PRIPRAVA A POUZITIE

TRANSPLANTATOV
ACELULARNEJ ALODERMY V
POPALENINOVEJ],
REKONSTRUKCNEJ
A PLASTICKEJ CHIRURGIL.
e |




Transplantaty koZe alogénneho povodu
sa pouzivaju viacere desatroCia najma
v popaleninove] medicine ako
nahrady koZe na docCasné prekrytie ran.

poskytuju bariéru proti prenikaniu mikroorganizmov
vyrazne zniZuju bolestivost’ ran

zabranuju stratam tekutin a bielkovin cez otvorenu ranu

a chrania ranu pred vysychanim

maju schopnost’ stimulovat’ epitelizaciu z okrajov rany a zo
zbytkov epidermalnych elementov pri neexcidovanych
popaleninach hlbokého

II. stupna

zniZuju energetické straty organizmu

pripravuju rany na definitivne prekrytie
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Nevyhodou alogénnych transplantatov je ich
antigenicita vyvolana bunkami, ktore ich

osidluju, ¢o nasledne sposobuje ich rejekciu.

BUDEME HOVORIT O:

1. Priprave alogénnej acelularnej dermalnej
nahrady v tkanivovej banke

2. Klinickom a inom pouziti
kryokonzervovanych acelularnych

alogénnych dermalnych transplantatov
(AcelAlo)
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DOTERAZ POUZIVANE METODY NA
ODSTRANENIE BUNIEK

Z DERMALNYCH NAHRAD

FYZikflllle! - zmrazovanie/ rozmrazovanie
Chemické: - kombinacia dispazy a Tritonu
- kombinacia NaCl s SDS (sodiumdodecylsulfat)

Kombinované: - kombinacia rozmrazovania, dispazy,
Tritonu, SDS aj NaCl

Tieto metody su pomerne drastické a mozu

mat’ za nasledok aj zvySkovu toxicitu a preto nemusia
byt vhodné pre pouzitie na pripravu matrice na
kultivaciu buniek.
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KOMERCNE DOSTUPNE
PRODUKTY

AlloDerm®, MatriDerm®, Zenoderm®
(deepidermizovana derma bovinneho povodu)

Tieto produkty v slovenskej medicine nenasli
SirSie uplatnenie najma kvoli
vysokej cene a komplikovanému dovozu.
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NOVY SPOSOB PRIPRAVY AcelAlo

Vyuziva znamu metodu oeddelenia epidermy trypsinom
Eliminuje nasledné pouzZivanie detergentov

Odstranenie bunkovych komponentov zaist’uje vystavenie

dermy HYPOTONICKEMU PROSTREDIU.

STERILNA DESTILOVANA VODA

je hypotonicka, Setrna k dermalnym komponentom, ale na
zaklade naSich predchadzajacich skusenosti by mala
bunkové komponenty dokladne odstranit’. Aplikacia
destilovanej vody namiesto agresivnych detergentov by mala
zarudit’ vyznamne nizsiu toxicitu produktu a teda jeho
vhodnost’ ako nesica pre kultivaciu buniek.
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POSTUP PRIPRAVY 1.

Odber koZe z kadaverozneho darcu

Podl’a platnych Standardnych pracovnych postupov CTB
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POSTUP PRIPRAVY 2.

Lednice 2019

- Lavaz v antibiotikach
(dekontaminacia)

\ 4

- Trypsin /EDTA

laboratorna teplota cez noc

- Trypsin /EDTA
1 hod 37°C




Trypsin/EDTA

Mechanické odstranenie
epidermy

Loziskové Stiepenie epidermy od BM
Loziskové Stiepenie epidermy od BM
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POSTUP PRIPRAVY 3

MECHANICKE ODSTRANOVANIE EPIDERMY
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DECELULARIZACIA 4.

4.1. Vymena H,0

4.2. Vymena H,O

Epiderma uvol’'nena, drzi sa iba na vrcholoch =
papil (cca 10%), bunky koZnych adnex su
Zivé, aj vlasové folikuly a niektoré cievy
43. Vymena H,0 4.5.Po uplnej decelularizacii

Hola BM, v derme iba ojedinelé 5x vymena H,0

Zivé bunky v potnych Zliazkach Lednice 2019 11



5. Lavaz v antibiotikach
cez noc, laboratorna teplota
(Gentamycin 240 mg; Vankomycin 50 mg;
Candibene 20 ml 1% roztoku;
Penicilin 2x 10% U)
Odber vzoriek na testy sterility

\ 4

6. Balenie a uskladnenie

Lednice 2019
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7.Balenie

2 obaly: Steriking — sterilny
CoverBag

8. SKLADOVANIE

hlboko mraziaci box na -70" C
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Acelularna xenoderma

Odobrany xenotransplantat
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ACELULARNA AMNIOVA MEMBRANA
(AM)

DECELULARIZOVANA
AM

AM PO ODBERE
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Vzorka 1: Aloderma
Vzorka 2: 1x premytie v H,0
Vzorka 3: 4x premytie
Vzorka 4: po 5. premytiach

Visualization of DNA fragments in 1% agarose gel

LM=Length ladder,

Sample 1: Allodermis
Sample 2: 1x washing by H,0
Sample 3: 4x washing
Sample 4: after 5x washing

DNA concentration

MnoZstve ©

zbytkovej
DNA po 2 ® DNA concentration

20 [ng/ul]

jednotlivych =
premytiach - I —F

Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4

DETEKCIA ZBYTKOVEJ DNA -VZORKY

Mnozstvo DNA vo vzorkach 3 a 4

(4x a 5x premytie) je mensie, ako 4 ng/pl .
Toto predstavuje hodnoty pre negativnu
kontrolu

Lednice 2019 16



TESTOVANIE CYTOTOXICITY

1.Test difuzie v agarovom géli
2. Test kontaktnej inhibicie
3. Rastova krivka

| |
Negat Pozit Acelalo Acel Xeno 1400 000
1200000
1000 000 Negativna k‘W//;
800 000 /

600 000 /
400 000 //
200 000 /

o —
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PREDBEZNE VYSLEDKY 1.

Acelularna aloderma (AcelAlo) ani
acelularna xenoderma (AcelXeno) ani
amnion nevykazovali na bunkovych
kulturach Ziadne znamky cytotoxicity
Potvrdilo sa, ze su vhodnym nosi¢om

pre in vitro kultivaciu roznych druhov
buniek

Bohac M; Danisovic L; Koller J;, Dragunova J; Varga I: What happens to an acelular dermal matrix after

implantation in the human body? A histological and electron microscopic study. Eur. J. of Histochemistry, 2018, 62:
2873
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Rast buniek na acelularnej aloderme

Dermalne
fibroblasty

Keratinocyty

19
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Klinické vyuzitie acelularnej
alodermy (AcelAlo)

CHIRURGIA
Rekonstrukcie prsnikov po mastektomii
Chronické rany po debridemente - diabeticka noha
Operacie hernii (nahrada syntetickej siet’ky)
Augmentacia Achilovej, patelarnej a inej SPachy

INE VYUZITIE
 Matrica — nosic¢ kultivovanych buniek pre
pripravu autolognej nahrady koze plnej hrubky
* Nosic pre lieciva s antimikrobialnou aktivitou
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AcelAlo - matrica pre pripravu
autolognej nahrady koze plnej hrubky

1. 3D in vitro kultivacia buniek na komer¢nych
platni¢kach s inertnym sitkom pre bunkové
kultary
- mala plocha, neumoznuje pripravu vel’kych

rozmerov, potrebnych pre pacientov
- cena

2. Metada kultivacie na sitkach
- umoznuje kultivacie vicsej plochy
- zariadenie je lacné
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Kultivacia buniek na sitkach

Pouzity material: Petriho miska na tkanivove kultury

(velkost zavisi od potrebnej plochy- priemer 6 cm, 10 cm i viac)

Skleneny trojuholnik

Siet’ka (non toxic silicone mesh)

Matrica (acelularna aloderma/ xenoderma)

Bunky: keratinocyty (KC)/dermalne fibroblasty (DF), MSC)

keratinocyty

Dermélne Matrica
fibroblasty ! KC | | KC | | KC I | KC I :/ acelularna derma
siet’ka / \
Skleneny

trojuholnik
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AcelAlo — vhodny nosic pre lie€iva

Cielom bolo impregnovat’ AcelAlo antimikrobialnymi latkami a
sledovat’ jej u€innost’ na in vitro modeloch popaleninovych ran
kontaminovanych multirezistentnymi kmenmi
gramnegativnych patogénov PSEUDMONAS AERUGINOSA a
ACINETOBACTER BAUMANNI.

Material a metody:
a. In vitro modely popaleninovej rany: 1. planktonicky rast; 2. biofilm
b. Topické antimikrobidlne prostriedky: ACIDUM ACETICUM 1%,; Aquitox;
Betadine; Kolistin; Octenilin; Prontosan
c. AcelAlo kusky 5x5 cm, meshované 3:1, 24 hod impregnacia v 100 ml daného
roztoku

NAJVYSSIU UCINNOST NA SLEDOVANE KMENE MALA
1% ACIDUM ACETICUM A TO AKO V PLANKTONICKEJ
FORME, TAK AJ V 24 - HODINOVOM BIOFILME.
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PREDBEZNE VYSLEDKY II.

Acelularna aloderma impregnovana kyselinou octovou

by mohla byt lacnym a u¢innym doplnkom v popaleninove;
chirurgii pri lieCbe ran, kontaminovanych multirezistentnymi
kmenmi bakteérii.

PodPa naSich predbeznych vysledkov je mozné AcelAlo

impregnovanu kyselinou octovou pouZit’ su¢asne aj na
nasadzovanie buniek, nakol’ko kyselina octova nie je toxicka
pre bunky.

To by umoznilo pripravit’ kombinovanu nahradu S DVOMI
EFEKTMI SUCASNE: antimikrobidlnym a efektom

autolognych buniek
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PRIMARNA REKONSTRUKCIA PRSNIKA
PO BILATERALNA MASTEKTOMII
IMPLANTATMI V JEDNOM SEDENI

Boha¢ M; Varga I; Polak S; Draguiiiova J; Fedeles J; Koller J: Delayed post mastectomy breast reconstruction with allogeneic
acellular dermal matrix prepared by a new decellularization method. Cell Tissue Banking 2017, 19(11):1-8
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KAZUISTIKA 1L

Sekundarna rekonstrukcia prsnika a dvorca texturovanym
implantatom 2 roky po mastektomii

Bohac et al.2018
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KAZUISTIKA 111.

Zachrana transplantovanej oblicky po opakovanej dehiscencii

a infekcii laparotomicej rany
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2 operacné vykony:

1.Debridement, prekrytie oblicky
xenotransplantatom, NPWT

2.Vymena xenotx za AcelAlo,

po mobilizacii okrajov uzaver rany

3. Kontrola po 6 mesiacoch
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ZAVERY I.

* AcelAlo do 60 dni po implantacii bolo rekolonizované
autolognymi bunkami. (fibroblasty, myofibroblasty a
inymi typmi — lymfocyty, makrofagy, viacjadrové
obrovské bunky, granulocyty, tukové bunky).

* Este rychlejSie doslo k revaskularizacii AcelAlo.

* Lymfatické cievy (lymphatic vessels) prerastali
pomalSie (po 9 mesiacoch detekované iba u jednej z
pacientiek), Co naznacCuje, Ze lymfangiogenéza je
pomalsi proces, ako angiogenéza.

Subor: 22 pacientiek, 26 prsnikov
Bohaé M; Varga |; Polak S; Draguiriova J; Fedeles J; Koller J: Delayed post mastectomy breast reconstruction with
allogeneic acellular dermal matrix prepared by a new decellularization method. Cell Tissue Banking 2017, 19(11):

1-8
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ZAVERY II.

Bezpecnost’ a acelularita produktu AcelAlo,
jeho netoxickost’, schopnost’ buniek rast’ na
jeho povrchu, schopnost’ byt nosiCom pre
lieiva, jednoduchost’ pripravy a nizka
realizana cena tento material predurcéuju
jednak k pouZitiu jednak ako matrice pre
pripravu plnohodnotnej nahrady koze,
jednak pre pouZzitie v klinickej praxi
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