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Kozni banka je soucasti Tkanové ustfedny Fakultni
nemocnice v Hradci Kraloveé od roku 1953, kdy byl za-
hijen odbér dermoepidermdlnich 3t&pi od zemielych
darci a jejich konzervace ve vlhké komiirce pfi teploté
+4 °C. V 60. letech byla zavedena konzervace der-
moepidermalnich a chorioamniovych $tépu lyofilizaci,
v 70. letech byla tato metoda doplnéna o sterilizaci
hotovych konzerv gama zafenim v ddavce 25 kGy.
Zpotatku banka intenzivné spolupracovala se vznikaji-
cimi centry Ié¢by popalenych v Praze, Ostravé a Kosi-
cich, a to jak ucasti na vyzkumnych projektech, tak
zasilanim tkanovych konzerv (1, 2). Poté, co si tato
pracovisté zfidila vlastni banky, byly 3t€py zasilany
piedevdim na traumatologické oddéleni nemocnice
v Pardubicich.

Novy impuls pro rozvoj kozni banky pfineslo otev-
feni oddéleni plastické chirurgie a popdlenin v nové
vybudovaném Bedrnové pavilonu chirurgickych oboru
ve FN v Hradci Kralové v roce 1985.

Dlouhodobym cilem navizané spoluprace bylo zajis-
tit pro nové pracovisté dostateéné spektrum biologic-
kych krytii umozZiujicich provadéni 1é€ebnych postupii
obvyklych na specializovanych pracovistich popéle-
ninové mediciny. To vyZadovalo roz$ifit nasi nabidku
biologickych krytii o rizn¢ konzervované alotransplan-
taty a xenotransplantaty a pozdéji zavedeni metody kul-
tivace epidermalnich keratinocytii. Je véeobecné znamo,
Ze definitivni kryti popalené plochy vzdy vyZaduje pou-
Ziti autologniho $t&pu a alotransplantat nebo xenotrans-
plantit miZe byt jen dotasnym feSenim. Alternativou
autotransplantace je kryti popalené plochy kultivo-
vanymi autolognimi keratinocyty (3, 4). Budoucnost
ziejmé patii kompozitnim $t&pim sloZenym z autologni
keratinocytarni blany kombinované s alogennim nebo
umélym ekvivalentem dermalni vrstvy. V této praci
podavame pfehled nasich zkuSenosti s pfipravou biolo-
gickych krytt pro riizné zpiisoby aplikace u popalenych.

Metodika, soubor nemocnych a vysledky
a) Krvty pouZivané jako biologicky obvaz

Pfi tomto zpusobu aplikace se $tépy nenechaji piiho-
jita vyménuji se v pravidelnych, nejéastéji tfidennich

intervalech. Takto byly pouZivany nami pfipravené lyo-
filizované alogenni dermoepidermalni 3tépy, lyofilizo-
vané chorioamniové $tépy a xenogenni dermoepider-
malni $tépy konzervované ve vlhké komiirce nebo pfi
teploté -80 °C.

Alogenni dermoepidermalni $tépy byly odebirany od
zemielych darcu za aseptickych podminek na vlastnim
odbérovém sile Tkafové ustfedny. Jednotlivé pruhy
odebrané dermatomem (Howmet Air Dermatome How-
met Corp. Med. Div., Canada) byly déle zpracovavany
v boxu s lamindrnim proudénim a lyofilizovany v trans-
fuznich lahvich metodikou vypracovanou Hegerem (5).
Hotové konzervy byly sterilizoviny gama zifenim
v davce 25 kGy v SVUT Veverska Bityska. Pfed pou-
Zitim byly $t¢py rehydratovany po dobu 20 minut ve
sterilnim fyziologickém roztoku. Podobnym zpiisobem
byly ptipravovany a pouZivany i chorioamniové $tépy
ziskané z placent odebiranych na porodnim sale .gyne-
kologicke kliniky FN v Hradci Kralové.

V tabulce 1 jsou shrnuty Gdaje o pouZiti té€chto $t€ph
na traumatologickém oddéleni v Pardubicich v le-
tech 1982-1985 (6). Celkem bylo pouzito 3,41 m’ §tépt
u 32 pacienti.

Tabulka 1

Plocha lyofilizovanych dermoepidermalnich
a chorioamniovych alotransplantiti pouZzitych
v letech 1982-1985 na traumatologickém oddéleni
nemocnice v Pardubicich

Klasifikace Podet nemocngeh | PouZtd ‘(’:“"1‘;'“ Nipa
Lehce popéleni 11 0,43
Stfedné 1&5ce popéleni 15 1,01
Té%ce popéleni 6 1.97

Celkem 32 341

Po zahdjeni spoluprice s nové otevienym oddélenim
plastické chirurgie a popalenin v r. 1985 doélo ke zna¢-
nému nariistu poZzadavki na mnoZstvi kryti pouzZiva-
nych jako biologicky obvaz. Z tohoto divodu jsme na
nasem pracovisti zavedli metodu pfipravy a konzervace
prasedich xenotransplantiti vypracovanou Moserovou
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a spol. (7). Praseti krupony jsme ziskavali v Masokom-
binatu Bfezrad (nyni Salma) a Skali¢anu Ceska Skali-
ce. Po oholeni a dezinfekci kruponu byly $tépy odebira-
ny transplantaénim noZem nebo Ziletkou Humbyho no-
Ze, dekontaminovdny v roztoku antibiotik a konzervo-
vany ve vlhké komirce po dobu 10 dnua pfi teploté
+4 °C. U &asti 3t&pa byla provadéna kryokonzervace.
Stépy byly inkubovany v 15% roztoku glycerolu ve fos-
fatovém ustojném roztoku (PBS) po dobu 2 hodin a
poté zmrazovany nefizené v Petriho miskach uloZenim
do zmrazovaciho zafizeni o teplot& -70 °C az -75 °C
(NZ 350/75 Frigera Kolin, CR) (9).

Stépy byly pouZivany jednak u popalenin II. stupn&
a vyméiovany, dokud nedo$lo ke spont4nni epitelizaci,
nebo jako dolasny kryt po nekrektomii u popalenin
III. stupn&. V letech 1986-1991 bylo na spolupracujici
pracovité vydano 120 m’ té&chto $t&pii, z toho 96,5 m’
bylo pouzito ve Fakultni nemocnici v Hradci Krilo-
vé (tabulka 2). Priimérna spotfeba $tépu u 1 pacienta
hodnocena u souboru 172 popalenych (79 dospélych
a 93 déti) je uvedena v tabulce 3.

Tabulka 2

Plocha xenotransplantiti vydanych v letech
1986-1991 (m?)

Rok |Chirur. |Odd. Traumat. |Chirur. |Chirur, | Ostatni | Celkem
klinika |détské |oddéleni |oddéleni |oddéleni

FN chirurgie | nemoc- |nemoc- |nemoc-
Hradec |FN nice nice nice
Kralové |Hradec |Pardubice | Novy Trutnov
Krilové BydZov
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 | 1289 | 475 | 132 | 061 | 009 | 032 | 1998

1990 | 11,14 | 8,72 517 232 - - 27,35
1991 | 11,05 | 11,77 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

Primérni plocha xenotransplantitu pouzitych
pro lé¢bu 1 popaleného (1985-1991)

se odstrani aZ pfed pfedpoklddanou rejekci. Autotrans-
plantaci pak lze provést na Cistou plochu prostou
mikrobidlni kontaminace. Metoda vSak predpoklada
dostate¢nou zisobu vitdlnich alotransplantati (konzer-
vovanych hypotermicky nebo kryokonzervovanych).
Tyto metodiky jsme zavedli v letech 1986-1987 (9).
Odebrané a dekontaminované §t€py byly skladova-
ny bud’ ve vihké komiirce pfi teploté¢ +4 °C po dobu
10 dnii, nebo inkuboviny v 15% roztoku glycerolu
v PBS, poté ukladiny do sd¢ku z laminované folie a fi-
zené zmrazovany v kovovych kazetich zhotovenych
ve Vyzkumném ustavu potravinafské a chladici techni-
ky v Hradci Krilové. Kazety byly skladovany v kapal-
ném dusiku v kontejnerech IKB 32 STS Rigany. Takto
pfipravené $tépy byly pouZity u n€kolika rozsahle popa-
lenych pacienti (10).

¢) Kultivovany koZni kryt

Alternativni pfistup k 1é¢b& rozsihlych popalenin
pfedstavuje pouZiti autolognich kultivovanych keratino-
cytu. Metodiku jsme zavedli v r. 1993 po pfedchozim
gkoleni 2 pracovnikii na klinikich v Praze a v Aachenu
(SRN) a za finan¢ni podpory IGA MZ CR (grant IGA
MZ CR &. 1184-2/1992-1993). Ke kultivaci jsme pouZi-
li modifikovanou metodu podle Greena. Malé kousky
kiize (2-4 cm®) byly odebirany Humbyho noZem, skal-
pelem nebo dermatomem a dopraveny do Tkanové
banky v médiu D-MEM s 10 % bovinniho fetalniho
séra. Zde byla kiZe rozfezina na malé prouzky o Sifce
2-3 mm, trypsinovana pfi +4 °C po dobu 20 hodin.
Epidermis byla poté separovana od dermis a buiiky
ziskané jak z epidermadlni, tak dermalni vrstvy byly
naotkovany na ozifenou kulturu 3T3 bun¢k v mnoZstvi
1,5 az 3 x 10°bunék na 1 kultivaéni ldhev o plose dna
80 cm?’. Buiiky byly kultivovany pfi 37 °C v atmosféie
5% CO, v médiu obsahujicim epidermalni rustovy fak-
tor, dokud nebylo dosaZeno subkonfluentni epitelialni
vrstvy. Transplantabilni (konfluentni) epitelidlni blany

Tabulka 4

Klinicka aplikace kultivovanych autolognich
keratinocytu

Dospéli Deéti Datum | Celkova | Datum |Plocha
. Nemocny Diagnéza | odb&ru |doba kulti- | aplikace | Stépi
Klasifikace potet pl::zhn fnl? pocet pl;czha ?n[‘) vace (dny) (cm?)
Lehce popleni 1 1007 loos| o lo 0 I.J,%ena |popilenina | 9.6.93 | 18-19 | 29.6. | 600
Stredné t&zce popdleni | 32 [ 027 [ 027 | 28 | 011 | 0,11 1963 il o] o ol B
Téce popéleni 33 | 1,00 | 067 | 36 | 067025 ks 5 e
Kriticky popaleni 0 - . 29 | 0,46 | 0,43 Celkovi aplikovana plocha 1980
V.B.,muz |traumaticky
b) Kryty pro dodasnou kozni nahradu 1977 defekt 29.9.94 22 21. 10. 45
Zatimco pii pouZiti 3t¢ph jako biologického obvazu M.R,muz |Lyelliv  [11.10.94] 20 31.10. | 495
nedochdzi k pfihojeni $tépu a tim ani k do¢asnému 1977 syndrom p—_ g’lf +) 2;- H ggg
uzavieni popalené plochy a nemocny je vystaven nut- S 304 | 712 | 252

nosti opakovanych pfevazii v celkové anestezii, meto-
da docasné transplantace kiiZe tyto nevyhody odstraiiu-
je (8). Rana se pfihojenim $tépu docasné uzavie a kryt

Celkova aplikovani plocha . 1907

+) terciami kultura
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byly ziskany ze sekundarnich kultur. Pfed pouZitim by-
ly blany uvolnény ode dna kultivaéni misky dispazou.
pfichyceny na mastny tyl a transportovany na oddéleni
v Petriho miskich s médiem D-MEM bez séra. Klinic-
ka aplikace keratinocytdrnich blan byla doposud pro-
vedena u 3 pacienti, z toho 1 popaleného (tabulka 3).
Celkova doba kultivace nepfesdhla 24 dni.

U pfipadu Lyellova syndromu byla pouZita i tercidrni
kultura ziskana za 27, respektive 30 dnii po odbéru (ta-
bulka 4). Keratinocytarni blany byly pouzity pfevaZné
na pokryti odb&€rovych ploch, a to s dobrym klinickym
efektem.

Diskuse a zdvéry

Nejvice zkuSenosti jsme v uplynulych 10 letech zis-
kali s ptipravou a aplikaci xenogennich dermoepider-
mdlnich $tépi (11). Jejich nevyhodou je viak vysokd
spotfeba $tépii (tabulka 4), kterd miZe byt enormni za
situace hromadné katastrofy. Z tohoto divodu jsme
vénovali stalou pozornost problematice vytvofeni dosta-
te¢né zasoby téchto kryti (12). Pilvodn¢ pouZivanou
metodu kryokonzervace v Petriho miskach jsme v po-
slednich 2 letech nahradili konzervaci v sa&cich Steri-
king (Wipak Medical, Finsko), které jsou fizené zmra-
zovany v piistroji Kryo-10 Planer, Velka Britanie. St&-
py jsou skladovany pfi teploté -80 °C v zafizeni REV-
CO ULT 1786, USA, které je proti poklesu teploty za-
jisténo nahradnim chlazenim kapalnym dusikem. Novy
zplsob adjustace $tépu zlepSuje podminky pii rozmra-
zovani (do lazné o teploté +37 °C se vlozi cely satek) a
pii aseptické manipulaci pfi pouZiti $1&pi. RovnéZ jsou
zna¢né snizeny naroky na skladovaci prostory a tim i na
spotfebu energie.

Stejnd metodika konzervace a skladovini je nyni
pouzivana i pro alogenni dermoepidermalni $tépy.

Lyofilizované dermoepidermalni a choricamniové
$tépy byly pouziviny do poloviny 80. let (2, 6). Pied-
nost byla didvdna dermoepidermalnim $t¢pum, nebot’
chorioamniové se nékdy na popalené plose rozpoustély
(6). Pivodni metodika lyofilizace v transfuznich lah-
vich (5) byla nyni nahrazena plo$nou lyofilizaci $tépt
a adjustaci v obalu Steriking (Wipak Medical, Finsko).
Nespornou pifednosti téchto 3t&pi je moZnost splnit
lékopisna kritéria sterility a moZnost skladovani kon-
zerv pii pokojové teploté. Klini¢ti spolupracovnici viak
vét§inou divaji pfednost vitilnim $tépiim. V budouc-
nosti nelze vyloucit opétovné zvydeni ziajmu o lyofilizo-
vané $t€py, napi. v kombinaci s autolognim kultivova-
" nym epitelidlnim krytem.

Znatny technologicky pokrok pro nis znamenalo
zavedeni metody kultivace autolognich keratinocytii.
Piekazkou jejich pouZiti viak miZe byt dlouha kulti-
valni doba, takZe jsme se setkali i s pfipady, kdy blany
byly k dispozici teprve v dobé, kdy byl pacient jiz kli-
nicky zhojen. Ke stimulaci hojeni popalené plochy lze
viak pouzit i kryokonzervované alogenni kultivované

keratinocytdrni bldny nebo blany vypéstované z kryo-
konzervovanych primokultur (13). Podminkou pouZiti
je opakované sérologické vySetfeni darce na HIV po
180 dnech po odbéru.

Hlavnim nedostatkem kultivovanych autolognich
kryti je viak absence dermdlni vrstvy, coZ omezuje je-
jich pouziti u hlubokych popilenin. Dermalni kom-
ponenta totiz brani tvorbé hypertrofickych granulaci
a souCasn¢ umoziiuje tvorbu normalniho dermoepider-
malniho spojeni, které je pfi pouZiti samotnych kerati-
nocyti dlouhou dobu po transplantaci ploché. PokoZ-
ka je pak fragilni s tendenci k tvorbé puchyii (14).
Za perspektivni povazujeme 2 pfistupy jak tento pro-
blém piekonat. Prvnim je metodika popsana Cuonem
(15). Na nekrektomovanou plochu se provede klasicka
dolasna transplantace alogenniho dermoepidermélniho
$tépu. Po jeho piihojeni se chirurgicky odstrani pouze
epidermis a na takto pfipravenou plochu se transplan-
tuje kultivovany kryt. Druhou mozZnosti je pfiprava
kompozitniho dermoepidermalniho $tépu in vitro a je-
ho nésledna transplantace. Tato metodika je ve stadiu
experimentu na fadé pracovist,, kterd se problematikou
biologickych krytii zabyvaiji, a je rovnéZ tématem jedno-
ho z nasich vyzkumnych programi.

Souhrn

Autofi uvadéji vlastni zkuSenosti s piipravou bio-
logickych koZnich kryti a jejich pouZitim pfi lé¢b¢
popalenych. Nejvice zkusenosti bylo v poslednich 10 le-
tech ziskdno s xenogennimi dermoepidermalnimi §tépy.
Lyofilizované alogenni dermoepidermalni a chorioam-
niové Stépy byly pouzivany do prvni poloviny 80. let.
Pro dotasnou transplantaci kiiZe jsou k dispozici kryo-
konzervované alogenni dermoepidermalni $tépy sklado-
vané pii teploté -80 °C. Kultivované autologni keratino-
cyty jsou pouzivany od r. 1993. Pfiprava kompozitniho
dermoepidermalniho $tépu je ve fazi experimentu.
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