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l. LISTA SKROTOW I DEFINICJI

DRT — dermal regeneration template (matryca do regeneracji skory)

STSG - split thickness skin graft (przeszczep skory posredniej grubosci)

FTSG — full thickness skin graft (przeszczep skory petnej grubosci)

TBSA - total body surface area (catkowita powierzchnia ciata)

FDA — Food and Drug Administration in the US (Federalny Urzad Zywnosci i Lekow, USA)
VAC — vacuum assisted closure (terapia podci$nieniowa)

NPWT — negative pressure wound therapy (terapia leczenia ran podci$nieniem)

PDGF — platelet-derived growth factor (ptytkowo-pochodny czynnik wzrostu)

EGF — epidermal growth factor (naskorkowy czynnik wzrostu)

TGF-B1 — transforming growth factor 1 (transformujacy czynnik wzrostu 1)

TGF-B2 — transforming growth factor B2 (transformujacy czynnik wzrostu $2)

TGF-B3 — transforming growth factor B3 (transformujacy czynnik wzrostu p3)

PGE-2 — prostaglandin E2 (prostaglandyna E2)

FGF-2 — fibroblast growth factor 2 (czynnik wzrostu fibroblastow 2)

VEGF — vascular epithelial growth factor (czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego)
IFN-a — interferon a (interferon a)

GM-CSF — granulocyte macrophage growth factor (czynnik wzrostu kolonii granulocytow)
IL-4 — interleukin 4 (interleukina 4)

IL-6 — interleukin 6 (interleukina 6)

IL-8 — interleukin 8 (interleukina 8)

IL-10 — interleukin 10 (interleukina 10)

TNF-o — tumor necrosis factor o (czynnik martwicy guza o)

MCP-1 — monocyte chemoattractant protein 1(biatko chemotaktyczne monocytéw 1)
MMP-2 — matrix metalloproteinase 2 (metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowej 2)
MMP-9 — matrix metalloproteinase 9 (metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowej 9)
SEM — standard error of the mean (btad standardowy)

ICU — intensive care unit (oddziat intensywnej opieki medycznej)

WCC — white cell count (poziom leukocytow we krwi)



WPROWADZENIE I PRZEGLAD PISMIENNICTWA

1. Budowa skory i proces gojenia ran

Gojenie ran jest jednym z najbardziej ztozonych proceséw zachodzacych w zyciu
organizmu ludzkiego. Zachodzi w niemal wszystkich tkankach po zadziataniu bodzcow
uszkadzajacych. Skora jest najwigkszym organem cztowieka, a jej gtdowng rolg jest
ochrona organizmu przed srodowiskiem zewnetrznym, stad gojenie ran jest procesem
wystepujacym bardzo czgsto w trakcie zycia osobniczego cztowieka. Bezposrednio po
urazie liczne mechanizmy biologiczne zostajg uaktywnione i zsynchronizowane

w odpowiedzi na bodziec uszkadzajacy. W organizmie ludzkim gojenie ran peine;j
grubosci skory prowadzi do powstania pozbawionej funkcji struktury zwanej blizna.
Inaczej wyglada proces gojenia we wczesnej fazie rozwoju ptodowego, gdzie w wyniku
urazu plodu dochodzi do catkowitego odtworzenia uszkodzonych tkanek bez
bliznowacenia  w procesie przypominajgcym regeneracj¢. Niektore organizmy

zachowuja zdolno$¢ do regeneracji tkanek w trakcie dorostego zycia [1,2,3].

Skora cztowieka pehni istotng role w utrzymywaniu homeostazy organizmu stanowigc
ochrong przed srodowiskiem zewnetrznym, petnigc funkcje wydzielnicze i resorbcyjne,
poprzez wydalanie wody 1 jonow, termoregulacje¢, odbieranie bodzcéw, metabolizm
biatek, lipidow, cukréw i witamin. Dodatkowo skora bierze udziat w odpowiedzi

immunologicznej na obce antygeny [4].

Skora cztowieka, z uwagi na jej ztozong budowe pozwalajaca petni¢ wiele funkcji, jest
trudna do zastgpienia sztucznymi materiatami. Budowa skory cztowieka jest
dwuwarstwowa; zewnetrzng warstwe stanowi naskorek, a wewnetrzng skora wlasciwa.
Naskorek (epidermis), stanowi barier¢ przed inwazja drobnoustrojow, zapobiega utratom
ptyndw, a takze stanowi barierg przed dzialaniem niekorzystnych czynnikéw srodowiska
zewngetrznego, takich jak sity mechaniczne, termiczne, chemiczne oraz promieniowanie
ultrafioletowe. Grubos¢ naskorka wynosi okoto 0,Imm, W jego budowie wyrézniamy
pig¢, morfologicznie réznych warstw. Najglebiej potozong warstwa jest warstwa
podstawna (stratum germinativum), kolejna to warstwa kolczasta (stratum spinosum),
warstwa ziarnista (stratum granulosum). Bardziej powierzchowng warstwe stanowi
warstwa jasna (stratum lucidum) obecna jedynie w grubej skorze takiej jak skora dtoni

i podeszwowej powierzchni stop. Najbardziej powierzchowng warstwe stanowi warstwa



rogowa (stratum corneum), gdzie komorki naskorka ulegajg obumieraniu i sptaszczeniu,
a nastgpnie ztuszczeniu. Naskorek zawiera komorki, ktore od warstwy podstawnej
przesuwaja si¢ W Kierunku warstw powierzchownych, ulegajac procesowi keratynizacji.
Komorki w warstwie podstawnej ulegaja podzialom, nastepnie stopniowo przesuwajac si¢
w kierunku warstw zewnetrznych ulegajg wypelnieniu ztogami keratyny, by w koncu ulec
zhuszczeniu. Proces ten trwa okoto 20-50 dni i zachodzi wedtug schematu gradientu

dojrzewania komorek [4,5].

Skora wlasciwa (dermis), jest warstwa potozong ponizej naskorka i sktada si¢ zasadniczo
z dwoch warstw. Warstwa potozona bezposrednio ponizej naskdrka to warstwa
brodawkowata, sktadajaca si¢ gtownie z cienkich widkien kolagenowych, luzno
utozonych i skierowanych w kierunku naskorka. Tworza one tak zwane brodawki skorne
zawierajace naczynia krwiono$ne. Warstwa brodawkowata zawiera rowniez cienkie
polaczenia aksonalne bezmielinowych wtokien czuciowych, ktére koncza sie w warstwie
naskorkowej. Gtowna czg$¢ skory wlasciwej stanowi warstwa siatkowata. Sktadaja si¢ na
nig usieciowane wtokna kolagenu, ktére sg znacznie grubsze 1 bardziej upakowane niz te
obecne w warstwie brodawkowatej skory. Dzieki obecnosci wiokien elastyny, ktore

w odroznieniu od wtokien kolagenu sg ciensze 1 bardziej podatne na odksztatcenia,

warstwa siatkowata nadaje skorze wytrzymatosc, elastycznosé i zdolnos¢ do odksztatcania

[5].

Skora wihasciwa stanowi podporg dla warstwy naskorkowej na dwa sposoby. Po pierwsze
stanowigc mocne podtoze, ktore moze absorbowac dziatania sit mechanicznych takich jak
rozcigganie czy Sciskanie. Po drugie, dostarcza bogata sie¢ naczyn krwiono$nych
stanowigcych zrodto substancji odzywczych dla pozbawionej unaczynienia warstwy
naskorkowej. Naczynia krwiono$ne sa obecne w brodawkach skory wiasciwe;,
dostarczajac bezposrednio bardziej powierzchownym warstwom naskérka substancji
odzywczych. Dodatkowo skora wlasciwa petni funkcj¢ termoregulacyjng dla organizmu,
a takze zawiera zakonczenia nerwowe odpowiedzialne za czucie dotyku. Skora wlasciwa
zawiera przydatki skorne takie jak mieszki wlosowe, gruczoty potowe i tojowe. Struktury

te s embriologicznie pochodzenia epidermalnego [4,5].

Ponizej naskorka i skory wlasciwej potozona jest tkanka podskorna (hypodermis). Sktada

si¢ ona gtownie ze zrazikow thuszczowych, sieci naczyn krwionos$nych, ktore dostarczajg



bogate unaczynienie do skory. W przypadku ran pelnej grubosci skory, podskédrna tkanka

tluszczowa zostaje eksponowana na dzialanie srodowiska zewngtrznego [5].

Gojenie ran jest procesem dynamicznym, bierze w nim udziat wiele substancji
regulujacych, a takze komorek z krwi, macierzy pozakomorkowej oraz parenhymy. Proces
ten przebiega w trzech zachodzacych na siebie fazach. Rozrézniamy fazg zapalna,

proliferacyjng i przebudowy tkankowej [1].

Faza zapalna jest pierwszym etapem gojenia rany i rozpoczyna si¢ bezposrednio po
uszkodzeniu skory. Uszkodzone naczynia uwalniajg sktadniki krwi oraz aktywuja kaskade
krzepnigcia. Hemostaza jest uzyskiwana poprzez powstanie skrzepu, ktory stanowi
tymczasowa macierz dla migrujacych komorek [1,6]. Ptytki krwi umozliwiajg powstanie
skrzepu oraz sg zrodlem wielu czynnikow regulujacych proces gojenia rany, wsrod
ktorych najwazniejszym jest PDGF, powodujacy naptyw oraz aktywacj¢ makrofagow

I fibroblastow [7]. Plytki sg rowniez zrodtem EGF, ktory jest odpowiedzialny za migracje
wielu linii komoérkowych, jak roéwniez ich proliferacje. Na skutek jego dziatania powstaja
TGF-Bloraz TGF- B2, ktére powoduja dalszy napltyw komoérek w tozysko rany, indukuja
chemotaksje makrofagdéw i fibroblastow oraz sg sygnatem do syntezy macierzy
komorkowej i jej przebudowy [2,6,7,8].

Liczne wazoaktywne mediatory i czynniki chemotaktyczne powstaja w wyniku aktywacji
krzepnigcia oraz uszkodzenia komorek tkanki tacznej. Substancje te powoduja naptyw
komorek zapalnych w miejsce zranienia. Neutrofile nalezg do pierwszych komorek, ktore
pojawiaja si¢ w miejscu urazu, osiggajac najwieksze stezenie okoto 18 godzin pdznie;.
Neutrofile oczyszczajg rang z ciat obcych oraz bakterii, a nastgpnie sg wydalane ze
strupem lub fagocytowane przez makrofagi [9,10]. W odpowiedzi na specyficzne czynniki
chemotaktyczne, takie jak fragmenty biatek macierzy zewnatrzkomorkowej, TGF-f3

a takze MCP-1, monocyty réwniez naptywaja w tozysko rany 1 ulegaja aktywacji.
Aktywowane makrofagi uwalniajg czynniki wzrostu takie jak PDGF oraz VEGF, ktore
inicjujg proces powstawania ziarniny [10,11]. Makrofagi taczg si¢ z biatkami macierzy
zewnatrzkomoérkowej poprzez receptory integrynowe. Takie potaczenie stymuluje
makrofagi do fagocytozy mikroorganizmow obecnych w ranie i fragmentéw macierzy
zewnatrzkomoérkowej oraz powoduje, ze monocyty rozpoczynaja dziatania zapalne lub
naprawcze [11]. Dodatkowo w wyniku adhezji monocytéw do macierzy

zewnatrzkomoérkowej dochodzi do wydzielania przez makrofagi i monocyty GM-CSF -



cytokiny niezbe¢dnej do przezycia monocytow i makrofagow, TNF-a - czasteczki
0 znacznym potencjale prozapalnym oraz PDGF - czynnika chemotaktycznego

I mitogennego dla fibroblastow.

Do innych istotnych czasteczek produkowanych przez monocyty i makrofagi zaliczamy
IL-1, TGF-B oraz IGF. Makrofagi w spoczynku produkuja jedynie niewielkie ilosci
mediatorow prozapalnych. W wyniku dziatania cytokin prozapalnych, interferonéw,
lipopolisacharydoéw oraz innych produktow mikroorganizmédw, makrofagi nabieraja cech

prozapalnych [12,13].

W badaniach in vitro udowodniono, ze makrofagi sg zdolne do przejscia z formy
prozapalnej do alternatywnie aktywowanej, ktora charakteryzuje si¢ produkcja
mediatoréw przeciwzapalnych takich jak antagonista receptora IL-1 czy IL-10 oraz
czynnikow wzrostu takich jak TGF-f, VEGF i insulinopodobny czynnik wzrostu 1.
Zmiana fenotypu makrofagéw jest konieczna do przejscia z fazy zapalnej do

proliferacyjnej w procesie gojenia ran [14].

Czynniki wzrostu produkowane przez makrofagi i monocyty sg niezbedne do rozpoczgcia
1 postgpu w gojeniu ran, co udowodnily badania na modelach zwierze¢cych z uposledzong
funkcja makrofagdéw [15]. Chociaz makrofagi petnig kluczowa role w przejsciu fazy
zapalnej gojenia ran w proliferacyjng, proces zapalny jest silnie mediowany przez
cytokiny zapalne takie jak IL-4, IL-6, IL-8 i INF-a. Interleukina 4 jest cytoking

o roznorodnym dziataniu, ktora poza stymulowaniem stanu zapalnego stymuluje budowe
macierzy zewnatrzkomorkowej przez fibroblasty [16,17]. Interleukina 8 posiada dziatanie
chemotaktyczne dla neutrofilow oraz hamuje proces obkurczania si¢ rany [18].
Interleukina 6 posiada dziatanie zaré6wno pro, jak i przeciwzapalne. W organizmie
ludzkim jest wydzielana przez limfocyty T i makrofagi, a jej rola to stymulacja
odpowiedzi immunologicznej podczas zakazenia lub po urazie. Czasteczka ta petni wazng
role podczas gojenia ran, stymulujgc proliferacje keratynocytow i fibroblastow, indukujac
synteze 1 rozpad biatek macierzy zewnatrzkomorkowej oraz modulujac odpowiedz
immunologiczng w ranie. Dziatanie przeciwzapalne IL-6 wynika z hamowania TNF-a
oraz 1L-1 [19,20]. Rolg TNF- a w ranie jest sStymulowanie rozwoju stanu zapalnego.
Cytokina ta jest produkowana gldwnie przez aktywowane makrofagi, a jej dziatanie
powoduje pojawienie si¢ cech ostrego stanu zapalnego tj. ocieplenia, obrzgku,

zaczerwienienia oraz bolu poprzez indukowanie powstawania prostaglandyny E2.



Dodatkowo TNF-o wptywa na aktywacje metaloproteinaz, gtdbwnie MMP-2 i MMP-9,
ktére sa odpowiedzialne za odktadanie si¢ kolagenu i jego rozpad. Najnowsze badania
pokazaty, ze PGE-2 moze by¢ zastosowana jako srodek terapeutyczny w leczeniu trudno
gojacych sie ran [21,22]. Odmienng rol¢ w gojeniu ran pehni interleukina 10. Czasteczka
ta jest uwazana za cytokine przeciwzapalna, ktorej dziatanie polega na hamowaniu
syntezy prozapalnych cytokin takich jak IFN-a, TNF-o oraz GM-CSF w makrofagach

I limfocytach T [23]. Liczne badania nad interferonem-o ujawnity jego dziatania
biologiczne, wérdd ktorych najistotniejszymi dla gojenia si¢ ran sg: ograniczenie
procesOw widknienia oraz bliznowacenia, a takze dziatanie antagonistycznie do IL-4 [24-
217].

Fazy gojenia ran naktadajg si¢ na siebie, jednak mozna wyrdzni¢ ich cechy
charakterystyczne. Po fazie zapalnej, ktora trwa 48-72 godzin po urazie, obserwujemy
faze proliferacyjng. Faza ta trwa okoto do dwdch tygodni, a jej cechg charakterystyczng
jest migracja fibroblastow oraz odktadanie si¢ biatek macierzy zewnatrzkomorkowej,
zastepujacej tymczasowa macierz ztozong z fibryny i fibronektyny [6]. Cytokiny

i czynniki wzrostu, powstale podczas fazy zapalnej, w trakcie fazy proliferacyjnej dziataja
jako chemoatraktanty i bodZce do proliferacji. Podczas fazy proliferacyjnej fibroblasty
produkuja biatka macierzy zewnatrzkomorkowe;j takie jak kwas hialuronowy,
proteoglikany oraz prokolageny typu 1 i typu 3 [28]. Proces ten jest stymulowany przez
molekuty nalezace do grupy czynnikdéw wzrostu fibroblastow, zwtaszcza FGF-2, ktory

stymuluje migracje, proliferacj¢ 1 roznicowanie fibroblastow [7,20,29].

Liczne badania udowodnity istotng role transformujacych czynnikéw wzrostu 3

w procesie gojenia ran. Wszystkie trzy izoformy (TGF-B1, TGF-p2, TGF-B3) sa obecne
W ranie podczas procesu jej gojenia, nawet podczas gojenia w zyciu ptodowym.
Czasteczki te powoduja stymulacje angiogenezy, proliferacje fibroblastow, synteze
kolagenu oraz tworzenie i przebudowa nowo powstalej macierzy zewnatrzkomorkowej
[31].

Podczas koncowej fazy gojenia — fazy przebudowy, ustala si¢ rownowaga pomig¢dzy
tworzeniem nowego kolagenu a jego degradacjg. Faza ta trwa do 18 miesigcy i moze by¢
modyfikowana przez liczne czynniki zewnetrzne w celu uzyskania jak najlepszego efektu
estetycznego blizny. Enzymatyczna degradacja macierzy zewnatrzkomoérkowe;j jest

jednym z podstawowych procesoOw zachodzacych w trakcie procesu gojenia
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rany w tym rowniez W fazie przebudowy. Metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomérkowych sg molekutami biorgcymi udziat zar6wno w fizjologicznym, jak
I patologicznym procesie gojenia ran oraz w naprawie tkankowej [32,33]. Biatka te
posiadaja zdolnos¢ degradowania wielu czgsteczek macierzy zewnatrzkomorkowej oraz
bton podstawnych. Udowodniono, ze metaloproteinazy petnig réwniez istotng role jako
modulatory procesu zapalnego podczas wczesnego okresu gojenia ran. Szczego6lnag role
przypisuje sic MMP-2 oraz MMP-9, ktére moga wptywac na koncowy efekt estetyczny
blizny [34].

Przewlekle nasilenie procesu zapalnego w ranie moze powodowac powstanie niegojacej
si¢ rany przewlektej. Nadmierna synteza bialek macierzy, czgsto spowodowana
zaburzeniem molekularnej regulacji tego procesu, powoduje nadmierne bliznowacenie.
Naukowcy daza do odkrycia rol poszczegolnych cytokin i czasteczek wzrostu w procesie
gojenia ran celem umozliwienia wigkszego wptywania na proces gojenia i ewentualnie
jego modyfikacji. Zaburzenia gojenia ran u ludzi mogg si¢ przejawiac jako przedtuzone
gojenie (jak u pacjentow z cukrzyca, owrzodzeniami zylakowymi €zy narazonych na
energi¢ promienistg), lub nadmierne bliznowacenie - obserwowane w bliznach
pooparzeniowych i keloidach. Nadmierne bliznowacenie jest spowodowane odktadaniem
si¢ nadmiernej ilosci biatek macierzy zewnatrzkomorkowej oraz zaburzeniami

w powstawaniu naczyn krwiono$nych i ich proliferacji. W takich wypadkach, znacznie
zwiekszone powstawanie tkanki wtoknistej powoduje nadmierne bliznowacenie. Moze to
w efekcie zaburzy¢ funkcjonowanie stawOw oraz powodowaé znaczg deformacje ciata.
Sytuacje te sa obserwowane zwlaszcza po oparzeniach, kiedy powstajg tak zwane blizny
przerostowe. Nadmierne bliznowacenie jest rowniez obserwowane po niewielkich
uszkodzeniach skory, kiedy z nieznanych przyczyn powstajg deformujace blizny zwane

keloidami, majace najprawdopodobniej podtoze genetyczne [35].

Pomimo licznych badan nad procesem gojenia ran oraz analiz prawidtowych

1 patologicznych procesow naprawy tkankowej nie osiggni¢to istotnego postepu

w leczeniu pacjentow z zaburzonym gojeniem ran. Stalo si¢ jasne, Ze zastosowanie
monoterapii, takiej jak miejscowe podanie czynnikow wzrostu, ma jedynie nieznaczny
wplyw na poprawe gojenia ran w ocenie klinicznej. Jest to spowodowane
najprawdopodobniej znaczng plastycznoscia i zmiennoscig zwigzkow regulujacych proces

gojenia ran lub ich szybka degradacja w ranie.
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Optymalnym rozwigzaniem terapeutycznym poprawiajagcym postep gojenia ran
niegojacych si¢ oraz zmniejszajacym przerastanie blizn, jest zastosowanie wielu technik
jednoczasowo. Réwnoczesne zastosowanie matryc do regeneracji skory, miejscowo lub
ogolnodziatajacych czynnikdw wzrostu, terapii genowej, terapii komorkowej oraz dziatan
mechanicznych wydaje si¢ rozwigzaniem najbardziej optymalnym. Stad, w dzisiejszych
czasach, klinicysci - wsparci osiggnigciami naukowcow - maja do dyspozycji liczne

metody lecznicze modyfikujace i kontrolujace przebieg gojenia ran.

2. Matryca do regeneracji skory Integra DRT®

Matryca do regeneracji skory Integra DRT® (Dermal Regeneration Template) zostala
opracowana w Stanach Zjednoczonych Ameryki przez chirurga Johna F. Burke’a,
o6wczesnego dyrektora Centrum Oparzen w Massachusetts General Hospital i Instytutu
Oparzeniowego Shriners oraz inzyniera loannasa Yannas’a z Massachusetts Institutte of
Technology. Stworzenie Integry jest owocem badan, ktore rozpoczetly sie¢ w latach
siedemdziesigtych. Integra zostala zaprojektowana jako sztuczna skora, aby umozliwié¢
leczenie skrajnie cigzkich oparzen powyzej 90% TBSA. Réwnoczesnie badano
mozliwo$ci poprawy efektdw leczenia oparzen petnej grubosci skory, ktore wymagaty
licznych operacji rekonstrukcyjnych po zakonczeniu leczenia. Podczas projektowania
Integry starano si¢ stworzy¢ materiat bedacy warstwa petniaca podstawowe funkcje skory,
to jest ochrony przed utratg ptynow przez tozysko rany oraz bariery przed srodowiskiem
zewnetrznym. Co wigcej, probowano stworzy¢ material umozliwiajacy zmniejszenie
nasilenia odpowiedzi zapalnej, b¢dacej integralng czgécia procesu gojenia ran. Pierwsze
zakonczone sukcesem proby kliniczne przeprowadzono w latach osiemdziesigtych XX

wieku [36]. Umozliwito to uzyskanie w 1996 roku zgody FDA na zastosowanie kliniczne.

W rzeczywistosci Integra nie jest sztuczng skora. Jest jedynie dwuwarstwowa matryca
(macierzg), ktéra umozliwia regeneracj¢ glebokich warstw skoéry. Gléwna warstwa
matrycy sktada si¢ ze specjalnie usieciowanych wtokien kolagenu bydlecego typu I,
otrzymanego ze $ciggien. Kolagen jest potaczony z glikozaminoglikanem (siarczan-6-
chondroityny) otrzymanym z chrzastki rekina, ktora — jak wykazano w badaniach
podstawowych - ma minimalne wlasciwosci immunogenne i umozliwia utatwiony
naplyw komorek gospodarza oraz posiada wlasciwosci redukujace stan zapalny [37-39].
Ztozona budowa matrycy umozliwia jej rozktad w odpowiednim czasie i stworzenie

dobrze unaczynionego podtoza pod bardzo cienki przeszczep skory posredniej grubosci.
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Warstwa powierzchowna jest warstwa silikonowa. Rolg tej warstwy jest ochrona przed
srodowiskiem zewngtrznym i ograniczenie utraty wody przez tozysko rany. Warstwa
silikonowa zostaje usunigta, gdy Integra ulegnie wrosnigciu w dno rany, ustepujac miejsca
przeszczepowi skory posredniej grubosci lub hodowli autologicznych keratynocytow.
Leczenie z zastosowaniem Integry wymaga dwoch procedur chirurgicznych,
przeprowadzonych w odstgpie okoto jednego miesigca [40,41]. Schemat budowy matrycy
do regeneracji skory Integra jest przedstawiony na Rycinie 1. Rycina 2 przedstawia

schemat leczenia z zastosowaniem Integry.

Rycina 1. Budowa matrycy Integra® DRT (Zrédlo: www.ilstraining.com)

Analiza histologiczna procesu regeneracji skory z uzyciem matrycy Integra ujawnila
réznice w porownaniu do normalnego gojenia ran. Badania w mikroskopie $wietlnym
pokazuja, ze kolagenowa macierz posiada bardzo porowatg budoweg. Wielko$¢ porow jest
$cisle okreslona i miesci si¢ w przedziale migdzy 40 a 100um. Wedtug prac Moiemena

i Sterna, w procesie regeneracji skory z zastosowaniem Integry mozna wyrdzni¢ od
czterech do siedmiu etapéw. Podczas integracji matrycy Integra z tozyskiem rany
obserwujemy fazy: wchtaniania; migracji fibroblastow; tworzenia naczyn krwionosnych
oraz przebudowy z dojrzewaniem. Histologicznie fazy gojenia Integry sa bardzo podobne
do faz procesu gojenia ran lub wgajania przeszczepu skory. Okres wchianiania
rozpoczyna si¢ w kilka minut po implantacji matrycy w tozysku rany. Integra zostaje
nasigknieta ptynem tkankowym zawierajgcym erytrocyty. Uwolnione zostajg
chemoatraktanty, ktore stymuluja naptyw komorek zapalnych w tozysko rany. W ciagu

kilku godzin od implantacji, monocyty i neutrofile sg gtdwnymi komérkami macierzy.
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Rycina 2. Schemat leczenia z zastosowaniem matrycy Integra® DRT

(zré6dlo: wwwe.ilstraining.com)

A — uraz petnej grubosci skory, oparzenie st. III, znamig barwnikowe; B — wyciecie zmiany; C — implantacja Integry z umocowaniem
jej zszywkami; D —wgajanie Integry oraz usuniecie warstwy silikonu; E — wgojona Integra zostaje pokryta przez bardzo cienki
przeszczep skory posredniej grubosei; F — zregenerowana skora bez przydatkéw skornych.

Produkuja one cytokiny i czynniki wzrostu, ktore stymuluja chemotaksje i migracje
komorek srodbtonka w kolejnych fazach, umozliwiajac powstawanie nowych naczyn
krwionosnych. Wtoknik z ptynu wysiekowego zwigksza przywieranie matrycy do tozyska
rany. Macierz Integra zwigksza swoje rozmiary ulegajac obrzgkowi w ciggu kilku

pierwszych dni po implantacji, a w ciagu pierwszych dwoch tygodni od wszczepienia
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zmienia kolor z czerwonego na jasnozolty z czerwonymi plamami w miejscach, gdzie jest

wigksze stezenie krwinek czerwonych.

W drugiej fazie gojenia, ktéra trwa do 14 dni po implantacji Integry, rozpoczyna si¢
migracja fibroblastow. Komorki te, stajac si¢ miofibroblastami, uzywaja wtokien
kolagenu macierzy Integra jako matrycy. W trzecim tygodniu fibroblasty osiadajg wzdtuz
przestrzeni migdzy wtoknami, rozpoczynajac produkcje wiasnego kolagenu. W tym
samym czasie sie¢ kolagenowa matrycy zostaje roztozona i zastgpiona nowym kolagenem

produkowanym przez fibroblasty biorcy.

W trzeciej fazie rozpoczyna si¢ tworzenie nowych naczyn krwionosnych. Pod koniec
drugiego tygodnia w matrycy pojawiaja si¢ komorki nablonka naczyniowego, ktore
nastepnie tworzg zwarte kolumny albo paczki, i tworzg $wiatlo, ktore jest konieczne do
transportu krwi 1 substancji odzywczych do nowo osiadtych fibroblastéw. Pod koniec
czwartego tygodnia tworzenie nowych naczyn jest juz znacznie zaawansowane,

a zwickszone odktadanie kolagenu wypetnia pory w macierzy Integra. W tym samym

czasie wtokna matrycy stopniowo zanikajg.

Czwarta faza rozpoczyna si¢ po czwartym tygodniu od implantacji Integry i zwigzana jest
Z przebudowg i dojrzewaniem matrycy. Macierz jest juz zasiedlona przez fibroblasty,

a przestrzenie sg wypetnione nowo powstalym kolagenem, ktéry stopniowo zastepuje
kolagen macierzy Integra. Nowo powstaty kolagen jest nie do odrdznienia histologicznie
od wystepujacego w prawidtowej skorze. Na poczatku tej fazy gojenia, nowopowstata
skora whasciwa staje si¢ grubsza od normalnie wystgpujacej skory wiasciwej, ale

w kolejnych miesigcach dojrzewania staje si¢ ciensza i bardziej podatna na rozcigganie.
W trakcie tej fazy przeszczepy naskorkowe zostajg potozone na dojrzatg matryce
przylegajac do nowopowstatej skory wlasciwej oraz wytwarzajac potaczenia skorno-
naskorkowe. Zregenerowana skora nie posiada jednak przydatkow skornych, zakonczen

nerwowych ani widkien elastycznych [40,42].

Dzisiaj Integra jest produkowana w laboratoriach Integra Life Sciences Corporation
w Plainsboro (NJ), USA i jest dostepna w pigciu wersjach w zalezno$ci od potrzeb

klinicznych:
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1. Integra® DRT — dwuwarstwowa macierz z silikonowg powtoka — najbardziej
popularna

2. Single layer Integra® DRT — jednowarstwowa macierz, bez powtoki silikonowej
do wypelniania glgbokich ubytkow tkankowych

3. Meshed Integra® DRT — fabrycznie siatkowana

4. Silver lons Integra® DRT — macierz zawierajaca jony srebra o dziataniu
przeciwbakteryjnym

5. Integra® Flowable Wound Matrix — w formie zelu do wypetniania ubytkéw

tkankowych o typie tunelowym
Integra® DRT jest dostepna w arkuszach o czterech rozmiarach:

e 5cmx5cm
e 10cmx10cm
e 10cmx25cm

e 20cmx25cm

Integra wymaga dobrze unaczynionego, przygotowanego podtoza, ktére umozliwi szybkie
unaczynienie matrycy. Integra w arkuszach lub po posiatkowaniu, powinna by¢ uktadana

w lozysku rany w taki sposob, aby stykajace si¢ arkusze uktadatly si¢ zgodnie z liniami
Langera. Dzigki temu zmniejsza si¢ ryzyko powstania ewentualnych przykurczéw w
miejscach faczenia. Arkusze Integry moga by¢ umocowane do tozyska rany i sgsiadujacej
skory za pomoca zszywek lub pojedynczych niewchtanialnych szwow. Stosowanie szwow
jest szczegoOlnie wskazane na twarzy oraz w trudnych anatomicznie regionach takich jak doty
pachowe i pachwiny. Po umocowaniu do dna rany wskazane jest zastosowanie
nieprzywierajacego opatrunku uciskowego. Szczegdlnie wskazane s3 nieprzywierajace
opatrunki zawierajgce srebro ewentualnie mozna zastosowac terapi¢ NPWT. Pierwsza zmiana
opatrunkéw powinna by¢ przeprowadzona okoto czterech dni po zabiegu operacyjnym,

a kolejne co siedem dni. Pacjenci z niepowiklanym przebiegiem gojenia mogg by¢
prowadzeni w trybie ambulatoryjnym. Po 3-4 tygodniach, kiedy Integra jest prawidtowo
unaczyniona i przebudowana, w warunkach bloku operacyjnego warstwa silikonowa zostaje
usunigta. Podczas tego samego zabiegu nalezy wyrowna¢ powierzchni¢ Integry, a nastgpnie
pokry¢ bardzo cienkimi (0,1 — 0,2mm) autogennymi przeszczepami skory posredniej
grubosci. Przeszczepy moga by¢ wcezesniej posiatkowane, jednak wskazane jest stosowanie

litych przeszczepow w okolicach waznych estetycznie okolic ciala oraz w poblizu stawow.
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Niepowiklane gojenie przeszczepow trwa okoto 5-7 dni, a pelna integracja z matrycg Integra -
okoto 3 tygodni. Od tego momentu zagojona rana ulega dojrzewaniu i przebudowie, co trwa
nawet do osiemnastu miesi¢cy. Proces ten polega na zmianie zabarwienia, poprawie
elastycznosci 1 unaczynienia. W tym okresie obserwowane jest u 10-15% pacjentéw
obkurczenie si¢ Integry, ktore skutkuje gorszym efektem koncowym leczenia. Po tym okresie
leczenie uznaje si¢ za zakonczone i moze by¢ przeprowadzona ostateczna ocena. Chociaz
skora zregenerowana na matrycy Integra nie posiada przydatkow, jest elastyczna, gladka

i zwykle nie ulega przerostowi. Kolor nieznacznie r6zni si¢ od zdrowej skory, bedac
najczesciej nieco bledszym. Aby uzyskac najlepsze rezultaty estetyczne, wskazane jest
wczesne rozpoczecie terapii przeciw powstawaniu blizn. Najczgsciej stosuje si¢ w tym celu

ubranka uciskowe, opatrunki przylegajace, nawilzanie i terapi¢ silikonows.

Najczestsze powiktania w leczeniu z zastosowaniem Integry to powstanie krwiaka,
nagromadzenie si¢ ptynu surowiczego pod implantowang matrycg oraz infekcja

z przedwcezesnym odklejeniem si¢ warstwy silikonowej. Powiktania te powoduja czgsciowa
lub catkowitg utrat¢ matrycy z powstawaniem ziarniny w tozysku rany. W efekcie leczenie
jest przedtuzone ze ztym efektem estetycznym 1 powstaniem prawdziwych blizn

przerostowych [42,44,45].

Integra od momentu wprowadzenia do zastosowania klinicznego ponad trzydziesci lat temu,
znajduje dzisiaj liczne wskazania w chirurgii. Glownie materiat ten jest stosowany w ciezkich
oparzeniach i chirurgii rekonstrukcyjnej. Integra zostata zaprojektowana w celu poprawy
rokowania ci¢zko oparzonych pacjentow 1 aktualnie jest szeroko stosowana w centrach
oparzeniowych na calym $wiecie. Gtéwnym wskazaniem do zastosowaniu tego materiatu jest
rana pelnej grubosci skory powstala w wyniku wycigcia martwicy z rany oparzeniowej Il
stopnia. Integra umozliwia dobre zabezpieczenie miejscowe rany, bez powstawania

dodatkowych ran bedacych miejscami dawczymi.

Dobre rezultaty w leczeniu z zastosowaniem Integry u dorostych zachecity do stosowania
tego materiatu u dzieci, w przypadku ktorych material ten posiada jeszcze wiecej wskazan do
zastosowania.. Wynika to z faktu, ze leczenie dzieci z wykorzystaniem Integry pozwala na
uzyskanie wigkszej elastycznos$ci i podatnos$ci na rozcigganie blizn niz przy wykorzystaniu
przeszczepow skory STSG. W przypadku pacjentéw w trakcie wzrostu ma to szczeg6lne
znaczenie, gdyz umozliwia wzrost bez koniecznosci przeprowadzania licznych operacji

rekonstrukcyjnych. Badania wieloosrodkowe udowodnity, ze zastosowanie Integry w ostrej
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fazie oparzenia zmniejsza liczbe zabiegdw operacyjnych u chorych oparzonych oraz skraca
czas hospitalizacji. Dodatkowo udowodniono, ze Integra zmniejsza nasilenie odpowiedzi
metabolicznej na uraz oparzeniowy zaréwno we wczesnych, jak i poznych okresach po
Oparzeniu [46]. Powyzsze wyniki sugeruja, ze zastosowanie matrycy do regeneracji skory
Integra w okreslonych sytuacjach klinicznych daje wigcej korzysci niz stosowanie

klasycznych przeszczepdw skory posredniej grubosci u dorostych i u dzieci.

Zastosowanie Integry w chirurgii rekonstrukcyjnej poczatkowo ograniczato si¢ do leczenia
powiktan pooparzeniowych. Obecnie najczestszymi wskazaniami do leczenia
rekonstrukcyjnego z wykorzystaniem matrycy Integra sg blizny przerostowe i przykurcze
pooparzeniowe. W tego typu zabiegach, Integra jest bardzo dobrym materiatem zastgpujacym
przeszczepy skory zarowno pelnej grubosci, jak 1 posredniej grubosci w ranach, co

udowodniono w wielu badaniach klinicznych [42,45].

Integra jest rowniez chetnie wykorzystywania w leczeniu rekonstrukcyjnym znamion
olbrzymich typu kapielowego u dzieci. Wady wrodzone tego typu sg zwigzane ze
zwigkszonym ryzykiem transformacji nowotworowe;j, stad wskazane jest wczesne leczenie
chirurgiczne [47,48]. W takich przypadkach Integra jest dobra alternatywa dla leczenia
przeszczepami skory posredniej grubosci lub ekspanderami skornymi. Do rzadszych wskazan

nalezg urazy, szczegdlnie skalpacyjne, nowotwory skory oraz rany przewlekte [49-53].

Matryca do regeneracji skory Integra moze by¢ stosowna w pokrywaniu ubytkow skory
pelnej grubosci jako jedna z alternatywnych metod dla przeszczepow skory pelnej grubosci.
Obecnie dostgpnych jest wiele materiatow wykorzystujacych kolagen zwierzecy badz w petni
syntetycznych, ktore umozliwiajg pokrycie rozlegtych ubytkow skory przekraczajace

mozliwosci zastosowania autogennych przeszczepow skory pelnej grubosci [54].

Oddziat Chirurgii Plastycznej i Rekonstrukcyjnej z Dziecigcym Centrum Oparzeniowym
Uniwersyteckiego Szpitala Dziecigcego w Krakowie ma duze do§wiadczenie w zastosowaniu
Integry. W jednostce tej, w 2004 roku zespot pod kierownictwem profesora Jacka Puchaty po
raz pierwszy w Polsce przeprowadzil zabieg z uzyciem Integry. Od tego czasu Integra byta
wykorzystana w ponad 50 przypadkach, gtéwnie w leczeniu rozlegtych blizn

1 przykurczow pooparzeniowych oraz zabiegach resekcji rozleglych znamion barwnikowych.

Charakterystyka pacjentow leczonych w tym o$rodku jest przedstawiona w Tabeli 1.
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Dane

Liczba pacjentow

Wiek

Liczba zabiegéw z uzyciem matrycy Integra

Wskazania operacyjne

Powierzchnia implantowanej matrycy Integra
uzyta w trakcie jednego zabiegu

Efekt terapeutyczny

Woezesna infekcja z utrata matrycy do 50%
Pé6zne powiklania w leczeniu (zwigzane z STSG)
Infekcja miejscowa rany (do 15% powierzchni)

Okres obserwacji po zabiegu

Wartos¢
45
25 miesigcy — 25 lat
52
Blizny pooparzeniowe, znamiona barwnikowe

olbrzymie
150 — 1500 cm?

100% przypadkoéw

2 przypadki

2 przypadki

5 przypadkow (9,5%)
6 miesi¢cy do 5 lat

Tabela 1. Ogodlna charakterystyka pacjentéw leczonych z zastosowaniem matrycy Integra

w Oddziale Chirurgii Plastycznej 1 Rekonstrukcyjnej z Dzieciecym Centrum Oparzeniowym

Uniwersvteckiego Szpitala Dzieciecego w Krakowie w latach 2004 do 2011

Aktualnie stosowany schemat leczenia z zastosowaniem matrycy Integra w zabiegach

rekonstrukcyjnych u dzieci przedstawia Tabela 2.

Czas Zabieg

Dzien 0 Etap pierwszy: implantacja matrycy Integra

Dzien 3-5 Pierwsza zmiana opatrunkow

Dzien 6-8 Druga zmiana opatrunkow i Wypis ze szpitala

Dzien 14 Kontrola gojenia w warunkach poradni

Dzien 21 Kontrola gojenia w warunkach poradni

Dzien 25-28 Etap drugi: przeszczepy skory posredniej grubosci

Dzien 30 Pierwsza zmiana opatrunkéw po przeszczepach skory

Dzien 32 Druga zmiana opatrunkow po przeszczepach skory i1 wypis ze szpitala
Dzien 35 Kontrola gojenia przeszczepéw w warunkach poradni

Tabela 2. Schemat stosowania matrycy Integra w zabiegach rekonstrukcyjnych u dzieci
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Matryca Integra do dzisiaj pozostaje bardzo popularnym substytutem skory, ktory znajduje
liczne zastosowania w leczeniu chirurgicznym. Nadal prowadzone jest wiele badan nad tym
materialem w celu ulepszenia protokotu jego stosowania. Glownym celem jest osiagnigcie jak
najmniejszego bliznowacenia, aby poprawi¢ efekt estetyczny. Najwickszg niedogodnoscia,
zwigzang z leczeniem Integra, jest koniecznos¢ drugiego zabiegu chirurgicznego — pokrycia
Integy przeszczepami skory. Stosunkowo czestym powiktaniem jest infekcja powodujaca
bardzo zly konicowy efekt estetyczny. W celu poprawienia protokotu leczniczego stosuje si¢
zawiesiny autologicznych keratynocytow rownoczasowo z implantacjg Integry celem
odtworzenia warstwy naskorkowej zregenerowanej skory. Wezesne wyniki tych prob sa
bardzo obiecujace, poniewaz keratynocyty chetnie migruja przez macierz [55,56]. Inni
klinicysci stosuja terapi¢ ujemnego ci$nienia w ranie (NPWT) w celu przyspieszenia wgajania

Integry w tozysko rany oraz zmniejszenia ryzyka infekcji.

Interesujacym celem wydaje si¢ zbadanie poziomu odpowiedzi zapalnej na implantacje
matrycy Integra w Zzywym organiZzmie oraz analiza systemowych poziomow czynnikdéw
wzrostu podczas gojenia. Wyniki takiej analizy mogg przyczyni¢ si¢ do poznania nowych,
wczesnych markerow infekceji oraz wskazac, ktore czasteczki sg odpowiedzialne za
powstawanie blizn przerostowych. Wnioski z takiego badania by¢ moze pomoga

w opracowaniu optymalnego schematu leczenia z zastosowaniem matrycy Integra, ktorego

efektem bedzie w petni zregenerowana dwuwarstwowa skora bez blizn.
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1.  HIPOTEZA BADAWCZA

Matryca do regeneracji skory Integra® DRT posiada wiasciwosci przeciwzapalne i moze

wptywac na wezesne fazy gojenia ran. Hipotezy szczegdélowe sg wymienione ponizej:
1. Implantacja matrycy Integra zmniejsza st¢zenie prozapalnych cytokin
i czynnikoOw wzrostu w pordwnaniu z grupg kontrolng (badanie eksperymentalne).
2. U pacjentow leczonych z zastosowaniem matrycy Integra profil cytokin
i czynnikéw wzrostu zwigzanych z gojeniem rozni si¢ w zalezno$ci od wystgpienia

infekcji rany (badanie kliniczne).

3. Istnieje korelacja pomiedzy stezeniem analizowanych molekut a powierzchnig

implantowanej matrycy, przebiegiem gojenia i ostatecznym efektem estetycznym.
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V.

CELE

. Poréwnanie osoczowych stezen czasteczek IL-4; IL-6; IL-10; TNF-a; FGF-2;

GM-CSF; PDGF-BB; TGF-B1; TGF-2; TGF-p3 u myszy z implantowang
Integra® DRT i w grupie kontrolnej.

. Ocena zmian w st¢zeniu osoczowych czasteczek IL-4, IL-8, FGF-2, TGF-B1, IFN-a,

VEGF, EGF, GM-CSF, MMP-2, MMP-9, CRP u pacjentéw leczonych w fazie

rekonstrukcyjnej z zastosowaniem matrycy Integra® DRT.

. Analiza przebiegu gojenia matrycy Integra u pacjentow z niepowiktanym przebiegiem

leczenia oraz u chorych, ktorzy rozwingeli infekcje w ranie.

. Ocena, czy zmiany osoczowych stezen cytokin i czynnikdw wzrostu moga by¢

pomocne w wykrywaniu zakazenia W ranie leczonej z zastosowaniem matrycy Integra

w zabiegach rekonstrukcyjnych.
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V. BADANIE EKSPERYMENTALNE

a) Material i metody
Model gojenia ran u myszy

Przeprowadzenie badania na modelu zwierzecym miato na celu nasladowanie fizjologii
gojenia ran u ludzi i umozliwienie poréwnania wynikow z grupa kontrolng. Badanie takie

u ludzi bytoby niezmiernie trudne do przeprowadzenia z powodow etycznych. Gojenie ran
byto analizowane u wielu gatunkow zwierzat. Gryzonie sa atrakcyjne do prowadzenia badan
eksperymentalnych z powodu ich szerokiej dostepnosci, niskich kosztow oraz prostego
postepowania. Model mysi posiada jednak pewne wady. Przede wszystkim mechanizmy
gojenia u myszy réznig si¢ nieznacznie od gojenia ran u ludzi [59,60]. Glowne roznice

W gojeniu ran u cztowieka i myszy zostaly przedstawione w Tabeli 3.

Czlowiek Mysz
Cykl wzrostu wlosa Wysoce zréznicowany, zalezny Okoto 3 tygodni

od okolicy
Architektura naskorka Warstwa siatkowata obecna Brak warstwy siatkowatej
Gruczoly apokrynowe Obecne w okolicy pachowej, Brak

pachwinowej i okotoodbytniczej
Wiasciwosci biomechaniczne  Dos¢ gruba, sztywna, przylegla do  Cienka, podatna, luzna

tkanek potozonych glebie;j

Grubos¢ tkanki podskdrnej Mniej zr6znicowana Zalezna od cyklu wzrostu
wlosa

Obecno$¢ podskérnej Obecna jedynie w okolicy szyi Obecna nad tutowiem

warstwy mi¢sniowej jako platysma jako panniculosus
carnosus

Gléwny mechanizm gojenia Powstawanie ziarniny Obkurczanie

ran 1 naskorkowanie

Tabela 3. Gtéwne réznice w mechanizmie gojenia ran u cztowieka i myszy

Majac na uwadze powyzsze réznice w gojeniu ran, do oceny nasilenia systemowe;j
odpowiedzi zapalnej po implantacji matrycy Integra wykorzystano mysi model gojenia ran

wedlug opisu wezesniejszych autorow [61]. W projekcie wykorzystano 72 doroste osobniki
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ptci zenskiej typu C57BL/6 w wieku 6 tygodni. Zwierzeta byly dostarczone przez UWA
Animal Care Facilities. Caly eksperyment byl przeprowadzony w pracowniach University of
Western Australia (UWA) zgodnie z wymogami stawianymi przez australijskie prawo tj.
Australian Code of Practice for the Care and Use of Animals for Scientific Purposes,

a przebieg doswiadczenia zostal zaaprobowany przez Komisj¢ Bioetyczng UWA
(RA/3/100/1067). Po dostarczeniu zwierzat do pracowni, przebywaly one tam 7 dni celem
aklimatyzacji do warunkéw $srodowiska. Przed rozpoczegciem eksperymentu, grzbiet zwierzat
zostat ogolony. Wszelkie zabiegi oraz usmiercanie zwierzat odbywaty si¢

w znieczuleniu isofluranem przy uzyciu komory do znieczulenia oraz specjalnej maski.

W dniu rozpoczgcia eksperymentu (Dzien 0) 8 zwierzat bez interwencji zostato
usmierconych, celem okreslenia wyjsciowego poziomu badanych czasteczek (Negatywna
Kontrola). Zabieg usmiercania gryzoni wymagat podania dootrzewnowego pentobarbitonu
(160mg/kg). Z kazdego ze zwierzat pobrano 0,5 cm®krwi droga punkcji sercowej w sposob,
jaki opisal Hoff [62]. Krew byla pobierana przy pomocy strzykawek do insuliny z bardzo
cienkg igla. Po pobraniu krew byta umieszczana w pojemnikach z EDTA, ktore nastepnie
byly umieszczane na lodzie. Po pobraniu probki byty wirowane w temperaturze 4°C,

a uzyskane tg drogg osocze bylo porcjowane do pojemnikow typu Eppendorf i umieszczane
w zamrazarce w temperaturze -80°C do momentu analizy. W tym samym dniu 64 zwierzeta
miaty wytworzong ran¢ pelnej grubosci skory na grzbiecie tutlowia przy pomocy 12mm
biopsji thacej o powierzchni 1,13 cm? odpowiadajacej 8% catkowitej powierzchni ciata.

W kolejnym kroku eksperymentu 32 zwierzeta otrzymaty doktadnie tej samej powierzchni
Integre (1,13 cm?), ktora zostata wszyta w rane przy pomocy dwu szwéw nylonowych

o grubos$ci 5-0. Szwy byty umieszczone W pozycji godziny 6 i 12 rany. Wszystkie 64
zwierzeta otrzymaty przezierny opatrunek Tegaderm® (3M Corp.) oraz domig$niowo

buprenorphine (0.1mg/kg) jako srodek przeciwbolowy.

Po zabiegu zwierzeta byly trzymane w oddzielnych klatkach z dostgpem do jedzenia i picia.
Przez 5 dni po zabiegu zwierzeta otrzymywaty wode z Paracetamolem o stezeniu (1mg/ml)
oraz byly monitorowane w celu obserwacji dolegliwosci pooperacyjnych, przyrostu masy
ciata oraz stanu miejscowego rany operacyjnej. W dniu 1, 3, 7 i 14 osiem zwierzat z Grupy
Integra oraz osiem zwierzat z Grupy Kontrolnej bylo u§mierconych, w sposéb opisywany
wczesniej, celem pozyskania krwi do badan. Schemat przebiegu badania przedstawia Rycina

3.
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Dzien 0

Dzien 1

Dzien 3

Dzien 7

Dzien 14

72 myszy (m)

!

8 myszy uSmiercono

\ (Negatywna Kontrola)

64 myszy - rana petnej grubosci skory

32 myszy Integra + opatrunek
(Grupa Integra)

8 myszy uSmiercono

8 myszy uSmiercono

8 myszy uSmiercono

N

32 myszy tylko opatrunek
(Grupa Kontrolna)

8 myszy usmiercono

8 myszy uSmiercono

8 myszy uSmiercono

8 myszy uSmiercono

8 myszy uSmiercono

Rycina 3. Schemat projektu eksperymentalnego

Przebieg gojenia ran u zwierzat byt dokumentowany za pomocg zdje¢ wykonanych cyfrowym

aparatem fotograficznym (IXUS, Canon, Tokyo, Japonia). Zdjecia byty wykonywane ze statej

odlegtosci z linijkg w tle. Powierzchnia rany bylta obliczana za pomocg programu ImageJ

1.46r (NIH, USA).

Badanie histologiczne

Pobrano wycinki pelnej grubosci skory z ran resztkowych wszystkich zwierzat u§mierconych

dnia 14. Material po pobraniu zostat umieszczony w 10% roztworze zbuforowanej formaliny

o0 temperaturze 4°C na okres 12 godzin. Nastepnie probki zostaty odwodnione za pomoca

coraz to wyzszych stezen alkoholu etylowego, po czym ostatecznie zostaly unieruchomione

w parafinie i pocigte mikrotomem na skrawki o grubosci Sum. Skrawki zostaty wybarwione

za pomocg hematoxyliny i eozyny. Zabarwione skrawki na szkietkach byty analizowane

z uzyciem odwroconego mikroskopu $wietlnego (Nikon TE 300, Japonia) wykorzystujgc 20x

powickszenie.
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Analiza cytokin

W powyzszym projekcie przeprowadzono analiz¢ osoczowych pozioméw IL-4, IL-6, 1L-10,
TNF-a, FGF-2, GM-CSF, PDGF-BB, TGF-B1, TGF-2 i TGF-B3. Oznaczenie
przeprowadzono z wykorzystaniem techniki Multiplex na aparacie Luminex™ 100. Zestawy
do oznaczen dostarczyta firma Bio-Rad Laboratories Pty Ltd (NSW, Australia), a cato$¢

oznaczenia przeprowadzono w laboratoriach University of Western Australia.
Statystyka

Wyniki zostaty przedstawione jako wartos¢ $rednia = odchylenie standardowe.
Przeprowadzono testy korelacji oraz t-Studenta wykorzystujac pakiet SPSS 17.0. Testy
korelacji Pearsona zostaly przeprowadzone w celu korelacji stezenia cytokin w tych samych
punktach czasowych. We wszystkich testach, za poziom istotnosci statystycznej przyjeto

p<0,05.

b) Wyniki

Wszystkie zwierzeta przezyly zabieg implantowania Integry 1 dotrwaty do odpowiednich
punktow czasowych, kiedy przeprowadzono zabieg u$miercenia. W okresie obserwacji po
zabiegu nie obserwowano zaburzen zachowania osobnikéw mogacych §wiadczy¢

o dolegliwosciach bolowych lub dyskomforcie pooperacyjnym. Wszystkie zwierzgta
prawidtowo przybieraty na wadze, a tylko u jednego osobnika rozpoznano infekcje Integry
w dniu 14 po zabiegu, powodujaca utratg matrycy. Wyniki oznaczen badanych substancji

W surowicy pochodzacej od tego osobnika zostaty wykluczone z dalszych analiz
statystycznych. Dwa zwierzeta z Grupy Integra stracity Integre i wymagaty dodatkowego
zabiegu ponownego wszycia Integry 3 dnia po pierwszym zabiegu. Zwierzgta tracity
opatrunki 1 dnia (50% zwierzat z obu grup) oraz 3 dnia (50% zwierzat z obu grup). 7 dnia po
zabiegu implantacji Integry wszystkie zwierzeta z tej grupy bylty bez warstwy silikonowej na
powierzchni Integry. Przebieg zamykania si¢ rany w analizowanych grupach jest
przedstawiony na Rycinie 4. 14 dnia zwierz¢ta z obu grup miaty rany resztkowe, a procent
powierzchni rany wyjsciowej byt istotnie nizszy w Grupie z Integra w poréwnaniu z Grupa
kontrolng (3,8% vs. 9,2%, p=0,02).
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Rycina 4. Powierzchnia rany resztkowej w kolejnych dniach w obu grupach po zabiequ

operacyjnym

Analiza cytokin ujawnita istotne statystycznie zmiany stezen osoczowych czgsteczek

w trakcie przebiegu gojenia ran. Stezenie IL-4 ponad czterokrotnie wzrosto po zabiegu
operacyjnym w porownaniu do poziomu wyj§ciowego, osiggajac stezenie na poziomie 20
pg/ml i pozostato na takim poziomie do 14 dnia bez istotnych zmian w obydwu grupach.
Zmiany st¢zen 1L-6 w obydwu grupach byly podobne. Juz pierwszego dnia po zabiegu
poziomy tej prozapalnej cytokiny znaczgco uleglty wzrostowi osiggajac poziom 70 pg/mi

1 pozostaty na tym wysokim poziomie do dnia 3. Od 3 dnia byl obserwowany spadek stezenia

IL-6 o potowe, ktory utrzymywat si¢ do konca eksperymentu.

Obserwowano réwniez istotne statystycznie roznice w przebiegu zmian stgzen osoczowych
IL-10 oraz TNF-a. Sredni poziom IL-10 po zabiegu wzrdst z 36 pg/ml do okoto 200 pg/ml.

7 dnia byly obserwowane istotne réznice w poziomach tej cytokiny pomigdzy badanymi
grupami. Zwierzeta z implantowang Integra miaty nizszy poziom tej cytokiny we krwi
obwodowej, w porownaniu do zwierzat Grupy kontrolnej mialy wyzsze stezenie (148,6pg/ml
vs. 227,6pg/ml). W dniach 7 do 14 obserwowano dalszy wzrost st¢zenia IL-10 w obydwu
grupach. Osiaggnat on w 14 dniu wyzszy poziom w Grupie kontrolnej w porownaniu do Grupy
z Integra bez istotnosci statystycznej. Poziomy TNF-a zaczgty rosnaé od pierwszego dnia po
zabiegu operacyjnym, osiggajac podobny poziom w obu grupach w dniu 3 po zabiegu.
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Niespodziewanie, w 7 dniu zaobserwowano istotny spadek stezenia tej molekuty w grupie

zwierzat z Integra w poréwnaniu do Grupy kontrolnej (92,2 pg/ml vs. 141,3pg/ml, p=0,009).

14 dnia stezenie TNF-o w obydwu grupach byto na zblizonym poziomie i wynosito $rednio
okoto 160 pg/ml. Zmiany stezenia cytokin w czasie przedstawia Rycina 5. Zestawienie
wartosci p dla niezaleznych testow t-Studenta przeprowadzonych na wartosciach stezen
cytokin w réznych punktach czasowych pomiedzy Grupa zwierzat z Integra oraz Grupa
kontrolna, przedstawia Tabela 4.

Integra vs control

Czasteczka Dzien 1 Dzien 3 Dzien 7 Dzien 14
IL-4 0.618 0.172 0.713 0.747
IL-6 0.729 0.890 0.306 0.639
IL-10 0.601 0.324 0.001 0.455
TNF-a 0.967 0.409 0.009 0.913

Tabela 4. Wartosci p dla niezaleznych testow t-Studenta przeprowadzonych na wynikach

poziomow cytokin w trakcie badania
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Rycina 6. Osoczowe stezenia [L-6 i TNF-a w badanych grupach
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Rownoczesnie zostata przeprowadzona doktadna analiza wybranych czynnikow wzrostu
zaangazowanych w proces gojenia ran. Analiza ta ujawnila réznice w st¢zeniach FGF-2,
PDGF-BB i TGF-B3 w roznych punktach czasowych. St¢zenie FGF-2 znacznie wzrosto po
zabiegu, osiggajac $redni poziom powyzej 80 pg/ml w obydwu grupach, nastepnie w 3 dniu
obserwowano wyzszy poziom tej molekuly wérdd zwierzat z implantowang Integra

w porownaniu do Grupy kontrolnej (90,3pg/ml vs. 69,0pg/ml) p=0.01. Stezenia FGF-2
pozostaly na wysokim poziomie do konca eksperymentu w obu analizowanych grupach.
Poziomy GM-CSF ulegty czterokrotnemu zwigkszeniu w 1 dniu po zabiegu, osiagajac
nastepnie plateau, by znowu ulec wzrostowi w dniu 14. Nie obserwowano statystycznie
istotnych roznic w stezeniu tej molekuty. Osoczowe stezenia PDGF-BB wzrosty 1 dnia by
osiggna¢ poziom, ktory si¢ do 7 dnia utrzymywat w obydwu grupach a nastepnie
obserwowano istotnie wyzsze zwigkszenie poziomu tej molekuty u zwierzat leczonych

Integra (p=0,046).

Poziomy izoform TGF-f3 przedstawiaty zmienny charakter z tendencja do wzrostu stezenia
w kolejnych dobach pozabiegowych. Obserwowano nieznaczny wzrost stezenia TGF-f1 od

dnia 1 do dnia 7, a nast¢pnie do 14 dnia po zabiegu bez roznic statystycznie istotnych.

Poziomy TGF-B3 wzrosty po zabiegu u zwierzat bez Integry i r6znica ta byta istotna
statystycznie. Poziom istotno$ci statystycznej dla niezaleznych t-testow Studenta w réznych

punktach czasowych jest przedstawiony w Tabeli 5.
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Grupa Integra vs Grupa kontrolna

Czasteczka Dzien 1 Dzien 3 Dzien 7 Dzien 14
FGF-2 0.803 0.010 0.249 0.847
GM-CSF 0.967 0.307 0.843 0.606
PDGF-BB 0.636 0.789 0.145 0.046
TGF-B1 0.791 0.152 0.993 0.886
TGF-B2 0.472 0.083 0.663 0.543
TGF-B3 0.041 0.086 0.764 0.715

Tabela 5. Wartos$ci p dla niezaleznych testow t-Studenta przeprowadzonych na wynikach

stezeh czynnikdw wzrostu pomiedzy Grupa z Integra oraz Grupa kontrolna

Analiza histologiczna biopsji ran z dnia 14 ujawnita roznice w architekturze skory. Badanie
ujawnito obecnos¢ ciat wtretowych w grupie leczonych Integrg. Nie obserwowano istotnych
réznic w ilo$ci makrofagéw i monocytéw w powierzchownych warstwach zagojonej rany, co
jest zgodne z doniesieniami innych autorow [63,64]. Podsumowane wyniki analizy
histologicznej sg przedstawione w Tabeli 6. Pordwnanie architektury zagojonej rany

z uzyciem Integry oraz rany zwierzgcia z Grupy kontrolnej sg przedstawione na Rycinie 10.

Dzien 14
Grupa Integra Grupa kontrolna
Grubosc¢ naskérka 10-40 um 50 —-80 um
Grubosc skory wtasciwej 200 — 450 pum 80— 250 um
Ciata wtretowe Obecne Brak
Przydatki Brak Brak

Brak istotnych réznic w ilosci makrofagéw/monocytéow

w analizowanych skrawkach

Tabela 6. Wyniki analizy histologicznej biopsji ran przeprowadzonych w dniu 14

eksperymentu
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Rycina 10. Poréwnanie zagojonych ran petej grubosci skory u myszy z Integra (po stronie

lewej) oraz bez Integry (po stronie prawej)

c¢) Dyskusja

W przedstawionym badaniu eksperymentalnym przeprowadzono oceng odpowiedzi zapalnej
wywolanej implantacja matrycy Integra® DRT. W eksperymencie, uzywajac mysiego modelu
gojenia ran, wykorzystano 72 myszy u ktorych badano stezenia czasteczek we krwi

w 4 punktach czasowych po zabiegu chirurgicznym implantacji Integry. Wyniki poréwnano

z wyjSciowym poziomem stezenia czasteczek uzyskanym od zwierzat, ktore stanowily grupe
negatywnej kontroli. Postep gojenia byt oceniany z uzyciem cyfrowej fotografii oraz

specjalnego oprogramowania. Dodatkowo przeprowadzono podstawowa analize histologiczng
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preparatow barwionych hematoksyling 1 eozyng. Preparaty otrzymano z biopsji pobranych

z zagojonych obszaréw rany w ostatnim dniu eksperymentu.

Obserwowano szybszy postep gojenia ran u zwierzat leczonych z zastosowaniem Integry

z zauwazalng r6znicg 7 dnia i statystycznie istotnie mniejszg powierzchnig resztkowg rany
wsrod zwierzat z Integrag w poréwnaniu z Grupg kontrolng. Powyzsze obserwacje dowodza,
ze Integra przyspiesza gojenie ran, a na niewielkich powierzchniach nie wymaga wykonania

przeszczepu skory.

Analiza systemowych poziomow cytokin prozapalnych IL-4 | IL-6 nie ujawnita istotnych
réznic w stgzeniach pomiedzy zwierzetami leczonymi Integra a Grupg kontrolng. Poziom
potencjalnie przeciwzapalnej IL-10 byt istotnie obnizony u zwierzat leczonych

z zastosowaniem Integry w 7 dniu w poréwnaniu z Grupg kontrolng. Jednoczesnie
obserwowano istotne obnizenie stezenia TNF-a. Moze to sugerowac potencjalne dziatanie
przeciwzapalne matrycy Integra, ktorego mechanizm polega na wptywie na o$ IL-10 - TNF-a..
Istotne obnizenie st¢zenia TNF-a 7 dnia moze powodowac przyspieszenie postepu gojenia
poprzez zahamowanie makrofagéw, co potencjalnie moze zmniejsza¢ bliznowacenie.
Thumaczy to dlaczego rany leczone z zastosowaniem Integry goity si¢ szybciej z mniejsza
koncowa powierzchnig rany resztkowej. TNF-a jest opisywana przez innych autoréw jako
czasteczka odpowiedzialna za przedluzone gojenie oraz zaburzenia post¢pu gojenia zwigzane
z wiekiem pacjenta. Dodatkowo opisywane jest skuteczne zastosowanie inhibitoréw TNF-a,
istotnie obnizajacych poziomy TNF-a i znacznie poprawiajgcych postep gojenia w mysim
modelu gojenia ran [65].

W badaniu obserwowano réznice w osoczowych stezeniach czynnikéw wzrostu, istotne
statystycznie w przypadku pozioméw FGF-2, PDGF-BB i TGF- B3. Wyzsze poziomy FGF-2
obserwowano 3 dnia w grupie zwierzat z implantowang Integra, co moze ttumaczy¢ dlaczego
obserwowano w tej grupie szybszy postep gojenia rany. Poziom tego czynnika wzrostu

w ostatnim dniu eksperymentu byt podobny w obydwu grupach. Wnioskowa¢ mozna zatem,
Ze mimo ze czasteczka ta jest odpowiedzialna za nadmierne bliznowacenie, jej st¢Zenia nie sg

znacznie modyfikowane przez matryce Integra.

Niespodziewanie, wyzsze poziomy PDGF-BB byly obserwowane u zwierzat z implantowang
Integra w 14 dniu w porownaniu z Grupg kontrolng. By¢ moze byto to spowodowane
intensywnym procesem powstawania nowych naczyn krwiono$nych w obrgbie matrycy

w poznych fazach gojenia. Z drugiej strony nie znalazto to potwierdzenia w liczebnosci
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komorek jednojadrzastych obecnych w matrycy. Pomimo ze PDGF-BB jest silnym
chemoatraktantem dla makrofagéw, w 14 dniu po implantacji Integry liczba tych komoérek
w bliznach pobranych od zwierzat z obu badanych grup byta zblizona. Moze to sugerowac

alternatywna rol¢ tego czynnika wzrostu w poznych fazach gojenia z zastosowaniem Integry.

Analiza czynnikow wzrostu z rodziny TGF-B ujawnita zmiany stgzen tych czasteczek

o podobnym przebiegu w obu badanych grupach z wyjatkiem poziomu TGF-f3 badanym dnia
1, ktory byt istotnie nizszy w grupie z Integra. Jest to zupetnie niespodziewana zalezno$¢,
gdyz TGF-B3 jest rozpoznawana jako antagonista stymulujacego wtdknienie TGF-f1.
Wysokie st¢zenia TGF-B3 obserwowane we wczesnych etapach gojenia ran u zwierzat Grupy
kontrolnej mogto by¢ zwigzane z wigksza powierzchnig rany obserwowanej w dniu
pierwszym po zabiegu w poréwnaniu ze zwierzgtami z Integra. Podwyzszony poziom TGF-
B3 we wczesnej fazie migracji komorek jest zwigzany ze zwigkszonym bliznowaceniem
poprzez mechanizmy zwigzane z opdznionym migrowaniem komorek w tozysko rany i tym
samym opdznionym powstawaniem tkanki ziarninowej [66]. Podobne obserwacje byly
opisane przez badaczy, ktorzy analizowali proces gojenia ran u myszy [67]. Nizsze stezenia
TGF-B3 byly obserwowane jedynie 1 dnia w grupie z implantowang Integra i miaty
przejSciowy charakter. Obserwacje te by¢ moze znajduja wytlumaczenie w ogélnym badaniu
histologicznym blizn pobranych 14 dnia po zabiegu. W skrawkach tych obserwowano
znacznie grubsza warstwe skory wlasciwej w grupie zwierzat leczonych Integra

w poroéwnaniu z Grupg kontrolng. Analiza nie ujawnita obecnosci wtokien kolagenowych
Integry, pokazata grubszy naskorek 1 obecnos¢ ciatek wewnetrznych w grupie

z implantowang Integrag. W obu grupach obserwowang podobng liczb¢ komorek
jednojadrzastych bez roznic w nasileniu miejscowego stanu zapalnego. Obserwowano wigcej
nowopowstalego kolagenu w grupie z Integra, co moze powodowac wigksza wytrzymatos¢
zagojonej rany. Powyzsze rezultaty muszg jednak by¢ traktowane jako wstepne i nie

reprezentuja one oceny po catkowitym zagojeniu rany.
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VI. BADANIE KLINICZNE

a) Material i metody
Wybdr pacjentdéw i leczenia

W celu analizy systemowej odpowiedzi zapalnej na implantacje matrycy Integra® u ludzi,
przeanalizowano przebieg leczenia z zastosowaniem powyzszego materiatu oraz oznaczono
poziomy EGF, TGF-B1, FGF-2, VEGF, IFN-a, GM-CSF, IL-4, IL-8, MMP-2, MMP-9

i hsCRP w 4 punktach czasowych. Do badania wtaczono 15 pacjentéw pediatrycznych

w wieku 5 do 22 lat, zakwalifikowanych do zabiegu rekonstrukcyjnego z zastosowaniem
matrycy do regeneracji skory Integra z powodu przykurczajacych blizn pooparzeniowych lub
wrodzonych znamion olbrzymich. Minimalna powierzchnia implantowanej Integry miata
wynosi¢ 100 cm?. Jako kryteria wylgczenia przyjeto obecno$é istotnych schorzef
ogoblnoustrojowych lub przewlekla farmakoterapi¢. Badanie przeprowadzono za zgoda
Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego o numerze KBET/72/B/2008. Kazdy
uczestnik badania lub jego opiekun w przypadku pacjentow ponizej 16 roku zycia wyrazit
pisemng zgode na udziat w badaniu. Ocena postgpu gojenia rany byta przeprowadzona za
kazdym razem przez doswiadczonego chirurga podczas zmiany opatrunkow

i udokumentowana fotograficznie. Jako kryteria powiktanego gojenia rany przyjeto jeden lub
wigcej objawow takich jak obecnos¢ wydzieliny ropnej, przerosta ziarnina z degradacja
matrycy oraz przedwczesne oddzielanie si¢ warstwy silikonowej obejmujgce minimum 15%
powierzchni implantowanej Integry. Powierzchnia zostata obliczona za pomocg programu
AVAMS® (Savant Imaging, Washington, USA). W przypadku podejrzenia infekcji rany,
pobierano wymazy do badania bakteriologicznego wraz z oznaczaniem lekoopornosci.

W przypadku dodatnich wynikéw posiewow, rozpoznawano zakazenie rany i kwalifikowano

pacjenta do grupy chorych z powiktanym gojeniem.

Zabieg implantacji Integry zostat przeprowadzony zgodnie z zaleceniami producenta (opisany
we wczesniej czesci pracy). Podczas zabiegu wycigto do powiezi blizne lub znamig
barwnikowe z nastgpowa implantacja matrycy Integra. Po implantacji materiatu stosowano
nieprzywierajacy opatrunek (Adaptic®, Johnson & Johnson). Po zabiegu pacjenci przebywali
1-3 dni na obserwacji w Oddziale Intensywnej Terapii. Rutynowo stosowano dozylna
antybiotykoterapi¢ ostonowg (amoksycyling z kwasem kwawulonowym lub cefuroksym)

przez okres 5 dni. Jezeli gojenie przebiegato prawidtowo pacjenci byli wypisani ze szpitala
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po drugiej zmianie opatrunku i pozostawali pod opieka poradni, gdzie zmieniano opatrunki co
7 dni do momentu kiedy Integra byta zagojona i gotowa do drugiego etapu leczenia. Pacjenci,
u ktorych rozwingty si¢ powiktania, wymagali miejscowego chirurgicznego oczyszczenia ran,
a dalsze leczenie prowadzone byto w ramach poradni z cze¢stszg zmiang opatrunkéw. Pacjenci
ci mieli wykonany przeszczep skory posredniej grubosci (STSG), kiedy miejscowe objawy
infekcji ustgpity. Wstepna ocena jakosci blizny i efektow leczenia zostata przeprowadzona

przy pomocy zmodyfikowanej skali Vancouver (mVSS) [68,69].
Pobranie materiatu i oznaczenia

Trzy mililitry krwi zylnej zostato pobrane od kazdego pacjenta czterokrotnie podczas badania:
w dniu 0 — przed zabiegiem chirurgicznym implantacji Integry; w dniu 1 — 24 godziny po
implantacji Integry; w dniu 7 — przed wypisem ze szpitala; w dniu 25 — po przyjeciu do
drugiego etapu leczenia (przed zabiegiem przeszczepu skory posredniej grubosci). Krew
zostata pobrana do pojemnikow prézniowych z EDTA o pojemnosci 1ml (MedLab® Raszyn,
Poland). Bezposrednio po pobraniu krew zostata odwirowana w temperaturze 4°C, a uzyskane
osocze zamrozone w temperaturze -80°C, i byto przechowywane do czasu wykonania
oznaczen. Oznaczenie st¢zenia czynnikOw wzrostu i cytokin zostalo przeprowadzone

z uzyciem zestawu multiplex Luminex® Assay (Invitrogen, Paisley, UK) zgodnie

z zaleceniami producenta z wykorzystaniem urzgdzenia Luminex® 100TM. Czasteczki
wybrane do oznaczenia w pierwszej partii to EGF, TGF-p1, FGF-2, VEGF, IFN-a, GM-CSF,
IL-4 oraz IL-8. Z materialu pobranego w wybranych punktach czasowych oznaczone zostaty
réwniez stezenia MMP-2, MMP-9 oraz hsCRP. Oznaczenia zostaly wykonane za pomocg
zestawOw immunoenzymatycznych ELISA (R&D® Systems, Minneapolis, USA).

Analiza Statystyczna

Test t-Studenta byt wykorzystany do porownania wieku, powierzchni implantowanej Integry,
stopnia wgojenia Integry i czasu do drugiego etapu leczenia pomiedzy pacjentami

z niepowiklanym gojeniem a tymi, u ktorych rozwingety si¢ powiktania. Analiza réznic

w poziomach leukocytow, hcCRP, cytokin i czynnikdw wzrostu pomigdzy grupami

z powiktaniami i bez nich byta przeprowadzona za pomocg analizy wariancji (ANOVA)

z uwzglednieniem kowariantow w pakiecie statystycznym SPSS® 17. Powierzchnia
implantowanej Integry oraz wyj$ciowy poziom (dzien 0) kazdej z molekut zostat uzyty jako

kowariant i wykorzystany w dalszej analizie, jezeli miat efekt istotny statystycznie. Za istotne
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statystycznie przyjmowano wyniki dla p<0,05. Warto$ci podane w tek$cie przedstawione sg

jako $rednie + btad standardowy $redniej (SEM).

b) Wyniki

Charakterystyke pacjentow oraz szczegodty przebiegu leczenia i jego wyniki zawiera Tabela 7.
U Zadnego z pacjentdw nie obserwowano powiktan okoto-zabiegowych. Srednia
powierzchnia implantowanej Integry wynosita 457,0 + 65,1cm?, a $redni catkowity procent
wgojenia Integry wynosit 91.0 + 3.4 % . Powiktania w leczeniu obserwowano u 4 pacjentow
(27%). Byta to infekcja miejscowa (n=4) oraz nadmierne ziarninowanie (n=2).
Najwczesniejsze objawy infekcji byly obserwowane w 8 dniu po zabiegu (u 2 pacjentdow) oraz

W 12 dniu (u 2 pacjentéw) w trakcie drugiej i trzeciej zmiany opatrunkow.

Nie obserwowano istotnych r6znic w zakresie rozktadu plci, wieku, wskazan do zabiegu,
operowanej okolicy ciala, ani wskazan do zabiegu pomiedzy badanymi grupami.

Powierzchnia implantowanej Integry nie byla istotnie r6zna w obu badanych grupach.

Sredni procent wgojenia matrycy Integra w grupie z powiktaniami wynosit 71,5 £ 5,4 %

1 byl istotnie nizszy (p=0,016) niz w grupie bez powiktan, gdzie wynosit 98.1 + 0.7 %
wgojenia. Czas do przeprowadzenia drugiego etapu leczenia (STSG) byt znamiennie roézny
(p=0,002) w obu grupach i wynosit $rednio dla grupy bez powiktan 26,6 + 0,5 dni, a dla
grupy z powiktaniami wynosit 30,5 + 0,6 dni. Typowe wskazniki infekcji, takie jak
temperatura ciata, poziom leukocytow (WCC) we krwi oraz poziom biatka c-reaktywnego
(hsCRP) pozostaty w zakresie prawidlowym w trakcie leczenia u wszystkich pacjentow,

a przebieg zmian ich stezenia jest przedstawiony na Rycinie 11 1 Rycinie 12.
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. Pierwsze
ID Powierzc objaw % 1}
Powiktani . Wiek . Wskazania do . hnia Typ ]‘ g o .
pacje Ptec Lokalizacja . ) powikta wgojeni etap
a [lata] Integry Integry powiktania | . .
nta [em?] n[dniod | alntegry | [dni]
zabiegu]
Tak
Znamie X .
3 6 Meska . Szyja 425 Infekcja 8 75 30
olbrzymie
. Infekcja i
., Znamie X , .
4 8 Zenska . Szyja, tutéw 500 ziarninowa 12 66 31
olbrzymie .
-nie
Blizna i .
8 16 Meska . Tutéw 550 Infekcja 8 85 29
pooparzeniowa
. Infekcja i
., Blizna L, _—
6 18 Zenska . Piers 1000 ziarninowa 12 60 32
pooparzeniowa )
nie
. . . . Sr.
Sr. Sr. Sr. Sr. (SEM
(SEM) . (SEM) (SEM) (SEM)
2M/27 )
12.0 618.8 10.0 71.5 30.5
2.9 129.6 1.1 5.4 )
(2.9) ( ) (1.1) (5.4) 0.6)
Nie ., Blizna L,
1 22 Zenska . Piers 200 - - 100 25
pooparzeniowa
., Blizna o,
2 21 Zenska X Piers 350 - - 98 26
pooparzeniowa
Blizna i
5 14 Meska X Tutéow 620 - - 100 25
pooparzeniowa
Znamie ,
7 6 Meska . Tutéw 750 - - 95 30
olbrzymie
Blizna .
9 17 Meska X Twarz, szyja 400 - - 100 28
pooparzeniowa
Mesk Blizna
10 19 Gska 4 Tutéw 500 - - 95 28
pooparzeniowa
Znamie Koriczyna
11 7 Meska - ) 150 - - 100 25
olbrzymie gorna
Znamie .
., Konczyan
12 8 Zenska olbrzymie , 750 - - 95 27
gérna
Znamie Pachwina,
13 7 Meska olbrzymie koriczyna 130 - - 100 28
dolna
X Piers,
., Blizna 3
14 16 Zenska X konczyna 150 - - 100 26
pooparzeniowa )
goérna
Blizna i
15 8 Meska X Tutéw 380 - - 96 25
pooparzeniowa
. . sr.
Sr. p Sr.
Sr. (SEM) (SEM
(SEM) . (SEM)
7M/42 398.2 )
13.2 98.1
(70.5) 26.6
(1.8) (0.7)
(0.5)
. . sr.
Sr. . Sr.
Sr. (SEM) (SEM
. (SEM) (SEM)
CALOSC 457.0 )
12.9 91.0
(65.1) 27.6
(1.5) (3.4)
(0.6)

Tabela 7. Charakterystyka pacjentoOw, szczegdly przebiegu leczenia oraz jego rezultaty

u pacjentdOw leczonych z zastosowaniem matrycy Integra
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Rycina 11. Sredni poziom leukocytow (WCC) po implantacji Inteery u pacjentéw, u ktorych

rozwinela sie infekcja, oraz u tych, u ktorych infekcja sie nie rozwineta
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Rycina 12. Srednie stezenia biatka c-reaktywnego (hsCRP) po implantacji Integry
u pacjentow, u ktorych rozwinela sie infekcja podczas gojenia oraz u tych, u ktérych infekcija
nie wystapita
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Srednie stgzenia badanych cytokin i czynnikoéw wzrostu w analizowanym okresie zostaty
przedstawione na Rycinach 13 — 16. W analizie statystycznej osoczowych poziomow
czynnikow wzrostu i cytokin powierzchnia implantowanej Integry nie byta istotnym
kowariantem, dlatego nie zostata uwzgledniona w dalszej analizie. W przypadku FGF-2,

wyjsciowe poziomy byty istotnym kowariantem i zostaly uwzglednione w dalszej analizie.

Analiza wariancji uwzgledniata wplyw efektu czasu po implantacji matrycy Integra oraz
obecno$¢ powiktan na poziomy cytokin i czynnikow wzrostu. Niezaleznie od pojawienia si¢
powiktan w gojeniu, obserwowano w analizowanym czasie istotny wzrost stezenia IL-4

(p=0,006), IFN-a. (p=0,011) i FGF-2 (p=0,024).

Osoczowe poziomy VEGF, GM-CSF I IL-8 byly w wigkszosci probek bardzo niskie lub

ponizej poziomu wykrywalnosci, dlatego nie zostaly poddane dalszej analizie.

Bioragc pod uwagge obecnos¢ powiklan, analiza ujawnita istotne podwyzszenie poziomu IL-4
(p-0,007) oraz FGF-2 (p=0,016) 7 dnia po implantacji matrycy Integra w grupie pacjentow,

u ktérych rozwinety si¢ powiktania w gojeniu w poréwnaniu do pacjentdw z niepowiktanym

gojeniem.
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Rycina 13. Osoczowe poziomy IL-4 u pacjentdéw po implantacji matrycy Integra
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Rycina 14. Osoczowe poziomy FGF-2 u pacijentow po implantacji matrycy Integra
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Rycina 15. Osoczowe poziomy IFN-a u pacjentdw po implantacii matrycy Integra
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Rycina 16. Osoczowe poziomy TGF-B1 u pacjentow po implantacji matrycy Integra

Srednie stezenia TGF-B1 byty wyzsze w grupie pacjentow, U ktorych rozwinety sie
powiktania w gojeniu we wszystkich punktach czasowych po zabiegu, jednak rdznica ta nie

byla statystycznie istotna (p=0,069).

Analiza korelacji poziomow cytokin i czynnikow wzrostu nie ujawnila istotnych statystycznie
korelacji w wiekszos$ci porownan. Obserwowano istotng statystycznie dodatnig korelacje dla
stezen IL-4 ponizej poziomu 90pg/ml i IFN-a (r=0,832; p <0,0001), co przedstawia Rycina

17. Korelacja ta byta obecna dla pacjentoéw niezaleznie od wystgpienia powiktan.
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Rycina 17. Korelacija pomiedzy poziomami IL-4 i IFN-a u pacjentéw po implantacji matrycy
Integra

W obrgbie analizowanych grup pacjentow, obserwowano podwyzszone poziomy MMP-2

7 dnia w poréwnaniu do innych pomiaréw (p<0,05), co zostato przedstawione na Rycinie 18.
Podwyzszone poziomy MMP-2 obserwowane byly u pacjentow z powiklaniami i1 bez. Nie
obserwowano réznic pomiedzy grupami. Roéwniez podwyzszone poziomy MMP-2 byly
obserwowane 1 dnia po zabiegu operacyjnym, jednak bez istotnoS$ci statystycznej. Analiza
pozioméw MMP-9 nie ujawnita zwigkszenia st¢zen osoczowych tej proteazy. Co wigcej,
obserwowano obnizenie stezenia tej molekuty w 7 dniu u pacjentow, u ktorych rozwingty si¢
powiklania, jednak réznice te nie byly statystycznie istotne. Zmiany pozioméw MMP-9

przedstawia Rycina 19.
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Rycina 18. Osoczowe poziomy MMP-2 u pacijentow po implantacji matrycy Integra
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Rycina 19. Osoczowe poziomy MMP-9 u pacjentéw po implantacji matrycy Integra
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Analiza korelacji nie ujawnita istotnych korelacji pomigedzy osoczowymi poziomami MMP-2
I MMP-9 w Zzadnym z badanych punktow czasowych po implantacji matrycy Integra zarowno

u pacjentéw z powiktaniami, jak i bez powiktan.

Jak przedstawiono wczesniej, obecnos¢ systemowego stanu zapalnego byta potwierdzona
przez podwyzszony poziom IL-4, ktory 7 dnia po zabiegu implantacji Integry byl istotnie
wyzszy w grupie pacjentow z infekcjg (p<0,05), a dnia 25 byl podwyzszony bez istotnosci
statystycznej. W tym samym czasie poziomy poziomy WCC i hsCRP pozostaly w granicach
norm u wszystkich pacjentéw w analizowanym okresie. Roéwniez poziomy TGF-$1 byty
podwyzszone wsrdd pacjentdw z powiklaniami w okresie pooperacyjnym, ale bez istotno$ci

statystycznej.

Dalsza analiza ujawnita dodatnig (R?=0,122) korelacje liniowa stezen IL-4 i MMP-2, ktéra
wérdd pacjentow, U ktorych rozwinetly sie powiklania, byta statystycznie istotna (p=0,037), co
zostato przedstawione na Rycinie 20. Stwierdzono takze dodatnig (R?=0,119) korelacje stezen
osoczowych TGF-B1 i MMP-9, ktora byta istotna statystycznie (p=0,012) u wszystkich
pacjentow z implantowang Integra, co przedstawiono na Rycinie 21. Nie ujawniono korelacji

pomiedzy stezeniami cytokin a powierzchnig implantowanej Integry.
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Rycina 20. Korelacja osoczowych stezen IL-4 i MMP-2 u pacjentow po implantacji matrycy
Integra, u ktorych rozwinety sie powiklania
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Rycina 21. Korelacija poziomow TGF-B1 i MMP-9 u pacjentéw po implantacji matrycy

Integra, ktérzy rozwineli infekcje

Analiza przebiegu klinicznego leczenia z zastosowaniem Integry pokazata, ze wszyscy
pacjenci, u ktorych rozwingty si¢ powiktania pod postacig infekcji miejscowej, mieli
powiklany przebieg gojenia przeszczepoéw skory (STSG) w drugim etapie leczenia. Termin
wykonania drugiego etapu byt rowniez pdzniejszy u tych chorych w poréwnaniu do
pacjentow, u ktorych nie wystapity powiktania (30,5+0,6 dni vs. 26,6+0,5 dni). Czas gojenia
si¢ przeszczepow skory byt prawie dwukrotnie dtuzszy u pacjentéw z powiktaniami. W
trakcie gojenia przeszczepow skory obserwowano u kilku pacjentow podwyzszong
temperature ciata do powyzej 38°C, jednak objaw ten nie byt diagnostyczny dla rozpoznania
infekcji. Podsumowanie przebiegu klinicznego gojenia si¢ przeszczepow skory STSG

przedstawia Tabela 8.
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Przebieg kliniczny gojenia przeszczepdw (STSG)

z powiktaniem bez powikfan

Liczba pacjentéw 7 (46%) 8 (54%)
Llc‘zba! pacjentéw z powiktanym 4 (100%) 0
gojeniem matrycy Integra®
Pacienci ot .

acjenci z temperaturg ciata powyzej 2 (50%) 3 (27%)
38°C
Czas do zagojenia przeszczepow [dni] 22,5%£2,6 11,8+4,4

Tabela 8. Przebieg kliniczny gojenia sie przeszczepdw skory (STSG) po wgojeniu matryey
Integra u pacjentéw leczonych w fazie rekonstrukcyijnej

Pacjenci, u ktorych rozwineta si¢ infekcja po zabiegu potozenia przeszczepow skory STSG,
wymagali kolejnego zabiegu operacyjnego — doszczepienia skory (przeszczepy STSG) albo

aplikacji hodowany keratynocytéw w celu zamknigcia ran resztkowych.

Wezesna ocena skory po regeneracji na matrycy Integra, przeprowadzona z wykorzystaniem
zmodyfikowanej skali oceny blizny Vancouver (mVSS) wykazata znaczng poprawe jakosci
blizny i funkcji u pacjentéw, u ktorych wskazaniem do leczenia byty przerostowe blizny
pooparzeniowe. Ocena byla przeprowadzona 3-6 miesiecy po zakonczeniu leczenia, zatem
blizny nie byly jeszcze w pelni dojrzate. Poréwnanie wyjsciowej jakosci blizny z ostatecznym
efektem regeneracji skory na matrycy Integra ujawnito istotne obnizenie punktacji.

W wigkszosci przypadkow najwieksza poprawe obserwowano w podatnosci 1 wysokosci
zregenerowanej skory w porownaniu do wartos$ci wyjsciowych blizny pooparzeniowe;.
Weczesnie po zakonczeniu leczenia obserwowano zwigkszong pigmentacj¢ oraz §wiad, co
stanowito istotny negatywny objaw uboczny okresu dojrzewania Integry. Szczegoly oceny
blizny wg mVSS sa przedstawione w Tabeli 9. Pacjenci, dla ktorych wskazaniem
operacyjnym byly olbrzymie znamiona barwnikowe, nie rozwingli procesu nowotworowego

w okresie obserwacji, a zregenerowana skora miata akceptowalny wyglad.
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n=9 Blizny pooparzeniowe przed Skéra po regeneracji za

zabiegiem z uzyciem Integry pomoca matrycy Integra
Punktacja mVSS (calkowita) 7,6* 4,3*

pigmentacja 1,1 (14%) 1,0 (23%)
podatnosé 4,2* (56%) 1,2* (28%)

wysoko$¢ 0,9 (12%) 0,2 (5%)

unaczynienie 1,2 (16%) 1,4 (33%)

bolesnos¢ 0 0
swiagd 0,2 (2%) 0,4 (11%)

*p<0,005

Tabela 9. Srednie warto$ci i procentowy udzial w punktacii klinicznej oceny blizny oraz

efektoéw leczenia za pomoca mVSS po 3-6 miesigcach od zakonczenia leczenia

c) Dyskusja

W przedstawionym badaniu analizowano leczenie rekonstrukcyjne z zastosowaniem matrycy
do regeneracji skory Integra. W trakcie leczenia u 4 z 15 pacjentow rozwingly si¢ powiktania
1 byla to we wszystkich przypadkach infekcja miejscowa, a w 2 przypadkach towarzyszylo jej
nadmierne ziarninowanie. Obecno$¢ powiktan w gojeniu skutkowata zmniejszona
powierzchnig wgojonej Integry oraz op6znionym drugim etapem leczenia. Przedtuzone
gojenie jest czesto zwigzane ze ztym koncowym efektem estetycznym [6]. Badanie opisuje
istotne zmiany w osoczowych stg¢zeniach wybranych cytokin i czasteczek wzrostu
obserwowane po implantacji matrycy do regeneracji skory Integra. W catej grupie pacjentéw
obserwowano podwyzszenie st¢zen IL-4, IFN-a i FGF-2 w ciggu analizowanych 25 dni po
zabiegu implantacji Integry. W 7 dniu po zabiegu obserwowano znamiennie wyzsze stezenia
IL-4 i FGF-2 wsrod pacjentow, u ktorych rozwingty si¢ powiktania w gojeniu ran. W tym
samym czasie nie obserwowano istotnych zmian st¢zenia hdCRP oraz liczby leukocytéw we

krwi obwodowej w tej grupie pacjentow.

Wzrastajace osoczowe poziomy IL-4, IFN- a1 FGF2 w ciagu pierwszych 25 dni od
implantacji matrycy Integra sugeruje, ze wymienione czasteczki sg silnie zaangazowane
w proces regeneracji skory na matrycy. Jest to zgodne z obserwacjami innych autorow, ktorzy

opisujg istotng rolg tych molekut w gojeniu ran bez macierzy Integra [16,26,29]. 1l-4 | FGF-2
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pehig istotne role w migracji komorek nabtonkowych oraz w indukowaniu syntezy macierzy
zewnatrzkomorkowej nowopowstalej skory wlasciwej. Proces powstawania macierzy
zewnatrzkomoérkowej jest ograniczony dziataniem IFN-a, ktory aktywuje makrofagi,
jednoczasowo hamujac proliferacje fibroblatstow [26]. Poniewaz proces gojenia ran jest
zlozony, rownowaga pomiedzy czynnikami o przeciwstawnym dzialaniu jest konieczna do

jego prawidtowego przebiegu.

W powyzszym badaniu zwrdécono uwage na istotnie podwyzszone poziomy IL-4 | FGF-2

w dniu 7 u pacjentoéw, U ktorych rozwingta si¢ infekcja w trakcie gojenia Integry.
Wspomniane czasteczki, ktore sa produkowane gtownie przez makrofagi i limfocyty T, moga
powstawac w zwiekszonych ilosciach jako rezultat wzrostu aktywnos$ci uktadu

immunologicznego w odpowiedzi na proces zapalny w ranie.

Podniesione poziomy FGF-2 mogg by¢ wyktadnikiem nadmiernego procesu ziarninowania
w ranie, zwigkszajac proliferacj¢ i powstawanie nowych naczyn krwiono$nych [44].
Podwyzszone poziomy IL-4 i FGF-2 byly wykryte we krwi obwodowej 1-5 dni przed
pojawieniem si¢ objawow klinicznych infekcji miejscowej. Monitorowanie pozioméw FGF-2
i IL-4 we wczesnym okresie po implantacji matrycy Integra moze pomodc we wezesnym
wykryciu powiktan infekcyjnych i umozliwi¢ wczesniejsze zastosowanie odpowiedniego

leczenia.

Obserwowano tendencje wzrostowg stezenia TGF-B1 w badanym okresie po zabiegu

u chorych, u ktérych rozwingly si¢ powiktania. Nie byl to istotny statystycznie wzrost, by¢
moze z powodu niewielkiej liczby pacjentow w badaniu. Zasluguje on jednak na odnotowanie
z uwagi na znang istotng rolg tej czasteczki w patologicznym gojeniu ran i powstawaniu blizn
[25]. W przysztosci konieczne wydaje si¢ dalsze badanie poziomow tego czynnika wzrostu na
wiekszej grupie pacjentow w celu okreslenia jego roli jako wczesnego wskaznika infekcji

rany.

Obecnos¢ liniowej korelacji pomigdzy stezeniami IFN-a i IL-4 zostata ujawniona w badanej
grupie dla stezen IL-4 ponizej 90pg/ml. Taka jednoczesna ekspresja jest czyms$
nieoczekiwanym, biorgc pod uwage fakt, ze czasteczki te majg odwrotne dziatanie

w modulowaniu odpowiedzi zapalnej [16,26,70]. Potwierdza to istnienie ztozonych
oddziatywan pomiegdzy uktadem odpornosciowym a procesem gojenia ran. Badanie
udowodnito takze, ze VEGF, GM-CSF i IL-8 nie wystepuja we krwi w dostatecznym

stezeniu, aby peic¢ role monitoréw przebiegu gojenia ran.
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Ciekawg obserwacjg wydaje si¢ ujawnienie istotnie wyzszych stezen MMP-2 wsrod
pacjentdw z implantowang Integra, co sugeruje ze proteaza ta jest w znacznym stopniu
zaangazowana w degradacje matrycy Integra®. Co wigcej, wysokie stezenia MMP-2 byty
obserwowane 7 dnia po implantacji matrycy, co jest zgodne z doniesieniami innych autorow

i doswiadczeniem klinicznym, méwigcym ze degradacja Integry rozpoczyna si¢ w 5-7 dniu po

jej implantacji [71].

Obserwowano istotng dodatnig korelacje pomi¢dzy poziomami IL-4 i MMP-2 u pacjentow,

u ktorych rozwingty si¢ powiktania. Zgodnie z otrzymanymi wynikami, nawet we wczesnych
etapach stanu zapalnego, wérdd pacjentow, u ktorych rozwinela si¢ infekcja miejscowa,
poziomy MMP-2 pozostaty podniesione. Jest to obserwacja odmienna od danych dostgpnych
w pisSmiennictwie, gdzie w badaniach osocza pacjentow z zainfekowanymi ranami

chirurgicznymi, obserwowano obnizone poziomy MMP-2 [72].

Wyniki z powyzszego badania nie ujawnity zaleznosci pomiedzy MMP-2 i MMP-9 w trakcie
wgajania Integry, co dodatkowo sugeruje, ze regeneracja skory z uzyciem matrycy Integra

wykorzystuje odmienne mechanizmy molekularne od normalnego gojenia ran.

Osoczowe poziomy MMP-9 pozostaty na niezmienionym poziomie w trakcie leczenia

z uzyciem Integry, bez zmian rowniez w przypadku chorych z infekcja matrycy. Moze to
sugerowac, ze MMP-9, jako czasteczka prozapalna i proteaza, nie bierze udzialu w rozkladzie
matrycy Integra. By¢ moze jest to rowniez sygnal, ze Integra ma dziatanie przeciwzapalne

[37].

Obserwowano dodatnig korelacj¢ osoczowych pozioméw MMP-9 i TGF-B1, co jest zgodne
z dotychczasowymi doniesieniami pis§miennictwa, sugerujacego ponadto ze podniesione
poziomy tych czasteczek sg zwigzane z przedtuzonym gojeniem i ztym efektem estetycznym

blizny [73,74].

Kliniczna ocena efektow leczenia pokazata znaczng poprawe jakosci blizny, z najwigksza
korzystng zmiang W elastycznosci zregenerowanej skory w porownaniu do blizny wyjsciowe;.
Zmiana ta, poza walorem estetycznym, umozliwita rowniez poprawe¢ funkcjonalng.
Zwigkszajac zakres ruchow, data pacjentom po urazie oparzeniowym nadzieje na powro6t do

aktywnosci fizycznej i zawodowe;.
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VII.

WNIOSKI | DYSKUSJA KONCOWA

Implantacja Integry powoduje u badanych osobnikéw znaczny wzrost osoczowego
poziomu FGF-2 w 3 dniu, wzrost stezenia TNF- o w 7 dniu oraz wzrost st¢zenia
PDGF-BB w 14 dniu po zabiegu implantacji matrycy oraz istotne obnizenie poziomu

TGF-B3 w pierwszym dniu po zabiegu w poréwnaniu z grupa kontrolng

U pacjentéw z implantowang Integra, obserwowano istotny wzrost stezenia
osoczowego MMP-2 w 7 dniu po implantacji matrycy niezaleznie od obecnosci
powiklan w gojeniu oraz wzrost stezenia IL-4, FGF-2 oraz IFN- o w 7 dniu po

zabiegu, u chorych ktoérzy rozwingli zakazenie rany w trakcie gojenia

Gojenie matrycy Integra powiklane zakazeniem rany wiaze si¢ z istotnie op6znionym
drugim etapem leczenia, obecnoscia infekcji w trakcie gojenia przeszczepOw oraz

przedtuzonym czasem ich gojenia

Badanie osoczowych poziomow FGF-2 i IL-4 we czesnym okresie po implantacji
Integry moze by¢ pomocne w wykrywaniu zakazenia w ranie leczone;j

z zastosowaniem matrycy Integra.

Gojenie ran jest ztozonym procesem, ktorego efektem jest powstanie blizny. Wspotczesne

badania naukowe w medycynie pos§wiecaja wiele uwagi opracowaniu materiatow

zastepujacych skore oraz terapiom zmniejszajacym proces bliznowacenia [1]. Wedtug

dostepnego pismiennictwa proces zapalny petni wazng rol¢ w gojeniu ran, majac znaczny

wplyw na powstawanie blizny. Jednocze$nie istnieja sposoby oceny nasilenia stanu

zapalnego przez analize krwi obwodowej [75-77]. Matryca do regeneracji skory Integra

umozliwia regeneracje skory wlasciwej dajac dobre rezultaty estetyczne. Postanowiono

przebada¢ molekularne mechanizmy gojenia rany z wykorzystaniem tego materiatu. Poddano

analizie nasilenie procesu zapalnego i zmierzono osoczowe poziomy czynnikow wzrostu

odpowiedzialne za powstawanie blizn w trakcie gojenia ran z zastosowaniem Integry.

Wyniki badania eksperymentalnego ujawnity istotne roznice w osoczowych stezeniach

czasteczek zwigzanych z gojeniem ran u osobnikéw z implantowang matrycg Integra

w porownaniu z grupg kontrolng. Obserwowano znamiennie nizsze st¢zenia TNF- a w 7 dniu

po implantacji matrycy w porownaniu do osobnikOw bez zastosowania tego materiatu. TNF-

a jest prozapalng cytoking hamujacg fibroblasty we wczesnej fazie gojenia, a jej wysokie
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stezenia sg obserwowane w przewlektych niegojacych si¢ ranach [65,78]. Niskie poziomy tej
cytokiny przektadaja si¢ zapewne na lepszy postep gojenia i mniej nasilony proces zapalny
w ranie. Rowniez w grupie z Integrag obserwowano istotnie wyzsze st¢zenia FGF-2 w 3 dniu
po implantacji matrycy, co jest zwigzane z rozpoczeciem odktadania kolagenu biorcy w sieci
wiokien matrycy Integra w porownaniu do grupy kontrolnej. W badaniu zaobserwowano
réwniez wyzszy poziom PDGF-BB w 14 dniu po implantacji matrycy Integra, co jest
prawdopodobnie zwigzane z bardziej nasilonym procesem przebudowy nowopowstatej skory
wlasciwej w poréwnaniu z przebudowa blizny obserwowanym u osobnikoéw w grupie

kontrolnej.

Analiza poziomow transformujacych czynnikow wzrostu (TGF-B) w modelu
eksperymentalnym ujawnila przej$§ciowe obnizenie stezenia TGF-f3 u zwierzat z Integra

w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Dane z badania klinicznego natomiast pokazaty wzrost
stezenia TGF-B1 juz od pierwszego dnia po zabiegu u pacjentow, ktoérzy rozwineli miejscowa
infekcje w poroOwnaniu z resztg grupy. Roznice te jednak nie byly znamienne statystycznie co
wynikato najprawdopodobniej z ograniczonej liczby pacjentow wlaczonych do badania.
Wedhug pismiennictwa silna ekspresja czasteczek z grupy TGF-B1 i 2 oraz ich receptoréw jest
obserwowana w fibroblastach blizn pooparzeniowych, a TGF- B3 ma dziatanie przeciwne —
hamuje proces witdknienia prezentujac dziatanie przeciwzapalne [20]. W zwigzku

z powyzszym stuszne wydaje si¢ przeprowadzenie dalszych badan nad transformujacymi
czynnikami wzrostu z uzyciem wigkszej grupy pacjentow w celu okreslenia poziomu TGF-
B1 wskazujacego na rozwdj infekcji miejscowej u pacjentow z implantowang Integra, dajac
jednoznacznie odpowiedz, czy czasteczka ta moze by¢ markerem osoczowym tego
powiktania. Poniewaz pacjenci z Integra sa wczesnie wypisywani do domu, a dalsze leczenie
miejscowe jest prowadzone w warunkach poradni przyszpitalnej, szybki test przytozkowy,
oceniajacy ryzyko infekcji, bytby bardzo pomocny we wczesnym rozpoznawaniu i leczeniu
infekcji, co przyczynitoby si¢ do poprawy koncowego efektu leczenia w tej grupie chorych.
Istotnie podwyzszone poziomy tych czasteczek obserwowane byty we krwi obwodowe;j
pacjentoOw na 2-5 dni przed pojawieniem si¢ objawow klinicznych infekcji miejscowe;.
Jednoczesnie nie obserwowano podwyzszenia stezenia standardowych markerow zapalnych
takich jak liczba biatych krwinek (WCC) oraz biatko c-reaktywne (hs-CRP). IL-4, FGF-2

1 by¢ moze TGF-B1 mogty by¢ rutynowo badane we krwi obwodowej w celu wczesnego
rozpoznania powiktan w gojeniu Integry. Badanie dodatkowo pokazato silng korelacje IFN-a

z IL-4, co potwierdza obserwacje innych autoréw. IFN-o efektywnie hamuje dziatanie
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IL-4, a IL-4 powoduje hamowanie ekspresji IFN-o [79]. Biorgc pod uwage powyzsze,
wzajemna regulacja wyzej wymienionych cytokin w procesie gojenia ran jest niezbedna do
prawidlowego przebiegu gojenia, jak rowniez do regeneracji skory [16,26]. Konieczne jest
przeprowadzenie dalszych badan, szczegdlnie we wczesnym okresie pooperacyjnym, w celu
doktadnego okreslenia punktow czasowych do optymalnego badania poziomu czgsteczek
diagnostycznych w rozpoznawaniu powiktan infekcyjnych podczas leczenia Integra. Badania
te powinny uwzgledni¢ rowniez inne kluczowe cytokiny prozapalne, takie jak TNF-a, IL-6
oraz IL-1 w celu pelnego zrozumienia mechanizmow regulujacych nasilenie stanu zapalnego
podczas gojenia ran z zastosowaniem Integry. Bardzo niskie lub nieoznaczalne poziomy IL-
8, GM-CSF oraz VEGF pokazaty, ze czasteczki te nie moga by¢ osoczowymi markerami
postepu gojenia, stad w przysztosci ich oznaczanie powinno by¢ przeprowadzane jedynie

miejscowo.

Przeprowadzone badanie udowodnito, ze metaloproteinaza 2 (MMP-2) pelni istotng rolg

w procesie regeneracji skory na matrycy Integra. Wysokie poziomy tej molekuty byty
obserwowane w pierwszej dobie po implantacji matrycy, a réznice z poziomem Wyjsciowym
byly znamienne statystycznie. Sugeruje to, Ze czgsteczka ta w znacznym stopniu jest
odpowiedzialna za rozktad macierzy Integra. Informacje te daja nowy wglad w role MMP-2
w regeneracji skory. Metaloproteinazy s3 obecnie rozpoznawane nie tylko jako biatka
enzymatyczne rozkladajace kolagen i inne substraty, ale rowniez jako modulatory stanu
zapalnego [80,81]. By¢ moze wtasnie z tego powodu, wzrost stezenia MMP-2 byt
obserwowany juz we wczesnym okresie po implantacji matrycy Integra. Podwyzszone
poziomy tej proteazy we w czesnym oraz poéznym okresie po zabiegu sugeruja znaczng rolg
tej czasteczki podczas gojenia z wykorzystaniem Integry. Nie obserwowano istotnego
wzrostu stgzenia tej molekuty w osoczu pacjentow, u ktorych rozwingty si¢ powiktania,
pomimo faktu, Ze istnieje korelacja pomiedzy podwyzszonymi poziomami IL-4 a MMP-2.
Moze to sugerowac, ze zaburzenie przebudowy kolagenu, obserwowane w zainfekowanych
ranach, nie jest wynikiem obnizonej aktywnosci MMP-2 czy dziatania przeciwzapalnego tej
molekuty, ale innego mechanizmu, najprawdopodobniej mediowanego przez IL-4. Efektem
nadprodukcji kolagenu oraz jego zaburzonej proteolizy w ranach, ktore ulegty zakazeniu, nie
jest dziatanie MMP-2, lecz wplyw innych czynnikéw. Dlatego powyzsze badanie wskazuje
na MMP-2 jako potencjalny cel terapeutyczny przysztych farmakoterapii w celu poprawy

procesu gojenia ran i zapobieganiu powstawaniu blizn.
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W klinicznej cze$ci projektu wszystkie przykurcze zostaly uwolnione i zastgpione
zregenerowang skora. Ocena efektow leczenia zostata przeprowadzona wsrod pacjentow 3-6
miesiecy po zakonczeniu leczenia. Obserwowano znaczng poprawe wygladu i funkcji

U pacjentow z bliznami pooparzeniowymi leczonymi z uzyciem matrycy Integra, co zostato
potwierdzone w punktacji zmodyfikowanej skali oceny blizny wg Vancouver (mVSS).
Najwicksza poprawa byta obserwowana w ocenie elastycznos$ci blizny opisywanej wg mVSS
jako podatnosé, co jest zgodne z obserwacjami innych autorow [45]. Najwigksze zaburzenia
wczesnej ocenie efektow leczenia z uzyciem mVSS byly zwigzane z oceng pigmentacji

i unaczynienia blizny. Swiad stat si¢ rowniez problemem u niektérych pacjentow
wymagajacym leczenia. Powyzsze obserwacje sugeruja, ze kazdy pacjent zakwalifikowany
do leczenia z uzyciem matrycy do regeneracji skory Integra powinien zosta¢ doktadnie
poinformowany o mozliwych dolegliwos$ciach po zakonczeniu leczenia chirurgicznego,

wigkszo$¢ z nich ma charakter przejsciowy i ustepuje w trakcie dojrzewania blizny.

Znacznie gorsze wyniki oceny blizny wg mVSS uzyskano u pacjentow, u ktorych rozwingty
si¢ powiktania w leczeniu. Obszar zajety infekcjg 1 przerastajacg ziarning goit si¢ dtuzej,

a efektem leczenia bylo powstanie blizny o charakterze przerastajgcym. Obserwacje te sg
zgodne z doniesieniami z literatury, gdzie powiklania infekcyjne sa opisywana jako jedne

z czgstszych przyczyn niepowodzenia leczenia z zastosowaniem Integry [45, 82-84]. Dlatego
wyniki leczenia z zastosowaniem matrycy Integra sa uzaleznione od do§wiadczenia zespotu
chirurgicznego, a potencjalne markery biochemiczne mogg pomoc we wezesnym

rozpoznawaniu rozwijajacej si¢ infekcji.

Zmiana ciemnego, owtosionego znamienia melanocytarnego na skoropodobng tkanke jest
bardzo istotne w rozwoju psychologicznym pacjentéw dotknietych ta choroba. Pacjenci oraz
ich opiekunowie byli bardzo zadowoleni nawet we wczesnym okresie pooperacyjnym, kiedy
zregenerowana skora byta jeszcze bardzo niedojrzata. W miare uptywu czasu od zabiegu,

wyglad stawat si¢ bardziej akceptowalny i mniej przyciggajacy uwage [47,48].

Leczenie chirurgiczne bez pozostawienia §ladu na skoérze pacjenta jest marzeniem kazdego
chirurga, zwlaszcza chirurga plastycznego. Skora posiada potencjat do gojenia, ale do dzisiaj
kazda interwencja uszkadzajaca glebsze jej warstwy skory skutkuje powstaniem blizny.
Istnieje wiele technik i terapii redukujacych bliznowacenie, nadal jednak bezbliznowe

leczenie pozostaje nieosiggnietym celem.
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Terapie redukujace powstawanie blizn podczas gojenia ran zmieniajg przebieg naprawy
ubytku skoéry w kierunku jej regeneracji celem zmniejszenia bliznowacenia. Dziatania takie
obejmujg uzycie matryc do regeneracji skory, stosowanie dziatan mechanicznych na gojaca
si¢ tkanke, zapewnienie odpowiedniego nawilzenia, podawanie miejscowe bio-czasteczek
(w tym cytokin i czynnikéw wzrostu), potencjalnie uzycie terapii genowej, a takze
zastosowanie terapii komorkowych wykorzystujacych rowniez komorki macierzyste [85-88].
Wsrod matryc do regeneracji skory, Integra pozostaje jednym z najchetniej stosowanych
substytutow skory umozliwiajacych regeneracj¢ skory wlasciwej i poprawy jakosci blizn
[84,89-91]. Dlatego dalsze badania z uzyciem tego materiatu powinny by¢ prowadzone

w celu pelnego zrozumienia procesu regeneracji skory, co umozliwi opracowanie nowych
terapii ograniczajacych powstawanie blizn. Obecnie stosowane terapie wykorzystuja aplikacje
takich czasteczek jak IL-4, FGF, TGF-p, jednak rezultaty leczenia sg nadal dalekie od
oczekiwan [16, 92-94].

Powyzej wymienione metody redukujace powstawanie blizn zostaty przetestowane jako
skuteczne w badaniach doswiadczalnych oraz czgsciowo w badaniach klinicznych jako
monoterapie. Teoretycznie wiele elementow mogloby by¢ uzytych jednoczasowo w celu
stworzenia warunkow umozliwiajacych regeneracj¢. Takie polaczenie z pewnoscia

w przysztosci umozliwi gojenie ran U ludzi bez powstawania blizn.
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VIll. STRESZCZENIE

a. Streszczenie w jezyku polskim

Skora jest najwigkszym organem ludzkiego organizmu. Jej zadaniem jest ochrona organizmu
przed srodowiskiem zewnetrznym. W zwigzku z tym jest narazona na dziatanie sit
zewnetrznych 1 urazow. Niewielkie urazy skory gojg si¢ bez pozostawienia $ladu, natomiast
uszkodzenie pelnej grubosci skory powoduje zawsze powstanie blizny, ktora moze
powodowac zaburzenia wygladu i funkcji. Gojenie ran jest dynamicznym procesem,

w ktorym udziat biorg liczne komorki oraz interakcje migdzykomorkowe. Proces ten jest
sterowany przez wiele czasteczek, w tym przez cytokiny i czynniki wzrostu. Czasteczki te,
bezposrednio po uszkodzeniu skory, inicjuja proces zapalny rozpoczynajac gojenie rany.
Weczedniejsze badania pokazaty, ze zapalenie jest istotng fazg gojenia ran i ma znaczacy
wplyw na powstawanie blizn. Po oparzeniach obserwujemy powstawanie blizn
przerostowych, a wspotczesna chirurgia rekonstrukcyjna umozliwia zastosowanie takich
materialow jak matryca do regeneracji skory Integra, dzigki ktérym obserwujemy
zmniejszone bliznowacenie. Wtasnie w celu blizszego poznania mechanizméw redukujgcych
bliznowacenie po zabiegach z zastosowaniem Integry zaprojektowano ponizsze badanie.
Matryca do regeneracji skory Integra jest komercyjnie dostgpng macierza kolagenowa
umozliwiajacg regeneracje skory podczas dwuetapowego leczenia. Materiat ten jest
stosowany w przypadku ran po oparzeniach pelnej grubosci skéry oraz w chirurgii
rekonstrukcyjnej, umozliwiajgc uzyskanie bardzo dobrych rezultatéw estetycznych

i funkcjonalnych. Hipoteza badawcza w przedktadanym badaniu zaktada, ze dobre rezultaty
obserwowane po leczeniu z zastosowaniem Integry sa wynikiem oddziatywania tego
materiatu na organizm powodujgcego zmniejszenie nasilenia procesu zapalnego we
wczesnych etapach gojenia rany. Co wigcej, redukcja nasilenia odpowiedzi zapalnej powinna
by¢ obserwowana jako zwigkszenie stezenia czgsteczek przeciwzapalnych oraz zmniejszenie
stezenia czasteczek prozapalnych i czynnikow wzrostu odpowiedzialnych za nadmierne
bliznowacenie we krwi obwodowej. Zmiany st¢zen powyzszych molekut powinny by¢
obserwowane u osobnikow leczonych z zastosowaniem Integry, ktorzy rozwingli infekcje
rany. Do testowania hipotez badawczych przeprowadzono badanie na modelu
eksperymentalnym z uzyciem myszy analizujac poziomy IL-4; IL-6; IL-10; TNF-a; FGF-2;
GM-CSF; PDGF-BB; TGF-B1; TGF-p2; TGF-p3. Dodatkowo na materiale klinicznym

w grupie 15 pacjentéw leczonych z zastosowaniem przynajmniej 100cm? Integry w trakcie

zabiegow rekonstrukcyjnych analizowano przebieg leczenia i oznaczono st¢zenia EGF, TGF-
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B1, FGF-2, VEGF, IFN-a, GM-CSF, IL-4, IL-8, MMP-2, MMP-9 oraz hsCRP we krwi
obwodowej w czterech punktach czasowych. Analizowano réwniez dane kliniczne

z przebiegu leczenia z zastosowaniem Integry. W powyzszym badaniu obserwowano istotne
statystycznie réznice w st¢zeniach cytokin prozapalnych i czynnikow wzrostu. Wyniki te
zostaly poddane korelacji z powierzchnig, przebiegiem leczenia oraz wynikiem leczenia.
Badanie eksperymentalne ujawnito, ze implantacja matrycy do regeneracji skory Integra jest
zwigzana z przejsciowym, istotnie obnizonym poziomem TNF-a, ale rowniez obnizonym
poziomem IL-10, obserwowanym 7 dnia po implantacji materiatu w por6wnaniu z grupa
kontrolng. Dodatkowo obserwowano istotne statystycznie podwyzszenie poziomow FGF-2
dnia 3, PDGF-BB 14 dnia oraz obnizone st¢zenia TGF-B3 w grupie po implantacji matrycy
Integra. Wyniki analizy potwierdzajg teorig, ze najprawdopodobniej zmniejszenie nasilenia
odpowiedzi zapalnej po wszczepieniu matrycy Integra zachodzi poprzez dziatanie anty TNF-
a. Dodatkowo obserwowane zmiany poziomow IL-10 i FGF-2, czgsteczek zwigzanych

z regulacja TNF-a, potwierdza shuszno$¢ powyzszej teorii. Badanie histologiczne w modelu
eksperymentalnym ujawnito dyskretne réznice w budowie skory bez réznicy w ilosci
komorek jednojadrzastych obecnych w zagojonych ranach. Powyzsze badania znajduja
poparcie w analizie klinicznej, gdzie pacjenci, ktorzy rozwingli miejscowsg infekcje w trakcie
gojenia Integry, mieli istotnie wyzsze poziomy IL-4 oraz FGF-2 we krwi obwodowej.
Powyzsze zmiany w st¢zeniu molekut byly obecne 2-5 dni przed pojawieniem si¢ objawoéw
klinicznych infekcji. Rownoczesnie standardowe markery zapalenia, takie jak WCC i CRP,
pozostaly bez zmian. Obserwacja ta moze w przysztosci przyczynic si¢ do opracowania
nowoczesnych metod diagnostycznych wykrywajacych infekcje przyranng. Dodatkowo
obserwowano podwyzszone poziomy MMP-2 u wszystkich pacjentow po implantacji Integry,
co moze sugerowac, ze rozktad matrycy odbywa si¢ za posrednictwem wlasnie tej proteazy.
Taka informacja wydaje si¢ istotna w opracowywaniu przysztych terapii umozliwiajacych
sterowanie procesem rozktadu matryc zastepujacych skore dla zmniejszenia powstawania
blizn. Obserwowana korelacja liniowa pomigdzy IL-4 a IFN- a, oraz pomigdzy IL-4 a MMP-
2 dostarcza nowych informacji na temat wzajemnych oddziatywan regulacyjnych. Wyniki
uzyskane w powyzszym badaniu oraz wnioski wynikajace z ich analizy wnosza nowe
informacje na temat procesu regeneracji skory na matrycy oraz wskazuja przyszte kierunki

badan nad preparatami farmakologicznymi zmniejszajagcymi powstawanie blizn.
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b. Streszczenie w jezyku angielskim

Skin is the largest organ of the human body. It protects from the external environment and is
highly exposed to external forces and injuries. Although, minor injuries to the skin can heal
without imprint, full thickness injury to the skin results in scar formation resulting often in
function disturbance and disfigurement. Wound healing is a dynamic process which involves
multiple cell lineages, cell interactions and is controlled by great number of molecules,
namely cytokines and growth factors. Former studies showed that inflammation is an
important phase of wound healing which has an enormous impact on scar formation. After
burn injuries, excessive scarring is observed whereas reconstructive surgery provides dermal
substitutes to reduce scarring. The aim of the project is to understand the reduced scarring
after treatment with Integra® dermal substitute. Integra® dermal regeneration template is
commercially available bovine collagen matrix which enables dermal regeneration in two
surgical procedures. This material is used in full thickness burns and reconstructive surgery
with very good esthetic and functional outcomes. The hypothesis investigated was that scar
reduction associated with the use of Integra® is due to a reduction in the local and systemic
inflammation during early phases of dermal regeneration. To test the hypothesis experimental
study on murine wound healing model with Integra® and control group was performed with
analysis of IL-4; IL-6; IL-10; TNF-a; FGF-2; GM-CSF; PDGF-BB; TGF-f1; TGF-p2; TGF-
B3 performed. Additionally human research project was conducted. This included 15 pediatric
patients with over 100cm? of implanted Integra® during reconstructive procedures. Clinical
course of the treatment and set of molecules in peripheral blood including EGF, TGF-f1,
FGF-2, VEGF, IFN-a, GM-CSF, IL-4, IL-8, MMP-2, MMP-9 and hsCRP were investigated.
Clinical data from course of the treatment was also analysed. In this study, significant changes
in concentration of pro-inflammatory cytokines and growth factors in peripheral blood were
observed. Results were correlated with the course of the treatment. The results indicated that
dermal regeneration with Integra® is associated with transient, significantly lower, levels of
TNF-a and lower levels of IL-10 which was observed on day 7 in animal model. Additionally
statistically higher levels of FGF-2 on day 3 and PDGF-BB on day 14 and lover levels of
TGF-B3 in Integra® animals were detected. This supports the theory that, probably TNF-a is
the main pro-inflammatory cytokine which is down regulated in Integra® treated patients.
This finds a support in fact that levels of IL-10 and FGF-2 which are strongly associated with
regulation of TNF-a were also decreased. Histological analysis revealed minor changes in

skin architecture between groups, with no difference in number of mononuclear cells at the
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end of the experiment. Results from the animal study support in human work, where patients
who developed local infection had higher levels of IL-4 and FGF-2 in peripheral blood
observed 2-5 days before the presence of symptoms. In the same time standard markers of
inflammation and infection remained non-elevated. This can find clinical application in early
diagnosis of complications in patients treated with Integra® in the future were IL-4 and FGF-
2 could be used as early markers of infection. Additionally elevated levels of MMP-2 were
observed in the whole group of patients, which suggest that Integra® disintegration is highly
dependent on this protease. This information is essential for design therapies regulating time
of scaffold decomposition. Linear correlations in concentration of selected molecules give
new information about interactions of these molecules during wound healing. This includes
mainly strong correlation of IFN-a with IL-4 IL-4 with MMP-2. The information gained
from the study gives a new insight into dermal regeneration with scaffolds and indicates

future directions in potential design of pharmacological treatment to reduce scar formation.
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XIl.  ZALACZNIKI

Zmodyfikowana skala oceny blizny wg VVancouver (mVSS)

Pigmentacja

0 — Prawidlowa

1 — Hypopigmentacja
2 — Mieszana

3 — Hyperpigmentacja

oooo

Podatnos¢

0 — Prawidtowa
1 — Migkka

2 — Ulegta

3 — Twarda

4 — Opasajaca
5 — Przykurcz

oooood

Wyniostos¢

0 — Plaska
1-<2mm
2 —2-5mm
3->56mm

OoOoono

Unaczynienie

1 — Prawidlowe
2 —Ro6zowa

3 — Czerwona
4 — Sina

oooo

Bol

0 — Brak
1 — Czasami
2 — Wymaga lekoéw

ooo

Swedzenie

O 0-Brak
O 1-Czasami
O 2 - Wymaga lekow

Suma punktow:
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THE MSCOM B FOUNDATION

DEDICATED TO RESEARCH AND EDUCATIONINTO BURNS, TRAUMA AND SCARLESS HEALING

17th June 2011
To whom it may concern:
Re: Michal Nessler

I am writing to confirm that since April 2011 Michal has been working as a research fellow in the Burn Injury
Research Unit in the school of surgery in the University of Western Australia. As an integral part of the fellowship he attends
Royal Perth and Princess Margaret hospitals for clinics and ward rounds.

Michal began his PhD in the area of burn injury exploring the systemic response of a tissue engineering solution for local
wound healing under the expert supervision of Jacek Puchala of the Department of Plastic and Reconstructive Surgery with
Children’s Burns Centre, University Children’s Hospital, Jagiellonian University. Due to the tragic circumstances Jacek
contacted me to help Michal to continuing his research in the area we both had great interest.

Since his arrival in Perth Michal has prepared the work previously done in Poland for presentation at the national meeting,
and with support, has written a manuscript for submission for a peer reviewed journal. He has become actively involved in
ongoing projects which are focused on wound healing, learning a range research skills including ethics submission, animal
models and techniques of analysis. He has designed a project in an animal model which seeks to inform and explain the
findings of his previous clinical studies.

I have found him to be intelligent, industrious, enthusiastic and certainly willing to learn. As such | believe he is worthy of
support. | am most happy to continue as a co supervisor such that he can complete his PhD to be

submitted to the Jagiellonian University. | have been in similar positions in the past and on occasions have held an adjunct
position at the relevant university to facilitate completion.

I am happy to discuss this further and can be contacted +61400997992 or fiona.wood@health.wa.gov.au.

Yours sincerely

— //%/

s

Fiona Wood FRACS AM

Director of the Burns Service of WA

Winthrop Professor, BIRU, School of Surgery UWA

Chair, The McComb Research Foundation

Dedicated to research and education into burns, trauma and scarless healing
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