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12 autotransplantaty

Hojeni Siroce sitovanych autotransplantatt
pomoci autolognich epidermalnich bunék
a bezbunécné xenodermis Xe-Derma

Robert Zaji¢ek, Igor Paféuga, Hubert Suca, Radana Kénigov4, Ludomir Broz, Eva Matougkova
Klinika popaleninové mediciny, 3. LF UK a FN Kralovské Vinohrady, Praha

Souhrn:

U rozsdhle popalenych pacientl je zakladem chirurgického pfistupu v 16¢bé co nejrychlejéi uzévér ranné plochy. Pro pokryti co
nejvétsi plochy I0zka rany je autotransplantét pred aplikaci Siroce sitovan (mesh grafting). Cilem této studie bylo podpofit epite-
lizaci prostord mezi mdstky Siroce sitovaného autotransplantdtu pomoci aplikace epidermalnich bunék pacienta a biologického
krytu Xe-Derma (XD). Bunécna suspenze byla ziskdna peropera¢né z tenkého dermo-epidermédinino $tépu (1-4 cm2) kize pa-
cienta ReCell systémem nebo standardni trypsinizaci. U 14 pacientd s hlubokymi popdleninami nad 30 % povrchu téla byla ¢ast
ranné plochy o rozsahu 2-4 % telesného povrchu po excizi kryta autotransplantatem siroce meshovanym v poméru 1:3 (8 paci-
entd) nebo 1:6 (6 pacientl). Na tfetinu vymezené autotransplantované plochy byly nakapény buriky do ok autotransplantétu a kry-
ty XD (skupina buriky+XD). Druha tfetina ranné plochy byla kryta pouze XD bez bunécné suspenze (skupina XD) a tfeti ¢ast plo-
chy byla standardné kryta mastnym tylem Grassolind (kontrola). Rany kryté autoStépem sitovanym v pomeéru 1:3 se pod vemi
testovanymi kryty zahojily do 9 dnd, rozdily v epitelizaci byly obtiZzné hodnotitelné. Pii poméru sitovani 1:6 byla epitelizace ok au-
totransplantétu ve skupiné buriky+XD rychlejsi (9-14 dni) neZ ve skupiné XD (12-17 dni), kvalita zhojené kiZe byla v obou pfipa-
dech velmi dobrd. Kontrolni plocha krytd tylem Grassolind se hojila protrahované, za 20 dn( bylo zhojeno 30-50 % plochy mezer,
epidermis se rozpadala. Studie prokdzala vyrazny pfinos sendvi¢ového kryt (kombinace autostépu, autolognich koZnich bunék
a XD) pro hojeni $iroce sitovanych autotransplantéatd. Také kryti samotnou XD vykézalo pozitivni hojivy efekt.

Klicova slova:
= hojeni ran = sitovany autotransplantat = epidermalni buriky = izolace bunék = ReCell systém = Xe-Derma

Summary:
Healing of widely meshed autografts using freshly isolated autologous epidermal cells and acellular xenodermis Xe-Derma

In extensively burned patients the major step in complex therapy is the fastest possible closure of the wound. To cover the
highest possible extent of the wound bed, the autograft is largely meshed prior to application. This work aimed to stimulate the
epidermal regeneration of spaces (windows) surrounded by bridges of a largely expanded dermo-epidermal graft using autolo-
gous epidermal cells and acellular pig dermis Xe-Derma (XD). Cells were obtained from the patient’s skin (1-4 cm2) by the Re-
Cell system or by standard trypsinization. In 14 patients with deep burns a part of the burn area was covered with the autograft
meshed 1:3 (8 patients) or 1:6 (6 patients). On one part of the burned area the cells were dropped into the windows of the graft
and covered with XD (cells+XD group). The second part was covered with XD alone (XD group). The third part was covered with
Grassolind tulle gras (control). The wounds covered with the autograft meshed 1:3 had all healed completely in the course of nine
days and differences in the healing time were difficult to distinguish. In wounds autografted with 1:6 mesh, epithelization of win-
dows was faster in the areas treated with cells+XD (9-14 days) then with XD alone (12-17 days); the quality of the healed skin
was good in both cases. Healing of the control area covered with Grassolind was prolonged: in 20 days 30-50 % of the grafted
area had healed, and the epidermis was fragile and disintegrated. The study showed a positive effect of three sandwiched bio-
logical covers (largely expanded autograft, autologous skin cells, XD) on healing of widely meshed autografts. XD without cells
also showed a positive healing effect. .
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Uvod

Moderni metody pro hojeni ran za-
hrnuji 1é¢bu pomoci bunéc¢né terapie
- keratinocytti nebo slozenych biologic-
kych krytt obsahujicich i vice druhd
bunék. Bunky jsou vétSinou kultivova-
né, coz je casoveé narocné (O‘Connor et
al. 1981; Braye et al. 2000). Posledni do-
bou se zaéaly pro terapii vyuzivat i pri-
marni bunky izolované z tkdné v prubé-
hu operace (Gravante et al. 2007; Wood
et al. 2007).

Rozsdhlé popdleninové urazy jsou
mimoradné zavazné pro postizeného
i jeho rodinu a okoli. Samotna 1é¢ba
a nasledna dlouhodoba, prakticky celo-
Zivotni, rehabilitace jsou pro pacienta
i spolec¢nost velkou zatézi. Pacienti jsou
casto po drazu vyrazeni z plnohodnot-
ného zivota a podrobuji se i nékolika
desitkdm naroc¢nych rekonstrukénich
vykond, hrozi riziko ,,socidlni smrti“ se
vSemi negativnimi socidlnimi i socioe-
konomickymi dtsledky. Principem lé¢-
by v akutnim stavu zlstdva snaha o co
nejrychlejsi obnovu integrity télesného
povrchu pacienta — jeho kozniho krytu,
a to bud spontanni epitelizaci u povrch-
nich popdlenin, nebo nekrektomii (od-
stranéni odumrtelé kize) a uzdvérem
rany autotransplantaci dermo-epider-
malnim $tépem u hlubokych popdlenin.
Metody smérujici k urychleni procesu
hojeni u popdlenin s ¢astecnou ztratou
kiuze a zvySeni efektu autotransplanta-
ci u hlubokych popdlenin jsou ve svém
dasledku prinosem nejen lééebnym,
ale i ekonomickym (zkracenim délky lé-
¢eni, mens$im rizikem vzniku komplika-
ci apod.).

V pripadé rozsahle popéalenych paci-
entl je zdkladem chirurgického pristu-
pu v lécbeé co nejrychlejsi uzavér ranné
plochy. Cim diive dojde k uzavéru popé-
lenych mist definitivnim krytem — auto-
transplantatem, tim je prognoza preziti
pacienta prizniveéjsi, redukuje se ex-
trémni hypermetabolicky stav, funkéni i
estetické nasledky urazu se signifikant-
né snizuji a klesaji finanéni ndklady na
1écbu (Konigova et al. 2010). I pres po-
kroky v moderni 1é¢bé a tkanovém in-
zenyrstvi je stdle nutno k plnohodnot-
nému uzavéru ,ztraceného“ kozniho
krytu pouzit pacientovu autologni koz-

© 2012 GEUM = www.geum.org/hojeni

&
2
B
g
=3
2
|
s
2
o
5]
5
5
&

ni tkan. Pro preklenuti diskrepance
mezi rozsahem popdleni u extenziv-
nich termickych traumat a limitovany-
mi odbérovymi plochami je v popale-
ninové mediciné vyuzivana kombinace
krytu syntetickych a biologickych, kte-
ré zajisti vhodné podminky pro epi-
telizaci (Herndon 2007; Konigova et
al. 2010). V pripadé, kdy je nutny chi-
rurgicky pristup (nekrektomie a auto-
transplantace), slouzi biologické a syn-
tetické kryty k pripravé lizka rany pro
autotransplantaci, prispivaji k vytvore-
ni mladé priznivé granulaéni vrstvy na
nekrektomované plose, podporuji ree-
pitelizaci mista odbéru kozniho $tépu
a poskytuji prilozenym autotransplan-
tatim podminky pro jejich uspésné pri-
hojeni. Moderni pristupy k lé¢bé roz-
sdahlych koznich defekt zahrnuji také
urychleni regenerace tkané v misté de-
fektu pomoci implantace biomateridlu,
koznich bunék, nebo kompletni tkano-
vé ndahrady slozené z vice vrstev (Jones
et al. 2002).

Pri aplikaci autostépu na ldzko rany
pouzivame Siroké sitovani (mesh-graf-
ting) v poméru 1:3-1:6 abychom 5§teé-
pem pokryli co nejvétsi rannou plochu
(Herndon 2007; Konigova et al. 2010).
Epidermdlni bunky z okraji mustka
kozniho transplantatu musi pak svym
rustem, proliferaci a migraci zaplnit
mezery (oka) mezi mustky sitovaného
autotransplantatu. Uziti vysokych po-
mérd expanze (vice nez 1:3) nam sice
umozni pokryti vétsi plochy, ale za cenu
narustu komplikaci pti hojeni ok mezi
mustky $tépu. Bunky musi piekonat
vétsi vzdalenost k vyplnéni defektu, ho-
jeni se tak prodluzuje za cenu vyssiho

rizika infekce a tvorby nepriznivé gra-
nulacéni tkané. Vysledny kozni kryt je
nekvalitni, ma tendenci ke spontan-
nimu rozpadu, vytvareni rezidudlnich
granulacénich plosek, které mohou vést
k sekundarni infekci. Dlouhodobé ho-
jeni takto komplikovanych ran vede
sekundarné k hypertrofickému hoje-
ni a rozvoji jizevnatych kontraktur. Je
dulezité si uvédomit, ze Siroké expan-
ze koznich §tépd vyuzivame piedevSim
u rozsahlych popdleninovych urazd.
Pacienti s rozsahlou ztratou kiZe jsou
ohrozeni septickymi komplikacemi ruz-
né etiologie. Také extrémni dlouhodo-
by stresovy hypermetabolismus hraje
negativni roli pri hojeni ploch. Z téch-
to diivodii moderni popdleninovd me-
dicina vyuziva celé spektrum moznosti
k urychleni procesu hojeni véetné nej-
modernéjsich metod tkanového inze-
nyrstvi.

Kultivované keratinocyty se vyuziva-
j1 k hojeni popalenin jiz od roku 1981
(O‘Connor et al. 1981), avSak Kkultiva-
ce trva 2-3 tydny a ziskana epidermis
je velmi krehka a nestabilni. V posled-
ni dobé se objevily nové moznosti izo-
lace a aplikace koznich bunék pri-
mo v priabéhu operace (Gravante et al.
2007; Wood et al. 2007; Goodman 2008;
van Geel et al. 2001). ReCell (Avita Me-
dical, UK) je komeréni kit pro rychlou
(30-45 min) izolaci autolognich bunék
z malého dermo-epidermalniho $tépu
kiize a jejich aplikaci na rannou plo-
chu (Gravante et al. 2007; Mulekar et al.
2008). Podobnym zptsobem je mozné
enzymaticky rozvolnit bunky standard-
ni trypsinizaci (Mulekar et al. 2005; Mu-
lekar et al. 2008). Ziskana suspenze bu-

2/2012 « HOJENI RAN



Obrazek z archivu autort

Foto z archivu autor(i

nék je nasprejovana ¢i nakapana na
ranu. Jako doplnéni bunééné soucas-
ti biologického krytu jsme v nasi modi-
fikaci metody pouzili pro kryti apliko-
vané bunéc¢né suspenze bezbunécénou
xenodermis Xe-Derma (Medicem Tech-
nology, CR) ktera m4d sama o sobé hoji-
vé a stimulac¢ni uc¢inky na rany (Zajicek
et al. 2008; Zajicek et al. 2011).

Cilem studie bylo stimulovat epider-
malni regeneraci mezi mustky Siroce
expandovaného dermo-epidermalni-
ho s§tépu pouzitim sendvicové techni-
ky tif riznych biologickych krytt: Siro-
ce expandovaného autotransplantatu,
suspenze autolognich koznich bunék

B Obr. ¢. 1: ReCell systém — systém ja-
mek se zahrivdnim, enzy-
my, roztoky

Do 1. jamky s trypsinem se vloZi maly
vzorek kuze na 30 minut pri 37 °C. Od-
délime epidermis od dermis (rozvolné-
ni bazdlnich bunéek), sneseme z dermis
2bytky bunek. Suspenzi zfiltrujeme pres
sitko, naredime v SCL a nasprejujeme ¢i
nakapeme na rdnu.

B Obr. ¢. 2: Aplikace suspenze bunék do ok Siroce sitovaného
autotransplantatu s expanzi 1:6

Na snimku je patrny rozdil v pomeéru expanze 1:3 (levd stra-

na) a 1:6 (pravad strana,).

a acelularni prasec¢i dermis. Tim by
melo dojit ke zkraceni doby epitelizace
mezi mustky meshovaného $tépu s re-
dukei c¢asnych i pozdnich komplikaeil
hojeni ran u rozsahle popalenych pa-
cientd.

Material a metody
Pacienti

Do studie byli zarazeni pacienti s roz-
sahem hlubokych popalenin vétsim nez
30 % télesného povrchu, z vybéru byli
vylouceni pacienti s rozsahem popa-
leni nad 80 % a vékové kategorie pod
15 nebo nad 60 let. Dale byli vylouce-
ni pacienti postizeni urazy elektrickym
proudem, radia¢nim poleptanim nebo
s tézkym inhala¢nim traumatem, paci-
enti pod vlivem 1ékt ovliviujicich ho-
jeni a pacienti s pridruzenymi choro-
bami.

Odbér kiiZe a izolace keratinocytti

Na zacatku operace byl paciento-
vi s rozsahlymi popaleninami odebran
tenky dermo-epidermdlni S§tép kuze
(sila 0,15-0,30 mm; velikost 2-4 cm?).
Kize byla vloZena do trypsinu v ReCell
systému (obr. ¢. 1) nebo do 0,5% trypsi-
nuw/EDTA (1:1) a inkubovdna 30-40 mi-
nut ve 37 °C. Po vyjmuti z trypsinu byla
ktize opldachnuta v SCL (sodium com-
pound lactate, soucast kitu ReCell)
nebo v mediu H-MEM a poté oddéle-
na epidermis od dermis, ¢imz se uvol-
nily bazdlni bunky. Rozvolnéni kize

Foto z archivu autor(i
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bylo dokon¢eno se$krabanim zbytka
bunék z kiize nebo roztrepanim v mini-
trepacce (vortexu). Ze ziskané suspenze
byly vyjmuty zbytky ktze (jehlou, filtra-
ce 100 um sitkem). Suspenze byla jes-
té naredéna v SCL nebo H-MEM mediu
na 1-2 ml (0,5 ml/1 cm? kiize) a nasa-
ta do strikacky. Vytézek bunék z 1 cm?
kize (2,2-2,7x10° bunék) byl aplikovdn
na 80 cm? ranné plochy. Doba potieb-
né pripravy nepresahovala 45 minut od
odbéru vzorku.

Transplantace

Pacientovi byl odebran dermo-epi-
dermalni kozni §tép o sile 0,2-0,3 mm
a sitovén 1:3 (8 pacientii) nebo 1:6 (6 pa-
cient). PIné expandovany S§tép byl
aplikovan na ranu a plocha byla optic-
ky rozdélena na tri ¢asti o velikosti 100-
200 ecm? Na prvni ¢ast ranné plochy
byla aplikovana bunéé¢nd suspenze na-
kapanim priblizné 3x10* bunék/cm? do
ok autotransplantatu (obr. ¢. 2) a plocha
kryta XD (obr. ¢é. 3) meshovanou v po-
meéru 1:1,5 (skupina burnky+XD). Druha
cast plochy byla kryta pouze tzce me-
shovanou XD (skupina XD). Treti cast
ranné plochy byla kryta standardnim
postupem - mastnym tylem Grassolind
a obkladem roztoku Furantoinu a slou-
zila jako kontrola. Plochy s XD byly po-
vrchové kryty mastnym tylem a gazou
zvlhéenou v roztoku Furantoinu a su-
chym povrchovym krytem z gazového
obvazu.

B Obr. ¢.3: XD (mesh 1:1,5) pfiloZend na autotransplantdt
(mesh 1:6)

Vpravo nahote mastny tyl Grassolind (Gr).

HOJENI RAN 2/2012 »
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B Obr. ¢. 4: Hojeni Siroce sitovaného autotransplantdtu na popdleniné II1. stupné

Pacient 61 let byl popdlen pii vybuchu propanbutanové ldhve, popdleniny I1.-II1. stupneé na 61 % povrchu tela.
Stav komplikovdn ndslednou infekct, lécba antibiotiky. TTi tydny po virazu provedena autotransplantace plochy na stehnu. Po
snesent granulacni tkané rana kryta stredné silnym stépem sitovanym 1:6; 3 % télesného povrchu.

Foto z archivu autor(i

B Obr. ¢. 4a: Den 0: liZko rany po epifascidlni nekrektomii
pripraveno k autotransplantaci.

Foto z archivu autorti

Foto z archivu autor(i

B Obr. ¢. 4b: Den 0: autotransplantace: plocha rozdélena

nad kolenem priblizné na tietiny, v pravé ¢ds-
ti aplikovdny rozvolnéné burnky ve formeé suspenze, kryto dvé-
ma pldty vizce meshovaného krytu Xe-Derma (bunky+XD);
vlevo kryti pouze meshovanym krytem Xe-Derma (XD); zby-
tek plochy kryt pouze tylem Grassolind (K — kontrola) a ob-
klady s Furantoinem. Jako povrchni kryt celé plochy byl pou-
Zit mastny tyl Grassolind, prevaz gdzou.

Foto z archivu autor(i

B Obr. ¢. 4c: Den 3: plocha krytd tylem Grassolind. P¥i od-
klopent tylu je vidét mesh 1:6 na kontrolni plo-
Se. Rana ¢istd, bez zndmek infekce.

© 2012 GEUM = www.geum.org/hojeni

B Obr. ¢. 4d: Den 10: v misté, kde byly aplikovdny butiky-

+XD, je patrny celistvejsi kryt, ale i v mistech,
kde byla aplikovdana pouze XD, je patrnd epitelizace vyjraz-
nejsi nez v kontrolni oblasti s tylem Grassolind.

Foto z archivu autor(i

B Obr. ¢. 4e: Den 13: celkovy pohled na rdnu s jasné viditel-

nou hranici hojeni vsech tii ploch. Misto, kde
byly burky (burky+XD), je prakticky na 98 % zhojeno. Misto,
kde byla pouze Xe-Derma (XD) je zhojeno z 80 %. Kontrolni
plocha krytd tylem Grassolind (K) je nezhojena, cetné zbytko-
vé plochy v misté meshe.

Foto z archivu autor(i

B Obr. ¢. 4f:  Den 64: kvalitné zhojend plocha v pFipadech,
kde byla pouiita XD s bunkami i XD bez bu-

nék; klinicky nent patrny rozdil. Jizevnatd tkdn je relativné
pevnd, s minimem zbytkovyjch ploch tam, kde nebylo dokona-
lé zakryti XD. Kontrolni oblast, kde byl mesh 1:6 kryt pouze
tylem Grassolind (K), je fragilni, s dosud nezhojenymi povrch-
nimi defekty, s tendenci k zatrhdvdni a rizikem sekunddrni
infekce plochy.
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Hodnoceni hojeni

Pribézné byla vyhodnocovdna epi-
telizace ok meshovaného transplanta-
tu (% epitelizace — epidermal coverage)
a hojeni rany bylo dokumentovano fo-
tograficky. Pri pravidelnych prevazech
v intervalu 48-72 hodin byla hodnoce-
na pritomnost infekce. Po uplném zho-
jeni byla sledovana fragilita a esteticky
vzhled. Vysledky byly hodnoceny dvé-
ma erudovanymi popdleninovymi spe-
cialisty. Po tydnu byly odebrany vzorky
na histologické vySetreni.

Vysledky
Hojeni stépu sitovaného v poméru 1:3
Rany kryté autostépem sitovanym
1:3 se pod vSemi testovanymi Kkryty
(bunky+XD, XD, kontrola) zahojily do
9 dnd. Vzhledem k relativné malé ex-
panzi bylo hodnoceni epitelizace ob-
tizné. Hojeni ploch krytych XD s bun-
kami i bez bunék bylo dle orienta¢niho
vyhodnoceni o néco rychlejsi nez hoje-
ni kontroly.

Hojeni $tépu sitovaného v poméru 1:6

Signifikantni rozdily bylo mozné sle-
dovat az u vysSsi expanze 1:6. Z cel-
kem Sesti oSetrenych pacientii byla
u jednoho pacienta plocha infikovana
(Staphylococcus aureus) a doslo ke ztra-
té §tépu v celém rozsahu plochy, jeden
pacient zemrel. V tabulce é. 1 jsou uve-
deny vysledky transplantace u 4 paci-

Foto z archivu autorti

entll pod jednotlivymi kryty. Nejrych-
lejsi reepitelizace byla makroskopicky
pozorovana u skupiny, kde do ok Ste-
pu byla aplikovdna buné¢nd suspenze
a kryta XD (skupina buriky+XD) (obr.
¢. 2, 3). Delsi doba epitelizace byla u
skupiny, kde autotransplantat byl kryt
pouze XD (skupina XD). Obé skupiny
kryté XD vykazovaly tvorbu pevné epi-
dermis. U skupiny kryté tylem Grasso-

epitelizace (%)

autotransplantaty

lind (kontrola) byla epitelizace poma-
14, mezery mezi mustky $tépu se zcela
nezhojily a kvalita nové vytvoreného
epidermadlniho krytu byla nizka. Epi-
dermis byla krehkd, snadno se mecha-
nicky lamelovité odlucovala od ldzka
rany, sekundarné se misty infikovala

(obr. ¢. 4).

buriky+XD

XD
kontrola

5 10

doba hojeni (dny)

Bl Graf. &. 1:
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Pribéh epitelizace Siroce sitovaného transplantdtu (1:6) pod sledova-

nymi kryty u pacienta s popdleninamsi I1.-I11. stupné na 61 % povrchu
téla. Vsechny 3 kryty byly aplikovdany na plochu s popdleninamsi I11. stupné po ne-

krektomii.

Epitelizace ok Siroce sitovaného transplantatu 1:6 pod jednotlivymi kryty (buriky+XD, XD, kontrola Grassolind)

na popaleninach lll. stupné

%

% zhojené plo-

pacient pohlavi vék BSA traz operace kryt chy/den zhojeni kvalita epidermis
1. muz 42 56 vybuch 19. den buriky+XD 100 %/ 9. den pevna
XD 100 %/12. den pevna

kontrola 50 %/20. den kfehkd, rozpada se
2. zena 47 45 horenf 24. den buriky+XD 100 %/12. den pevna
XD 100 %/14. den pevna

kontrola 40 %/20. den kfehkd, rozpada se
38 Zena 50 30 horenf 20. den buriky-+XD 100 %/11. den pevna
XD 100 %/13. den pevna

kontrola 40 %/20. den krehkd, rozpada se
4 muz 61 61 vybuch 22. den buriky+XD 100 %/14. den pevna
XD 100 %/17. den pevna

kontrola 30 % /20. den krehkd, rozpadd se

HOJENI RAN 2/2012 -
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Kazuistika

Podrobny ¢asovy prubéh hojeni Siro-
ce sitovaného autotransplantatu u paci-
enta ¢. 4 s popdleninami IL.-III. stupné
na 61 % povrchu téla je dokumentovan
v grafu ¢. 1 a na obr. ¢. 4. Detail hojeni
7 dnt po aplikaci bunék+XD je na obr.
¢.5. Na obr. ¢. 6. je vidét histologie hoje-
ni autotransplantatu meshovaného 1:6
tyden po aplikaci epidermalnich buné-
k+XD. Zatimco na plose s aplikovany-
mi bunkami a krytem Xe-Derma je vi-
dét tvorici se epidermis s 2-5 vrstvami
keratinocytu (obr. ¢. 6), v biopsiich ode-
branych z plochy kryté pouze XD ¢i ty-
lem Grassolind keratinocyty dosud pa-
trné nebyly.

Diskuse

V predchozi studii jsme prokazali, ze
bezbunéc¢na prasec¢i dermis Xe-Derma
je kvalitni biologicky kryt pro hojeni
povrchnich popalenin v détském veku
(Zajicek et al. 2011). Na xenomatrix
se mohou prichytit a rast keratinocy-
ty i jiné bunky, coz umocnuje jeji hoji-
vy efekt (Zajicek et al. v tisku). V nasSich
star§ich publikacich jsme ukazali, ze
také bezbunécéna praseci dermis s kul-
tivovanymi keratinocyty (Matouskova et
al. 1993) aplikovana bunkami sméruji-
cimi do rany (,,upside down*) méla vy-
razné hojivé ucinky (Matouskova et al.
1997; Matouskova et al. 2002).

Neékteré studie z poslednich let uka-
zaly, ze i nekultivované bunky mohou

B Obr. ¢.5: Detail hojeni

Tyden po aplikaci bunék+XD jsou jiz nekterd

oka Stepu zhojena, epidermis konfluentni.

byt vyuzity k hojeni ran rdzné etiolo-
gie nebo pro repigmentaci ploch u viti-
liga (Navarro et al. 2000; VanGeel et al.
2001; Gravante et al. 2007; Mulekar et
al. 2008). Nedavno byl firmou Avita vy-
vinut systém ReCell - jednorazovy kit
pro ziskani autolognich epidermdlnich
bunék z malého dermo-epidermalniho
stépu kize a jejich okamzitou aplikaci
na ranu. Zpracovani a rozvolnéni tkané
se déje v pribéhu operace bez nutnos-
ti specializované kultiva¢ni laboratore.
Tim se urychli pouziti bunék bez dlou-
hé a ndroc¢né faze kultivace keratinocy-
td. Systém ReCell muize byt pri urcité
zku$enosti nahrazen standardni trypsi-
nizaci kiize ve sterilni zkumavce a roz-
trepanim ziskané suspenze v minitre-
pacce (vortexu).

V na$i modifikaci metody jsme se
rozhodli vyuzit kombinaci dvou kvalit-
nich biologickych kryti — suspenze au-
tolognich koznich bunék a acelularni
praseci dermis Xe-Derma pro podporu
hojeni ploch mezi mistky Siroce expan-
dovaného autotransplantatu. Autologni
cerstvé izolované burnky jsou smeési ke-
ratinocytd, fibroblasti, melanocyti,
Langerhansovych bunék i krevnich ele-
mentd, jejichz rustové faktory vedou ke
stimulaci hojeni riznych typt ran. Byla
prokdzana i schopnost keratinocyti se
v rané uchytit a proliferovat (Navarro
et al. 2000). Pro studii jsme pouzili me-
shovani v pomeéru 1:6, kde byly vysled-
ky dobre patrné. Vyssi poméry expan-

Foto z archivu autor(i

ze jako napr. 1:9 v praxi nepouzivame
vzhledem k obtizné aplikaci na ltzko
rany. Ultratenké a dlouhé mustky $tépu
maji tendenci k rolovani a neprilnou
tak na ltzko rany.

Makroskopické i histologické vysledky
nasi studie ukazaly, Ze nejlépe probihalo
hojeni po aplikaci suspenze epidermal-
nich bunék krytych XD, ale prekvapivée
dobrou stimulaci (a kvalitu ktize) navo-
dila i samotna XD, coz potvrzuje nase
predchozi zavéry o pozitivnim vlivu ace-
luldrni prase¢i dermalni matrix na rust,
stratifikaci a proliferaci epidermalnich
bunék (Zajicek et al. v tisku). XD vytva-
Il v sendvicovém krytu matrix pro bu-
nécéné elementy, které jsou kolagennimi
a elastickymi vlakny tohoto biologické-
ho krytu stimulovany k proliferaéni ak-
tivité. XD také slouzi jako mechanicka
ochrana rany pred vysychanim. Pred-
pokldaddame, ze krytem Xe-Derma vytvo-
rené mikroprostredi zvySuje pravdépo-
dobnost uchyceni frakce rozvolnénych
bunék na lizko rdany - pacientovy bunky
se po ukotveni nejen samy déli, ale svy-
mi rustovymi faktory prispéji i k rych-
lejsi proliferaci epidermalnich bunék
migrujicich z mustkd sité dermo-epider-
malniho stépu.

Problematicka ztstava vlastni apli-
kace bunécné suspenze na ranu. Vyte-
7ek z odbéru 1 em? (cca 2,5 miliont bu-
nék) jsme aplikovali na 80 cm? rany.
Predpokladame, ze pri vyuziti popsa-
né sendvicové techniky bychom moh-

B Obr. ¢. 6: Histologie hojeni po aplikaci krytu buriky+XD

V parafinovém tezu z biopsie odebrané 7. den po

aplikaci bunék+XD (odbér uprostied oka autotransplantdtu

© 2012 GEUM = www.geum.org/hojeni

sitovaného 1:6) je vidét tvorici se epidermis s 2-5 vrstvami ke-

ratinocyti (Sipka, hematoxylin-eosin).
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li pokryt z jednoho odbéru rozsdhlej-
§1 rannou plochu. Pri pouziti ru¢niho
spreje (injekéni strikacka se sprejova-
cim nastavcem) dochdzelo v$ak k velké-
mu rozptylu aerosolu bunék a aplika-
ce do prostorti mezi mistky $tépu byla
nepresnd. Aplikace suspenze strikac-
kou s jehlou je sice presnéjsi, ale v pri-
padé konkavnich ploch suspenze bu-
nék céastecné stékala mimo aplikovany
prostor. Vyhodna by dle naseho nazoru
byla kombinace bunék s fibrinovym le-
pidlem, ktera by kromé hemostatického
efektu mohla vést i k zlepSeni ukotve-
ni bunék na lIGzko rany v nékterych ri-
zikovych lokalitach. Dle literatury vsak
neni v uchyceni bunék na ranu s fib-
rinovym lepidlem nebo bez néj rozdil
(Currie et al. 2000).

V literature bylo popsdno nékolik
zpusobu sendvic¢ového kryti. Nejcas-
téjsi je kombinace autotransplantati
a alotransplantdtd (Jones et al. 2002;
Konigova et al. 2010). Tato kombinace je
v CR moznd v piipadé ¢erstvych alosté-
pd, odebranych rodinnym prislusnikim
pacienta. Kadaverozni alotransplanta-

Clanek byl publikovan

v Casopise
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ce neni v CR standardizovana. Nevyho-
dou pouziti éerstvych alotransplantatt
v sendvicovém kryti je nutnost odbéru
alostépu rodinnému prislusniku, poda-
ni anestezie, nutnd hospitalizace, ne-
zbytné naklady na lé¢bu odbérové plo-
chy, riziko prenosu infekénich chorob.
Pripadna alotransplantace vyzaduje na-
vic vynikajici spolupraci rodiny. Vyhody
na$i modifikace sendvicové transplan-
tace vidime v jednoduchosti, rychlosti a
bezpecnosti s prokazatelnym pozitivhim
klinickym efektem. Odbérové misto pro
zisk rozvolnénych bunék je malé, doba
pripravy bunééné suspenze je kratka.
Xe-Derma zacina byt na Klinice popa-
leninové mediciny FN Kralovské Vino-
hrady standardnim biologickym krytem
s pestrou §kdlou pouziti. Biomechanic-
ké vlastnosti XD (krdatkd doba naméce-
ni, snadnd manipulovatelnost, prilna-
vost, jednoduchd moznost meshovani
v ruznych pomérech expanze, transpa-
rence krytu) nam umoznuji jeji bezpro-
blémové prilozeni na ranu. Sitovani
krytu Xe-Derma je dilezité pro drendz
rany a evakuaci sekretu.
Zaveér

Nase studie prokazala vyrazny pri-
nos pouziti sendvi¢ového kryti u pome-
ru kozni expanze 1:6. V pripadé pome-
ru sitovani autotransplantatu v poméru
1:3 byly rozdily v dobé hojeni pri pouzi-
ti vSech tii typu sledovanych krytt Spat-
né hodnotitelné, dle orienta¢niho odha-
du bylo i v tomto pripadé hojeni ploch
krytych XD s bunkami rychlejs$i a kva-
litnéjsi nez hojeni kontroly. Zkraceni
doby epitelizace mezi muistky meshova-
ného $tépu je dilezité pro redukcei ¢as-
nych i pozdnich komplikaci hojeni ran
u rozsahle popdlenych pacienti.

Prdce byla finanéné podpotrena grantem
¢. NS 10507-3 IGA MZ CR.
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