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SOUHRN

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

V predkladané dizertaéni praci byly otestovany nékteré kultivacni techniky pro
pestovani lidskych primarnich keratinocytii. Biologickd 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
keratinocyti in vitro a in vivo bylo prokazéano, ze rlst a diferenciace keratinocytl
péstovanych na XD (in vitro) a tvorba nové epidermis v hluboké dermalni popaleniné
kryt¢ XD (in vivo) jsou velmi podobné. Schopnost stimulovat riist a diferenciaci
keratinocytli prokazuje bioaktivitu XD. Jeji pfirodni struktura a pevnost dana
tfirozmérnou matrix slozenou z kolagennich a elastickych vldken a s povrchem
odpovidajicim bazalni membrané umoziuje adhezi, proliferaci, migraci a diferenciaci
epidermalnich bun¢k.

V klinické praxi byla XD pouZita pro 1écbu opafenin u déti. V rdmci grantového
projektu IGA byla feSena problematika hojeni Siroce sitovanych autotransplantatii
urozsahle popalenych pacienti pomoci kombinace XD a cCerstvé izolovanych
autolognich epidermalnich buné¢k. Metoda kombinace Xe-Dermy a autolognich
keratinocytli byla aktudlné vyuzita 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 zdarnému vyléceni détského pacienta.

Z vysledkt vyplyva, ze acelularni prase¢i dermis Xe-Derma je doCasny biologicky
kryt s vyraznym epitelializaénim potencidlem vhodnym k 1écbé termického poranéni
ktze. Pfirodni biologickéd struktura xenomatrix podporuje proliferaci a diferenciaci
lidskych keratinocytli, a tim urychluje spontanni epizelizaci termicky poskozeného
kozniho krytu do trovné hluboké dermdlni. V kombinaci s Cerstvé izolovanymi
autolognimi builkami mé potencial 1éCit 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 i1 pozdnich komplikaci hojeni ran u kriticky

popalenych pacienti.



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.



UVOD A STRUCNY PREHLED PROBLEMATIKY:

Historie prazské Kliniky popaleninové mediciny je Uzce spjata s vyvojem a Sirokym
vyuzitim docasnych biologickych krytlh — xenotransplantatti [Dvotankova et al., 2004].
Po 32 letech bezproblémového pouzivani vSak byly v roce 2005 odbéry
xenotransplantati ukonceny vzhledem k velmi nérocnym kriteriim na zdravotni
prostiedky zvifeciho piivodu ze strany legislativy EU.

Uspésna obnova poruseného kozniho krytu pomoci kozni nahrady je zavisla na
pfitomnosti kmenovych keratinocyti nutnych k spontdnni epitelializaci a na dodéani
dermalnich elementt. Vyvoj koznich nahrad jednoznacné smétuje k dvojvrstevné kozni
nahradé se snahou kvalitativné 1 kvantitativné napodobit ptirozenou kozni architekturu
[Van der Veen et al., 2010].

Dermalni nahrady se klasifikuji dle plivodu zékladni struktury, od které je matrice
odvozena [Van der Veen et al., 2010]. Podle tohoto kritéria rozdélujeme dermalni
nahrady na biologické, kompozitni a syntetické. Xenotransplantaty jsou biologické
kryty z praseci kiize — Cerstvé nebo kryoprezervované s omezenou viabilitou [Moserova
a Houskova, 1988]. Po enzymatickém odstranéni bun€k z prase¢i kiize a nasledné
sterilizaci je mozné pfipravit acelularni xenodermis.

Epidermalni biologické nahrady spocivaji v ndhrad¢ epidermélnich koznich bunék,
pfedevsim keratinocytd, tvoficich vicevrstevny dlazdicovy rohovéjici epitel. Kultivace a
transplantace lidskych keratinocytli patii k milnikim 1é¢by rozsahlych ztrat kozniho
krytu [Rheinwald a Green, 1975; Gallico et al., 1984; Cuono et al., 1986]. Zakladni
techniky aplikace bun€k na ranu jsou:

e Kultivované epidermalni stépy
e Epidermalni bunky kultivované na membranovém substratu (composite skin)
e Kozni bunky aplikované v suspenzi (kultivované keratinocyty v suspenzi nebo
cerstve izolovand smés koznich bun¢k)
Moderni a efektivni metodou je okamzité pouZiti suspenze autolognich keratinocyti a
ostatnich typti bun¢k pfitomnych v kiizi ziskanych ptimo v pribéhu operace. Z tenkého
dermoepidermdalniho §tépu klize pacienta je trypsinizaci béhem 30-45 minut ziskana

suspenze bunék v mnozstvi 2-2,5 milionu bunék z 1 cm’ [Zweifel et al., 2008].



Jako nahrada nativnich xenotransplantati byla na naSem pracovisti ve spolupraci
s Akademii véd CR vyvinuta bezbunééna praseéi dermis. Jeji komeréni podoba Xe-
Derma® (MEDICEM Technology, s.r.o., CR) je sterilni, imunologicky inertni
biologicky kryt, ktery 1ze dlouhodob¢ skladovat za béznych podminek.

V praci byly otestovany nékteré kultivacéni techniky, charakterizovana biologicka
aktivita Xe-Dermy (XD), provedena histologickd a  imunocytochemickd analyza
keratinocytl in vitro a in vivo [Zajicek et al., 2012]. V klinické praxi byla XD pouZzita
pro 1écbu opafenin u déti [Zajicek et al., 2011]. V ramci grantového projektu IGA ¢.
NS10507-3 byla feSena problematika hojeni Siroce sitovanych autotransplantatl
u rozsahle popalenych pacienti pomoci kombinace XD a cerstvé izolovanych
autolognich epidermdlnich bun¢k. Metoda kombinace XD a autolognich keratinocytl

byla aktualn¢ vyuzita pro 1écbu osmiletého chlapce s popaleninami na 90% téla.

CIL PRACE :

Cilem prace bylo posouzeni vlivu bezbun&tné praseci dermis Xe-Dermy na hojeni
termického poranéni kize. Xe-Derma je typ dehydrované sterilni bezbunétné praseci
dermis vyvinuté na nasem pracovisti. Nasledujicim cilem bylo studium moznosti vyuziti
Xe-Dermy v kombinaci s Cerstvé izolovanymi koznimi buitkami pacienta pro

akceleraci epitelizace ran a limitovanych odbérovych mist u rozsahlych koznich ztrat.

Soucasti prace 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 popaleninové ran¢?

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

e Existuje signifikantni rozdil v hojeni povrchnich opafenin v détské populaci,
srovname-li komeréné dostupnou bezbunéénou praseci dermis Xe-Dermu se
standardnim dosud pouzivanym docasnym syntetickym hydrokoloidnim krytem?

e Je mozné vyuzit epitelializacni potencidl Xe-Dermy v kombinaci s Siroce
rozsitovanymi dermoepiderméalnimi autotransplantity a cerstvé izolovanymi
autolognimi epidermalnimi buitkami k uzavéru rany u kriticky popalenych pacienti?



MATERIAL A METODY

Izolace keratinocytu z kiize

Vzorek kiize byl inkubovan 2 hod pii 37°C v 15 ml 0,25% trypsinu v PBS. V kapce
media byla oddélena epidermis od dermis, ¢imz se enzymaticky rozvolnéné keratinocyty
uvolni do media. Vyslednd bunécna suspenze byla nasazena do kultiva¢nich lahvicek
pro tkanové kultury.

Kultivace keratinocytii pomoci feeder layer techniky

Zékladem metody byla kultivace keratinocyti na porostu pomocnych letaln¢ ozarenych
(100Gy) mysich fibroblastii 3T3 nasazenych v hustoté 25 000 bungk/cm” (feeder layer)
na lahvicku ¢i misku pro tkanové kultury.

Kultivace a diferenciace keratinocytii na XD

Priprava XD: Den pted piredpokladanym nasazenim bunck byla XD vlozena do 60 mm
Petriho misky s médiem a inkubovéna pies noc pii 37°C.

Kultivace: Na XD byly nasazeny ozafené 3T3 buiiky (1,3x10° a poté keratinocyty
v mnozstvi 1-3x10°. Médium bylo ménéno po 2-3 dnech.

Diferenciace: Po dosazeni souvislého porostu byla XD nastifhana na kousky cca 1 cm?
a na nerezové miizce vyzdvizena na rozhrani médium-vzduch. Kultivace probihala dalsi
tyden.

Kultivace a diferenciace keratinocytii na Biopadu

Jako kontrola byl pro kultivaci keratinocytii pouzit jako substrat komsky kolagen
Biopad®, coz je lyofilizovany 3D kolagen typu I s vlaknitou strukturou.

Histologicka a imunocytochemicka vySetireni XD a kuZe

Vzorky XD (s kultivovanymi keratinocyty ¢i bez nich) a kiize byly fixovany ve 4%
formaldehydu v PBS. Parafinové fezy o sile 5 um byly montovany na podlozni sklicka a
barveny pomoci hematoxylin-eozinu, déale testovany na pfitomnost kolagenu pomoci
trichromu a na ptitomnost elastickych vldken pomoci Gieson/orceinu. Nékteré vzorky
byly barveny imunocytochemicky za pomoci protilatek proti vysokomolekuldrnim
cytokeratinim HMW CK, nukledrnimu antigenu p63, CD29 a involucrinu.

Kryti popaleninvych ran pomoci XD

XD byla vyuzita jako docCasnd biologicka ndhrada na povrchni popaleniny Il.st.,

hluboké dermélni popéleniny a na kryti odbérovych ploch.



Kryti odbérovych ploch XD v kombinaci s éerstvé izolovanymi Keratinocyty

Odbér kiiZe a izolace keratinocytii

Na zacatku operace byl pacientovi s rozsahlymi popéleninami odebran tenky dermo-
epidermalni $tép kuze (sila 0,15 - 0,30 mm; velikost 2-4 cmz).

Varianta a) Kozni butiky byly rozvolnény pomoci kitu ReCell®.

Varianta b) Kize byla vlozena do smési trypsinu/EDTA a inkubovana 30-40 min ve
37°C. Po vyjmuti z trypsinu byla kliZze ptenesena do zkumavky s 3-4 ml média a silné
protfepana. Tim byla oddélena epidermis od dermis a uvolnily se kozni bunky.

Aplikace bunék

Vytézek bungk byl v obou variantach mezi 2,2-2,7x10° bun&k z 1 cm’ kiaze. Buiiky
ziskané z 1 cm” kiize byly aplikovany na cca 140 cm” ranné plochy. Zpisoby aplikace:
nakapani suspenze bunck na ranu a kryti XD; nebo nakapani bunék na XD a jejim
prostfednictvim pienos na ranu. Doba potiebné piipravy byla 35-50 min od odbéru
vzorku v zavislosti na tloustce odebrané kiiZe.

Kryti rany Flammazinem®

Jako kontrola byl ke kryti ran st. IIb byl pouzit antibakteridlni krém Flammazine
(silversulfadiazin stiibra)

Kryti ran Askinou Derm®

XD byla u nékterych pacientii srovnavana se syntetickym krytem na kryti popalenin

Askina Derm.

VYSLEDKY:

Kultivace keratinocyti

Kultivace keratinocytii feeder layer technikou

Kultivace keratinocyti probihala na vrstvé letalné ozarenych 3T3 bunék v epitelialnim
médiu. Diferenciace keratinocytii na XD: Po dosazeni konfluence byla XD s buitkami
vyzdvizena na rozhrani medium-vzduch a kultivovana dal$i tyden. Keratinocyty
vytvoftily n€kolik vrstev epidermis. Keratinocyty kultivované feeder layer technikou na
XD v médiu se sérem byly schopné stratifikovat a diferencovat.

Kultivace keratinocytii v bezsérovych médiich
V bezsérovych médich keratinocyty nestratifikovaly, rostly pouze v jedné vrstvé



Riist a diferenciace lidskych keratinocytii na Xe-Dermé ve vztahu k hojeni
ran
Publikovano v The Scientific World Journal [Zajicek et al., 2012].

Bioaktivita XD byla studovana kultivaénim testem, prokazujicim rust, stratifikaci a
diferenciaci keratinocyti na XD. Analyzovali jsme rust lidskych primarnich
keratinocytti in vitro na XD a srovnali vysledky s tvorbou neoepidermis u hlubokych
dermalnich popalenin lécenych XD. Keratinocyty kultivované na XD ponotfené v mediu
vytvotily souvisly porost za 7-10 dni. Po vyzvednuti na rozhrani medium-vzduch
keratinocyty zacaly stratifikovat a diferencovat. Béhem tydne vytvofily na XD
vicevrstevnou epidermis (5-10 vrstev) s bazalni, spindlni, granularni a rohovou vrstvou.
Imunohistochemické analyza na vysokomolekularni cytokeratiny (HMW CK), CD29,
nuklearni antigen p63 a involukrin prokazala podobnou organizaci kultivovanych
epidermdlnich bun€k na XD jako u normdlni epidermis. Diferenciace keratinocyti byla
porovndna s tvorbou epidermis na hluboké popaleniné IL.-III. st. po nekrektomii lécené
XD. Morphologie epidermis in vitro byla velmi podobna neoepidermis, ktera vznikla
na popalening in vivo ze zbytkll koznich adnex. Vysledky ukézaly, ze pfirodni pevna
struktura XD (na rozdil od ¢istého kolagenu Biopad) hraje dilezitou roli pti proliferaci a
diferenciaci keratinocytli a tvorbé epidermalni architektury in vitro 1 in vivo a ma

pozitivni vliv na hojeni ran.

Vliv epiteliliza¢niho potenciilu XD na rizné typy popaleninovych ran

V této cCasti prace bylo dokladovano pouziti XD jako provizorniho krytu pii 1écbé
povrchni popdleniny druhého stupné, pii 1écbe hluboké dermdlni popaleniny, pro kryti
malych hlubokych defekti po odstranéni nekrozy a jako docasny biologicky kryt
nekrektomovanych ploch pted autotransplantaci. Bylo prokazano, ze v kombinaci s
Siroce expandovanym transplantatem je vhodné XD pouzit pro kryti rozsahlych
popalenin. Dalsi oblasti pouZiti - prokdzali jsme, Ze XD je vhodna pro kryti odbérovych
ploch u problematickych pacientii a kryti chronickych defektt, jako jsou bércové viedy
a diabetickd noha. XD Ize velmi dobie vyuzit i pro lécbu rozsahlych odienin a jinych

plosnych koznich ztrat akutnich poranéni [Zajicek et al., 2008]
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Srovnani efektivity hojeni povrchnich oparenin u déti po aplikaci XD
a hydrokoloidu

Publikovano v Burns [Zajicek et al., 2011]
Povrchni opafeniny jsou nejcastéjSim typem urazu, se kterym se v détské populaci

setkavame. Ackoli mame jasn¢ definovanou lécebnou strategii pro popaleniny 1. a
II1. stupné, v pfipad€ popalenin II. stupné je terapie nejasné a kontroverzni.

Konverze povrchni ztraty kozného krytu v hluboké dermalni poranéni muze nastat
zmnoha divoda. Z lokalnich faktorti se jedna o vyschnuti plochy, lokalni infekei,
mechanické ¢i chemické iritace, vytvofeni 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 uzaveér syntetickym ¢i biologickym krytem snizuje riziko
konverze a zvySuje pravdépodobnost spontdnniho zhojeni. V retrospektivni srovnavaci
studii byla porovnana efektivita syntetického hydrokoloidniho krytu Askina s do¢asnym
biologickym krytem XD v 1é€b¢ opatenin II. st. u déti.

Xe-Derma je vysuSena acelularni prase¢i dermis, ktera po hydrataci ziskava
biomechanické vlastnosti podobné lidské ktzi. Askina je ultratenky hydrogelovy kryt
s vysokou absorb¢éni aktivitou, slozeny ze dvou vrstev: vnitini hydrogelové a zevni
semipermeabilni vrstvy.

Do studie bylo zatazeno celkem 86 détskych pacientt (5 mésict az 7 let), s povrchnimi
opafeninami na 1-35% povrchu téla. Pacienti byli rozdéleni do dvou stejnych skupin.
Skupinu pacientti, kde byl k do€asnému uzévéru 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 chlapcti). Sledovali jsme data
tykajici se rozsahu ran, doby hojeni, Uplné nebo ¢astecné konverze (prohloubeni) ran,
infekéni komplikace, pocet reaplikaci jednotlivych krytd, po&et cm?® potiebnych pro
zhojeni 1% povrchu téla (BSA).

V obou skupinach nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil mezi vékem,
pohlavim déti, rozsahem kryté plochy. Ve skupiné déti s krytem XD bylo signifikantné
vys$s$i procento popalené plochy. V porovnani hojeni (konverze plochy, infekce,
Castecna konverze) nebyl mezi skupinami nalezen signifikantni rozdil.

Diilezitym signifikantnim rozdilem v obou skupindch byl pocet vymén krytu. XD

prokazala vyssi adherenci k liizku rany a proto nemusela byt ménéna. Pocet reaplikaci a
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proto také podet cm” krytu potiebnych pro zahojeni 1% plochy BSA (57 cm?®) byl
signifikantné¢ vys$$i u skupiny déti krytych Askinou v porovnani se skupinou déti
krytych XD. Tento parametr odrazi nutnost nékolikanasobné vymény krytu. Pfi pouZiti
krytu Askina byla ve 40% (17 pacienti ze 43) nutna reaplikace krytu, coz bylo
zpusobeno piekrocenim absorb¢éni kapacity hydrogelu mnozstvim exudatu. Reaplikace
byla nutna v 10 pfipadech 2x, v 6 ptipadech 3x a v jednom piipad¢ 4x.

Bylo prokazano, ze XD je vhodnym do€asnym krytem pro 1écbu oparenin u déti.

Hojeni Siroce meshovaného autotransplantatu a odbérové plochy pomoci
kombinace XD a autolognich koZnich bunék.
Publikovano v Hojeni ran [Zajicek et al., 2012]

Cilem této c¢asti dizertacni prace bylo hojeni rozsahle popalenych pacientli pomoci
kombinace autolognich koznich bunék s acelularni praseci dermis. Tuto metodu jsme
pouzili:

a) pro stimulaci epidermalni regenerace mezi mustky Siroce expandovaného
dermoepidermalniho Stépu. Byla pouzita sendviCovd technika tfi rGznych
biologickych krytii: Siroce expandovaného autotransplantatu, suspenze autolognich
koznich buné¢k a acelularni praseci dermis.

b) pro hojeni opakované odebirané odbérové plochy nepiiznivé lokalizace u kriticky
popalen¢ho pacienta, pii které byla pouzita kombinace autolognich bunck
s acelularni praseci dermis

V posledni dob¢ se objevily nové moznosti izolace a aplikace koznich bunék piimo

v prib&hu operace. ReCell® (Avita Medical, UK) je komeréni kit pro rychlou (30-45 min)

izolaci autolognich bunék z malého dermoepidermélniho §tépu kiize a jejich aplikaci na

rannou plochu. Podobnym zplisobem je mozné enzymaticky rozvolnit buniky standardni
trypsinizaci. Ziskana suspenze bun¢k je nasprejovana ¢i nakapana na ranu. Pro kryti

aplikované bunécné suspenze jsme pouzili XD.

Sendvicové Kryti Siroce sitovaného autotransplantatu

Pacientovi byl odebran dermoepidermalni kozni §tép o sile 0,2-0,3 mm a sitovéan 1:3

(8 pacientlt) nebo 1:6 (6 pacientil). Na jednu ¢ast ranné plochy byla aplikovana bunécna

suspenze nakapanim piiblizné 3x10* bungk/cm” do ok autotransplantatu a plocha kryta

meshovanou XD (skupina buriky+XD). Druhd ¢ast plochy byla kryta pouze uzce
meshovanou XD (skupina XD). Tieti ¢ast ranné plochy byla kryta standardnim

postupem - mastnym tylem Grassolind®.
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Vysledky hojeni
Hojeni autostépu expanze 1 :3 Rany kryté autostépem sitovanym 1 : 3 se pod vSemi
testovanymi kryty (bunky+XD, XD, kontrola) zahojily do 9 dnl. Relativn¢ mala

expanze nedovolovala exaktnéj$i vyhodnoceni hojeni.

Hojeni autostépu expanze 1 : 6 Signifikantni rozdily bylo mozné sledovat az u vyssi
expanze 1:6. Z celkem 6 oSetfenych pacienti byla u jednoho pacienta plocha
infikovana (staf. aureus) a doslo ke ztraté¢ st€pi v celém rozsahu plochy, jeden pacient
zemfel. V tabulce jsou uvedeny vysledky transplantace u ¢tyt pacientll pod jednotlivymi
kryty. Nejrychlejsi reepitelizace byla makroskopicky pozorovana u skupiny, kde do ok
Stépu byla aplikovana bunécna suspenze a kryta XD (skupina buniky + XD). 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 St€pu se zcela nezhojily a

kvalita nové vytvotreného epidermalniho krytu byla nizka.

Epitelizace Siroce sitovaného transplantatu 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  bunky+XD 100%/ 9. den pevna
XD 100%/12. den pevna

kontrola 50%/20. den kiehka, rozpada se
2.  zZena 47 45 hofeni  24.den  bunky+XD 100%/12. den pevna
XD 100%/14. den pevna

kontrola 40%/20. den ktehka, rozpada se
3. Zena 50 30 hofeni  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 ktehka, rozpada se

Opakované hojeni odbérové plochy u rozsahle popaleného pacienta

Devitilety pacient byl pfijat s popalenim na 90% povrchu téla III. st. Odbérova plocha
byla limitovana na vlasatou c¢ast hlavy, obé nohy, skrotum a hyzdi. Provedeny
nekrektomie ploch a k uzavéru plochy v rozsahu cca 50% povrchu téla (koncetiny,

zéda) byla pouzita artificialni kiize Integra.
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V technice uzavéru 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 byly opakované odebirdny.
Napiiklad kize na dorsu nohou byla odebirana celkové 6x. Usp&$né a rychlé hojeni
odbérii bylo klicovym momentem ve strategii kozni transplantace a umoziiovalo ndm
intenzifikovat kozni transplantace. Akceleraci hojeni limitovanych odbérovych ploch
jsme doséhli kombinaci Xe-Dermy a smési autolognich bunck, ziskanych béhem
opera¢niho vykonu metodou Re-Cell ¢i standardni trypsinizaci. V prabéhu 1écby
nedoslo k infekci odbérovych ploch, opakovana re-epitelizace v rizikovych mistech jako
napt. dorsum nohy probihala bez komplikaci. Kombinace jednotlivych metod hojeni
Siroce meshovanych transplantatli i akcelerace hojeni odbéri kombinaci smési
autolognich bun€k a aceluldrni praseci dermis vedly k zahojeni ditéte s extrémnim

rozsahem hlubokych popalenin.

DISKUZE:

Cilem piedkladané dizetacni prace bylo posouzeni vlivu bezbunécné praseci dermis
Xe-Dermy na hojeni popélenin. Pro osvétleni hojivého ucinku a bioaktivity XD jsme
zjiStovali, zda XD podporuje rist a stratifikaci keratinocytti stejn¢ jako jeji laboratorni
predchidce ,,cell-free pig dermis* [Matouskova et al., 1993] a jakou roli pro tvorbu
epidermis hraje piirodni struktura XD.  Stratifikace a morfologickd diferenciace
keratinocytl muze byt dosazena in vitro v organotypickych kultivacnich systémech na
raznych dermalnich substratech péstovanych na rozhrani médium-vzduch [Prunieras et
al., 1983]. Bioaktivita XD in vitro byla studovdna organotypickym kultiva¢nim testem.
Po vyzvednuti xenodermis, porostlé monolayerem epitelidlnich bunck, na rozhrani
médium-vzduch zacaly keratinocyty stratifikovat a diferencovat. Behem tydne vytvofily
na XD vicevrstevnou epidermis (5-15 vrstev) s bazalni, spinalni, granularni a ¢aste¢n¢ i
rohovou vrstvou. Ve vzniklém modelu kliZe (lidské keratinocyty na XD) byla studovana
pritomnost a distribuce vybranych markerl diferenciace keratinocytll. Exprese a
distribuce diferencia¢nich markert HMW CK, CD29, involukrinu a p63 in vitro byla
porovnana s expresi in vivo, konkrétné s neoepidermis na hojici se hluboké dermalni
popalening, ktera byla po odstranéni nekrotické tkané kryta XD a u niz zbytky koznich
adnex v retikularni c¢asti koridlni sit¢ zlstaly zachovany. Exprese a distribuce HMW

CK, CD29 a involukrinu in vitro odpovidala jejich expresi in vivo v (v normdlni kiizi 1
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v neoepidermis). Protein p63 byl in vivo exprimovan ve vrstvé bazalnich a ve frakci
suprabazalnich bunék, zatimco in vitro byl pfitomen jen u bazalnich bunék. Protein p63
je markerem progenitorovych a tranzitnich bun¢k, které jsou dilezité pro proliferacni
potencidl stratifikovanych epitelit [Koster a Ropp 2004]. Morphologie epidermis in
vitro (na XD) byla velmi podobnd neoepidermis (pod XD), kterd vznikla na popaleniné
in vivo ze zbytkl koznich adnex. Kontrolni plocha - rana, kterd byla kryta pouze
bavinénou, impregnovanou tkaninou Grassolind, nejevila (na rozdil od plochy kryté
XD) znamky neopeitelizace, aCkoli jsme histologicky prokazali v lizku rany cast
adnex.

Vysoce organizovany rust keratinocyti na XD oproti chaotickému riistu bunék na
¢istétm 3D kolagenu (Biopad) s terminalni diferenciaci keratinocytd uvnitf equinni
kolagenni matrix potvrzuje naSi doménku, Ze ptirodni biologicka struktura dermis hraje
vyznamnou roli ve formovani epidermalni architektury.

Experimentalné prokazany pozitivni vliv acelularni prase¢i dermis na proliferaci a
diferenciaci koznich bun¢k jsme v klinické praxi vyzkousSeli na Sirokém spektru ran
rizné etiologie.

Po aplikaci XD na povrchni opareninu dojde k pevné vazbé kolagenu matrix a lizka
rany. Prekryti obnaZzenych nervovych zakonceni vede k signifikantnimu sniZeni
bolestivosti plochy a zmirnéni stresové odpovédi na Graz. XD pevné Ipi ke spodiné a
neni nutné ji ménit, dokud nedojde k jejimu spontannimu odlouceni od zhojené ranné
plochy. Pravé snizeni bolestivosti plochy bez nutnosti reaplikace favorizuje XD pfi
jejim pouziti u malych déti. Moderni syntetické kryty také vykazuji celou tadu
pozitivnich vlastnosti na hojeni popaleninové rany. V klinické praxi je ¢asto pouzivana
skupina hydrogelovych krytd.V nasi studii jsme porovnali pfedstavitele modernich
hydrokoloidnich kryti Askinu a acelularni prase¢i dermis Xe-Dermu v retrospektivni
studii u détskych pacientli [é€enych na KPM FNKYV v Praze.

Pii vyhodnoceni sledovanych parametrii 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 pacientli lé¢enych
syntetickym hydrokoloidem Askina byla nutna k plné epitelizaci opakovana reaplikace,
coz si vysvétlujeme presahnutim absorpcni kapacity hydrokoloidu s nutnou vyménou.
U déti 1écenych XD doslo k pevné vazbé kolagenu praseci dermis a fibrinu lizka

rany. Hlubokd dermdlni ztrata - popalenina stupné I1.B, patii k nejkomplikovanéjSim

15



typim popaleninové rany. Na rozdil od povrchni ztraty kize extenduje poranéni az do
hluboké retikularni ¢asti dermis. Epitelializace takovéhoto typu rany je mozna ze
zachovalych kmenovych bun¢k koznich adnex , ale za cenu jizevnatého zhojeni. Zlatym
standardem v terapii ploch I1.B stupné je aplikace SSD [Miller et al., 2010; Atiyeh at al.
2005; White 2005]. V porovnani s XD jsou naklady na lé¢bu vyssi. XD po aplikaci na
plochu pevné Ipéla k ltizku rany, nebyla nutné jeji vymeéna. Pacienti udavali v porovnani
s aplikaci SSD snizenou bolestivost. Vysledky vSak nelze vzhledem k malému souboru
pacientii 1épe verifikovat. Hlavni nevyhodou XD v hojeni je absence antibakteridlni
aktivity.Usp&sné zhojeni plochy II.B stupné pomoci XD je dle nasich zkusenosti mozné
piredev§im u cerstvych, neinfikovanych ran. Plocha po odberu dermoepidermalniho
Stepu je aseptickd rana definované hloubkyPouziti XD ke kryti odbérovych ploch
zvlasté u potencidlné rizikovych skupin mé pozitivni efekt na hemostazu, biologicky
aktivni tkan prase¢i matrix doda do rany dermalni prvky, poskytuje substrat pro adhezi
a proliferaci bun¢k a vytvari ochranny kryt, pod kterym vznikd vhodné prostiedi pro
spontanni epitelizaci rany.

Moderni metody pro hojeni ran zahrnuji 1écbu pomoci bunééné terapie — keratinocytti
nebo slozenych biologickych kryti obsahujicich i vice druht bunék. Byly vyvinuty
i komeréni kity pro disociaci bungk kiize, napt. ReCell® — jednorazovy kit pro ziskani
bunck z malého Stépu kliize a okamzitou aplikaci bun€¢k na ranu. Princip metody je
jednoduchy, trypsinizaci se rozvolni vzorek kize na jednotlivé buiiky a suspenze se
nakape nebo nasprejuje na ranu. Na kazuistickém piipadu détského pacienta
s popaleninami III. stupné na 90% povrchu téla jsme vyuzili kombinaci aceluldrni
prase¢i dermis se suspenzi bunék ziskanych metodou ReCell®/trypsinizaci v prib&hu
operace z mal¢ho tenkého odbéru kize pacienta. Xe-Derma svymi biomechanickymi
vlastnosti vytvari idealni kryt, ktery udrzi suspenzi bun¢k na ran¢€ a svymi unikatnimi
biologickymi vlastnostmi podpoii proliferaci a migraci dodanych keratinocyta i dalSich
bunécnych elementd na rané. Dilezit¢é bylo, Ze opakovanym rychlym hojenim
odbérovych ploch bylo umoznéno odebirat autologni $tépy pro transplataci hlubokych
popalenin III. st. a kryti vaskularizované nadhrady dermis Integry (aplikované pied 3- 5
tydny). Vysledkem bylo zahojeni pacienta béhem 5 mésicii, coZ je vzacny ptipad i ve
svétovém méfitku. Dalsi modifikaci této metody je vyuziti kombinace dvou kvalitnich
biologickych krytl - suspenze autolognich koznich bunék a acelularni prase¢i dermis
XD pro podporu hojeni ploch mezi muistky Siroce expandovaného autotransplantatu

u kriticky popalenych pacientl. Pro studii jsme pouzili meshovéani v poméru 1:6, kde byly
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vysledky dobte patrné. Makroskopické i histologické vysledky nasi studie u rozsahle
popalenych pacientii ukazaly, Ze nejlépe probihalo hojeni po aplikaci suspenze
epidermalnich bunék krytych XD, ale piekvapivé dobrou stimulaci (a kvalitu kiZze)
navodila i samotnd XD, coz potvrzuje naSe piedchozi zavéry o pozitivnim vlivu
acelularni prase¢i dermalni matrix na rist, stratifikaci a proliferaci epidermalnich bun¢k,
pokud jsou vranné ploSe zachovadny 1 nepatrné zbytky adnex. XD vytvaii
v sendvicovém krytu matrix pro bunécéné elementy, které jsou kolagennimi a
elastickymi vlakny tohoto biologického krytu stimulovéany k proliferacni aktivité. XD
také slouzi jako mechanickd ochrana rany ptfed vysychanim. Predpokladame, ze XD
vytvoiené mikroprostiedi zvySuje pravdépodobnost uchyceni frakce rozvolnénych
bun¢k na lizko rédny - pacientovy bunky se po ukotveni nejen samy déli, ale svymi
rastovymi faktory pfispivaji k rychlejsi proliferaci epidermalnich bun¢k migrujicich
z mustku sit€¢ dermoepidermalniho Stépu.

U kriticky popalenych pacientli 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 umoziuje opakovani odbéru. Po kazdém
opakovaném odbéru vsak kvalita Cerstvé reepitelizované plochy klesa a je nutné cekat
delsi dobu k zpevnéni krytu umoziujici dalsi odbér.U ditéte s kritickym popalenim na
90% povrchu téla jsme pouzili ke kryti odbérovych ploch kombinaci XD a smési
autolognich bunck. Vyuziti biologického potencidlu acelularni prase¢i dermis a
rustovych faktori produkovanych smési Cerstvych autolognich bunék ziskanych béhem
operace vedlo k rychlé a kvalitni epitelizaci odbérové plochy i u opakovanych odbéra
z kritickych lokalit (dorsum nohy).

ZAVER:

Acelularni prase¢i dermis Xe-Derma je doCasny biologicky kryt s vyraznym
epitelializacnim potencidlem vhodnym k 1é€bé termického poranéni ktze. Pfirodni
biologickd struktura xenomatrix podporuje proliferaci a diferenciaci lidskych
keratinocytt, a tim urychluje spontanni epizelizaci termicky poskozeného kozniho krytu
do urovné hluboké dermalni. V kombinaci s Cerstvé izolovanymi autolognimi bunikami
ma potencial 1€Cit kriticky popéalené pacienty opakovanou adekvatni 1é¢bou odbérovych

ploch a krytim Siroce sitovanych autotransplantata.
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