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Kožní banka je Součástí Tkáňové ústředny Fakultní
nemocnice v Hradci Králové od roku 1953, kdy byl Za-
hájen odběr dermoepidermálních štěpů od zemřelých
dárců a jejich konzervace ve vlhké komůrce při teplotě
+4 0C. V 60. letech byla zavedena konzervace der-
moepidermálních a chorioamniových štěpů lyofilizací,
v 70. letech byla tato metoda doplněna o Sterilizaci
hotových konzerv gama zářením v dávce 25 kGy.
Zpočátku banka intenzivně Spolupracovala se vznikají-
cími centry léčby popálených v Praze, Ostravě a Koši-
cích, a to jak účastí na výzkumných projektech, tak
zasíláním tkáňových konzerv (l, 2). Poté, co si tato
pracoviště zřídila vlastni banky, byly štěpy Zasílány
především na traumatologické Oddělení nemocnice
v Pardubicích.

Nový impuls pro rozvoj kožní banky přineslo Otev-
ření oddělení plastické chirurgie a popálenin v nově
Wbudovaném Bedrnově pavilonu chirurgických Oborů
ve FN v Hradci Králové v roce 1985.

Dlouhodobým cílem navázané Spolupráce bylo zajis-
tit pro nové pracoviště dostatečné Spektrum biologic-
kých krytů umožňujících provádění léčebných postupů
Obvyklých na Specializovaných pracovištích popále-
ninové medicíny. TO vyžadovalo rozšířit naši nabídku
biologických krytů O různě konzervované alotransplan-
táty a xenotransplantáty a později zavedení metody kul-
tivace epidermálních keratinocytů. Je všeobecně Známo,
že definitivní krytí popálené plochy vždy vyžaduje pou-
žití autologního štěpu a alotransplantát nebo xenotrans-
plantát může být jen dočasným řešením. Alternativou
autotransplantace je krytí popálené plochy kultivo-
vanými autologními keratinocyty (3, 4). Budoucnost
zřejmě patří kompozitním štěpům Složeným z autologní
keratinocytární blány kombinované S alogenním nebo
umělým ekvivalentem dermální vrstvy. V této práci
podáváme přehled našich Zkušenosti S přípravou biolo-
gických krytů pro různé způsoby aplikace u popálených.

Metodika, soubor nemocných a výsledky

a) Kijvty používané jako biologický Obva:
Při tomto Způsobu aplikace Se štěpy' nenechají přiho-

jit a vyměňují Se v pravidelných, nejčastěji třídenních

intervalech. Takto byly používány námi připravené lyo-
filizované alogenní dermoepidermální štěpy, lyofilizo-
vané chorioamniové štěpy a xenogenní dermoepider-
mální štěpy konzervované ve vlhké komůrce nebo při
teplotě -80 °C.

Alogenní dermoepiderınální štěpy byly odebírány Od
zemřelých dárců za aseptických podmínek na vlastním
odběrovém sále Tkáňové ústředny. Jednotlivé pruhy
Odebrané dermatomem (Howmet Air Dermatome How-
met Corp. Med. Div., Canada) byly dále Zpracovávány
v boxu S laminárním prouděním a lyofilizovány v trans-
fuzních lahvích metodikou vypracovanou Hegerem (5).
Hotové konzervy byly sterilizovány gama zářením
v dávce 25 kGy v SVÚT Veverská Bítýška. Před pou-
žitím byly štěpy rehydratovány po dobu 20 minut ve
Sterilním fyziologickém roztoku. Podobným způsobem
byly připravovány a používány i chorioamniové štěpy
získané z placent odebíraných na porodním sále .gyne-
kologické kliniky FN v Hradci Králové.

V tabulce l jsou shrnuty ùdaje o použití těchto štěpů
na traumatologickém oddělení v Pardubicích v le-
tech 1982-1985 (6). Celkem bylo použito 3,41 m2 štěpů
u 32 pacientů.

Tabulka 1

Plocha lyofílizovanýeh dermoepidermálních
a chorioamniových alotransplantátů použitých

v letech 1982-1985 na traumatologickém oddělení
nemocnice v Pardubicích

Použitá plocha štěpůKlasifikace (m2)Počet nemocných

Lehce popálení 11 0,43
Středně těžce popálení 15 1,01
Těžce popálení 6 1.97

Celkem 32 3,41

Po zahájení Spolupráce S nově otevřeným oddělením
plastické chirurgie a popálenin v r. 1985 došlo ke znač-
nému nárůstu požadavků na množství krytů používa-
ných jako biologický' obvaz. Z tohoto důvodu jsme na
našem pracovišti zavedli metodu přípravy a konzervace
prasečích xenotransplantátů vypracovanou MOSerovOu
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a spol. (7). Prasečí krupony jsme získávali v Masokom-
binátu Březrad (nyní Salma) a Skaličanu Česká Skali-
ce. Po oholení a dezinfekci kruponu byly štěpy odebírá-
ny transplantačním nožem nebo žiletkou Humbyho no-
že, dekontaminovány v roztoku antibiotik a konzervo-
vány ve vlhké komůrce po dobu 10 dnů při teplotě
+4 0C. U části štěpů byla prováděna kryokonZervace.
Štěpy byly inkubovány v 15% roztoku glycerolu ve fos-
fátovém ústojném roztoku (PBS) po dobu 2 hodin a
poté zmrazovány neřízeně v Petriho miskách uložením
do Zmrazovacího zařízení o teplotě -70 0C až -75 °C
(NZ 350/75 Frigera Kolin, ČR) (9).

Šıčpy byly používány jednak u popälenin II. Sıupnč
a vyměňovány, dokud nedošlo ke spontánní epitelizaci,
nebo jako dočasný kryt po nekrektomii u 'popálenin '
III. Stupně. V letech 1986-1991 bylo na Spolupracující
pracoviště vydáno 120 m2 těchto štěpů, Z toho 96,5 m2
bylo použito ve Fakultní nemocnici v Hradci Králo-
vé (tabulka 2). Průměrná spotřeba štěpů u 1 pacienta
hodnocená u souboru 172 popálených (79 dospělých
a 93 dětí) je uvedena v tabulce 3.

Tabulka 2

Plocha xenotransplantátů vydaných v letech
1986-1991 (m2)

Rok Chirur. Odd. Traumat. Chirur. Chirur. Ostatní Celkem
klinika dětské oddělení oddělení oddělení
FN chirurgie nemoc- nemoc- nemoc-
Hradec FN nice nice nice
Králové Hradec Pardubice Nový Trutnov

Králové Bydžov

1986 7,87 2,39 3,01 - - 0,15 13,42
1987 8,34 1,24 1,51 0,64 0,75 - 12,48
1988 7,54 8,82 3,83 0,54 - . - 20,73
1989 12,89 4,75 1,32 0,61 0,09 0,32 19,98
1990 11,14 8,72 5,17 2,32 - - 27,35
1991 1 1,05 1 1,77 1,92 0,64 0,77 - 26,15

Celkem 58,82 37,69 16,76 4,75 1,61 0,47 120,10

Tabulka 3

Průměrná plocha xenotransplantátů použitých
pro léčbu 1 popáleného (1985-1991)
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Se odstraní až před předpokládanou rejekcí. Autotrans-
plantaci pak lze provést na čistou plochu prostou
mikrobiální kontaminace. Metoda však předpokládá
dostatečnou zásobu vitálních alotransplantátů (konzer-
vovaných hypoterrnicky nebo kryokonZervovaných).
Tyto metodiky jsme zavedli v letech 1986-1987 (9).
Odebrané a dekontaminované štěpy byly Skladová-
ny buď ve vlhké komůrce při teplotě +4 OC po dobu
10 dnů, nebo inkubovány v 15% roztoku glycerolu
v PBS, poté ukládány do sáčků Z laminované fólie a ří-
Zeně zmrazovány v kovových kazetách zhotovených
ve Výzkumném ústavu potravinářské a chladicí techni-
ky v Hradci Králové. Kazety byly skladovány v kapal-
ném dusíku v kontejnerech IKB 32 STS Říčany. Takto
připravené štěpy byly použity u několika rozsáhle popá-
lených pacientů (10).

c) Kultivovaný kožní kryt
Alternativní přístup k léčbě rozsáhlých popálenin

představuje použití autologních kultivovaných keratino-
cytů. Metodiku jsme zavedli v r. 1993 po předchozím
školení 2 pracovníků na klinikách v Praze a v Aachenu
(SRN) a za finanční podpory IGA MZ ČR (grant IGA
MZ ČR č. 1184-2/1992-1993). Kc kultivaci jsme použi-
li modifikovanou metodu podle Greena. Malé kousky
kůže (2-4 cm2) byly odebírány Humbyho nožem, Skal-
pelem nebo dermatomem a dopraveny do Tkáňové
banky v médiu D-MEM s 10 % bovinniho fetálního
Séra. Zde byla kůže rozřezána na malé proužky o šířce
2-3 mm, trypsinována při +4 oC po dobu 20 hodin.
Epidermis byla poté separována od dermis a buňky
získané jak z epidermální, tak dermální vrstvy byly
naočkovány na ozářenou kulturu 3T3 buněk v množství
1,5 až 3 x 106 buněk na 1 kultivační láhev o ploše dna
80 cmz. Buňky byly kultivovány při 37 °C v atmosféře
5% C02 v médiu obsahujícím epidermální růstový fak-
tor, dokud nebylo dosaženo Subkonfluentní epiteliální
vrstvy. Transplantabilní (konfluentní) epiteliální blány

Tabulka 4

Klinická aplikace kultivovaných autologních
keratinocytů

Dospělí Děti

Klasifikace počet plocha SD počet plocha SD
2m m2 m2 m2

Datum Celková Datum Plocha
Diagnóza odběru . doba kulti- aplikace štěpů

vace (dny) (cmz)
Nenıocný

Lehce popálení 14 0,07 0,04 0 0 0
Středně těžce popálení 32 0,27 0,27 28 0,11 0,1 1
Těžce popálení 33 1,01 0,67 36 0,67 0,25

I. J., žena popálenina 9. 6. 93 18- l 9 29. 6. 600
1963 42 % 25. 6. 93 24 19. 7. 240

29. 6. 93 18-20 19. 7. 1140

Kritický popálení 0 - — 29 0,46 0,43

b) Kryty pro dočasnou kožní náhradu
Zatímco při použití štěpů jako biologického obvazu

nedochází k přihojení štěpu a tím ani k dočasnému
uzavření popálené plochy a nemocný je vystaven nut-
nosti opakovaných převazů v celkové anestezii, meto-
da dočasné transplantace kůže tyto nevýhody odstraňu-
je (8). Rána se přihojením štěpu dočasně uzavře a kryt

Celková aplikovaná plocha 1980

V. B., muž traumatický
1977 defekt 29.9. 94 22 21. 10. 45

M. Ř., muž Lyeııův 11. 10.94 20 31. 10. 495
1977 syndrom 27 +) 7. 11. 360

7.11.94 21 28.11. 800
30 +) 7. 12. 252

Celková aplikovaná plocha ˇ 1907

+) terciámí kultura
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byly získány Ze Sekundámích kultur. Před použitím by-
ly blány uvolněny ode dna kultivační misky dispázou,
přichyceny na mastný tyl a transportovány na oddělení
v Petriho miskách S médiem D-MEM bez Séra. Klinic-
ká aplikace keratinocytárních blan ~byla doposud pro-
vedena u 3 pacientů, Z toho 1 popáleného (tabulka 3).
Celková doba kultivace nepřesáhla 24 dnů.

U případu Lyellova syndromu byla použita i terciární
kultura Získaná Za 27, respektive 30 dnů po odběru (ta-
bulka 4). Keratinocytární blány byly použity převážně
na pokrytí odběrových ploch, a to s dobrým klinickým
efektem.

Diskuse a závěry

Nejvíce zkušeností jsme v uplynulých 10 letech zís-
kali S přípravou a aplikací xenogenních dermoepider-
málních štěpů (11). Jejich nevýhodou je však vysoká
Spotřeba štěpů (tabulka 4), která může být enorrnní Za
Situace hromadné katastrofy. Z tohoto důvodu jsme
věnovali stálou poZomost problematice vytvoření dosta-
tečné Zásoby těchto krytů (12). Původně používanou
metodu kryokonzervace v Petriho miskách jsme v po-
Sledních 2 letech nahradili konzervaci v sáčcích Steri-
king (Wipak Medical, Finsko), které jsou řízeně zmra-
zovány v přístroji Kryo-IO Planer, Velká Británie. Ště-
py jsou skladovány při teplotě -80 °C v zařízení REV-
CO ULT 1786, USA, které je proti poklesu teploty za-
jištěno náhradním chlazením kapalným dusíkem. Nový
způsob adjustace štěpů zlepšuje“ podmínky při rozmra-
Zování (do lázně o teplotě +37 °C se vloží celý sáček) a
při aseptické manipulaci při použití štěpů. Rovněž jsou
značně Sníženy nároky na skladovací prostory a tím i na
spotřebu energie.

Stejná metodika konzervace a Skladování je nyní
používána i pro alogenní dermoepidermální štěpy.

Lyofılizované dermoepidermální a chorioamniové
štěpy byly používány do poloviny 80. let (2, 6). Před-
nost byla dávána dermoepidermálním štěpům, neboť
chorioamniové se někdy na popálené ploše rozpouštěly
(6). Původní metodika lyofilizace v. transfuzních lah-
vích (5) byla nyni nahrazena plošnou lyofilizací štěpů
a adjustací v obalu Steriking (Wipak Medical, Finsko).
Nespomou předností těchto štěpů je možnost splnit
lékopisná kritéria sterility a možnost Skladování kon-
zerv při pokojové teplotě. Kliničtí spolupracovníci však
většinou dávají přednost vitálním štěpům. V budouc-
nosti nelze vyloučit opětovné zvýšení zájmu o lyofilizo-
vané štěpy, např. v kombinaci S autologním kultivova-

' ným epiteliálním krytem.
Značný technologický pokrok pro nás znamenalo

zavedení metody kultivace autologních keratinocytů.
Překážkou jejich použití však může být dlouhá kulti-
vační doba, takže jsme se Setkali i S případy, kdy blány
byly k dispozici teprve v době, kdy byl pacient již kli-
nicky zhojen. Ke stimulaci hojení popálené plochy lze
však použít i kryokonzervované alogenni kultivované

keratinocytární blány nebo blány vypěstované z kryo-
konzervovaných primokultur (13). Podmínkou použití
je opakované Sérologické vyšetření dárce na HIV po
180 dnech po odběru.

Hlavním nedostatkem kultivovaných autologních
krytů je však absence dermální vrstvy, což omezuje je-
jich použití u hlubokých popálenin. Dermální kom-
ponenta totiž brání tvorbě hypertrofıckých granulací
a Současně umožňuje tvorbu ' normálního derrnoepider-
málního Spojení, které je při použití Samotných kerati-
nocytů dlouhou dobu po transplantaci ploché. Pokož-
ka je pak fragilní S tendenci k tvorbě puchýřů (14).
Za perspektivní považujeme 2 přístupy jak tento pro-
blém překonat. Prvním je metodika popsaná Cuonem
(15). Na nekrektomovanou plochu se provede klasická
dočasná transplantace alogenního derrnoepiderrnálního
štěpu. Po jeho přihojení se chirurgicky odstraní pouze
epidermis a na takto připravenou plochu se transplan-
tuje kultivovaný kryt. Druhou možností je příprava
kompozitního derrnoepiderrnálního štěpu in vitro a je- _
ho následná transplantace. Tato metodika je ve stadiu
experimentu na řadě pracovišť, která Se problematikou
biologických krytů zabývají, a je rovněž tématem jedno-
ho z našich výzkumných programů.

Souhrn

Autoři uvádějí vlastní zkušenosti s přípravou bio-
logických kožních krytů a jejich použitím při léčbě
popálených. Nejvíce zkušeností bylo v posledních 10 le-
tech Získáno s xenogenními dermoepidermálními štěpy.
Lyofılizované alogenní dermoepidermální a chorioam-
niové štěpy byly používány do první poloviny 80. let.
Pro dočasnou transplantaci kůže jsou k dispozici kryo-
konzervované alogenní dermoepidermální štěpy Sklado-
vané při teplotě -80 °C. Kultivované autologní keratino-
cyty jsou“ používány od r. 1993. Příprava kompozitního
dermoepidermálního štěpu je ve fázi experimentu.
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