatli pii operacich kontraktur prsti u dystrofické epidermolysis bulosa,

[Eisenberg a Llewelyn, 1998] ptfevazné u kongenitalniho typu epidermolysis.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Izolace keratinocytu z kiize

Vzorek kize (1-5 cm?, sila 0,2-0,4 mm) byl inkubovan 2 hod pii 37°C v 15 ml 0,25%
trypsinu v PBS. V kapce media byla oddélena epidermis od dermis pomoci dvou jehel,
¢imz se enzymaticky rozvolnéné keratinocyty uvolni do media. Vyslednd bunécna
suspenze byla nafedéna médiem a nasazena do kultivacnich lahvicek pro tkanové kultury

(TK) o povrchu 25 cm®.

4.2 Kultivace keratinocytii pomoci feeder layer techniky

Zakladem metody byla kultivace keratinocyti na porostu pomocnych letalné ozéatfenych
(100Gy) mysich fibroblasti 3T3 nasazenych v hustoté 25 000 bunk/cm?® (feeder layer)
na lahvic¢ku ¢i misku pro tkanové kultury (TK). Ozéafené bunky mohou byt uchovavany
zmrazené v ampulich v tekutém dusiku. Vrstva mezenchymalnich buné¢k slouzi jako
nedélici se, ale metabolicky aktivni podklad pro epitelidlni buiiky - keratinocyty. Buiilky
feeder layeru produkuji fadu rastovych faktorti potfebnych pro proliferaci epitelidlnich
bun¢k. Keratinocyty byly v 1. pasazi péstovany v polystyrénovych lahvickach pro TK.
Kultivace probihala v termostatu v 3,5% atmosféte CO, pii 37°C. Standardni kultivacni
médium pouzivané pro kultivaci fibroblastd 3T3 bylo H-MEM (Eaglovo minimalni
médium v Hanksové pufru) doplnéné o vSechny neesencidlni aminokyseliny, pyruvat
sodny 0,12 g/l, NaHCO; 1 g/l, 10% bovinniho séra, penicilin 200 U/ml a streptomycin
100 pg/ml. Médium pro kultivaci keratinocyti (epitelidlni médium) bylo navic
obohaceno o 2 % fetalniho bovinniho séra (Lonza), hydrokortizon 0,5 pg/ml, cholera
toxin 107" M, epidermalni rstovy faktor EGF 5 ng/ml (v8e Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) a inzulin 0,3 ml/100 ml media (Actrapid 100 U/ml, Novo Nordisk, Dansko).
Bunky ziskané ze vzorku klize byly resuspendovany v epitelidlnim kultivaénim médiu a
nasazeny do kultivaéni lahvicky (NUNC, 25 cm®) obsahujici pfedem nasazené 3T3

bunky.

4.3 Kaultivace a diferenciace keratinocyti na XD
Priprava XD: Den pied predpokladanym nasazenim bunék byla XD vloZena do 60 mm
Petriho misky pro TK obsahujici standardni medium a inkubovéana pies noc v 3,5%

atmosféte CO, v termostatu pii 37°C.

23



Kultivace: Druhy den bylo vyménéno médium za epitelidni, na XD nasazeny ozarené
3T3 buiiky (1,3x10°% a poté keratinocyty v mnozstvi 1-3x10°. Médium mé&n&no po 2-3
dnech.

Diferenciace: Po dosazeni souvislého porostu (6-10 dnti) byla XD nastfihana na kousky
cca 1 cm® a na nerezové miizce pokryté sterilnim mulem vyzdvizena na rozhrani
médium-vzduch. Kultivace probihala dalsi tyden, vyména media po 2-3 dnech. Podle

potieby mohly byt v prabéhu kultivace ptidany 3T3 bunky.

4.4 Kultivace a diferenciace keratinocytii na Biopadu
Jako kontrola byl pro kultivaci keratinocytii pouzit jako substrat (3D matrix) konsky
kolagen Biopad®, coz je lyofilizovany 3D kolagen typul s vlaknitou strukturou. Pro

kultivaci a diferenciaci byla pouzita stejna metoda jako pro XD.

4.5 Kultivace keratinocyti v bezsérovém médiu KGM

Po rozvolnéni bun€k ze vzorku kiize trypsinem byla aktivita trypsinu blokovana
promytim bunééné suspenze vmédiu s20 % séra. Suspenze byla promyta a
resuspendovana v médiu KGM (Lonza), buiiky byly nasazeny do kultivaéni lahve 25 cm®

s filtrem a kultivovany v termostatu v 5% atmosfére CO; pti 37°C.

4.6 Histologicka a imunocytochemicka vySetieni XD a kiiZe

Vzorky XD (s kultivovanymi keratinocyty ¢i bez nich) a kize byly fixovany ve 4%
formaldehydu v PBS. Ve spolupréci s Ustavem patologie 3. LF UK a FNKV byly vzorky
analyzovany pomoci histologickych metod. Parafinové fezy o sile 5 um byly montovany
na podlozni sklicka a barveny pomoci hematoxylin-eozinu, dale testovany na pfitomnost
kolagenu pomoci trichromu a na piitomnost elastickych vlaken pomoci Gieson/orceinu.
Nekteré vzorky byly barveny imunocytochemicky za pomoci protilatek proti
vysokomolekularnim cytokeratinim HMW CK (klon CD34b12, Dako, Dansko),
nukledrnimi antigenu p63 (Ab-1, klon 4A4, NeoMarkers, Fremont, CA, USA), CD29 a

involucrinu (Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK).

4.7 Kryti popaleninvych ran pomoci XD
Povrchni popaleniny: Sucha XD je hydratovana 2-5 minut ve fyziologickém roztoku.
Vlhka plocha rany je po sneseni povrchu buly kryta XD, ktera slouzi jako nahrada

ztracené epidermis a umozni spontdnni epitelizaci plochy. Po aplikaci XD obvykle
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béhem 24 hodin zaschne a je ponechana na rané do uplného zahojeni. Pak 1ze snadno XD
sloupnout nebo odpadne sama.

Povrchni popaleniny II. st. (I1a): spodina rany je dobie prokrvena, kozni ztrata zasahuje
celou epidermis a nepatrnou ¢ast dermis. Edém se formuje mezi odlucujici se epidermis a
spodinou rany. Okoli plochy bylo desinfikovdno roztokem polyvidonjodu, rdna omyta
borovou vodou, sneseny zbytky epidermis z protrhanych bul. XD po 2-5 minutové
hydrataci ve fyziologickém roztoku byla piiloZzena na plochu, kryta mastnym tylem a
gazou navlhéenou v 3% borové vodé. Prevaz vrchni ¢asti mulu byl provadén po 2-3
dnech od aplikace.

Hluboké dermalni popaleniny (popaleni stupné IIb): Spodina rany je hiife prokrvena,
bez kapilarniho ndvratu vlivem edému a mikrotrombotizace, doba hojeni takové rany je
protrahovana, je vys$i riziko infekce a konverze plochy v ztratu kiize v celé sile.
Epitelizace probiha z kmenovych keratinocytil z oblasti zbytkii koZznich adnex.

Pro kryti hlubokych dermalnich popdlenin XD musi byt rannd plocha dobie
pfipravena. Z rany je odstranéna nekrotickd vrstva — je provedeno debridement a to bud’
a) opatrnou tangencialni excizi, tak aby zbytky adnex zlistaly zachovany; nebo
b) dermabrazi do roviny plo$ného kapilarniho krvaceni - dermabrazi usnadiiuje pfedchozi
aplikace antibakteridlniho krému (SSD), ktery urychluje rozpousténi tenké nekrotické
vrstvy. ¢) Dobry vysledek pii hojeni hlubokych dermalnich popalenin II. stupné lze
docilit 1 pfilozenim XD pii prvnim nebo druhém oSetieni na omytou plochu (bez
provedeni excize ¢i dermbraze) po dezinfekci okoli rany.

Kryti odberovych ploch XD: Odbérova plocha je réna, kde byl odebran kozni Stép.
Jedna se o ztratu ktize v sile 0,2 — 0,25 mm, kde je odebrana cela epidermis s malou ¢asti
dermis (zélezi na sile $t€pu a lokalizaci). Hojeni odbérovych ploch je modelem pro
hojeni dobfe prokrvené rany definované hloubky, kterd vznikla netermicky odbérem
Stépu elektrickym dermatomem. XD byla pouzita jednak v meshované podob¢ u rozséhlé
odbérové plochy na zadech (sitovani umozni evakuaci pfipadného hematomu) a jednak
v podobé nemeshované. Srovnavacim krytem byl mastny tyl se suchym ¢tvercem mulu.

Kryti odbérovych ploch XD je vyhodné u pacientl, kde se ptedpokladd zdlouhavé
hojeni (gerontologicti pacient s atrofickou kuzi, diabetici, apod.) nebo v pfipadech, kde
oc¢ekavame komplikace hojeni, napt. pfi opakovanych odbérech u rozsahle popalenych
pacientti. Zaschlou XD je Iépe ponechat na ran€¢ az do samovolného sloupnuti, aby se

nove vytvorena epidermis nezatrhla.
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4.8 Kryti odbérovych ploch XD v kombinaci s ¢erstvé izolovanymi
keratinocyty

Odbér kuZe a izolace keratinocytii

Na zacatku operace byl pacientovi s rozsdhlymi popaleninami odebran tenky dermo-
epidermalni §t&p kaze (sila 0,15 - 0,30 mm; velikost 2-4 cm?).

Varianta a) Kize byla vloZena do trypsinu v ReCell® systému (Obr. 20) a inkubovana
30-40 min ve 37°C. Po vyjmuti ztrypsinu byla kiiZze opldchnuta v SCL (sodium
compound lactate, soudast kitu ReCell®) a poté odd&lena epidermis od dermis, ¢imZ se
uvolnily bazalni bunky. Rozvolnéni kiize bylo dokonceno seSkrabanim zbytkid bunék
z kiize.

Varianta b) Kize byla vlozena do smési 10 ml 0,5% trypsinu (Life Technologies) a
2 ml 0,02% EDTA v centrifuga¢ni zkumavce se Sroubovacim uzavérem a inkubovana
30-40 min ve 37°C. Po vyjmuti z trypsinu byla kize ptfenesena do zkumavky s 3-4
ml média a siln¢ protfepana. Tim byla odd€lena epidermis od dermis a uvolnily se

bazalni bunky.

Aplikace bunék

Vytézek bundk byl v obou variantich mezi 2,2-2,7x10° bundk z 1 cm” kaze. Buiky
ziskané z 1 cm” kiize byly aplikovany na cca 140 cm” ranné plochy. Zpusoby aplikace:
nakapani suspenze bun¢k na ranu a kryti XD; nebo nakapani bun¢k na XD a jejim
prostfednictvim ptfenos na ranu. Doba potiebné piipravy byla 35-50 min od odbéru

vzorku v zavislosti na tlouStce odebrané kuze.

4.9 Kryti rany Flammazinem

Jako kontrola byl ke kryti ran st. IIb pouzit Flammazine (SSD), ktery je povazovan za
standard v 1écbé hlubokych dermalnich popalenin. Pievazy byly indikovany
v pravidelnych intervalech 48-36 hodin.

4.10 Kryti ran Askinou Derm

XD byla u nékterych pacientd srovndvana se syntetickym krytem na kryti popalenin
Askina Derm, coz je tenka, transparentni polyuretanova folie, na povrchu kryta
semipermeabilni membranou s vybornou celoplosnou adhezi k rané a snadnou

monitoraci sekretu.
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5 VYSLEDKY

5.1 Riist a diferenciace keratinocyti in vitro a in vivo ve vztahu
k hojeni ran

5.1.1 Kultivace keratinocytu

Pro dosazeni riistu a stratifikace bunck in vitro na XD byla nejprve otestovana tada
technik kultivace primarnich lidskych keratinocytt (Obr. 3). Vzorek kiize o velikosti
0,5 cm” o sile 0,2-0,3 mm byl inkubovan v 0,25% trypsinu v PBS 3 hod pti 37°C.
Pinzetou a jehlou byla na misce odd¢lena epidermis od dermis a tkan protiepana, ¢imz se
rozvolnily buniky. Vysledna bunécna suspenze byla nafedéna médiem a centrifugovana
10 min pfi 800 g. Peleta bunék byla resuspendovana v piislusném médiu a nasazena na

kultiva¢ni misky nebo lahvicky.

5.1.1.1 Kultivace keratinocytit feeder layer technikou
Kultivace keratinocytii probihala na vrstvé letaln€ ozatenych 3T3 bunék v epitelidlnim
médiu H-MEM obohaceném sérem, EGF, hydrokortizonem, cholera toxinem a
inzulinem. Buiiky byly péstovany v polystyrénovych lahvickach nebo Petriho miskéach
s povrchem upravenym pro tkanové kultury. Kultivace probihala v termostatu v 3,5%
atmosfére CO, pfi 37°C. Standardni kultivaéni médium bylo pouzito pro kultivaci
fibroblastti 3T3. Epitelidlni médium bylo pouzito pro kultivaci keratinocytii. Na obr. 3A
jsou lidské keratinocyty spolu s 3T3 buiikami - rostouci kolonie keratinocyt vytésiuji
3T3 bunky, které se ned¢li, ale metabolizuji.

Diferenciace keratinocytit na XD: Po dosazeni konfluence byla XD s bunkami
vyzdvizena na rozhrani medium-vzduch a kultivovana dalsi tyden. Keratinocyty
vytvofily nékolik vrstev epidermis (Obr. 8, str. 31). Pouze keratinocyty kultivované

feeder layer technikou na XD v médiu se sérem byly schopné stratifikovat a diferencovat.

5.1.1.2 Kultivace keratinocytii v bezsérovych médiich

Byly otestovany metodiky kultivace keratinocytii v bezsérovych médiich KGM (Lonza),
KGM Gold (Obr. 3B), a KGM-2 (ev. s ptfidavkem fetalniho teleciho séra — Obr. 3C); dale
v mediu Panserin 801 (Pan-Biotech) a v médiu Keratinocyte SFM (Gibco). Kultivacni
techniky v bezsérovych médiich jsou dosti odlisné od standardnich (se sérem), builky

jsou daleko citlivéjsi na manipulaci a prostfedi. Jako nejlepsi byla vytipovana média
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KGM-2 a KGM-Gold od firmy Lonza. Pfidani séra do KGM médii stabilizuje buiiky ve
smyslu vyssi adherence k povrchu, ale omezuje jejich proliferaci, nebot’ bunky rychle
termindln¢  diferencuji v monolayeru.  V bezsérovych  médich  keratinocyty

nestratifikovaly, ale rostly pouze v jedné vrstvé (obr. 4).

C
Bunky kultivované Bunky kultivované v Bunky kultivované
pomoci feeder layer bezsérovém médiu KGM- | v bezsérovém médiu
techniky Gold (Lonza) KGM 2 (Lonza) s ptidanim
4%FCS

Obr. 3. Keratinocyty kultivované pomoci feeder layer techniky (A) a v bezsérovych médiich
(B, O).

Obr. 4. Keratinocyty kultivované v bezsérovéem médiu KGM-2 na XD. Bunky rostly
pouze v monolayeru. XD bylo nutno pred nasazenim bunék lavazovat pres noc ve
standardnim médiu se sérem (barveno May-Griinwald a Giemsa Romanowski).

5.1.2 Rist a diferenciace lidskych keratinocyti na Xe-Dermé

ve vztahu k hojeni ran
Publikovano v The Scientific World Journal [Zajicek et al., 2012].

V soucasnosti se v moderni chirurgii pouziva fada biomaterialii odvozenych ze zvitecich
tkani. XD je suSend bezbunécna prase¢i dermis vyvinutd ve spolupraci s Klinikou

popalenin, kterda ma vyrazny hojivy ucinek na popaleniny i jiné typy ran. Cilem této Casti
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prace bylo dokazat, Ze pfirodni biologicka struktura XD hraje dalezitou roli ve tvorbé
epidermis a epidermalni architektury in vitro 1 in vivo. Bioaktivita XD byla studovana
pomoci organotypickych tkanovych kultur, kdy keratinocyty byly péstovany na XD na
rozhrani medium-vzduch, tj. v podminkach napodobujicich podminky in vivo. Pomoci
histologickych a imunohistochemickych metod byl analyzovan riGst a diferenciace
lidskych keratinocyti na XD a vysledek porovnan s tvorbou epidermis v hluboké
popalening kryt¢ XD. Keratinocyty kultivované ponofené v médiu tvotily na XD 1-2
vrstvy. Po vyzvednuti této konfluentni kultury na rozhrani médium-vzduch (na nerezové
miizce) zacaly keratinocyty stratifikovat a diferencovat, vytvéarely vicevrstevnou
diferencovanou epidermis. Vysledky ukazuji, ze ptirozena struktura XD podporuje
proliferaci a diferenciaci lidskych keratinocytd, tim urychluje hojeni ran a pfedchazi

jejich komplikacim.

5.1.2.1 Biomechanické vilastnosti a struktura XD

Po namoceni ve vod¢ nebo v médiu jsou biomechanické vlastnosti XD (elasticita,
adherence, hemostaticky efekt) podobné normalni kizi (Obr. 5). Sila hydratované XD je
0,25-0,35 mm. Pevnost v tahu je 6,6 + 1,2 MPa.

Obr. 5. Bezbunécna praseci dermis Xe-Derma. Hydratovana XD vykazuje vlastnosti
podobné normalni lidské kuzi.

5.1.2.2 Histologické vysledky

Histologické tfezy ukazaly, ze XD je 3D-matrix tvoiena siti kolagennich vldken a

fragmenti elastickych vlaken (Obr. 6).
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Obr. 6. Struktura XD. Histologickeé rezy: A) Praseci kiiZe. B) Bezbunécna xenodermis
bezprostredné po odstranéni epidermis a ostatnich bunek. C) XD obarvena hematoxylin
a eosinem. D) XD barvend trichromem ukazuje, Ze XD je slozena prevazné z kolagennich
vidken (modrd). E) XD barvena van Gieson/orceinem ukazuje fragmenty elastickych
vidken (Sipky). Meritko — 30 um.

5.1.2.3 Rust keratinocytii in vivo a in vitro

Riist keratinocytii in vivo: V hlubokych popdleninach (hlubokych dermdlnich ztratach
ktze mezi IL-II1. st.) krytych XD ukdazaly histologické studie tyden po aplikaci XD neo-
epidermis bez vyvinutych adnex (rete ridges). XD stale jest¢ Inula k rané¢ (Obr. 7).
V analogickych popaleninach krytych Grassolindem® nebyla patrna epitelizace.

Obr. 7. Ruast keratinocytit pod krytem XD — hojeni hluboké popdleniny. XD byla
pouzita ke kryti plochy po nekrektomii pro pripravu rany k autotransplantaci. A. Docasné
kryti plochy po nekrektomii popdleniny III. stupne. XD okamcZite prilne k povrchu a ihned
zastavi krvaceni. B. XD ztvrdla diky absorpci fibrinu (Sipka — misto biopsie odebrané
8.den po aplikaci XD). C. Histologie odebrand 8. den ukazuje plné diferencovanou
epidermis (pod XD) s malo vyvinutymi epidermalnimi vybézky - rete ridges (Sipka). XD
stale jeste adheruje k povrchu rany. Meritko 50 um.
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Riist keratinocytii in vitro: Keratinocyty pro stratifikaci a diferenciaci byly kultivovany
na XD pomoci 3T3 feeder layer techniky. Keratinocyty kultivované ponofené¢ v mediu
tvorily na XD 1-2 bunécné vrstvy (Obr. 8A, C). Po vyzdvizeni na rozhrani medium-
vzduch zacala epidermis stratifikovat a vytvofila béhem tydne 5-15 bun&tnych vrstev
(Obr. 8B, D). Tato vicevrstevna struktura vyrazné piipomina diferencovanou epidermis in

vivo - je slozena z bazalni, spindlni, granularni a rohové vrstvy.

Obr. 8. Kultivace a diferenciace keratinocyti na XD. A) Keratinocyty rostouci ponorené
vmediu tvori na XD 1-2 vrstvy. B) Keratincyty rostouci na rozhrani medium-vzduch tvori
bazalni, spindlni a granulacni vrstvu, Cdastecné i stratum corneum. V granulacni vrstvé jsou
patrna  keratohyalinova granula (Sipky). C) Keratinocyty rostouci ponorené v mediu
imunocytochemicky barvené na p63 (nukledrni protein p63 je eprimovan v bazalnich burnikach).
D) Keratinocyty rostouci na rozhrani medium-vzduch barvené na p63 (p63 exprimovan pouze
v bazalnich burikach). Méritko — 30 um.

5.1.2.4 Exprese a distribuce diferenciacnich markerii keratinocytit in vitro a in
vivo
Parafinové fezy z normdlni klize, rekombinované kiize (keratinocyty kultivované na XD)
a epidermis z rany kryt¢é XD nebo Grassolindem® (mastny tyl = kontrola) byly
analyzovany pomoci protilatek detekujicich markery diferenciace keratinocyti. Reakce
protilatek v kultivovanych keratinocytech a v hojici se kiizi je ukdzana v Tab. 1.
Imunohistochemické barveni pomoci protilatek proti cytokeratinhm HMW CK (high
molecular weight cytokeratins), involukrinu, p63 a CD29 v rekombinovan¢ kiizi ukazalo,
ze organizace a diferenciace keratinocytdl in vitro na XD je podobna jako u normalni
epidermis (Obr. 9). Keratiny HMW CK byly siln€¢ exprimovany ve vSech keratinocytech
kultivovanych na XD (Obr. 9/A2). Involukrin byl exprimovan v granula¢ni a rohové
vrstvé (Obr. 9/B2). CD29 byl pozitivni v bazalni vrstvé keratinocyti (Obr. 9/D2).

Podobné rozlozeni diferencia¢nich markert bylo pozorovano v nové vytvorené epidermis
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po kryti XD (Obr. 9/A3, B3, D3). Rana krytd Grassolindem® neepitelizovala, prestoze
v biopsii byly identifikovany zbytky adnex ¢i jednotlivych keratinocytt (Obr. 9/A4 -
D4). Jaderny protein p63 byl exprimovan in vitro ve vSech keratinocytech ponofené
kultury (Obr. 8C) a v bazalni vrstvé kultur péstovanych na rozhrani medium-vzduch
(Obr. 8D a 9/C2). In vivo byl antigen p63 exprimovan nejen v bazalni vrstvé, ale i
v subpopulaci suprabazalnich bunék (Obr. 9/C3). Keratinocyty in vitro vyjimecné
migrovaly do matrix XD a vytvately v ni ostrivky bunck, které pfipominaly jednoduché

zlazky (Obr. 9/C2, D2; srovnej s 9/C3, D3).

Protilaitka  Reakce s keratinocyty na XD  Obr. ¢. Reakce s ¢erstvé hojicim se Obr. ¢.

proti koZnim epitelem

HMW CK  VSechny keratinocyty 9/A2 Vsechny keratinocyty 9/A3

Involukrin  Granularni a rohova vrstva 9/B2 Granularni a rohova vrstva 9/B3

po3 Bazalni keratinocyty a 9/C2 Bazalni a suprabazalni 9/C3
ostruvky uvnitié matrix XD keratinocyty, zbytky adnex

CD29 Bazalni buiiky a ostrivky 9/D2 Bazalni buiiky, zbytky adnex 9/D3

uvnitF matrix XD

Tab. 1. Diferenciace keratinocytit in vitro a in vivo. Imunocytochemické markery
diferenciace keratinocytit u keratinocytut kultivovanych na XD osm dni po vyzvednuti na
rozhrani medium-vzduch a u cCerstvé se hojici hluboké dermdalni popaleniny osm dni po
zahdjent léecby pomoci XD.
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Normalni kiize Keratinocyty kultivované Hojeni rany po nekrektomii kryté Hojeni rany po nekrektomii kryté
na Xe-Dermé Xe-Dermou Grassolindem

HMW CK

Involucrin

p63

CD29

Obr. 9. Exprese diferenciacnich markerii v keratinocytech kultivovanych 8 dni na
rozhrani médium-vzduch (A2, B2, C2, D2) ve srovnani s normalni kuzi (A1, Bl, C1, DI),
s cerstve se hojici ranou po nekrektomii osetrenou pomoci XD (A3, B3, C3, D3) a s certve
se hojici ranou po nekrektomii osetrenou pomoci Grassolindu® - kontrola (A4, B4, C4,
D4). Rany po nekrektomii byly kryty XD (sloupec 3) nebo mastnym tylem Grassolind®
(sloupec 4). Osmy den po zahdjeni lécby byly provedeny biopsie. Exprese diferenciacnich
markerit HMW CK (fada A), involukrinu (fada B), p63 (fada C) a CD29 (fada D) byla
porovnana v normalni kiizi (sloupec 1), v keratinocytech kultivovanych na XD (sloupec 2),
v rané osetiené XD (sloupec 3) a v rané osSetiené Grassolindem® pro kontrolu (sloupec 4).
Obrazky ukazuji, Ze rist a diferenciace keratinocytii in vitro na XD (sloupec 2) a in vivo
epitelizace pod XD (sloupec 3) jsou podobné, a Ze rany kryté XD tvori epidermis béhem
Jjednoho tydne (sloupec 3), zatimco rana kryta Grassolindem® neepitelizuje (sloupec 4),
ackoli jsou v dermis zretelné zbytky keratinocytu (A4, Sipka) nebo adnex (C4, sipka). Za
povsimnuti stoji, Ze bunky migrujici in vitro do XD tvori ostruvky vytvarejici kolonie
pripominajici jednoduché zlazky (C2, D2 — sipky); stied techto struktur je p63- a okraje
kolonii jsou p63+ (srovnej s fragmenty Zlazek na C3 a D3 — Sipky). Meéritko — 50 ym.

5.1.2.5 Rist keratinocytii in vitro na Biopadu®
Pro kontrolu in vitro byly keratinocyty kultivovany na &istém kolagenu Biopad®. Po
dvou tydnech kultivace (tyden ponofené v médiu, tyden na rozhrani médium-vzduch),

byly rust, distribuce a diferenciace bunck chaotické. Buiikky migrovaly do struktury
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Biopadu® tvofené fragilnimi kolagennimi vlakny. Uvnit této matrix/struktury buiiky

terminalné diferencovaly, coz je prezentovano imunobarvenim na involukrin (Obr. 10).

Obr. 10. Keratinocyty kultivované na Biopadu® (Cisty rekonstituovany korisky kolagen).
Za povsimnuti stoji krehkda kolagenni vidkna (Cernd Sipka) a chaotické rozmisteni
nepravidelnych skupin keratinocytii. Imunohistologické barveni na pritomnost
involukrinu ukazuje terminalne diferencované keratinocyty ve vnitrni strukture
Biopadu® (bilad sipka). Méritko — 30 um.

Shrnuti vysledkii

Bioaktivita XD byla studovéna kultivacnim testem, prokazujicim rust, stratifikaci a
diferenciaci keratinocytii na XD. Analyzovali jsme rast lidskych primarnich keratinocytti
in vitro na XD a srovnali vysledky s tvorbou neoepidermis u hlubokych dermalnich
popélenin lécenych XD. Keratinocyty kultivované na XD ponofené v mediu vytvofily
souvisly porost za 7-10 dni. Po vyzvednuti na rozhrani medium-vzduch keratinocyty
zacaly stratifikovat a diferencovat. Béhem tydne vytvorily na XD vicevrstevnou
epidermis (5-10 vrstev) s bazalni, spinalni, granularni a rohovou vrstvou.
Imunohistochemickd analyza na vysokomolekularni cytokeratiny (HMW CK), CD29,
nuklearni antigen p63 a involukrin prokézala podobnou organizaci kultivovanych
epidermalnich bunék na XD jako u normdlni epidermis. Diferenciace keratinocyti byla
porovnana s tvorbou epidermis na hluboké popaleniné II.-III. st. po nekrektomii 1écené
XD. Morphologie epidermis in vitro byla velmi podobna neoepidermis, ktera vznikla na
popalenin€ in vivo ze zbytki koZnich adnex. Vysledky ukézaly, Ze pfirodni pevna

struktura XD (na rozdil od ¢istého kolagenu Biopad) hraje diilezitou roli pii proliferaci a
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diferenciaci keratinocytii a tvorbé epidermdlni architektury in vitro 1 in vivo a ma

pozitivni vliv na hojeni ran.

5.2 Vliv epitelializa¢niho potencialu XD na razné typy
popaleninovych ran

V popéleninové mediciné miize byt XD pouzita jako provizorni kryt v 1é€bé povrchni
popaleniny druhého stupné¢, hluboké dermélni popaleniny, pro kryti malych hlubokych
defektli po odstranéni nekrozy a jako docasny biologicky kryt nekrektomovanych ploch
pred autotransplantaci. V kombinaci s Siroce expandovanym transplantitem je vhodné
XD pouzit pro kryti rozsahlych popdlenin. Dal§imi oblastmi pouZiti jsou kryti
odbérovych ploch u problematickych pacientti a kryti chronickych defektd, jako jsou
bércové viedy a diabetickd noha. XD lze velmi dobfe vyuzit i pro 1écbu rozsahlych

odfenin a jinych plosnych koznich ztrat akutnich poranéni.

5.2.1 Aplikace XD na povrchni opareni II. stupné

Opateni horkou vodou jsou nejcastéj§im mechanismem termického turazu u déti
v nejmladsi v€kové kategorii. Ve velké vétsing piipadl se jedna primarné o plochy II. st.
s dobrou prognozou ke spontannimu zhojeni v intervalu do 14 dnti. Pouzity kryt by mél
ranu chréanit pfed mechanickym poskozenim, infekci a vysychanim. Mezi dalsi dalezita
kritéria pro uspéSnou lécbu m.j. patfi redukce bolestivosti, frekvence pievazi,

manipulace s plochou a cena.

Dvouleta hol¢icka ptijata na KPM s opafenim na hrudniku horkou vodou. Plocha
lokalizovéana na ptedni ¢asti trupu o rozsahu 13% povrchu téla. Plochy ohodnoceny jako
povrchni druhy stupei misty s drobnymi petechiemi na spodin€é. Na kranialni cast
plochy aplikovan synteticky kryt - Askina Derm, kaudalni ¢ast kryta biologickym krytem
XD. Na oba kryty pouzito standardni svrchni kryti - tylexol a obklad s 3% borovou
vodou.

Prvni pfevaz na sale proveden 48 hodin od urazu. Plocha kryta Xe-Dermou klidna, XD
pevné Ipi klizku rany, bez infekce. Plocha kryta syntetickym krytem vykazuje
akumulaci sekretu pod krytem s nutnosti reaplikace krytu na dobte prokrvenou spodinu.
Pii dalSim pievazu oba kryty pevné Ipi ke spodin€, epitelizace ploch dobra. Po deseti

dnech doslo ke spontannimu zhojeni. Dité propusténo do domaci péce (Obr. 11).
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Obr. 11. Srovndni hojivého ucinku XD a Askina Derm na povrchni opaieni II. stupné
A) Prijem: Dvouleté dité oparené horkou vodou na 13% povrchu téla, II .stupen. B) Kranialni
cast oparené plochy je kryta syntetickym krytem Askina Derm C) Kaudalni cast plochy je kryta
XD. D) Jako svrchni kryti rozdelenych ploch je pouzit tyl a obklad s borovou vodou E) 48 hodin
po piijmu: XD v kaudalni casti plochy pevne Ipi ke spodiné rany, neni nutna jeji reaplikace.
Kranialni cast plochy se syntetickym krytem se komplikuje akumulaci sekretu rany pod krytem.
Plocha je omyta a kryt je reaplikovan. F) 7. den od p¥ijmu: Oba kryty pevné Ipi k rané, dochazi
ke spontanni epitelizaci. G) 9. den od p¥ijmu: Obé casti plochy jsou kryty epitelem, dité je
propusténo do domaci péce.
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5.2.2 Aplikace XD na hluboké dermalni popaleni

Hluboké dermalni postizeni - popaleni II.B stupné patii zhlediska hojeni
k nejkomplikovanéjSimu druhu popéleninové rany. Perflize postizené tkané je znacné
limitovana, dochazi k rozsdhlému intersticidlnimu edému, rdna je nachylnéjsi k infekci a
sekundarnimu prohloubeni. Antibakteridlni krém Flammazine (SSD) je stile na KPM
FNKYV standardni metodou 1éCby.

48 lety pacient pfijat na popaleninové centrum s popalenim na 29% povrchu téla
I1.B - III. stupn€ po explozi acetonovych par pii svafovani. Plocha lokalizovana na levém
bérci pii primarnim oSetfeni ohodnocena jako hluboké dermalni popaleni II. stupné
(I1.B). Rana pfi piijmu omyta roztokem povidonu jodu (Betadine) a po sneseni zbytk
nekrotické epidermis rozdélena na dvé identické ¢asti. Na proximdlni ¢ast aplikovan
antibakterialni krém Flammazine. Plocha distalné byla kryta XD (Obr. 12). Jako svrchni
kryti na XD byl pouzit mastny tyl a obklad s roztokem Furantoinu. Pacient pravidelné
pfevazovan na operacnim sale. Xe-Derma pevné Ipé€la k spodiné rany, nebyla nutna jeji
reaplikace, jen vyména svrchniho antiseptického kryti. Antibakteridlni krém byl
v pravidelnych intervalech po 24 - 48 hodiniach vyménovan. Po deviti dnech doslo
u distalni plochy kryté Xe-Dermou k Giplnému spontdnnimu zhojeni. Proximalni cast
plochy sice prokazovala znamky spontanni epitelizace, ale k definitivnimu souvislému
piekryti plochy doslo az 18. pourazovy den. Antibakterialni krém byl ve vrstvé 5 mm
aplikovan celkem 8x, XD pouze jednou.

XD je vhodna alternativa k SSD lé¢bé hlubokého dermalniho postizeni. Svymi
unikatnimi biologickymi vlastnostmi vytvari optimélni prostiedi k migraci a proliferaci
keratinocytli v ran€. Ve srovnani se standardnim krytem pouzivanym k 1é¢bé popalenin
II.B st. — silversulfadiazinem - nebylo nutno XD ménit. Doba hojeni byla signifikantné
kratsi. Plocha po zahojeni vykazovala dobrou mechanickou odolnost a ve srovnani

s plochou lé¢enou antibakteridlnim krémem 1 lepsi kosmeticky vzhled (Obr. 12H).
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Obr. 12. Srovndni hojivého ucinku XD a Flammazinu u hlubokého dermdlniho popdleni.
A) Prijem na KPM:Plocha na levém bérci hodnocena pri prijmu jako hluboké dermalni
popalent - I1.B. B) Rozdéleni plochy: distalni cast - plocha kryta XD, proximalni cast - plocha
urcend pro oSetreni antibakterialnim krémem. C) Na plochu krytou XD jako svrchni kryt pouZzit
tyl aobklad s Furantoinem, plocha proximalni kryta vrstvou antibakterialniho krému
Flammazine. D) Hojeni po 5 dnech: Xe-Derma pevné Ipi ke spodiné, neni ji nutné menit, na
proximalni ploSe pravidelné vyménovan antibakterialni krém. E) Hojeni po 9 dnech: Plocha
kryta XD zhojena, XD se spontanné odlucuje od spodiny rany. Plocha kryta Flammazinem dosud
nezhojena, ale se znamkami epitelizace. F) Hojeni po 9 dnech: Po sneseni Xe-Dermy plocha
kryta kiehkym epitelem, plocha po aplikaci Flammazinu dosud nezhojena. G)18. den po urazu:
Obé¢ casti puvodni plochy zhojeny spontanni epitelizaci . Jasné viditelné okraje v mistech, kde
byla aplikovana XD. H) Propusteéni z nemocnice 35. den od urazu - detail kosmetického vysledku
v misté ptivodniho kontaktu XD a Flammazinu.
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5.2.3 Aplikace XD na odbérovou plochu

Jednoznaéné€ pozitivni vliv acelularni prase¢i dermis na proliferaci a migraci
keratinocytli jsme v praxi vyuZili v 1é€bé komplikovanych ran jako je odbérova plocha

u polymorbidni gerontologické pacientky s rozsahlym termickym traumatem.

78 leta pacientka byla pfijata s rozsdhlym opatenim II. stupn€ na 30% povrchu téla na
dolnich koncetinach. Pacientka se 1é¢ila s ischemickou chorobou srde¢ni, hypertenzi,
diabetem II. typu, hypercholesterolémii, Parkinsonovou nemoci a artr6zou nosnych
kloubti. Chirurgicky postup byl zvolen vzhledem k polymorbidité jako konzervativni. Na
plochy byly aplikovéany syntetické kryty a antibakteridlni krémy. Po 17 dnech od piijmu
byly plochy v rozsahu 18% povrchu zhojeny, 12% ploch vSak bylo prohloubeno na
II1. st. s nutnosti chemické nekrektomie a nasledné autotransplantace. Jako odbérova
plocha zvolena vzhledem k lokalizaci a rozsahu dorsalni ¢ast trupu. Z divodu
oc¢ekavaného komplikovaného hojeni odbéri byla na odbérovou plochu pouzita
meshovana XD, pod kterou doslo béhem tfi tydnti k bezproblémovému zhojeni rozsahlé
ranné plochy po odbéru dermopeidermalniho §tépu na zaddech (Obr. 13).

Uspokojivé a rychlé hojeni mista odbéru dermoepidermalniho $tépu je zakladnim
piredpokladem zdarné kozni transplantace. Odbérové misto je rana definovana rozsahem
a hloubkou, primarn¢ bez piitomnosti infektu. OSetfovani odbérové plochy vSak
celosvétové neni jednotné, neexistuje jednoznacnd preference pouzitého materidlu a
kazdé pracovi$té ma svijj vlastni protokol. XD ma na hojeni odbérovych ploch nékolik
prokazatelnych vyhod, kterych vyuzivame zvlasté u potencialné rizikovych skupin
pacientl jako jsou napf. gerontologicti pacienti, diabetici, pacienti léCeni kortikoidy aj.

Kozni adnexa u pacienti ve vysokém veéku neobsahuji dostatecné mnozstvi
zarode¢nych keratinocytii nutnych k obnové epitelu a odbérové plochy maji tendenci
k sekundarni infekci. Hojeni je dlouhodobé a komplikované, zvlasté je-li epitelizacni
potence inhibovana piitomnym diabetem. Uzavér rany Xe-Dermou kterou jsme z divodu
expanze a prevence hematomli meshovali, ndm umoznilo bezproblémové a rychlé

zhojeni rozsahlé odberové plochy (Obr. 13E).
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Obr. 13. Hojeni odbérové plochy sit’ovanou XD. A) Aplikace: Rozsdhla rannd plocha po odbéru
stiedné silnych dermoepidermalnich stépu ze zad (0-2 mm). Pri kryti pouzita meshovand XD.
B) Meshovani: XD ma po namoceni podobné biomechanické viastnosti jako je lidska kiize a da
se standardné sitovat. Meshovani zabrani vzniku hematomu a umozni pokryti vétsi plochy. XD
sitovana v poméru 1:1,5; jako sekunddrni kryt pouzit mastny tyl a obklad s 3% borovou vodou.
C) 7. den po aplikaci: XD pevné Ipi ke spodiné rany, bez hematomii, sekrece. D) 14. den po
aplikaci: Plocha se hoji spontanni epitelizaci, XD se spontinné odlucuje od lizka rany
E) Propusténi: Odbérova plocha v celém rozsahu zhojena do t7i tydnit od odbéru.
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5.3 Srovnani efektivity hojeni povrchnich oparenin u déti po aplikaci
XD a hydrokoloidu

Publikovano v Burns [Zajicek et al., 2011]

Povrchni opafeniny jsou nejcastéjSim typem tUrazu, se kterym se v détské populaci
setkavame. Ackoli mame jasné definovanou léCebnou strategii pro popaleniny I. a
III. stupné, v ptipad€ popalenin II. stupné je terapie nejasna a kontroverzni.

Konverze povrchni ztraty kozného krytu v hluboké dermalni poranéni muze nastat
zmnoha divodu. Z lokdlnich faktord se jednd o vyschnuti plochy, lokalni infekei,
mechanické ¢i chemické iritace, vytvotfeni exudatu, lokdlni edém nebo mistni poruchu
prokrveni (kompartment syndrom). Z celkovych faktori prohloubeni ovliviiuje
komorbidita, napft. sepse, diabetes, atheroskleroza. Efektivni, adekvatni a rychlé osetfeni
popalené plochy a jeji doCasny uzavér syntetickym ¢i biologickym krytem snizuje riziko
konverze a zvySuje pravdépodobnost spontanniho zhojeni. V nasledujici retrospektivni
srovnavaci studii porovnavame efektivitu syntetického hydrokoloidniho krytu Askina
s docasnym biologickym krytem XD v 1é€b¢ opatenin II. st. u déti.

5.3.1 Kritéria zarazeni do studie

Do studie byly zatazeny déti, které utrpély opateni II. st. a byly 1é€eny v obdobi od fijna
2007 do cervence 2009 na KPM FNKYV v Praze. V&k: 5 mésicti az 7 let; mechanismus
urazu: opaieni horkou vodou; hloubka postizeni: opateni II. stupné; rozsah postizeni: 1%
- 35% povrchu téla (BSA).

5.3.2 Charakteristika souboru pacienti

Kritéria zafazeni do studie splnilo celkem 86 pacientd, ktefi byli rozdéleni do dvou
stejnych skupin. Skupinu pacienti, kde byl k do€asnému uzavéru ploch pouzit kryt XD,
tvotilo 43 déti (15 dévcat a 28 chlapcti). Skupina déti, u kterych byl aplikovan kryt

Askina byla také 43¢lenna se stejnym rozloZenim pohlavi (15 dévcat a 28 chlapcit).

5.3.3 Charakteristika materiali

Xe-Derma je vysuSend acelularni prase¢i dermis, kterd byla vyvinuta
z dermopidermalnich prasecich §té€pi. Po hydrataci XD ziskava biomechanické vlastnosti
podobné lidské kuzi, a proto mize byt pouzita jako do¢asna kozni ndhrada. Od roku 2007
byla XD pouzita v celé fad¢ indikaci v 1é€bé akutnich i chronickych ran.

Askina je ultratenky hydrogelovy kryt s vysokou absorbéni aktivitou a vynikajici

adhezivitou. Askina se skldda ze dvou vrstev: vnitini hydrogelové vrstvy s vysokou
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absorb¢ni kapacitou a zevni semipermeabilni vrstvy. Indikaci pro pouziti Askiny jsou

popéleniny a chronické rany.

5.3.4 Lécebny protokol

Kazda rana byla mechanicky ocisténa od zbytkli odloucené epidermis, okoli bylo
dezinfikovano roztokem povidon jodu a zrany byl odebran stér na mikrobiologické
vysetieni.

Lécebny protokol XD (Obr. 14): XD byla hydratovana v sterilni vod¢ po dobu 2-5
minut a aplikovana na plochu. Jako povrchni kryt byl pouzit mastny tyl, dal$i vrstvu
tvofil antisepticky obklad s borovou vodou a jako nejsvrchnéjsi vrstva byl pouzit mulovy
¢tverec, fixovany mulovym obinadlem. Povrchni ¢tverce jsme ménili v intervalu 2-3 dnil
od ptilozeni. Pokud XD pevné Ipéla ke spoding, nebylo nutné ji ménit a byl vyménén jen
povrchni kryci materidl. V okamziku, kdy se zacala XD spontanné odlu¢ovat od spodiny,
dochézelo ke spontanni epitelizaci a XD byla jemné snesena z plochy, ktera byla z 95%
kryta novym epitelem. Pokud XD nelpéla ke spodin€ a doslo k akumulaci tekutiny pod
krytem, byl odebran vzorek na mikrobiologické vySetieni a plocha byla kryta po sneseni
XD jinym ptipravkem s antibakterialni slozkou stiibra (nejcastéji SSD).

Lécebny protokol Askina (Obr. 15): Askina byla pfilozena na ociSténou plochu
hydrogelem k ran¢ a jako povrchni kryt byl pouzit suchy mulovy ctverce, fixovany
mulovym obinadlem. Pokud Askina Ipéla k rang, nebylo nutno ji ménit a probéhla pouze
vyména povrchniho ¢tverce. Byla-li Askina prosadkla a nelpéla ke spodiné€, kterd se
neprohloubila, byla Askina reaplikovéna. V ptipad¢€, ze spodina rany byla prohloubena

(konvertovana) na hluboky II. stupen, byla Askina vyménéna za jiny kryt.
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C D
Obr. 14. Lécebny protokol XD. A) Okoli rany omyto povidon jodem. B) Aplikovana XD. C) Na
XD prilozen mastny tyl. D) Jako antiseptické kryti pouzit obklad s 3% roztokem kyseliny borité.

A B

Obr. 15. Lécebny protokol Askina. A) Z krytu je odstranéna povrchova folie (foto prevzato
z firemni dokumentace firmy B. Braun). B) Kryt je aplikovan na plochu s mirnym presahem. Jako
povrchova vrstva je pouZit suchy mul.

5.3.5 Data

Ve studii byla u obou skupin srovndvéana nasledujici data: Procento povrchu téla kryté
syntetickym ¢i biologickym materidlem, pocet déti, u kterych doslo ke konverzi
z povrchni na hlubokou opafeninu v celém rozsahu, procento konvertované plochy
z celkového rozsahu, doba zhojeni, pfitomnost infekénich komplikaci, pocet pacientd

ukterych byla nutnd reaplikace a podet cm” nutnych k zahojeni 1% povrchu tdla
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(parametr poctu reaplikaci). Doba zhojeni byla definovana jako 95% epitelizace plochy
posouzena dvéma specialisty. Jedno procento povrchu téla bylo v této vékové skupiné

d&ti stanoveno na 57 cm” plochy.

5.3.6 Statistické zhodnoceni

Pro statistickou analyzu byl pouzit program Statistica 8 (Statsoft). Spojitd data byla
testovdna na normalitu rozloZeni pomoci Shapiro-Wilk testu. Vé&tSina dat byla
nenormalné rozlozena (p < 0.05), a proto jsou udana ve formatu: median (dolni, horni

kvartil) napt. 25(15,39).

5.3.7 Vysledky srovnani hojeni

Vék, rozsah postizeni a rozsah plochy kryté syntetickym ¢i biologickym krytem

V obou skupinach nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil mezi vékem, pohlavim
déti, rozsahem kryté plochy. Ve skupiné déti s krytem XD bylo signifikantné vyssi
procento popalené plochy (Tab. 2).

Tab. 2 Vék, rozsah postizeni a rozsah plochy kryté biologickym ¢i syntetickym krytem

Xe-Derma (n=43) Askina (n=43) p-value
Vék (mesice) 19 (15,26)" 21 (15,29) p 0.63
Rozsah (% BSA) 10 (6,13) 7(4,10) p 0.028°
BSA kryty testovanym 8 (5,11) 6 (4,10) p 0.16

materidlem (%)

“Cisla pied zavorkou znaci medidn, ¢isla v zavorce horni a dolni kvartil
bstatisticky signifikantni hodnota - % popdleni je signifikantné vétsi u pacientit krytych XD BSA —
body surface area (celkovy povrch téla)

Doba epitelizace

Nebyl shledan statisticky signifikantni rozdil v dobé epitelizace mezi skupinou XD a

Askina (Tab. 3).
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Tab. 3 Srovndni hojeni po aplikaci XD nebo Askiny

Xe-Derma Askina p-value
Doba hojeni (dny) 8(5,10) 7(3,10) p 0.147
Konverze ve 100 % (pocet pacientl) 1 4 p0.18
Césteéna konverze (% konvertované 0(0,7) 5(0,30) p 0.13
plochy)
Infekce (pocCet pacientlt) 6 10 p 0.2
Pocet vymén krytu 0 17 p<0.01®
Cm’ krytu na 1% BSA 57(57,57) 57(57,114) p 0.002°

“Cisla v zavorkdch znaci horni a dolni kvartil

bStatisticky signifikanni hodnota

Konverze ve 100 %: konverze (prohloubeni) celé kryté plochy
Cdstecnd konverze: konverze méné nez 100% kryté plochy

Popis hojeni

XD: U pacienti, u kterych byl pouzit kryt XD, nebylo nutné kryt ménit az do doby,
kdy zacala plocha spontanné epitelizovat (6. — 15. den od aplikace) (Obr. 16). V piipadé,
ze doslo ke konverzi plochy (obvykle pii lokélni infekci), byla konvertovand plocha
kryta jinym krytem (nejCastéji SSD) a v piipad€ dalSiho prohloubeni na III. st. anebo
v piipad¢é protrahovaného hojeni nad 14 dni byla plocha nasledné feSena excizi ¢i

exkochleaci a autotransplantaci.

Askina: U déti ve skupin€ Askina v 60% piipadi nebylo nutné Askinu ménit. Ve 40%
(coz odpovidd 17 pacientim ze 43) byla nutna reaplikace krytu, coz bylo zpisobeno
ptekrocenim absorb¢ni kapacity hydrogelu mnozstvim exudatu (Obr. 17, 18). Reaplikace
byla nutna v 10 pripadech 2x, v 6 ptipadech 3x a v jednom piipadé 4x. Hojeni probihalo
v intervalu 6 - 15 dni, bez signifikantniho rozdilu doby hojeni v porovnani s krytem XD.

V ptipad¢€ konverze plochy byl dalsi postup stejny jako v ptipadé skupiny XD.
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A B
Obr. 16. Hojeni plochy po aplikaci XD. A) Neni li v rané pritomna infekce, dojde
k pevné vazbé mezi kolagenem XD a luzkem rany, XD pevné Ipi ke spodiné, rana
spontanné epitelizuje. B) V intervalu priblizné do deseti dnii od urazu dochazi
k spontannimu odlouceni zbytkii suché Xe-Dermy od lizka rany, které je kryto epitelem.

A B

Obr. 17. Hojeni plochy po aplikaci Askiny. A) V pripade, Ze je prekrocena absorpcni
kapacita hydroloidniho krytu dochazi k akumulaci sekretu z rany pod Askinou. B) Je-li
pod krytem nahromaden sekret, musi se Askina na plochu reaplikovat. Reaplikace
nemusi byt spojena s konverzi povrchni rany na ranu hlubsi.

Konverze ve 100% kryté plochy
Ve skupiné déti s XD doslo ke konverzi plochy ve 100% rozsahu jen u jednoho ditéte
s popalenou plochou na 1% povrchu téla (pfi¢inou konverze byla infekce). Ve skupiné

Askina doslo ke konverzi u 4 déti. Rozdil mezi skupinami nebyl statisticky vyznamny.

Cisteénd konverze (men$i ne 100% kryté plochy)
Ve skupiné Xe-Derma byla plocha ¢asteéné konvertovana u 16 déti, ve skupiné Askina

se jednalo o 18 ptipadl. Rozdil nenabyl statistické vyznamnosti.
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Infekce

Béhem 1é¢by jsme v piipadé déti s krytem XD zaznamenali infekci plochy v 6 pripadech,
u skupiny Askina v 10 ptipadech. NejcastéjSim patogenem skupiny XD byl stafylokokus
aureus ve dvou piipadech, streptokokus agalactiae v jednom piipad€ a acinetobacter
baumanii také v jednom piipadé. Ve skupiné déti s Askinou byl nejcastéjsi patogen
stafylokokus aureus (5 pfipadil), nasledovala stenotrophomonas mantophilia (1 ptipad),
enterokokus fecalis (1 pfipad), klebsiella oxytoca (2 ptipady), proteus mirabilis (1 piipad).

Mezi skupinami jsme nenasli statisticky vyznamny rozdil.

Obr. 18. Akumulace tekutiny pod Xe-Dermou - infekce rany stafylokokus aureus

Pocet reaplikaci a pocet cm’ krytu nutnych k zahojeni 1% plochy
Jedinym signifikantnim rozdilem v obou skupinich byl pocet vymén krytu - pocet
reaplikaci. V ptfipadé Askina skupiny byla nutna reaplikace v 17 ptipadech, u XD nebyla
reaplikace nutnd. V pfipadé krytu Askina byla reaplikace nutna z divodu akumulace
sekretu rany pod krytem pfi prekroceni absorpcni kapacity krytu.

Signifikantng zvy3en byl také pocet cm” Askiny nutnych na zahojeni 1% plochy BSA

(57 cm?) v porovnani se skupinou XD. Tento parametr odraZi nutnost nékolikanasobné

vymény krytu.

5.4 Hojeni Siroce meshovaného autotransplantatu a odbérové plochy

pomoci kombinace XD a autolognich koznich bunék.
Castecné publikovano v Hojeni ran [Zajicek et al., 2012]

Metody koZni expanze a vyuziti sendvi¢ovych metod
U rozsahle popalenych pacienti je zakladem -chirurgického piistupu v 1écbé co

nejrychlej$i uzavér ranné plochy. Cim diive dojde k wuzavéru popélenych mist
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definitivnim krytem - autotransplantitem, tim je progndza pieZiti pacienta piiznivéejsi,
redukuje se extrémni hypermetabolicky stav, funkéni i estetické nasledky urazu se
signifikantné snizuji, klesaji finan¢ni naklady na 1écbu. PrevySuje-li kozni ztrata 60%
povrchu téla pacienta, je uzavér defektu vzhledem k nedostate¢nému rozsahu odbérovych
mist zna¢né komplikovan.

I ptfes pokroky v moderni 1écbé atkdnovém inzenyrstvi je stdle nutno
k plnohodonotnému uzavéru ,,ztraceného* kozniho krytu pouzit pacientovu autologni
kozni tkéan. Pfi aplikaci auto$tépli na lizko rany pouzivame Siroké sitovani (mesh-
grafting) vpoméru 1 :3 az 1:6, abychom Stépem pokryli co nejvétsi rannou plochu.
Epidermalni buiky z okraji mustkll kozniho transplantatu musi pak svym rlstem,
proliferaci a migraci zaplnit mezery (oka, okénka) autotransplantatu. Uziti vysokych
poméri expanze (vice nez 1:3) nam sice umozni pokryti vétsi plochy, ale za cenu
nartistu komplikaci pfi hojeni okének mezi mustky $tépu. Builkky musi pfekonat vétsi
vzdalenost k vyplnéni defektu, hojeni se tak prodluzuje za cenu vyssiho rizika infekce a
tvorby neptiznivé granulaéni tkdn¢ uprostied okének. Vysledny kozni kryt je nekvalitni,
ma tendenci k spontannimu rozpadu, vytvareni rezidudlnich granulacnich ploSek, které
mohou vést k sekundarni infekci (Obr. 19). Dlouhodobé hojeni takto komplikovanych

ran vede sekundarné k hypertrofickému hojeni a rozvoji jizevnatych kontraktur.

Obr. 19. Meshovdni v poméru 1:6 — nevyhody. A)Pouziti Siroce expandovaného Stepu
1 : 6 (bila Sipka), dolni cast rany kryta meshem v poméru 1:2 (Cerna Sipka). B) Stejna
rana tri tydny po transplantaci. Bila Sipka ukazuje na dosud nezhojend fragilni mista
mezi miistky u Siroce meshovaného $tépu, cerna Sipka ukazuje na zhojend mista v mistech
meshe 1 : 1,5.
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U kriticky popélenych pacientl s nedostate€nym rozsahem odbérovych ploch je nutné
odebirat kozni transplantity opakované. 1 v pfipadech pouziti modernich dermalnich
nahrad jako je napf. Integra musime epidermdlni vrstvu nahradit tenkym autolognim
Stépem. Odbérové misto tenkého dermoepidermalniho Stépu sily 0,1-0,15 mm se hoji
standardné v intervalu 10-14 dnl. U opakovanych odbérti jsme nuceni ¢ekat né€kolik
dalsich tydni na zpevnéni krytu, které umozni dal$i odbér. Pii n€kolikandsobnych
odbérech je znovuvytvofend tkan velice fragilni, méa zvySenou tendenci k spontannimu
rozpadu a opakovani odbéru je spojeno s vysokym rizikem infek¢nich komplikaci. Velmi
obtizné je hojeni v mistech stenkou kiizi a minimem koZnich adnex jako je napf.
dorsum nohy.

NasSe strategie uzavéru extenzivnich poranéni je postavena na vyuziti umélych
koznich nahrad, rychlém a efektivnim hojeni odbérovych ploch a co moznéd nejvetsi
expanzi koZnich transplantatt s vyuzitim sendvicovych metod.

Sendvi¢ové metody jsou zalozeny na kombinaci nékolika vrstev biologickych krytd,
které se synergicky dopliiuji a urychluji hojeni [Herndon et al., 2007] V nasi praxi jsme
jiz  vminulosti pouzili v kombinacich s autotransplantaty kultivované lidské
keratinocyty, nativni xenotransplantaty i Cerstvé alotransplantaty.

Cilem této casti predkladané dizertatni prace bylo hojeni rozsihle popalenych
pacientd pomoci kombinace autolognich koznich bun¢k s acelularni praseci dermis. Tuto
metodu jsme pouzili:

a) pro stimulaci epidermdlni regenerace mezi miustky Siroce expandovaného
dermoepidermalniho Stépu. Byla pouzZita sendvicova technika tfi rGznych
biologickych krytl: Siroce expandované¢ho autotransplantatu, suspenze autolognich
koznich bun¢k a acelularni praseci dermis.

b) pro hojeni opakované odebirané odbérové plochy neptfiznivé lokalizace u kriticky
popéaleného pacienta, pti které byla pouzita kombinace autolognich buné€k s acelularni
praseci dermis

Kultivované keratinocyty se sice vyuzivaji k hojeni popalenin jiz od r. 1981, avSak
kultivace trva 2-3 tydny a ziskana epidermis je velmi kiehkd a nestabilni. V posledni
dobé se objevily nové moznosti izolace a aplikace koznich bun¢k piimo v prabéhu
operace. ReCell® (Avita Medical, UK) je komeréni kit pro rychlou (30-45 min) izolaci
autolognich buné€k z malého dermoepidermalniho Stépu ktze a jejich aplikaci na rannou
plochu. Podobnym zptsobem je mozné enzymaticky rozvolnit buiiky v laboratornich

podminkach standardni trypsinizaci. Ziskand suspenze bunck je nasprejovana Ci
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nakapdna na ranu. Jako doplnéni bun&tné soucésti biologického krytu jsme v nasi
modifikaci metody pouzili pro kryti aplikované bunéné suspenze bezbunécénou

xenodermis XD, ktera ma sama o sob¢ hojivé a stimula¢ni u¢inky na rany.

Odbér kiiZe a izolace keratinocyti

Na zacatku operace byl pacientovi s rozsdhlymi popaleninami odebran tenky dermo-
epidermélni §tép klze (sila 0,15-0,30 mm; velikost 2-4 cm?). Kize byla vlozena do
trypsinu v ReCell® systému (Obr. 20) v uzaviené zkumavce a inkubovana 30-40 min ve
37°C. Po vyjmuti z trypsinu byla kiize oplachnuta v SCL (sodium compound lactate,
soucast kitu ReCell®) a poté oddélena epidermis od dermis, ¢imz se uvolnily bazalni
buniky. Rozvolnéni klze bylo dokonceno seSkrabanim zbytkdi bun€k zkize nebo
roztfepanim v minitfepacce (vortexu). Vytézek bungk byl mezi 2.2 - 2,7x10° bungk z 1
cm’” kiize. Buiiky ziskané z 1 cm” kiize byly aplikovany na 80 cm” ranné plochy. Doba

potiebné ptipravy nepiesahovala 45 min od odbéru vzorku.

Obr. 20. ReCell systém. A) Systém jamek se zahiivanim, enzymy, roztoky. Do 1. jamky
s trypsinem se viozi maly vzorek kiize na 30-40 min pii 37°C. Oddélime epidermis od dermis
(rozvolnéni bazalnich bunék), sneseme z dermis zbytky bunek. Suspenzi zfiltrujeme pres sitko,
naredime v SCL (sodium lactate solution) a nasprejujeme ¢i nakapeme na ranu. B) Hlavni
vyhodou je priprava suspenze autolognich bunck v prithéhu operace na operacnim sale.
Sendvicové Kkryti Siroce sit'ovaného autotransplantitu

Pacientovi byl odebran dermoepidermalni kozni $tép o sile 0,2—-0,3 mm a sitovan 1:3
(8 pacienttl) nebo 1:6 (6 pacientll). Na jednu ¢ast ranné plochy byla aplikovana bunééna
suspenze nakapanim pfiblizné 3x10* bunék/cm?® do ok autotransplantatu (Obr. 21) a
plocha kryta XD (Obr. 22) meshovanou v poméru 1:1,5 (skupina buriky+XD). Druha
¢ast plochy byla kryta pouze tizce meshovanou XD (skupina XD). Tieti ¢ast ranné plochy

byla kryta standardnim postupem - mastnym tylem Grassolind®.
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Obr. 21. Kryti Siroce meshovaného autotransplantatu XD a burikami. A) liizko rany po
tangencialni nekrektomii. B) Rana je kryta dermoepidermalnim autostepem meshovanym
v pomeru 1 : 6. C) Aplikace suspenze bunek do ok Siroce sitovaného autotransplantatu.
Na snimku je patrny rozdil v pomeéru expanze 1:3 (leva strana) a 1:6 (prava strana). D)
XD (mesh 1:1,5) priloZzend na autotransplantat (mesh 1:6).

Vysledky hojeni

Hojeni autostépu expanze 1 :3 Rany kryté autosStépem sitovanym 1 : 3 se pod vSemi
testovanymi kryty (buriky+XD, XD, kontrola) zahojily do 9 dnti. Relativné mala expanze
nedovolovala exaktné¢jsi diferenciaci v hojeni pod vSemi testovanymi kryty. Hojeni ploch
krytych XD s buitkkami i bez bun€k bylo dle orienta¢niho vyhodnoceni rychlejsi nez

hojeni kontroly.

v

Hojeni autostépu expanze 1 : 6 Signifikantni rozdily bylo mozné sledovat az u vyssi
expanze 1:6. Z celkem 6 oSetfenych pacientii byla u jednoho pacienta plocha
infikovana (staf. aureus) a doslo ke ztraté $tépl v celém rozsahu plochy, jeden pacient
zemfel. V tabulce ¢. 4 jsou uvedeny vysledky transplantace u ¢ty pacienti pod
jednotlivymi kryty. Nejrychlejsi reepitelizace byla makroskopicky pozorovana u skupiny,
kde do ok $tépu byla aplikovana bunécna suspenze a kryta XD (skupina burtky + XD)
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(Obr. 22). Delsi doba epitelizace byla u skupiny, kde autotranspantat byl kryt pouze XD
(skupina XD). Ob¢ skupiny kryté XD vykazovaly tvorbu pevné epidermis. U skupiny
kryté Grassolindem® (kontrola) byla epitelizace pomald, mezery mezi mistky $tdpu se
zcela nezhojily a kvalita nové vytvofeného epidermalniho krytu byla nizka. Nové vznikla
epidermis byla kiehkd, snadno se mechanicky lamelovit¢ odlu¢ovala od lizka réany,

sekundarné se misty infikovala (Obr. 22).

Tab. 4. Epitelizace Siroce sit’ovaného transplantdtu 1:6 pod jednotlivymi kryty (buiiky+XD,
XD, kontrola Grassolind®), popdleniny III. stupné

pac. pohlavi vék %BSA  uraz operace kryt % zhoj. plochy/den zhojeni kvalita epidermis

1. muz 42 56 vybuch  19.den  buiky+XD 100%/ 9. den pevna

XD 100%/12. den pevna

kontrola 50%/20. den kiehka, rozpada se
2. Zena 47 45 hoteni  24.den  bunky+XD 100%/12. den pevna

XD 100%/14. den pevna

kontrola 40%/20. den krehka, rozpada se
3. Zena 50 30 horeni 20.den  bunky+XD 100%/11. den pevna

XD 100%/13. den pevna

kontrola 40%/20. den kiehka, rozpada se
4. muz 61 61 vybuch  22.den  bunky+XD 100%/14. den pevna

XD 100%/17. den pevna

kontrola 30% /20. den kiehka, rozpada se
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Buiiky-+XD
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Obr. 22. Hojenti Siroce sit ovaného autotransplantdatu na popdleniné I11. st.

Pacient 61 let byl popadlen pri vybuchu propanbutanové lahve, popaleniny I1.- Il .stupné na 61 %
povrchu téla. Stav komplikovan naslednou infekci, lécba antibiotiky. Tri tydny po urazu provedena
autotransplantace plochy na stehnu. Po sneseni granulacni tkané rana kryta stiedné silnym Stépem
sitovanym 1:6 na 3 % télesného povrchu. A) Den 0 - lizko rany po epifascialni nekrektomii
pripraveno k autotransplantaci. B) Den 0 - autotransplantace: Plocha rozdélena nad kolenem
priblizné na tretiny, v pravé casti aplikovany rozvolnéné buiiky ve formé suspenze, kryto dvema
platy vzce meshované XD (bunky+XD), vievo kryti pouze meshovanou XD, zbytek plochy kryt
pouze Grassolindem®™ (K - kontrola) a obklady s Furantoinem. Jako povrchni kryt celé plochy byl
pouzit mastny tyl Grassolind®, prevaz gizou. C) Den 3: Plocha krytd Grassolindem®. Pri
odklopeni tylu je videt mesh 1:6 na kontrolni plose. Rana cista, bez znamek infekce. D) Den 10:
V misté kde byly aplikovany bunky+XD je patrny celistvejsi kryt, ale i v mistech, kde byla
aplikovdna pouze XD, je patrnd epitelizace vyraznéjsi nez v kontrolni oblasti s Grassolindem®.E)
Den 13: celkovy pohled na ranu s jasné viditelnou hranici hojeni vSech tii ploch. Misto, kde byly
bunky (bunky+XD), je prakticky na 98 % zhojeno. Misto, kde byla XD (XD) je zhojeno z 80 %.
Kontrolni plocha krytd Grassolindem® (K) je nezhojena, cetné zbytkové plochy v misté meshe. F)
Den 64: Kvalitné zhojena plocha v pripadech, kde byla pouzita XD s bunikami i XD bez bunék;
klinicky neni patrny rozdil. Jizevnata tkan je relativné pevnd, s minimem zbytkovych ploch tam, kde
nebylo dokonalé zakryti XD. Kontrolni oblast, kde byl mesh 1:6 kryt pouze Grassolindem® (K), je
fragilni, s dosud nezhojenymi povrchnimi defekty, s tendenci k zatrhavani a rizikem sekundarni
infekce plochy.G)78. den po urazu — plochy zhojeny. H) 78 .den po urazu - detail plochy.
Makroskopicky neni znatelny rozdil mezi misty s rozdilnymi kryty,
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Graf 1. Prubéeh epitelizace Siroce sitovaného transplantatu (1:6) pod sledovanymi kryty
u pacienta ¢. 4 s popaleninami IL-1I1. st. na 61% povrchu téla. Vsechny 3 kryty byly aplikovany
na plochu s popdleninami Ill. st. po nekrektomii.

Histologie hojeni krytu XD-+bunky je zobrazena na Obr. 23

Obr. 23. Histologie hojeni po aplikaci burniky+XD. V biopsii odebrané 7. den po aplikaci
bunék + XD (odbeér uprostied oka autotransplantatu sitovaného 1: 6) je vidét tvorici se
epidermis s 2—5 vrstvami keratinocyti (Sipka). Hematoxylin-eosin.

54



5.5 Opakované hojeni odbérové plochy u rozsahle popaleného pacienta

Devitilety pacient piijat v bfeznu 2012 na KPM FNKV s popalenim na 90% povrchu
téla III. st. (Obr. 24 - 29) Odbérova plocha byla limitovdna na vlasatou ¢ast hlavy (Obr.
27), obé nohy (Obr. 25, 26), skrotum a hyzdi. Provedeny nekrektomie ploch a k uzavéru
plochy v rozsahu cca 50% povrchu téla (koncetiny, zdda) byla pouzita artificidlni klize
Integra (obr. 2) .

V technice uzévéru rany byla pouzita metoda mikrograftingu v pomérech expanze 1:6
a 1:9 a meshovani v Sirokych expanzich (1:4-1:6) v kombinaci se smési autolognich
bunck.

Odbérové plochy na nohou, skrotu, hyzdi a hlavé (Obr. 27) byly opakované
odebirany. Naptiklad kize na dorsu nohou byla odebirana celkové 6x (Obr. 26). Usp&iné
a rychlé hojeni odbérti bylo klicovym momentem ve strategii kozni transplantace a
umoznovalo nam intenzifikovat kozni transplantace. Akceleraci hojeni limitovanych
odbérovych ploch jsme dosdhli kombinaci Xe-Dermy a smési autolognich bunék,
ziskanych béhem operacniho vykonu metodou Re-Cell ¢i v laboratornich podminkach
standardni trypsinizaci. V prabe&hu 1écby nedoslo k infekci odbérovych ploch, opakovana
re-epitelizace v rizikovych mistech jako napf. dorsum nohy probihala bez komplikaci.
Kombinace jednotlivych metod hojeni Siroce meshovanych transplantatt i akcelerace
hojeni odbéri kombinaci smési autolognich bun¢k a acelularni prasec¢i dermis vedly

k zahojeni ditéte s extrémnim rozsahem hlubokych popalenin (Obr. 28, 29).
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Obr. 24. Devitilety chlapec popdlen po neopatrné manipulaci s redidlem na 90 %
povrchu téla, popadleniny III. stupné.

g

C
Obr. 25. Odbér dermoepidermdlniho $tépu - aplikace smési bunék a Xe-Dermy. A) Air-
dermatomem je odebran tenky dermopidermalni Step z nozicky. B) Po dukladné hemostaze je
odbérova plocha pripravena k prilozeni krytu. C) Aplikace smési autolognich bunék ziskanych
modifikovanou metodou ReCell na odbérovou plochu. D) Plocha je po aplikaci kryta Xe-Dermou,
Jjako dalsi kryt pouzit mastny tyl a obklad s Prontosanem.
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Obr. 26. Hojeni odbérové plochy. A) 7 dnii po odbéru Stepu: XD se spontanné odlucuje od
spodiny rany, ktera je kryta epitelem. B) 10 dnit od odbéru stepu: Plocha je pripravena k dalsimu
odbéru.

c
Obr. 27. Odbér transplantdtu z vlasaté casti hlavy. A) Po tumescenci odbérové plochy
roztokem epinefrinu proveden air-dermatomem odbér Stépu z viasaté casti hlavy. B) Na
odbérovou plochu je strikackou aplikovana smes bunék. C) Odberova plocha je po
aplikaci smési bunék kryta XD. D) 12 dnit po odbéru je plocha zhojena kiehkym
epitelem.

r o wvr
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Obr. 28. Kombinace Xe-Dermy, smési autolognich bunék a meshovanych transplan-
tatii na krku a obliceji. A) Aplikace bunék na plochu krku a obliceje 5. den po prilozeni
meshovaného stépu. Meshovany stép byl na komunikativni partie pouZit z ditvodu kriticke
absence odbérovych ploch. B) XD priloZzena na plochu po aplikaci bunék.
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Obr. 29. Pacient v pritbéhu rehabilitace na détském oddéleni

A) Plochy v rozsahu 90% povrchu téla transplantovdany. Na oddéleni zahdjena casnd
rehabilitace k minimalizaci nadsledkit urazu - na fotografii prvni samostatné kriicky na
prevazovné 4,5 mesice po urazu. B) Po 6 mésicich chlapec propustén z nemocnice do
ambulantni péce. Fotodokumentace pouzita se svolenim rodicii pacienta.
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6 DISKUZE

Pouzivani §tépt praseci klize - xenotransplantatti je Uzce spjato s historii Kliniky
popaleninové mediciny FNKV [Konigova, 1996; Klein et al., 1995]. Metodika pro odbér,
zpracovani a skladovani xenotransplantétli z vepfovych kruponii byla vyvinuta jiz v roce
1973 v kozni bance popaleninového centra v Legerové ulici v Praze zalozeného v r. 1953
[Moserova et al., 1974; Moserova a Houskova, 1988]. Nativni xenotransplantaty byly
v dalSich dekadach uspésné pouzity u tisicii pacientl na rGzné druhy akutnich i
chronickych ran na KPM 3. LF UK a FNKYV [Dvofankova et al., 2004].

V roce 2005 byly odbéry xenotransplantati ukonceny vzhledem ke zméné
legislativy EU pro nakladani se zdravotnimi prostfedky zvifeciho piivodu. K do¢asnému
kryti popalenych ploch se nyni pouZivd celé¢ spektrum syntetickych materiald
(hydrokoloidt, alginatii, polymert, silikonti atd.) Ani jedna z této skupiny docasnych
syntetickych kryti nevykazuje biologickou aktivitu, jejich indikace jsou Casto limitovany
a lze je jen obtizn¢ srovnavat s biologicky aktivnimi xenostépy [Jones et al., 2002].

Cilem ptedkladané dizetacni prace bylo posouzeni vlivu bezbunécné praseci dermis
Xe-Dermy na hojeni popalenin. Bezbunécna praseci xenodermis byla ptivodné vyvinuta
ve spolupraci 3. LF UK s Ustavem molekulani genetiky AV CR jako podklad pro
pestovani lidskych keratinocytl. Xenodermis méla slouzit jako matrix pro bilamindrni
koZni nahradu, skladajici se z prase¢i dermis a lidskych keratinocyti [Matouskova et al.,
1993]. Hlavnim smyslem bylo vyvinout kompozitni kozni nahradu (,,recombined
human/pig skin“, RK), obsahujici nejen epidermalni, ale i dermdlni slozku. Lepsi
manipulovatelnost, adhezivita a stabilita bilaminarni ndhrady méla ptinést lepsi klinické
vysledky v porovnani s aplikaci samotného epidermdlniho kultivovaného porostu.
S rekombinovanou kizi (RK) bylo dosazeno velmi dobrych klinickych vysledki pii
aplikaci v orientaci buitkami sméfujicimi do rany (,,upside-down*) [Matouskova et al.,
1997; 2001; 2006]. V poslednich letech pouziti RK brénila naro¢na legislativa EU.

Ukazalo se vSak, ze i xenodermis bez lidskych keratinocyti ma vynikajici hojivé
ucinky [Matouskova at al., 2002; Brychta et al., 2007]. Od roku 2008 je bezbunétné
sterilni xenodermis vyrabéna a dodavéana na trh pod firemnim nazvem Xe-Derma®.

Pro osvétleni hojivého tcinku a bioaktivity XD jsme zjistovali, zda XD podporuje
rust a stratifikaci keratinocytli stejné jako jeji laboratorni ptredchiidce ,.cell-free pig
dermis® [Matouskova et al., 1993] a jakou roli pro tvorbu epidermis hraje pfirodni

struktura XD.
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Stratifikace a morfologicka diferenciace keratinocytlli mlze byt dosazena in vitro
v organotypickych kultivacnich systémech na rdznych dermalnich substratech
péstovanych na rozhrani médium-vzduch [Prunieras et al., 1983]. Bioaktivita XD in vitro
byla studovéana organotypickym kultivacnim testem. Po vyzvednuti xenodermis, porostlé
monolayerem epitelidlnich bunc¢k, na rozhrani médium-vzduch zacaly keratinocyty
stratifikovat a diferencovat. Behem tydne vytvotily na XD vicevrstevnou epidermis (5-15
vrstev) s bazalni, spindlni, granularni a ¢astecné€ 1 rohovou vrstvou. Ve vzniklém modelu
kGize (lidské keratinocyty na XD) byla studovdna pfitomnost a distribuce vybranych
markeru diferenciace keratinocytld. Exprese a distribuce diferenciacnich markert HMW
CK, CD29, involukrinu a p63 in vitro byla porovnana s expresi in vivo, konkrétné
s neoepidermis na hojici se hluboké dermdlni popaleniné, ktera byla po odstranéni
nekrotické tkan¢ krytd XD a u niz zbytky koznich adnex v retikularni ¢asti korialni sité
zustaly zachovany. Exprese a distribuce HMW CK, CD29 a involukrinu in vitro
odpovidala jejich expresi in vivo v (v normdlni kiizi i v neoepidermis). Protein p63 byl in
vivo exprimovan ve vrstvé bazalnich a ve frakci suprabazalnich bun¢k, zatimco in vitro
byl pfitomen jen u bazdlnich bunék. Protein p63 je markerem progenitorovych a
tranzitnich bun¢k, které jsou dulezité pro proliferacni potencial stratifikovanych epitelti
[Koster a Ropp 2004]. Morphologie epidermis in vitro (na XD) byla velmi podobna
neoepidermis (pod XD), kterd vznikla na popalenin¢ in vivo ze zbytkii koznich adnex.
Kontrolni plocha - rana, kterd byla kryta pouze bavlnénou, impregnovanou tkaninou
Grassolind, nejevila (na rozdil od plochy kryt¢ XD) znamky neopeitelizace, ackoli jsme
histologicky prokazali v [izku rany ¢ast adnex.

Na nékterych biologickych materidlech odvozenych od xenogenni ¢i alogenni dermis
jsou kultivované keratinocyty schopné proliferovat, stratifikovat a diferencovat. Tato
schopnost je zavisld i na konkrétni struktufe biologické matrix dané jeji piipravou
(zpisobem sterilizace, skladovani, pfitomnosti elastickych vlaken, pfitomnosti cizorodych
chemickych latek, porozitou, antigenicitou atd.). Epitelidlni buiiky stratifikuji 1 na matrix
tvofené kolagenem s fibroblasty (Apligraf, OrCel). Na vétSin€ syntetickych materiald,
které jsme orientacné testovali (jako napi. Grassolind, Viacell, Askina) nemohou buiiky
rust, nebot’ se na tyto materidly nemohou pfichytit (adherovat). Ze syntetickych materiala
jsou bunky schopny do jist¢ miry rast, ale nikoli stratifikovat, na Suprathelu
(biodegradibilni D-L-lactat caprolakton) [Nolte et al., 2007] a semisyntetickém krytu
Biobrane, ktery obsahuje kolagen [Kopp et al. 1996]. Na lyofilizované praseci dermis
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Xenoderm [Hosseini et al., 2007] epidermalni buiiky rostou 1 stratifikuji, ale vzhledem
k rozvolnéni vldken kolagenu po lyofilizaci migruji také do vnitinich struktur dermalni
matrix.

Vysoce organizovany rust keratinocytti na XD oproti chaotickému rtistu bun€k na
¢isttm 3D kolagenu (Biopad) s termindlni diferenciaci keratinocytl uvnitf equinni
kolagenni matrix potvrzuje nasi doménku, ze pfirodni biologické struktura dermis hraje
vyznamnou roli ve formovani epidermalni architektury. Signaly z podpirné
mezodermalni tkané jsou dulezitym spoustéCem epidermalni diferenciace a regenerace
[Koster et al. 2004]. Nase vysledky jsou v souladu s vysledky Feng a kol., kteti ve své
praci dokazuji, ze acelularni prase¢i dermalni matrix svou strukturou vytvari idealni
prostiedi pro akceleraci regenerace epitelidlnich kmenovych bunék piitomnych v reziduu
koznich adnex u hlubokych demalnich popalenin, coz vede k urychleni hojeni
s pozitivnim vlivem na nezadouci hypertrofii jizev [Feng et al., 2006].

Experimentalné prokazany pozitivni vliv acelularni praseci dermis na proliferaci a
diferenciaci koznich buné€k jsme v klinické praxi vyzkousSeli na Sirokém spektru ran
ruzné etiologie.

Nejcastéj$im typem rany, se kterou se pravidelné setkdvame pievazné u détskych
pacienti, povrchni kozni ztrita (popalenina II.A stupn€) vznikd opafenim. Vlivem
termické noxy dochazi ke ztraté epidermis a nejpovrchnéjsi ¢asti dermis. Spodina je dobie
prokrvena, test kapilarniho navratu je pozitivni (“capillary return test”). Pokud nedojde ke
konverzi, rana se hoji do 14 dni ad integrum bez vytvoteni jizvy [Herndon, 2007]. Cilem
lécebné strategie je ochrana rany pied pfi¢inami konverze jak mistnimi, tak celkovymi.
Z mistnich se jedna hlavné¢ o vysychani, infekci (Staphylococcus aureus v prvych 3-4
dnech), kolaterdlni edém a mechanickou traumatizaci. Z celkovych faktora, které proces
hojeni ovliviiyji jsou hlavni porucha mikrocirkulace v ramci Soku a generalizovaného
edému, pfitomnost komborbidity, sepse a podavani 1€kti s negativnim vlivem na
imunologickou odpovéd’ pacienta (napt. kortikoidy). Povrchni popaleni II. stupné je
velice bolestivé. Aferentni bolestiva signalizace z obnazenych volnych nervovych
zakonceni je velice intenzivni a mize zhorSovat celkovy stav pacienta pretrvavajici
aktivaci stresové osy HPA [Konigova et al., 2010]. XD spliiuje celou fadu vyhod
moderniho docasné¢ho krytu: bezproblémové skladovani, rychlou piipravu, vybornou
adhezivitu, semipermeabilitu pro tekutiny a plyny, transparentnost, jez umoznuje sledovat
vznik a vyvoj zmén popalené plochy pod krytem [Zajicek et al., 2008].

Po aplikaci XD na ranu dojde k pevné vazbé kolagenu matrix a llzka rany. Piekryti
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obnazenych nervovych zakonceni vede k signifikantnimu sniZeni bolestivosti plochy a
zmirnéni stresové odpovédi na uraz. XD pevné Ipi ke spodin¢ a neni nutné ji ménit,
dokud nedojde k jejimu spontannimu odlouceni od zhojené ranné plochy.

Praveé snizeni bolestivosti plochy bez nutnosti reaplikace favorizuje XD pii jejim
pouziti u malych déti. Moderni syntetické kryty také vykazuji celou fadu pozitivnich
vlastnosti na hojeni popaleninové rany. V klinické praxi je Casto pouzivana skupina
hydrogelovych kryt. Hlavnimi vyhodami této skupiny syntetickych materialii je vedle
vysoké absorpcni kapacity i dobra hydratace rany a sniZzeni bolestivosti po aplikaci
[Eisenbud et al., 2003; Thomas a Hay, 1996]. V nasi kazdodenni klinické praxi stojime
pfed otdzkou volby mezi dvémi srovnatenymi skupinami krytd: syntetickych a
biologickych. V naSi studii jsme porovnali prfedstavitele modernich hydrokoloidnich
kryti Askinu a acelularni praseci dermis Xe-Dermu v retrospektivni studii u détskych
pacientl 1écenych na KPM FNKYV v Praze.

Vyhodnotlili jsme dtlezité parametry hojeni u dvou srovnatelnych skupin déti.
Skupina 43 détskych pacientti byla 1é€ena pomoci Askiny, druhd skupina byla lé¢ena
pomoci XD. Skupina déti 1éCenych XD méla vétsi rozsah popalené plochy. Mezi
hodnocené parametry patfila doba celkové epitelizace, mnozstvi infekénich rannych
komplikaci, rozsah konverze na hluboké dermdlni ztraty a nutnost reaplikaci. Hodnoceni
bolestivosti jsme vzhledem k nepiesnému kvalitativnimu hodnoceni bolesti v této nizké
vekové skuping (pramérny veék byl 19 mésicti) neprovadéli.

Pti vyhodnoceni sledovanych parametri obou skupin jsme nenaSli statisticky
vyznamny rozdil v dob¢ hojeni, konverzi a incidenci infekénich komplikaci, ackoli déti
1é¢ené XD byly opafeny na statisticky vyznamné vétsi ploSe povrchu téla. Statisticky
signifikantni rozdil byl zjistén v poctu reaplikaci. U skupiny pacienti lé¢enych
syntetickym hydrokoloidem Askina byla nutna k uplné epitelizaci opakovana reaplikace,
coz si vysvétlujeme presdhnutim absorpcni kapacity hydrokoloidu s nutnou vymeénou.
U déti 1écenych XD doslo k pevné vazbé kolagenu praseci dermis a fibrinu lizka rany.

Pokud se piedeslo infekci, nebylo nutno XD ménit a v intervalu primérné 8 dnii doslo
k spontannimu bezbolestnému odlouc¢eni XD od jiz zhojené plochy. Kazdd vymeéna
krytu je spojena nejen s bolestivosti, ale i s vys$sim rizikem infekce rany. Infekéni
komplikace byly u skupiny s hydrokoloidem ¢ast&jsi (pfi power analyze vyssi nez 31%),
ale bez statistické vyznamnosti. Piesnéj$i vyhodnoceni tohoto parametru by znamenalo
amplifikaci dat. Hosseini prezentoval ve svém souboru opaienych déti dobré vysledky

hojeni pii pouziti komeréné dostupné lyofilizované praseci dermis Xenoderm [Hosseini
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et al., 2007, Choukairi et al., 2008]. Dle naSich zkuSenosti je nutnd vyrazné delsi pfiprava
produktu imerzi (30-60 min) pied vlastni aplikaci. XD vyzaduje dvou az tfiminutové
namoceni. Po aplikaci na ranu se Xenoderm béhem nékolika dnti spontdnné rozpada a je
nezbytnd jeho vymeéna, coz si vysvétlujeme rozvolnénim kolagennich vldken pii
lyofilizaci. V porovnéni s XD je Xenoderm méné transparentni.

Hluboké dermalni ztrata - popalenina stupné I1.B, patii k nejkomplikovanéjSim typtim
popaleninové rany. Na rozdil od povrchni ztraty kize extenduje poranéni az do hluboké
retikularni  ¢asti dermis. Spodina rany je ischemizovana trombodzou subpapilarnich
koznich plexti. Edém se na rozdil od povrchni opafeniny vytvaii prevazné v intersticiu
dermis a zhorSuje mikrocirkulaci. Réana je nachylnd k infekci a konverzi na ztratu kize
v celé tloustce. Hojeni hlubokého dermalniho popaleni trva 3-5 tydnid. Epitelializace
takovéhoto typu rany je mozna ze zachovalych kmenovych bun¢k koznich adnex , ale za
cenu jizevnatého zhojeni.

Zlatym standardem v terapii ploch II.B stupné¢ je aplikace SSD [Miller et al., 2010;
Atiyeh at al. 2005; White 2005]. K jeho vyhodam patii antibakteridlni aktivita proti
Sirokému spektru gr.+ 1 gr- bakteriim, snadna relativné bezbolestna aplikovatelnost, nizka
absorbce. Jeho pouziti je u 5-15% pacientl spojeno s tranzitorni leukopenii, systémovy
ucinek sulfonamidu mize vyjimecné zpisobit krystalurii a methemoglobinemii.
Popisovana je i bolestivost, paleni a hypersenzitivita [Fisher et al., 2003; Agarwal a
Gawkrodger, 2002]. Mlze vzniknout i1 rezistence nékterych bakterii [Bridges a Lowbury,
1977]. U povrchnich popalenin SSD brzdi epitelizaci [Poon a Burd, 2004], nelze ho
pouzit u déti mladSich tfi mésich. Pro udrzeni antibateridlni aktivity se doporucuje krém
2x denné¢ meénit. V porovnani s XD jsou ndklady na 1é¢bu vyssi. XD po aplikaci na
plochu pevné Ipéla k lizku rany, nebyla nutna jeji vyména. Pacienti udéavali v porovnani
s aplikaci SSD sniZenou bolestivost. Vysledky vSak nelze vzhledem k malému souboru
pacientil 1épe verifikovat. Hlavni nevyhodou XD v hojeni je absence antibakterialni
aktivity. V ptipad¢, ze je na plosSe pfitomna infekce, po piekryti plochy dojde k rychlému
pomnoZeni bakterii a tim i sekundarni konverzi rany. Usp&sné zhojeni plochy I1.B stupné
pomoci XD je dle naSich zkuSenosti mozné piedevsim u Cerstvych, neinfikovanych ran.

Plocha po odberu dermoepidermalniho stepu je aseptickd rana definované hloubky.
Hojeni odbérové plochy je také multifaktoridlni. Z mistnich faktorii je to krom¢ druhu
aplikovaného krytu ptisné asepticka péce. Svou roli hraje 1 lokalizace odbéru.
Nejvyhodnéjsi odbérovou plochou jsou mista se silnou dermis a velkym mnoZstvim

vlasovych folikuld jako napft. vlasata ¢ast hlavy [Khalid et al., 2008]. Hojeni odbérového
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mista Stépu v mistech mechanické traumatizace stenkou dermis a redukovanym
mnozstvim adnex byva zatizeno komplikovanéjSim hojenim. Mezi rizikové skupiny
pacientli s oCekavanym prolongovanym a komplikovanym hojenim odbéra patii
polymorbidni  gerontologicti pacienti. Epitelizatni  schopnost atrofick¢ kuze
s redukovanymi  adnexy je sniZzena. Hojeni byva alterovano i1 pfitomnosti jinych
systémovych onemocnéni jako napt. DM. Pouziti XD ke kryti odbérovych ploch zvlasté
u potencialné rizikovych skupin ma pozitivni efekt na hemostazu, biologicky aktivni tkan
prase¢i matrix doda do rany dermalni prvky, poskytuje substrat pro adhezi a proliferaci
bun¢k a vytvafi ochranny kryt, pod kterym vznikd vhodné prostiedi pro spontanni
epitelizaci rany. Xe-Derma se pevné prichyti k lizku rany, neni nutné ji ménit a
umoziuje ¢asnou rehabilitaci pacienta. V ptipadé kritickych popaleninovych urazl je
nutné odbérové misto vyuzit i nékolikrat a odbéry jsou provadény casto nékolik tydnt ¢i
mésicll po traumatu. Pacienti jsou v této akutni fazi popaleninového tirazu pod vlivem
extrémniho  hypermetabolismu, organizmus je Casto osidlen rezistentnimi
mikroorganizmy a potencidl hojeni povrchnich ran, vzniklych opakovanym odbérem
Stépt je vyrazné oslaben.

Moderni metody pro hojeni ran zahrnuji 1é€bu pomoci bunécné terapie — keratinocyt
nebo sloZenych biologickych kryt obsahujicich i vice druhti bun¢k. Buiiky jsou vétSinou
kultivované, coz je ¢asoveé naro¢né [O‘Connor et al. 1981; Braye et al. 2000]. Nekteré
studie z poslednich let ukazaly, ze 1 nekultivované buiiky mohou byt vyuzity k hojeni ran
ruzné etiologie [Navaro et al., 2000; Van Geel et al., 2001; Gravante et al., 2007; Wood
et al. 2007] nebo pro repigmentaci ploch u vitiliga [Mulekar et al., 2008].

V poslednich letech se zaCaly pro terapii vyuzivat i buiiky Cerstvé izolované z kiize
pacienta [Gravante et al. 2007; Wood et al. 2007]. Byly vyvinuty 1 komer¢ni kity pro
disociaci bun&k kiize, napt. ReCell® (méa CE znacku) — jednorazovy kit pro ziskani bungk
z malého $té€pu kiize a okamzitou aplikaci bunék na ranu. Zpracovani a rozvolnéni tkané
se déje v prubéhu operace bez nutnosti specializované kultivacni laboratofe. Tim se
urychli pouziti bunék bez dlouhé a naro¢né faze kultivace keratinocytl. Autologni
Cerstvé izolované bunky jsou smési keratinocytl, fibroblastli, melanocytd,
Langerhansovych bunék i krevnich elementtl, jejichz ristové faktory vedou ke stimulaci
hojeni riznych typt ran. Byla prokdzana i schopnost téchto bunc¢k se v rané uchytit a
proliferovat [Navarro et al., 2000]. Princip metody je jednoduchy, trypsinizaci se
rozvolni vzorek kiize na jednotlivé bunky a suspenze se nakape nebo nasprejuje na ranu.

Na kazuistickém pifipadu détského pacienta s popaleninami III. stupné na 90%
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povrchu téla jsme vyuzili kombinaci acelularni prase¢i dermis se suspenzi bunéck
ziskanych metodou ReCell®/trypsinizaci v priibdhu operace z malého tenkého odbéru
kiize pacienta. Hlavni praktickou vyhodou kombinace XD a smési koznich bunék
aplikovanych ve form¢ kapek suspenze pifimo na operacnim sale byla moznost
okamzitého pouziti. Cas piipravy bunéné suspenze nepiesidhnul 50 minut. Hojeni
odbérovych ploch pfi pouziti této techniky umoznilo Castéjs$i opakovani odbér. Dodani
samotné suspenze koznich bunék na odbérovou plochu se ndm jevilo neefektivni
vzhledem k rychlé absorbci roztoku do povrchniho mulového obvazu. Xe-Derma svymi
biomechanickymi vlastnosti vytvaii idedlni kryt, ktery udrzi suspenzi bun¢k na rané a
svymi unikatnimi biologickymi vlastnostmi podpoii proliferaci a migraci dodanych
keratinocytli 1 dalSich bunécnych elementli na rané. Dulezité bylo, Ze opakovanym
rychlym hojenim odbérovych ploch bylo umoznéno odebirat autologni Stépy pro
transplataci hlubokych popalenin III. st. a kryti vaskularizované nahrady dermis Integry
(aplikované pred 3- 5 tydny). Vysledkem bylo zahojeni pacienta béhem 5 mésicii, coz je
vzacny piipad 1 ve svétovém méftitku.

Dalsi modifikaci této metody je vyuziti kombinace dvou kvalitnich biologickych
krytl - suspenze autolognich koZznich bun¢k a aceluldrni prasec¢i dermis XD pro podporu
hojeni ploch mezi mistky Siroce expandovaného autotransplantatu u kriticky popalenych
pacientll. Pro studii jsme pouzili meshovani v poméru 1:6, kde byly vysledky dobie
patrné. Vyssi poméry expanze jako napt. 1:9 v praxi nepouzivame vzhledem k obtizné
aplikaci na ldzko rany. Ultratenké a dlouhé mistky $t€pu maji tendenci k rolovani a
nepfilnou tak na lizko rany. Expanze kize v poméru 1:3 neumoznila signifikantni
posouzeni epitelizace

Makroskopické i1 histologické vysledky nasi studie u rozsahle popalenych pacient
ukézaly, Ze nejlépe probihalo hojeni po aplikaci suspenze epidermélnich bunck krytych
XD, ale piekvapivé dobrou stimulaci (a kvalitu kiize) navodila i samotnd XD, coz
potvrzuje nase predchozi zavéry o pozitivnim vlivu acelularni prase¢i dermalni matrix na
rust, stratifikaci a proliferaci epidermalnich bunék, pokud jsou v ranné plose zachovany i
nepatrné zbytky adnex. XD vytvaii v sendviCovém krytu matrix pro bunécné elementy,
které jsou kolagennimi a elastickymi vlakny tohoto biologického krytu stimulovany
k proliferacni aktivité¢. XD také slouzi jako mechanicka ochrana rany pted vysychanim.
Ptredpokladame, ze XD vytvoiené mikroprostiedi zvySuje pravdépodobnost uchyceni
frakce rozvolnénych bun€k na lizko rany - pacientovy buiiky se po ukotveni nejen samy

déli, ale svymi ristovymi faktory pfispivaji k rychlejsi proliferaci epidermalnich bun&k
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migrujicich z muistki sit¢ dermoepidermalniho $tépu.

Problematické byla zpocatku aplikace bunécné suspenze na ranu. Pfi pouziti ru¢niho
spreje (injekéni stfikacka se sprejovacim nastavcem) dochéazelo k velkému rozptylu
aerosolu bun¢k a aplikace do prostori mezi mustky St€pu byla nepiesna. Aplikace
suspenze stiikackou s jehlou je sice ptesnéjsi, ale v ptipad¢ konvexnich ploch suspenze
bunck castecné stékala mimo aplikovany prostor. Nejlépe se ndm osveédCilo nakapat
suspenzi pfimo na rozprostitenou Xe-Dermu, kterou jsme pak aplikovali buitkami do rany
(otocili ,,upside down*). Na hydrofilnim povrchu XD se kapky suspenze kratkodobé¢
udrzely. Vytézek z odbéru 1 cm?® (cca 2,5 miliontl bundk) jsme aplikovali na 80 cm?
rany, pozdéji u odbérovych ploch kriticky popaleného chlapce a u sendvicové techniky
jsme pokryli z 1 em® rozsahlejsi rannou plochu (az 200 cm?). Vyhodna by mohla byt i
kombinace bunék s fibrinovym lepidlem, ktera by krom¢ hemostatického efektu mohla
vést 1 k zlepSeni ukotveni bun€k na lizko rany v n€kterych rizikovych lokalitach. Dle
literatury neni vSak v uchyceni bun¢k na rénu s fibrinovym lepidlem nebo bez jeho
pouziti rozdil [Currie et al., 2003].

Autotransplantat zstava 1 pies pokroky v tkanovém inZenyrstvi jedinou moznosti pro
definitivni uzavér popdleninové rany. U kriticky popélenych pacienti s odbérovou
plochou vétsi nez 60% povrch téla je nutné kozni transplantaty odebirat z nepopalenych
partii opakované [Loss et al., 2000]. Rychla a nekomplikovana epitelizace odbérové
plochy umoziiuje opakovani odbéru. Po kazdém opakovaném odbéru vSak kvalita
Cerstvé reepitelizované plochy klesa a je nutné cekat delsi dobu k zpevnéni krytu
umoziujici dal§i odbér. Jako kryt odbérové plochy jsme v nasi klinické praxi pouzili
celou fadu syntetickych i biologickych materidlt. U ditéte s kritickym popalenim na 90%
povrchu téla jsme pouzili ke kryti odbérovych ploch kombinaci XD a smési autolognich
bun¢k. Vyuziti biologického potencidlu acelularni prase¢i dermis a rGstovych faktori
produkovanych smési Cerstvych autolognich bunék ziskanych b&hem operace vedlo
k rychlé a kvalitni epitelizaci odbérové plochy i u opakovanych odbérit z kritickych
lokalit (dorsum nohy).

V dalsi klinické praci na KPM FNKV bychom se radi zaméfili na akceleraci hojeni

odbérové plochy s vyuzitim zminéné metody u rozsahle popalenych pacientt.
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7 ZAVER

Acelularni prase¢i dermis Xe-Derma je docCasny biologicky  kryt s vyraznym
epitelializacnim potencidlem vhodnym k 1écb€ termického poranéni kuze. Ptirodni
biologickd struktura xenomatrix podporuje proliferaci a diferenciaci lidskych
keratinocytl, a tim urychluje spontanni epizelizaci termicky poskozeného kozniho krytu
do trovné hluboké dermalni. V kombinaci s Cerstvé izolovanymi autolognimi buiikami
ma potencidl 1é¢it kriticky popalené pacienty opakovanou adekvatni 1é€bou odbérovych

ploch a krytim Siroce sitovanych autotransplantata.
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8 SOUHRN

Cilem predkladané dizetacni prace bylo posouzeni vlivu bezbunécné praseci dermis na
hojeni popélenin. Bezbunéfna xenodermis byla vyvinuta na naSem pracovisti a pod
nazvem Xe-Derma® je vyrabéna &eskou firmou.

V predkladané dizertacni praci byly otestovany nckteré kultivaéni techniky pro
péstovani lidskych primarnich keratinocytd. Biologicka aktivita Xe-Dermy (XD) byla
studovana pomoci kultivace a diferenciace keratinocytii na této matrix v organotypické
kultufe na rozhrani médium-vzduch. Histologickou a imunocytochemickou analyzou
keratinocytli in vitro a in vivo bylo prokazéno, Ze rist a diferenciace keratinocytt
pestovanych na XD (in vitro) a tvorba nové epidermis v hluboké dermalni popaleniné
kryt¢é XD (in vivo) jsou velmi podobné. Schopnost stimulovat rist a diferenciaci
keratinocytli prokazuje bioaktivitu XD. Jeji ptirodni struktura a pevnost dana
tifirozmérnou matrix sloZzenou z kolagennich a elastickych vlaken a s povrchem
odpovidajicim bazdlni membrané umoziuje adhezi, proliferaci, migraci a diferenciaci
epidermalnich bunék.

V klinické praxi byla XD pouzita pro 1écbu opafenin u déti. V ramci grantového
projektu IGA byla feSena problematika hojeni Siroce sitovanych autotransplantati u
rozsahle popalenych pacienti pomoci kombinace XD a Cerstvé izolovanych autolognich
epidermdlnich bun¢k. Metoda kombinace Xe-Dermy a autolognich keratinocyti byla
aktudlné vyuzita pro 1é€bu osmiletého chlapce s popaleninami na 90% téla. Rychl¢ a
kvalitni hojeni odbérovych ploch umoznilo vicecetné opakované odbéry z jednoho mista
a vedlo ke zdarnému vyléceni détského pacienta.

Z vysledkll vyplyva, Ze acelularni praseci dermis Xe-Derma je docasny biologicky
kryt s vyraznym epitelializacnim potencialem vhodnym k 1é¢bé termického poranéni
ktze. Pfirodni biologickd struktura xenomatrix podporuje proliferaci a diferenciaci
lidskych keratinocytdi, a tim urychluje spontanni epizelizaci termicky poSkozeného
kozniho krytu do urovné hluboké dermalni. V kombinaci s Cerstvé izolovanymi
autolognimi buiilkami ma potencial lécit kriticky popalené pacienty opakovanou
adekvatni 1écbou odbérovych ploch a krytim Siroce sitovanych autotransplantati.
Rychlejsi  epitelizace mezi mustky meshovaného Stépu a zkraceni doby hojeni
odbérovych ploch vede k redukci ¢asnych i pozdnich komplikaci hojeni ran u kriticky

popalenych pacientt.
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SUMMARY

The submitted dissertation addresses the issue of acellular pig dermis in healing
burn wound. The acellular xenodermis Xe-Derma® (XD) has been developed in our
department (Prague Burn Centrum) in cooperation with the Czech Academy of
Sciences and has been produced by a Czech company.

Several culture techniques for cultivation of human primary keratinocytes were
tested. The bioactivity of XD was studied by a cell culture assay in an organotypic
culture system at the air-liquid interface. We compared keratinocyte proliferation and
formation of epidermis in vitro with formation of neo-epidermis in the deep dermal
wounds treated with XD (in vivo). Morphological and immunohistochemical analysis
of keratinocytes confirmed the similarity of organization and differentiation of the
cultured epidermal cells to the normal epidermis. Ability to stimulate growth and
differentiation of keratinocytes connote bioactivity of XD. The natural structure and
firmness of XD (composed of collagen and elastic fibres with the surface responding
to the basement membrane) enables adhesion,proliferation, migration and
differentiation of epidermal cells.

In the clinical use XD appertains to temporary covers in burn treatment, particularly
on scalds in children. In the frame of grant project IGA there has been investigated
healing of widely meshed autografts in extensive burns with limited donor areas.
Freshly isolated autologous epidermal cells applied into the “windows” of the
autograft were covered with XD and thus protected. This combination has been
used recently in the treatment of a 8-years-old boy who had sustained deep burn
90% of the T.B.S.A. Rapid and solid healing of the donor sites covered with XD
allowed manifold crops from the same area. The surgical task to close the
necrectomized burn was successfully accomplished by support of XD covering

widely meshed autografts and protecting new epithelia in all donor sites.

69



9 POUZITA LITERATURA

Agarwal S, Gawkrodger DJ. Occupational allergic contact dermatitis to silver and
colophonium in a jeweler. Am J Contact Derm 2002; 13(2): 74.

Atherton DD, Tang R, Jones I, Jawad M. Early excision and application of matriderm
with simultaneous autologous skin grafting in facial burns. Plast Reconstr Surg. 2010;
125(2): 60e-61e.

Atiyeh BS, Hayek SN, Gunn SW. New technologies for burn wound closure and healing-
review of the literature. Burns 2005; 31(8): 944-956.

Badiavas EV, Paquette D, Carson P, Falanga V. Human chronic wounds treated with

bioengineered skin: histologic evidence of host-graft interactions. J] Am Acad Dermatol
2002; 46(4): 524-530.

Bannasch H, Fohn M, Unterberg T, Bach AD, Weyand B, Stark GB. Skin tissue
engeneering. Clin Plast Surg 2003; 30(4): 573-579.

Barrandon Y, Green H. Cell migration is essential for sustained growth of keratinocyte
colonies: the roles of transforming growth factor-alpha and epidermal growth factor. Cell
1987; 50(7): 1131-1137.

Bell E, Ehrlich HP, Buttle DJ, Nakatsuji T. Living tissue formed in vitro and accepted as
skinequivalent tissue of full thickness. Science 1981; 211(4486): 1052—1054.

Braye F, Oddou L, Bertin-Maghit M, Belgacem S, Damour O, Spitalier P, Guillot M,
Bouchard C, Gueugniaud PY, Goudeau M, Petit P, Tissot E. Widely meshed autograft

associated with cultured autologous epithelium for the treatment of major burns in
children: report of 12 cases. Eur J Pediatr Surg 2000; 10(1): 35—40.

Braye F, Pascal P, Bertin-Maghit M, Colpart JJ, Tissot E, Damour O. Advantages of
using a bank of allogenic keratinocytes for the rapid coverage of extensive and deep
second degree burns. Med Biol Eng Comput 2000; 38(2): 248-252.

Brem H, Balledux J, Sukkarieh T, Carson P, Falanga V. Healing of venous ulcers of long
duration with a bilayered living skin substitute: results from a general surgery and
dermatology department. Dermatol Surg 2001; 27(11): 915-919.

Bridges K, Lowbury EJL. Drug resistance in relation to use of silver sulphadiazine cream
in a burns unit. J Clin Pathol 1977, 30(2): 160—164.

Bromberg BE, Song IC, Mohn MP. The use of pig skin as a temporary biological
dressing. Plast Reconstr Surg 1965; 36: 80-90.

Brychta P, Broz L, Blaha J, Matouskova E, et al. Acellular porcine dermis — its
characterisation and use in burn medicine. 12th EBA Congress, Budapest; 12-15
September 2007.

70



Burke JF. Observations on the development and clinical use of artificial skin — an attempt
to employ regeneration rather than scar formation in wound healing. Jpn J Surg 1987;
17(6): 431-438.

Chester DL, Balderson DS, Papini RP. A review of keratinocyte delivery to the wound
bed. J Burn Care Rehab 2004; 25(3): 266-275.

Choukairi F, Hussain A, Rashid A, Moiemen N. Re: xenoderm dressing in the treatment
of second degree burns. Burns 2008; 34(6): 896; author reply 897. Epub 2008 Mar 28.

Cuono C, Langdon R, McGuire J. Use of cultured epidermal autografts and dermal
allografts as skin replacement after burn injury. Lancet 1986; 17(1): 1123-1124.

Currie LJ, Martin R, Sharpe JR, James SE. A comparison of keratinocyte cell sprays with
and without fibrin glue. Burns 2003; 29(7): 677-685.

Daniels JT, Kearney JN, Ingham E. Human keratinocyte isolation and cell culture: a
survey of current practices in the UK. Burns 1996; 22(1): 35-39.

De Vries HJ, Mekkes JR, Middelkoop E, Hinrichs WL, Wildevuur CR, Westerhof W.
Dermal substitutes for full-thickness wounds in a one-stage grafting model. Wound
Repair Regen 1993; 1 (4): 244-252.

Dvotankova B, Broz L, Pafcuga I, Kapounkova Z, Kénigova R. The role of skin bank in
the treatment of severely burnt patients. Acta Chir Plast 2004; 46(2): 51-55.

Dvotankovd B, Smetana K Jr, Koénigovd R, Singerovd H, Vacik J, Jelinkovd M,
Kapounkova Z, Zahradnik M. Cultivation and grafting of human keratinocytes on a
poly(hydroxyethyl methacrylate) support to the wound bed: a clinical study. Biomaterials
1998; 19(1-3): 141-146.

Eisenberg M, Llewelyn D. Surgical management of hands in children with recessive
dystrophic epidermolysis bullosa: use of allogeneic composite cultured skin grafts. Br J
Plast Surg 1998; 51(8): 608—613.

Eisenbud D, Hunter H, Kessler L, Zulkowski K. Hydrogel wound dressings: Where do
we stand in 2003? Ostomy Wound Manage 2003; 49(10): 52-57.

Feng X, Tan J, Pan Y, Wu Q, Ruan S, Shen R, Chen X, Du Y. Control of hypertrophic
scar from inception by using xenogenic (porcine) acellular dermal matrix (ADM) to
cover deep second degree burn. Burns 2006; 32(3): 293-298.

Fisher NM, Marsh E, Lazova R. Scar-localized argyria secondary to silver sulfadiazine
cream. J Am Acad Dermatol 2003; 49(4): 730-732.

Fredriksson C, Kratz G, Huss F. Transplantation of cultured human keratinocytes in
single cell suspension: a comparative in vitro study of different application techniques.
Burns 2008; 34(2): 212-219.

71



Gajiwala K, Gajiwala AL. Evaluation of lyophilised, gamma-irradiated amnion as a
biological dressing. Cell Tissue Bank 2004; 5(2): 73-80.

Gallico GG, O’Connor NE, Compton CC, Kehinde O, Green H. Permanent coverage of
large burn wounds with autologous cultured human epithelium. N Engl J Med 1984;
311(7): 448-451.

Garfein ES, Orgill DP, Pribaz JJ. Clinical applications of tissue engineered constructs.
Clin Plast Surg 2003; 30(4): 485-498.

Gravante G, Di Fede MC, Araco A, Grimaldi M, De Angelis B, Arpino A, Cervelli V,
Montone A. A randomized trial comparing ReCell system of epidermal cells delivery
versus classic skin grafts for the treatment of deep partial thickness burns. Burns 2007;

33(8): 966-972.

Green H, Kehinde O, Thomas J. Growth of cultured human epidermal cells into multiple
epithelia suitable for grafting. Proc Natl Acad Sci USA 1979; 76(11): 5665-5668.

Gustafson CJ, Kratz G. Cultured autologous keratinocytes on a cell-free dermis in the
treatment of full-thickness wounds. Burns 1999, 25(4): 331-335.

Hansbrough JF, Boyce ST, Cooper ML, Foreman TJ. Burn wound closure with cultured
autologous keratinocytes and fibroblasts attached to a collagen-glycosaminoglycan
substrate. JAMA 1989; 262(15): 2125-2130.

Herndon DN. Total Burn Care. Saunders Elsevier, 3rd Edition; 2007: 127-136.

Horch RE, Corbei O, Formanek-Corbei B, Brand-Saberi B, Vanscheidt W, Stark GB.
Reconstitution of basement membrane after ,,sandwich-technique® skin grafting for
severe burns demonstrated by immunohistochemistry. J Burn Care Rehabil 1998; 19(3):
189-202.

Horch RE, Kopp J, Kneser U, Beier J, Bach AD. Tissue engineering of cultured skin
substitutes. J Cell Mol Med 2005; 9(3): 592—608.

Hosseini SN, Mousavinasab SN, Fallahnezhat M. Xenoderm dressing in the treatment of
second degree burns. Burns 2007; 33(6): 776-781.

Ito M, Liu Y, Yang Z, Nguyen J, Liang F, Morris RJ, Cotsarelis G. Stem cells in the hair
follicle bulge contribute to wound repair but not to homeostasis of the epidermis. Nat

Med 2005, 11(12): 1351-1354.

Jones I, Currie L, Martin R. A guide to biological skin substitutes. Br J Plast Surg 2002;
55(3): 185-193.

Khalid K, Tarar MN, Mahmood F, Malik FS, Mehrose MY, Ata-ul-Haq. Scalp as a donor
site for split thickness skin grafts. ] Ayub Med Coll Abbottabad 2008; 20(1): 66—69.

72



Klein L, Mericka P, Preis J. Clinical experience with skin xenografts in burned patients.
In: Masellis M, Gunn SWA, editors. The management of burns and fire disasters:
perspectives 2000. Dordrecht 7, Kluwer Academic Publishers 1995: 337-45.

Konigova R, Blaha J, et al. Komplexni 1é¢ba popaleninového traumatu. Karolinum:
Praha, 2010.

Konigova R. History of the Prague Burn Centre. Ann Burns Fire Disasters 1996; IX:
110-11.

Kopp J, Bannasch H, Andree C. Keratinocyte-seeded BIOBRANE for grafting of full
thickness wounds. Publications Biomedical Engineering Conference 1996; Proceedings:
545-547.

Koster MI, Roop DR. The role of p63 in development and differentiation of the
epidermis. J Dermatol Sci 2004; 34(1): 3-9.

Lee SB, Kim YH, Chong MS, Hong SH, Lee YM. Study of gelatin-containing artificial
skin V: fabrication of gelatin scaffolds using a salt-leaching method. Biomaterials 2005;
26(14): 1961-1968.

Lei J, Cheng J, Li Y, Li S, Zhang L. CD80, but not CD86, express on cultured murine
keratinocyte stem cells. Transplant Proc 2005; 37(1): 289-291.

Loss M, Wedler V, Kiinzi W, Meuli-Simmen C, Meyer VE. Artificial skin, split-
thickness autograft and cultured autologous keratinocytes combined to treat a severe burn
injury of 93 % of TBSA. Burns 2000; 26(7): 644—652.

Marchisio PC, Bondanza S, Cremona O, Cancedda R, De Luca M. Polarized expression
of integrin receptors (alpha 6 beta 4, alpha 2 beta 1, alpha 3 beta 1, and alpha v beta 5)
and their relationship with the cytoskeleton and basement membrane matrix in cultured
human keratinocytes. J Cell Biol 1991; 112(4): 761-773.

Matouskova E, Vogtova D, Konigovda R. A recombined skin composed of human
keratinocytes cultured on cell-free pig dermis. Burns 1993; 19(2): 118-123.

Matouskova E, Bucek S, Vogtova D, Vesely P, Chaloupkovéa A, Broz L, Singernova H,
Pavlikova, Konigovd R. Treatment of burns and donor sites with human allogeneic
keratinocytes grown on acellular pig dermis. Br J Dermatol 1997; 136(6): 901-907.

Matouskovd E, McKay C, Povysil C, Konigovd R, Chaloupkova A, Vesely P.
Characterization of the differentiated phenotype of an organotypic model of skin derived
from human keratinocytes and dried porcine dermis. Folia Biol 1998; 44(2): 59—-66.

Matouskova E, Broz L, Vesely P, et al. Use of allogeneic human keratinocytes cultured
on dried porcine dermis in the treatment of burns. In: Cultured human keratinocytes and
tissue engineered skin substitutes. Eds: Horch RE, Munster AM, Achauer BM, Thieme
G. Verlag 2001; Stuttgart; Germany: 230-238.

73



Matouskové E, Broz L, Pokornd E, Konigova R. Prevention of burn wound conversion
by allogeneic keratinocytes cultured on acellular xenodermis. Cell Tissue Bank 2002;
3(1): 29-35.

Matouskova E, Broz L, Stolbova V, Klein L, Konigova R, Vesely P. Human allogeneic
keratinocytes cultured on acellular xenodermis: the use in healing of burns and other skin
defects. Biomed Mater Eng 2006; 16(4): S63—S71.

Medalie DA, Morgan JR. Preparation and transplantation of a composite graft
ofepidermal keratinocytes on acellular dermis. Methods Mol Med 1999; 18: 407-21.

Miller AC, Rashid RM, Falzon L, Elamin EM, Zehtabchi S. Silver sufadiazine for the
treatment of partial-thickness burns and venous stasis ulcers. ] Am Acad Dermatol 2012;
66(5), e159-165.

Moiemen N, Yarrow J, Hodgson E, Constantinides J, Chipp E, Oakley H, Shale E, Freeth
M. Long-term clinical and histological analysis of Integra dermal regeneration template.
Plast Reconstr Surg 2011; 127(3): 1149-1154.

Moserova J. et al. Metodika odbéru vepfovych dermo-epiderménich §t€pti. Rozhl. chir.
1974; 53: 193.

Moserova J, Houskova E. KoZni ztraty a jejich kryti. Praha 1988: Avicennum.

Muhlbauer W, Henckel von Donnersmarck G, Hoefter E, Hartinger A. Keratinocyte
culture and transplantation in burns. Chirurg 1995; 66(4): 271-276.

Mulekar SV, Ghwish B, Al Issa A, Al Eisa A. Treatment of vitiligo lesions by ReCell vs.
conventional melanocyte-keratinocyte transplantation: a pilot study. Br J Dermatol 2008;
158(1): 45-49.

Myers SR, Leigh IM, Navsaria H. Epidermal repair results from activation of follicular
and epidermal progenitor keratinocytes mediated by a growth factor cascade. Wound
Repair Regen 2007; 15(5): 693-701.

Nandakumar A, Fernandes H, de Boer J, Moroni L, Habibovic P, van Blitterswijk CA.
Fabrication of bioactive composite scaffolds by electrospinning for bone regeneration.
Macromol Biosci 2010; 10(11): 1365—-1373.

Navarro FA, Stoner ML, Park CS, Huertas JC, Lee HB, Wood FM, Orgill DP. Sprayed
keratinocyte suspensions accelerate epidermal coverage in a porcine microwound model.
J Burn Care Rehabil 2000; 21(6): 513-518.

Niezgoda JA, Van Gils CC, Frykberg RG, Hodde JP. Randomized clinical trial

comparing OASIS Wound Matrix to Regranex Gel for diabetic ulcers. Adv Skin Wound
Care 2005; 18(5 Pt 1): 258-266.

Nolte SV, Xu W, Rodemann H-P, Rennekampff H-O. Suitability of Biomaterials for Cell
Delivery in Vitro. Osteo trauma care 2007; 15: 42-47.

74



O’Connor NE, Mulliken JB, Banks-Schlegel, et al. Grafting of burns with cultured
epithelium prepared from autologous epidermal cells Lancet 1981; 1: 75-78.

Oshima H, Rochat A, Kedzia C, Kobayashi K, Barrandon Y. Morphogenesis and renewal
of hair follicles from adult multipotent stem cells. Cell 2001; 104(2): 233-245.

Pokorné E, Broz L, Vesely P, Matouskové E. Y chromosome and vimentin used to trace
the fate of allogeneic keratinocytes delivered to the wound by the recombined human/pig
skin. Folia Biol 2001; 47(4): 128-34.

Poon VKM, Burd A. In vitro cytotoxicity of silver: implication for clinical wound care.
Burns 2004; 30(2): 140-147.

Poumay Y, Pittelkow MR. Cell density and culture factors regulate keratinocyte
commitment to differentiation and expression of suprabasal K1/K10 keratins. J Invest
Dermatol 1995; 104(2): 271-76.

Purdue GF, Hunt JL, Still Jr JM, Law EJ, Herndon DN, Goldfarb IW, Schiller WR,
Hansbrough JF, Hickerson WL, Himel HN, Kealey GP, Twomey J, Missavage AE,
Solem LD, Davis M, Totoritis M, Gentzkow GD. A multicenter clinical trial of a
biosynthetic skin replacement, Dermagraft-TC, compared with cryopreserved human

cadaver skin for temporary coverage of excised burn wounds. J Burn Care Rehabil 1997;
18 (1 Pt 1): 52-57.

Putland M, Snelling CF, Macdonald I, Tron VA. Histologic comparison of cultured
epithelial autograft and meshed expanded split-thickness skin graft. ] Burn Care Rehabil
1995; 16(6): 627—640.

Rheinwald JG, Green H. Serial cultivation of strains of human epidermal keratinocytes:
the formation of keratinizing colonies from single cells. Cell 1975; 6(3): 331-344.

Rinn JL, Bondre C, Gladstone HB, Brown PO, Chang HY. Anatomic demarcation by
positional variation in fibroblast gene expression programs. PLoS Genet 2006; 2(7),
el19.

Ryssel H, Gazyakan E, Germann G, Ohlbauer M. The use of MatriDerm in early excision
and simultaneous autologous skin grafting in burns — a pilot study. Burns 2008; 34(1):

93-97.

Taylor G, Lehrer MS, Jensen PJ, Sun TT, Lavker RM. Involvement of follicular stem
cells in forming not only the follicle but also the epidermis. Cell 2000; 102(4): 451-461.

Thomas S, Hay NP. In vitro investigations of a new hydrogel dressing. J] Wound Care
1996; 5(3): 130-131.

Unglaub F, Ulrich D, Pallua N. Reconstructive surgery using an artificial dermis
(Integra): results with 19 grafts. Zentralbl Chir 2005; 130(2): 157-161.

Van der Veen VC, Van der Wal MB, Van Leeuwen MC, Ulrich MM, Middelkoop E.
Biological background of dermal substitutes. Burns 2010; 36(3): 305-321.

75



Van Geel N, Ongenae K, De Mil M, Naeyaert JM. Modified technique of autologous
noncultured epidermal cell transplantation for repigmenting vitiligo: a pilot study.
Dermatol Surg 2001; 27(10): 873-876.

Wainwright DJ. Use of an acellular allograft dermal matrix (AlloDerm) in the
management of full-thickness burns. Burns 1995; 21(4): 243-248.

White R, Cooper R. Silver sulphadiazine: a review of the evidence. Wounds UK 2005; 1:
2,51-61.

Wong DJ, Chang HY. Skin tissue engineering Program in Epithelial Biology. Stanford
University, Stanford, CA 94305, stembook.org.

Yannas IV, Burke JF. Design of an artificial skin. I. Basic design principles. J Biomed
Mater Res 1980; 14(1): 65-81.

Zajicek R, Broz L, Klein L. et al. Xe-Derma: novy biologicky kryt pro 1éc¢bu akutnich a
chronickych ran. Hojeni ran 2008; 2(2): 18-27.

Zajicek R, Mandys V, M¢éstak O, Seveik J, Koénigova R, Matouskova E. Human
keratinocyte growth and differentiation on acellular porcine dermal matrix in relation to
wound healing potential. ScientificWorldJournal 2012. doi:10.1100/2012/727352. Epub
2012.

Zajicek R, Pafcuga I, Suca H, Koénigova R., Broz L, Matouskovd E. Hojeni Siroce
sitovanych autotransplantati pomoci autolognich epidermélnich bun¢k a bezbunééné
xenodermis Xe-Derma. Hojeni ran 2012; 6: 12 -18.

Zajicek R, MatouSkova E, Broz L, Kubok R, Waldauf P, Kénigova R. New biological
temporary skin cover Xe-Derma® in the treatment of superficial scald burns in children.
Burns 2011; 37(2): 333-337.

Zweifel CJ, Contaldo C, Kohler C, Jandali A, Kiinzi W, Giovanoli P. Initial experiences

using non-cultured autologous keratinocyte suspension for burn wound closure. J Plast
Reconstr Aesthet Surg 2008; 61(11): el-4.

76



Seznam publikaci autora disertaéni prace

Seznam publikaci se vitahem k disertaci s IF
Zajicek R, Matouskova E, Broz L, Kubok R, Waldauf P, Konigova R. New biological

temporary skin cover Xe-Derma® in the treatment of superficial scald burns in children.
Burns 2011; 37(2): 333-337. IF 1,978

Zajicek R, Mandys V, Mégstak O, Seveik J, Konigovd R, Matouskova E. Human
keratinocyte growth and differentiation on acellular porcine dermal matrix in relation to
wound healing potential. ScientificWorldJournal 2012. doi:10.1100/2012/727352. Epub
2012.1F 1,524

Dubsky M, Kubinova S, Sirc J, Voska L, Zajicek R, Zajicovd A, Lesny P, Jirkovska A,
Michalek J, Munzarovda M, Holan V, Sykova E. Nanofibers prepared by needleless

electrospinning technology as scaffolds for wound healing. J Mater Sci Mater Med.
2012; 23: 931-41. doi: 10.1007/s10856-012-4577-7. Epub 2012. IF 2,316

Seznam publikaci se vitahem k disertaci bez IF

Zajicek R, Broz L, Klein L, Blaha J, Konigova R, Jirkovskd A, Dubsky M, Bures I,
Matouskova E. Xe-Derma: novy biologicky kryt pro 1€cbu akutnich a chronickych ran.
Hojeni ran 2008; 2: 18-27.

Zajicek R., Kubok R., Matouskova E., Waldauf P., Broz L.:
Lécba opatenin Il.stupné u déti s vyuzitim docasného biologického krytu Xe-Derma.
Hojeni ran, 5.ro¢nik, 2/2011, str. 25 —27. ISSN 1802-6400.

Zajicek R, PafCuga I, Suca H, Konigovd R, Broz L, Matouskova E. Hojeni Siroce
sitovanych autotransplantati pomoci autolognich epidermalnich bun¢k a bezbunécné
xenodermis Xe-Derma. Hojeni ran 2012; 6: 12 -18.

Seznam publikaci bez vitahu k disertaci s IF

Zajicek R, Pintar D, Broz L, Suca H, Konigova R. Toxic epidermal necrolysis and
Stevens-Johnson syndrome at the Prague Burn Centre 1998-2008. J Eur Acad Dermatol
Venereol. 2012; 26(5):639-43. IF 2,276

Gaskell S.L., Cooke S., Lunke M., Shaughnessy J.O., Kazbekov M., Zajicek R.:

A Pan-European evaluation of residential burns camps for children and young people.
Burns 36 (2010) 511-521.1F 1.978

77



Seznam publikaci bez vitahu k disertaci bez IF

Valova M, Konigovda R, Broz L, Zajicek R, Toupalik P. Early and late fatal
complications of inhalation injury. Acta Chir Plast. 2002;44(2):51-4.

Musilova A, Zajicek R, Broz L, Konigova R. Burns of the perineum and anus. Acta Chir
Plast. 2001;43(3):91-4.

Klein, L., Dousa, P., Zajicek R., Paf¢uga 1., Tokarik M.: Specific aspects of the
Treatment of Patients with Multiple mechanical and burn injuries. Acta Chirurgiae
Plasticae, Vol. 50, 1/2008. (ISSN 0001-5423

Zajicek, R.: Detski lageri za izgarjanija — cvremenen opit ot Ceskata republika.
Sbornik ot prva nacionalna konferencija po problemite na termic¢nata travma i plasticna
chirurgija, ss. 51-53, Varna, 2007. (ISSN 978-954-579-662-3).

Zajicek R., Kripner, J., Mauer M., Kubok, R., Broz L.:
Nasledky rozsahlého termického trazu u déti.
Pediatrie pro praxi, ro¢nik 11, 1/2010. ISSN 1213-0494.

Gaskel S., Lunke M., O’Shaughnessy J., O"Shaughnessy J., Boekelaar A., Zajicek R.,
Cripps C., Hendricks S., Reynders C., Wade P., Ross K., Smith H.:

How to Organise Burn Camps, Clubs and Other Support Programmes for Burn
Survivors, Basic Principles. Action for Burns & Children, EBA. 2010

Suca H., Tokarik M., Pafcuga 1., Zajicek R.:
Toxicka epidermalni nekrolyza — nase zkuSenosti s celkovou 1 lokalni 1é€bou.
Hojeni ran, 5.ro¢nik, 2/2011, str. 22 — 24. ISSN 1802-6400.

Kubok R., Broz L., Zajic¢ek R.:
Hydrogelové kryty Viacell pii 1é€bé termickych urazi
Hojeni ran, 5.ro¢nik, 2/2011, str. 31 — 33. ISSN 1802-6400.

Zajicek R., Stonova C., Tokarik M.:
Pacientka s rozsahlou netermickou ztratou kozniho krytu
Hojeni ran, 5.ro¢nik, 4/2011, str. 13 — 16. ISSN 1802-6400.

ZajicekR., Sticova E..Suca H.,Broz L: KoZni nahrada Integra® v klinické praxi,
Rozhledy v chirurgii, 2013, ¢lanek v tisku

Grant

IGA NS/10507-3 (2009-2011): Inovace lécby kriticky popalenych pacientti krytim Siroce
sitovanych autotransplantatt lidskymi keratinocyty kultivovanymi in vitro na acelularni
xenomatrix. Resitel za 3. LFUK RNDr. Eva Matouskova, CSc. Spolufesitel za
FNKV MUDr. Robert Zajicek

78



Priloha
Seznam ptikladanych publikaci :

Zajicek R, Matouskova E, Broz L, Kubok R, Waldauf P, Konigova R. New biological
temporary skin cover Xe-Derma® in the treatment of superficial scald burns in children.
Burns 2011; 37(2): 333-337. IF 1,978

Zajicek R, Mandys V, Mg&stak O, Sevéik J, Konigova R, Matouskova E. Human
keratinocyte growth and differentiation on acellular porcine dermal matrix in relation to
wound healing potential. ScientificWorldJournal 2012. doi:10.1100/2012/727352. Epub
2012. IF 1,524

Zajicek R, Broz L, Klein L, Blaha J, Konigova R, Jirkovskd A, Dubsky M, Bures I,
Matouskova E. Xe-Derma: novy biologicky kryt pro 1é€bu akutnich a chronickych ran.
Hojeni ran 2008; 2: 18-27.

Zajicek R, PafCuga I, Suca H, Konigova R, Broz L, Matouskovd E. Hojeni Siroce

sitovanych autotransplantati pomoci autolognich epidermalnich bun¢k a bezbunécné
xenodermis Xe-Derma. Hojeni ran 2012; 6: 12 -18.

79




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles false
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 15%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (Coated FOGRA39 \050ISO 12647-2:2004\051)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 450
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 450
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages false
  /MonoImageFilter /FlateEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects true
  /CheckCompliance [
    /PDFX1a:2001
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError false
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (Coated FOGRA39 \050ISO 12647-2:2004\051)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <>
    /CHT <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents that are to be checked or must conform to PDF/X-1a:2001, an ISO standard for graphic content exchange.  For more information on creating PDF/X-1a compliant PDF documents, please refer to the Acrobat User Guide.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 4.0 and later.)
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV <>
    /HUN <>
    /ITA (Utilizzare queste impostazioni per creare documenti Adobe PDF che devono essere conformi o verificati in base a PDF/X-1a:2001, uno standard ISO per lo scambio di contenuto grafico. Per ulteriori informazioni sulla creazione di documenti PDF compatibili con PDF/X-1a, consultare la Guida dell'utente di Acrobat. I documenti PDF creati possono essere aperti con Acrobat e Adobe Reader 4.0 e versioni successive.)
    /JPN <>
    /KOR <>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die moeten worden gecontroleerd of moeten voldoen aan PDF/X-1a:2001, een ISO-standaard voor het uitwisselen van grafische gegevens. Raadpleeg de gebruikershandleiding van Acrobat voor meer informatie over het maken van PDF-documenten die compatibel zijn met PDF/X-1a. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 4.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /CZE <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName (Coated FOGRA39 \(ISO 12647-2:2004\))
      /DestinationProfileSelector /UseName
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions false
        /ConvertStrokesToOutlines true
        /ConvertTextToOutlines true
        /GradientResolution 400
        /LineArtTextResolution 2400
        /PresetName <FEFF0050015900650064006E006100730074006100760065006E00ED00200073006C006F0075010D0065006E00ED002000700072016F0068006C00650064006E006F0073007400ED00200031>
        /PresetSelector /UseName
        /RasterVectorBalance 0.500000
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 6
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /UseName
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [4000 4000]
  /PageSize [1190.551 841.890]
>> setpagedevice




