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1. Uvod

Spravna diagnéza ma zasadni podil na pribéh 1éCby pacienta, jeji stanoveni vede
k zahajeni adekvatniho terapeutického postupu. Subjektivni klinicka diagndza ¢i diferencialni
diagnostickd rozvaha, zalozena na fyzikalnim vySetfeni, je velmi dualezitda v ambulanci
praktickych 1ékait, ktefi nasméruji pacienty na specializovana vySetfeni, soustfedéna do center
a klinik. Na téchto pracovistich je, aby diagnéza byla urCena co nejpiesnéji. Toho lze
dosahnout pouze za pouziti objektivnich metod. Technologicky pokrok jde ,,ruku v ruce* také
s vyvojem diagnostickych metod. Jednim s prilomovych objevii minulého stoleti je vynalez
laseru. Teoreticky byl princip laseru popsan jiz v roce 1917 Albertem Einsteinem, ale sestrojen
byl az Theodorem Maimanem v r.1960, jednalo se o rubinovy pulsni laser [1]. Laser pronikl
do 1ékafstvi jak v oblasti terapeutické, tak diagnostické. Oblasti zajmu této prace bylo vyuziti
laseri pravé v oblasti diagnostické, a to predev§im v kombinaci s Dopplerovym jevem
pti analyze frekven¢niho posunu paprskt laserového zafeni, po interakci s vySetfovanou
oblasti. Jedna se o tzv. laserovou dopplerometrii, zkracené laserdopplerometrii.

Predkladana prace se zaméfila na 2 nozologické jednotky, diagnostiku hloubky popaleni
a diagnostiku maligniho melanomu pomoci laserdopplerometrie. Prace byla vypracovana
na zakladé podnétli z klinické praxe na popaleninovém centru a na zéklad¢ hledani objektivni
neinvazivni dobfe reprodukovatelné a finan¢né dostupné diagnostické metody ke stanoveni
hloubky popaleni a diagndzy maligniho melanomu. Pro urc¢eni spravného terapeutického planu
U pacientti po termickém traumatu je nezbytné co nej¢asnéjsi spravné zhodnoceni hloubky
popaleni. Klinicka diagnostika, zalozena na vzhledu, barvé, kapilarnim navratu a citlivosti rany
je pouze subjektivni metoda, chybna az ve 35 % ptipadi, disledkem ¢ehoz je fetézec
negativnich dopada [2]. Jsou to: Spatné naCasovani operace, prodlouzeni hojeni rany a tim i
hospitalizace, jizevnaté komplikace, sekundarni rozpad jizev a negativni vliv na ekonomiku
pracovisté [3, 4]. Laserdopplerometrie poskytuje moznost objektivniho hodnoceni kapilarniho
prokrveni, které tizce souvisi s hloubkou popaleni, resp. délkou hojeni rany [5]. Nékteré prace
uvadéji presnost metody pii diagnéze hloubky popaleni az 97 % [6, 7, 8, 9], sledované
parametry, podminky méfeni a doporuceni pro praxi se vsak lisi a vysledky se omezuji jen
na obdobi do 5. potrazového dne. Predkladana prace monitoruje vyvoj ranné perfuze béhem
9 pourazovych dnt a zkouma schopnost metody predikovat prubéh hojeni v riznych casovych

intervalech.



Druha cast této prace byla motivovana stale pocetnéjsi skupinou pacientd, ktefi jsou
lé¢eni v ramci popaleninového centra. Jsou to pacienti S pigmentovymi koznimi lézemi,
benignimi ¢i malignimi, V riizném stadiu onemocnéni. Nemocni zde podstupuji chirurgickou
1é¢bu, tj. odstranéni loziska a v indikovanych ptipadech, tj. vertikalni Sife tumoru nad 1 mm
dle Breslowa, také biopsii sentinelové (tzv. strazné) uzliny. Radikalitu operace, tj. Sifi
bezpecnostniho lemu a event. extirpaci sentinelové uzliny (za uc¢elem histologického vysetieni),
urcuje predem dermatolog na zdkladé klinického vySetfeni a také vySetieni dermatoskopem,
ktery vSak S$ifi tumoru nepojme. Dle dostupnych zdroji je spravna diagnéza maligniho
melanomu s pouzitim dermatoskopu stanovena v 80 % piipadd, a to i vrukou zkuseného
dermatologa, s nedostatkem klinickych zkuSenosti tato hodnota klesa az k 60 % [10].
Nespravna diagndza miize mit za nasledek nutnost reoperace, horsi variantou je progrese stadia
onemocnéni a vys$i mortalita. V letech 2012 - 2015 jsme zaznamenali 128 piipadu nutnych
reoperaci (radikalnich reexcizi) pro neptesnou diagné6zu melanomu, u 25 % melanomu S $iii 1
mm a vice dle Breslowa nebyla primarné dermatologem indikovana biopsie sentinelové uzliny,
z dtivodu poddiagnostikovani stadia. Schopnost kvantifikovat kapilarni perfuzi pomoci metody
Laser Doppler Imaging (LDI), teorie maligni neovaskularizace [11, 12, 13, 14] a rozdilné
vysledky odbornych praci zabyvajicich se LDI diagnostikou melanomu, nas vedly k ovéteni
schopnosti laserdopplerometrie jednak zachytit maligni pigmentovou 1ézi, ale také rozpoznat
histopatologické stadium a indikovat tak pacienta k biopsii sentinelové uzliny.

Kromé diagnostiky hloubky popaleni a maligniho melanomu zde budou zminény také

ostatni oblasti vyuziti laserové dopplerometrie v diagnostice.

2. Teoreticka vychodiska

2.1 Laser, Doppleriiv jev, interakce s tkéani, cilova oblast

Laserova dopplerometrie (zkacené laserdopplerometrie) nachazi v klinické diagnostice a
také v experimentech Siroké vyuziti. Vyuziva specifickych vlastnosti laserového zafeni
v optickém nebo blizkém infracerveném pasmu spektra pro kvantifikaci miry pohybu
¢i pratoku v podpovrchovych strukturach pomoci Dopplerova jevu. Hlavni oblasti vyuziti
laserdopplerometrie je stanovovani prutoku (perfuze) krve superficialnimi oblastmi rtiznych

tkani prostiednictvim vySetfeni mikrocirkulace, kapilar, venul, arteriol a také A-V shuntd.



Naproti tomu dopplerovska ultrasonografie je diky fyzikalnim vlastnostem ultrazvuku schopna
registrace pohybu pouze na rozmérové Skale makrocirkulace a ve vétSich hloubkach.
Laserdopplerometrie nachazi své vyuziti napti¢ medicinskymi obory.

Slovo ,,laser je akronymem anglického ,,Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation®, ¢esky zesilovani svétla stimulovanou emisi zafeni. Laser je po fyzikalni strance
kvantovy generator a zesilova¢ koherentniho optického zateni. Unikatnimi vlastnostmi
optického zafeni generovaného laserem jsou (1) extrémni monochromati¢nost (fotony zareni
maji s vysokou piesnosti stejnou vinovou délku resp. frekvenci), (2) vysoka koherence (fotony
svazku jsou sfazovany), (3) v zavislosti na rezonatoru laseru Ize dosahnout nizké divergence
neboli rozbihavosti svazku (tj. vSechny fotony se s vysokou piesnosti pohybuji stejnym
smérem), vysoka hustota vykonu (velky jas) [15, 16].

Doppleruv jev (také nazyvany Doppleriv posuv nebo dopplerovsky posuv) byl poprvé
popsan Christianem Dopplerem v roce 1842 a ovefen Ballotem v roce 1845 na zvukovych
vlnach [18]. Princip tohoto jevu spociva ve zméné frekvence vinéni vysilaného zdrojem, jenz je
v relativnim pohybu vzhledem k pozorovateli (ptijemci, posluchaci, detektoru). Pfi vzajemném
piiblizovani zdroje a pozorovatele dochazi ke ,,zhustovani® vin a tim ke zkracovani vinové
délky a zvySovani frekvence, naopak pfi vzajemném vzdalovani zdroje a pozorovatele dochazi
k ,,natahovani“ vin a tim k prodluzovani vinové délky a snizovani frekvence. Stejny efekt, ale
pro elektromagnetické vinéni, popsal v roce 1847 Hipollyte Fizeau. Tento jev je proto také
nékdy nazyvan Doppler-Fizeau efekt [19].

V piipad¢ medicinské aplikace laserdopplerometrie na méteni krevni perfuze se
Doppleruv jev uplatiuje dvakrat: pohybujici se krevni element ,,vnima* frekvenci dopadajiciho
laserového svétla dopplerovsky posunutou a sam se stava pohybujicim se zdrojem rozptyleného
svétla (mj. smérem zpét k métici hlavici, v niz je umistén jak zdroj, tak detektor). Vysledkem je
zména frekvence Af =-2 fov cos(a)/c, kde foje ptivodni frekvence zareni emitovaného laserem,
v je rychlost pohybu rozptylujiciho elementu, o je thel mezi smérem laserem emitovaného
svazku zafeni a rychlosti elementu, ¢ = 2,99792458 x 10® m/s je rychlost svétla. Vezmeme-li v
uvahu, Ze charakteristicka rychlost proudéni krevnich elementit v mikrokapilarach nepievysuje
5 mm/s, vychazi pro obvyklé vinové délky pouzivané pii laserdopplerometrii (650 az 690 nm)
frekvenéni posun Af nejvyse 15 kHz, tedy relativni zména frekvence fadové 107,
Bez specifickych vlastnosti laserového zateni by nebylo mozné tak malou zménu detekovat,
natoz zmefit.

Smiseni rizného poctu nazpét rozptylenych fotont s riznymi hodnotami Dopplerova

posuvu (danymi riznym poctem a raznymi rychlostmi krevnich elementt) ve fotodetektoru
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zpusobi modulaci proudu produkovaného fotodetektorem: vétsi Doppleriv posuv vyvola vyssi
frekvenci fotoproudu, zatimco magnituda fluktujici ¢asti proudu je umérna poctu pohyblivych
rozptylovych center. Z proménného proudu fotodetektoru je pak po filtraci mozné odvodit
signal umérny perfuzi, tj. pramémé rychlosti krat koncentrace rozptylovych center [20].
Metoda laserdopplerometrie byla do praxe zavedena poprvé vroce 1972 Rivou [21]
pti sledovani priitoku v arterioldch sitnice, pro diagnostiku hloubky popalenin byla pouzita

Sternem v roce 1975 [22]. Jednalo o tzv. metodu LDF (Laser Doppler Flowmetry) [23].

2.2 Modality Laserdopplerometrie (LDI, LDF, LDC), uskali metody

Metoda LDF (laser doppler flowmery vyuziva laserového zareni vedeného z externiho
zdroje optickym kabelem k sondg, ktera je v pfimém kontaktu s vySetfovanou oblasti. Dtive se
tato metoda pouzivala také k diagnostice kapilarniho prokrveni rannych ploch, popalenin ¢i
chronickych bércovych viedd, pripravovanych k pienosu kozniho $tépu. V nékterych
indikacich se dodnes pouziva pii diagnostice pokrocilosti onemocnéni diabetickych nohou,
pomaha objektivizovat postizeni mikrocirkulace, nejvice tangované cévni slozky tohoto
onemocnéni. Na zakladé vyslednych hodnot krevni perfuze lze monitorovat také efekt 1écby
napt. kmenovymi buiikami ¢i vazodilataénimi farmaky [24, 25]. Problémem této metody je
riziko kontaminace pii vysetfovani rannych ploch a také pouze bodovity vySetieny okrsek rany.
Zdokonalenim této metody vznikl bezkontaktni, plosné vySettujici skener LDI nebo také LDPI,
Laser Doppler Perfusion Imaging (obr. 2 v odstavci metodika). V piedkladané studii byla
pouzita pravé metoda LDPI. Problematice bezkontaktniho laserdopplerometrického vysetiovani
bude vénovan nasledujici text.

Laser Doppler Imaging (LDI) je zobrazovaci metoda vyuzivajici stejného principu jako
Laser Doppler Flowmetry (LDF). Rozdil spo¢iva v tom, ze zdroj a detektor (analyzator)
laserového zafeni nejsou v piimém kontaktu s vySetfovanou oblasti, takze odpada riziko
kontaminace. Diky nizkému vykonu laserového paprsku (cca do 1 mW, Class 2 podle IEC
60825-1:1994/A1:2002/A2:2001) neni pifi vySetieni zapotiebi specidlnich ochrannych
pomitcek, metoda je pro pacienta i persondl zcela bezpecna a priibéh vysetieni nebolestivy.
Toto zobrazovaci zatizeni funguje jako skener. Laserovy svazek o priméru cca 1 mm,
generovany He-Ne laserem, je zrcadlem uvnit hlavice skeneru rozkmitan po povrchu métené
oblasti tak, ze vytvafi sit’ méfenych bodi o velikosti maximalné 256 x 256 bodu (podle typu
pristroje). Vzajemna rozte¢ méienych bodu kolisa mezi 1-3 mm podle zvoleného rozliseni

(low, medium, high) a vzdalenosti métici hlavice od skenované oblasti. Skener setrva v kazdém
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bod¢ nékolik milisekund, béhem této doby je analyzovan laserovy paprsek odrazeny
od vysettovaného objektu. Dopplerovsky frekvenéni posun zptsobi modulaci proudu
produkovaného fotodetektorem, tento proud je ve vyhodnocovacich obvodech analyzovan
zaucelem kvantifikace prutoku krevnich elementd na jednotku plochy ve sméru kolmém
ke sméru laserového svazku. Nespornou vyhodou je velikost vySetfované oblasti, ktera muze
dosahnout az 2500 cm? Vyse zmindna veli¢ina, kvantifikujici pritok krevnich elementd
na jednotku plochy (perfuze), se udava v arbitrarné dohodnutych tzv. perfuznich jednotkach
(obvykle oznacovanych PU). Perfuzni jednotka vyjadifuje ,,uréity pocet laserovy svazek
rozptylujicich krevnich elementti prochazejicich za jednotku ¢asu jednotkou plochy, tedy
plochou rovnobé&znou s povrchem oblasti [20]. Zde zamérné uvadime ,,urcity pocet™ — tento nas
ve skute¢nosti nezajima, podstatné je porovnani mezi raznymi oblastmi jediného pacienta, mezi
pacienty navzajem. Skenovanim vytvofena 2D mapa je dale pievedena metodami
pro zpracovani obrazu na barevné kédovanou mapu znazornujici jednotlivé urovné prokrveni.

Barevny sken je tvofen 6 zakladnimi barvami: tmavé modra (nejnizsi perfuze), svétle
modra, zelena, zluta, oranzova a Cervena (nejvyssi perfuze), interpolaci 1ze ziskat piipadné az
256 barev. Rozsah perfuzni stupnice a stupein rozliseni jsou volitelné v zavislosti
na vySetiované oblasti. Pti diagnostice prokrveni ranné plochy jsme vyuzivali rozsah stupnice
od 0 do 480 PU (viz obr. 5,6,7,8 v kapitole vysledky). Pti diagnostice onemocnéni kiize (napf.
malignich onemocnéni, kvantifikace alergické reakce) se zachovanou epidermis in situ je
obvykle zvolen rozsah stupnice nizsi. Pro vySetfeni maligniho melanomu jsme volili rozsah
240 PU. Obr. 9, 10, 11 (viz. kapitola vysledky) ukazuje perfuzni sken pigmentovych 1ézi
s timto rozsahem stupnice. Pristroje nékterych vyrobcti volbu rozsahu perfuzni stupnice
postradaji, jsou aplikovatelné pouze pro oblast popaleninové mediciny, v jinych medicinskych
oborech neni mozné barevné rozlisit jemnéjsi rozdily.

Metoda LDI ma také sva tskali. Puchyie na pokozce zeslabuji perfuzni signal z davodu
perzistence stratum corneum, rohové&jici vrstvy pokozky, ktera dobie odrazi laserové paprsky a
brani jejich prichodu. Limitaci metody je vrstva edematozni tekutiny v puchyfich sife 3-5 mm,
ktera ptresahuje hloubku penetrace laserového paprsku o vykonu 1 mW. (obr. 5, kapitola
vysledky)

Dalsim ovliviyjicim faktorem je uhel, ktery svira laserovy paprsek s kolmici
na vysetfovanou oblast. V idedlnim pfipadé by mél byt laserovy paprsek stouto kolmici
rovnobézny. V praci Drooga z roku 2001 byl prokazan pokles perfuzniho signalu o 10 %,
pokud je laserovy paprsek vychylen od kolmice v uhlu 10 stupnd. Pokud svira uhel 50 stupnt,

pak je pokles signalu o 50 % [5].
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Opatrnosti je tieba pii aplikaci lokalnich IéCivych prostiedkt. Droog ve své praci prokazal
pokles perfuzniho signalu o 13 % pfi aplikaci preparati se stiibrem. I po peclivém odstranéni
antibakterialniho lokalniho prostiedku obsahujiciho stiibro, byl pokles signalu o 3 %. V piipad¢
tetovaze byl zaznamenan vypadek signalu, modré barvivo tetovaze pohlcuje dobie laserové
paprsky v ¢ervené oblasti viditelného spektra a blizké infracervené oblasti, které zahrnuji také
diagnosticky paprsek [26].

Samostatnou kapitolou je vliv ambientniho osvétleni. Vyrobci LDI modalit udavaji
maximalni osvétleni, které jesté zarucuje spolehlivé vysledky.

Pro spravné hodnoceni barevného skenu je nutné vzdy zhodnotit topografii vySetfované
oblasti. Zdrava kuze vykazuje stejné nizkou perfuzi jako nekréza (popaleni Ill. stupné).
Zanétlivy lem okoli rany vykazuje falesné vysokou perfuzi a musi byt vyjmut [5]. (obr. 5, viz.
kapitola vysledky)

Skenovani trva fadové minuty, takze vlivem neklidu vySetfovaného pacienta mohou
vznikat pohybové artefakty, coz je limitujicim faktorem u malych déti a pacientt s motorickym
neklidem.

Posledné¢ jmenovanou nevyhodu eliminuje je$té pokrocilejsi laserdopplerovska
technologie, ktera umoznuje kontinualni 2 rozmérnou monitoraci perfuze v ¢ase (laserdoppler
camera). Zafizeni snima laserdopplerovsky intenzitni sken z oblasti max. 15x15 cm rychlosti az
100 skent za sekundu, a to pomoci CMOS (complementary metal-oxide semiconductor)
kamery. CMOS kamera snimé odrazené laserové paprsky infracerveného spektra (o vinové
délce 720 nm) a méni je na elektrony. Na zakladé LASCA technologie (Laser Speckle Contrast
Analysis) porovnava jednotlivé intenzitni skeny a barevné koduje jejich zménu. Opakované
skeny stacionarni oblasti vytvofi v sumaci vysoky kontrast, u pohybujicich se pfedméti je pak
kontrast nizky. Laser speckl je barevné kodovan a je dan pomérem standardni odchylky a
priméru intenzity. Ciselnym vystupem je také pocet perfuznich jednotek. Tato technologie je
vyhodna pro monitorovani v redlném case, coZ poskytuje jednak informaci o okamzité perfuzi
vysSetfované oblasti, jednak informaci o pulsové aktivité, nevyhodou ziistava cena, ktera se nyni

pohybuje kolem 1,7 mil. k¢. [27].
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2.3 Vyuziti metody Laser Doppler Imaging (LDI) v klinické praxi

2.3.1 Interni obory a experimentalni medicina

Vyuziti zobrazovaci metody laserdopplerometrie, LDI, jako objektivniho diagnostického
prostiedku nalezlo Siroké uplatnéni jak v chirurgickych, tak v mnoha internich oborech a
V oblasti experimetalni mediciny.

Bornmyr se pokusil zhodnotit dysfunkci autonomniho nervového systému u diabetiku.
Oslabena vazokonstrikéni reakce pii indirektnim chlazeni kontralaterdlni koncetiny, byla
vyjaddiena vice u diabetiki 1. typu nez u diabetikii 2. typu, coz koreluje se zavaZznosti
diabetickych komplikaci. Obé skupiny mély niz§i vasokonstrikéni reakci nez zdravi
dobrovolnici [28].

Khan prokazal na zvifecim modelu telete, ze stav kozni mikrocirkulace je také
ukazatelem funkCnosti kardidlni mikrocirkulace. Prokazal pozitivni korelaci mezi kozni
konduktanci (pomér mezi kapilarnim koznim prokrvenim a stiednim arteridlnim tlakem) a
koronarni prutokovou rezervou (hyperemicky a bazalni diastolicky pritok) po aplikaci
adenosinu [29].

Dle Turnera Ize na riziko kardiovaskularnich onemocnéni usuzovat dle hodnoceni lokalni
kozni odpovédi na lokalni aplikaci acetylcholinu ¢i nitroprusidu iontoforézou, odpoveéd je
zavisla na funkeci kapilar [30].

Prokrveni hrudniku u onkologickych pacientii s tumory v této oblasti sledoval Seifalian,
ktery zjistil vyssi perfuzi u pacientli S malignimi naddory nez u pacienti S benignimi nadory,
U pacientd s benignimi nadory pak perfuzi vys$si nez u kontrolni skupiny pacientd
neonkologickych [31].

Siroké vyuziti nalezla laserdopplerometrie v revmatologii. LDPI miize slouZit k rozligeni
riznych stadii vaskuldrniho poSkozeni u pacientll se systémovou sklerodermii. Rosato et al.
prokazal nehomogenni prokrveni na hibetu ruky u pacientii se sklerodermii, na rozdil
od zdravych dobrovolnikli, ale také pacientd s primarnim Raynaudovym syndromem.
Dle abnormalni mikrovaskularni odpovédi na chladovou stimulaci, s opozdénym kapilarnim
navratem, lze usuzovat na pokrocilost systémové sklerodermie. Pocate¢ni stadia tuto
abnormalitu, oproti zdravym jedincim, vykazuji pouze na prstech, pokrocilejsi stadia také
na hibetech rukou [32].
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Pomoci laserdopplerometrie byla také prokazana endotelialni dysfunkce u idiopatickych
zangtlivych myopatii (polymyositis, dermatomyositis). Po iontoforézou aplikovaném
acetylcholinu, jehoz efekt je zavisly na endotelu, byl rozdil mezi prokrvenim u pacientd
s myopathii a zdravych dobrovolnikii. Pacienti s myopathii vykazovali signifikantn¢ nizsi
hyperémii nez zdravi pacienti. Tento rozdil v odpovédi nebyl patrny po iontoforézou
aplikovaném nitroprusidu, jehoz efekt je endotel-independentni [33].

LDI mize =zachytit zanétlivé procesy ovliviiyjici podkozni struktury. Pomoci
laserdopplerometrie  byla prokdzana rozdilna Kkozni perfuze nad proximalnimi
interphalangealnimi klouby u zdravych dobrovolnikii a pacientli s revmatoidni arthritidou.
Zanétliva reakce kloubu tedy ovliviuje také podkozni a kozni struktury [34].

U vazoneurozy LDPI prokdze naruSenou vaskularni regulaci na urovni kapilar.
Po chladovém testu, tj. chlazeni vySetiované ruky 10 min. ve vodé o teploté 10°C, vykazovali
pacienti s vazoneurozou vétsi pokles perfuze a pomalejsi zotaveni ve srovnani se zdravymi
dobrovolniky [35].

Neékteré kozni zmény neni metoda LDI pickvapivé schopna zachytit. Goh monitoroval
pomoci LDI efekt fototerapie na psoriaticka loziska. Psoriaza vykazovala abnormalni perfuzi
lozisek proti okolni zdravé tkadni. Efekt fototerapie, ktery vyustil v klinicky patrné zlepSeni, se
vSak nijak neprojevil na LDI skenech [36]. Laserdopplerometric nezaznamenala také rozdil
ucévnich lézi charakteru hemangiomu. Nicméné po terapii Argonovym laserem byla
bezprostfedné patrna elevace perfuze, nasledovana postupnym poklesem [37]. Také v nasi
praxi jsme monitorovali efekt laserterapie cévnim barvivovym laserem o vlnové délce 585 nm
na neavus flammeus, kdy byla zaznamenana reaktivni hyperemie v okoli spotl, s patrnym
poklesem perfuze uvnité spotl, coz potvrdilo efektivni zasazeni cévni slozky (obr.8, viz.
kapitola vysledky).

Mayrovitz sledoval efekt magnetoterapie (permanentni keramicky magnet 0,1 T)
na prokrveni dlanové plochy ruky a hibetu ruky, kde byl magnet ptiloZzen po dobu 36 minut.
Nezaznamenal zddnou zménu perfuze studované anatomické oblasti ani kontralateralni
kontrolni oblasti [38].

Z dermatologického hlediska zajimava je prace prokazujici vazokonstrikéni efekt
kortikosteroidi (clobetasol) na kizi po lokalni aplikaci. Po 3 hodinové lokalni aplikaci
kortikosteroid dosahla vasokonstrikce maxima za dalsi 3 hodiny. Vazokonstrikce navic
pomaleji ustupovala, pokud aplikaci kortikosteroidt doprovazelo okluzni (neprodysné) kryti.
To lze vysvétlit lepsi biodostupnosti kortikoiddt pro tkané¢ pod okluznim krytim. Rychlost

nastupu vazokonstrice vSak okluzni kryti neurychlilo [39].
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V experimentalni oblasti byla sledovana korova perfuze mozku u kralikt po okluzi arteria
cerebri media. Po navozeni hypertenze u zvifat, dosazenim stiedniho arterialniho krevniho
tlaku 65 mm Hg, doslo k redukci rozsahu infarktu o 94 %, pokud okluze trvala 1 hodinu, ale
jen 46 %, pokud okluze trvala 2 hodiny [40].

Shymkiw sledoval prokrveni kortikalni ¢asti tibie pomoci LDI u kralikd. VySetiil 12
krali¢ich tibii a potvrdil korelaci s jinymi, invazivnimi metodami (color-microspherere
determined flow method). Zavér jeho prace je, ze pomoci LDPI Ize monitorovat kostni

prokrveni a sledovat tak kostni metabolismus a remodelaci kosti [41].

2.3.2 Chirurgické obory

V neurochirurgii je dulezité intraoperativni mapovani vitalnich center a center aktivity.
Raabe monitoroval aktivitu kliry mozku pomoci LDI skeneru sptazené¢ho s opera¢nim
mikroskopem. Toto monitorovani bylo provadéno u pacientll pii védomi a prokazalo svou
platnost pfi intraoperativnim funkénim monitorovani mozku [42].

V plastické chirurgii nalezla vyuziti laserdopplerometrie pii planovani lalokovych plastik.
Pro rekonstrukei prsu, napf. po ablaci, se vyuziva muskulokutanni lalok DIEP (z anlického
deep inferior epigaric artery flap), zasobovany cévni stopkou z a.epigatrica inferior. Tindholdt
sledoval pomoci LDI prokrveni jednotlivych zon tohoto laloku (I-IV), dle déleni podle
Scheflana a Dinnera [43]. Zjistil, Ze nejlépe jsou vaskularizovany zony I a III, coz lze vyuzit
Ze nejbezpecnéjsi jsou zony I a 11 [44].

Pracovni skupina kolem Zdolseka monitorovala perfuzi kozniho volného laloku
predlokti, zasobovaného arteria radialis (tzv. Cinsky lalok) pii rekonstrukci dutiny ustni
po operaci nadoru. Tento volny lalok je mikrochirugicky inzerovadn na mistni cévni stopku.
Pomoci LDI vySetteni na 11 pacientech prokazal hyperémii samotného laloku a také hyperémii
okolni tkané po inzerci laloku. Radialni ¢ast dlané, po pferuseni a.radialis, vykazovala naopak
piechodné hypoperfuzi. Metoda LDI je tedy svou neinvazivnosti vhodna k zaznamenani
poruchy prokrveni cévni stopky a zajisténi v€asné chirurgické revize pied ztratou laloku [45].

Schlosser prokazal u 18 volnych lalokt kritickou hodnotu pro rozvoj ischémie, u vSech
pozdé¢ji ischemickych lalokt byla namefena perfuze pod 187 perfuznich jednotek (PU), naopak
u lalokt bez komplikaci hojeni byla namétena perfuze nad 221 PU. Povrdil tak opravnénost
metody LDI pii monitoraci prokrveni laloku [46].
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Pomoci LDI Ize detekovat perforatory (cévni stopky laloki) v bfisni oblasti. Komuro tuto
vlastnost ovétil ve své praci, kdy jako srovnavaci metodu pouzil ultrasonografickou
dopplerometrii. Zavérem je, ze LDI wusnadiiuje planovani umisténi a tvaru laloku
pii rekonstrukci zejména v oblasti hrudniku [47].

LDI bezkontaktné diagnostikuje povrchovou tkanovou perfuzi riznych splanchnickych
organt. Nejvyssi prokrveni vykazuji pankreas a stfevni klicky, nizs§i perfuzi zaludek a jatra,
potvrzen rozdil perfuze u zanétlivych stievnich onemocnéni a kontroly [48].

Efekt sympatektomie na zlepSeni prokrveni u RSD (reflexni sympatické blokady)
laserdopplerometricky potvrdil Soronson [49].

Uspé&snost transplanatece jater sledoval Seifalian pii LDI monitoraci kapilarni perfuze
levého jaterniho laloku. Na 2215 bodech zaznamenal 10 % regionalni variabilitu. (Po klemazi

splenické artérie vzrostla perfuze jater 0 9,3 %) [50].

2.3.3 Popaleninova medicina a laserdopplerometrie

Jelikoz je monitorace prokrveni ranné plochy a jeji klinicky vyznam jednim z cilt této

prace, zminime zde také anatomicko-patofyziologické poznamky, tykajici se ktize a popalenin.

2.3.3.1 Anatomicke a fyziologickeé poznamky

Kuze jako nejvétsi organ v téle, s vahou kolem 7 % celkové télesné hmotnosti, plni dobie
svou roli ochrany mechanické (8kara) i antibakterialni (pokozka), radiacni ochrany
(melanocyty, rohovéjici vrstva kuze), funkci termoregulacéni (kapilarni sit, potni zlazy),
estetickou, depotni (podkozni tuk), vyluCovaci (potni a mazové zlazy) a ulohu nejvétsiho
telesného smyslového organu, s velkym poctem volnych nervovych zakonceni a receptort,
reagujicich na teplo (Ruffiniho téliska), chlad (Krauseho téliska), tlak (Vaterova—Paciniho
téliska), bolest. Kize se sklada ze 3 hlavnich vrstev. Je to pokozka, tzv. epidermis, kde lze
rozeznavat 5 vrstev bun¢k — keratinocyti. Na spodin¢ této vrstvy jsou basalni zarode¢né bunky,
nad kterymi je vrstva granuloznich bungk, dale vrstva bun¢k ostnitych (tzv. stratum spinosum),
nasleduje vrstva tzv. svétlych bunék (stratum lucidum), kde je patrny proces rohovéni, svrchni

vrstva je tvofena pouze zrohovatélymi odumielymi bunkami, tzv. stratum corneum. Posledni 2
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vrstvy jsou opticky nejaktivngjsi. Site pokozky je asi 0,15 mm, nejsilngji je na chodidlech a
dlanich rukou. Pod epidermis je vrstva skary, tzv. dermis, kde lze rozeznat dvé funkcné
rozdilné vrstvy. Horni cast, tzv. papilarni dermis, zahrnuje hustou kapilarni pleten a je
zodpovédna za piisun zivin, zejména proteint, stavebnich kament pro replikaci bunék. Hlubsi,
tzv. retikularni ¢ast, odpovida za mechanickou odolnost a ukotveni vlasovych folikula a
potnich 7l4z. Sife dermis je rtizna dle anatomické lokalizace, kolisa od 0,5 mm (oéni vitka) az
po 3 mm (zada). Posledni vrstvou kuze je vrstva podkozi, ktera ma individualni siti, dle stavu
vyzivy, véku a pohlavi. Jeji vyznam je zejména termoizolacni a také depotni. Mezi
mezi bunkami basalni vrstvy a dale ve vlasovych folikulech.

Melanocyty maji ¢etné vybézky, jimiz zasobuji okolni keratinocyty melaninem. Melanin
je pigment se schopnosti pohlcovat ultrafialové zareni (UV). UV-B slozka tohoto okem
neviditelného zafeni poskozuje bunéénou DNA a vyznamné se spolupodili na vzniku
nadorovych onemocnéni kuze. Na zakladé poCtu tzv. melanozomii v melanocytech, tj.
bunécnych organel obsahujicich barvivo, lze rozeznat 6 zakladnich fototypi dle ptirozeného
zbarveni kuze. Fototyp | je charakteristicky napadné svétlou pokozkou, fototyp VI je nejtmavsi,
typicky u Afroameri¢ant. Dal§imi koznimi bunikami jsou Langerhansovy burky, které se
nachazeji ve stratum spinosum a patii mezi tzv. antigen presentujici bunky. V dermis, zejména
prsti rukou a nohou, jsou piitomny Merkelovy bunky s mnoha volnymi nervovymi
zakon¢enimi ve své blizkosti. Ty se spolupodileji na funkci mechanoreceptori. Za produkci
kolagennich vlaken jsou odpovédny fibroblasty.

Cévni zasobeni ktze tvofi 2 horizontalni plexy. Povrchnéjsi je situovany ve Skare
(dermis), 1-1,5 mm pod povrchem (rete subpapilare), hlubsi plexus se nachazi na pfechodu
Skary a podkozi. Vzestupné arterioly a sestupné venuly jsou parovany a spojuji oba plexy.
Z horniho plexu vystupuji kapilarni klicky do papilarni dermis, jejich funkce je nutritivni.
V misté, kde se vétvi ascendentni artreioly, aby se v€lenily do subpapilarniho arterialniho
plexu, se v jejich sténach nachazi bunky hladkého svalstva, které tvoii sfinktery, regulujici
prutok krve hornim plexem. Na dermosubkutanni junkci jsou sbérné zily s dvoucipymi

chlopnémi, které brani retrogradnimu toku [51].
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2.3.3.2 Stupné popaleni a patofyziologie

Vystaveni vlivu termické noxy zpusobuje denaturaci proteini. Hloubka postizeni zavisi
na hloubce pruniku termické noxy. VIhké teplo pronika mnohem rychleji do tkani nez teplo
suché. S rostouci teplotou se bezpecny Cas expozice zkracuje. Kontakt s vlhkym teplem
nad 68 °C zpusobuje téméf okamzitou smrt bun€k a trombotizaci koznich cév. Maximalni
snesitelna kontaktni teplota je 43,5 °C [52].

Rozeznavame 4 zakladni stupné popaleni. U popaleni 1. stupné se v podstaté nejedna
0 poskozeni koznich vrstev, ale o vazodilataci cév, jako reakci na tepelnou noxu, ve snaze
pokozku ochladit. Toto popaleni je velmi bolestivé, ale do tydne se stav klize navraci K normé.
Je zpuisobeno vétsinou protrahovanou expozici sluneénimu zateni. Pii popaleni II. stupné je jiz
poskozena epidermis a také ¢ast dermis. Dle stupné postiZzeni dermis se rozliSuje popaleni Ila
stupné (obr. 5, viz. kapitola vysledky), které zasahuje do papilarni vrstvy dermis a popaleni I1b
stupné, kdy je postizena také hlubsi retikularni vrstva dermis. Popaleni Ila stupné (,,superfitial
dermal burn®) je klinicky velmi bolestivé, s puchyti a vlhkou rizovou spodinou, kapilarni
navrat je zachovan. Toto popaleni je obvykle zptisobeno horkymi tekutinami. Hojeni trva 10—
12 dnti a probiha rozristanim epitelu z vlasovych vackt. Po zhojeni nezanechava popaleni lla
stupné jizvy. Popaleni IIb stupné lze dale rozdélit dle anglosaské literatury na ,,mid dermal
burn® a ,,deep dermal burn®“. ,Mid dermal burn“ je popaleni zasahujici do poloviny dermis
(obr. 7, viz. kapitola vysledky). Je obvykle zptisobeno delsi expozici horkym tekutinam (5—
10 s), nebo oZzehem plamenem. Mohou byt pfitomny puchyte, nebo jsou jiz strzeny, spodina je
vice piekrvena S méné vlhkym vzhledem, nebo naopak bledsi. Délka hojeni je obvykle 2—4
tydny, epitelizace probiha z mazovych zlazek. Pokud hojeni trva déle nez 3 tydny, vyrazné
nartista pocet jizevnatych komplikaci, a to zejména u pacienti s tmavsim fototypem. Tyto,
dosud uvedené stupné popaleni, lze IéCit konzervativnim zpisobem, jejich tendence
ke spontannimu zhojeni je dobra.

Dale budou popsany popaleniny vyzadujici operac¢ni lécbu. ,,.Deep dermal burn® je
termické poranéni s postizenim 2/3 vrstvy skary. Hojeni trva 4-10 tydnt a nova pokozka
(epidermis) neadheruje dobie ke spodiné. Casto dochazi k sekundarnimu rozpadu jiz zhojené
rany a hypertrofickému jizveni (obr. 4, viz kapitola vysledky). Popaleni III. stupné je obvykle
zpusobeno plamenem. Vzhled rany je bélavy nebo hnédy ¢i cerny (obr. 6, kapitola vysledky).
Rany jsou nebolestivé, suchého vzhledu. Popaleni IV. stupné je termické postizeni také

podkoznich strukur, svald, Slach a skeletu. Toto popaleni je casto asociovano
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s elektrotraumatem. Jedna se mnohdy o ztratova poranéni koncetin, ¢i mutilujici poranéni
obliceje a kalvy. LéCba tohoto poranéni je zdlouhava a problematicka z divodt nutnosti kryti
defektt lalokovou plastikou [53].

Patofyziologie: Perfuze u popaleninové traumatu prochazi ve svém akutnim obdobi, tj.
do zhojeni rannych ploch, vyvojem. V prvnich hodinach se rozviji lokalni otok, ktery
kulminuje po 48 hodinach a ktery jesté¢ vice kompromituje prutok termicky destruovanym
kapilarnim a arteriolarnim fecistém. V misté termického traumatu lze rozlisit nejpovrchnéji
zonu nevratnych zmén, tzv. zoénu koagulace, pod ni se naléza zona stazy, ktera se za piiznivych
okolnosti (adekvatni tekutinova resuscitace a lokalni 1écba) mlze restaurovat a nejhloubéji je
z6na intaktni mikrocirkulace [54].

Po odeznéni lokalniho edému, nastava lokaln¢ vasodilatace a rozvoj zanétlivé reakce
za ucelem reparace termického poSkozeni [55]. Tato dynamika je dllezitd pro stanoveni

diagndzy, kdy je zapottebi vzit v tvahu ¢asovy faktor.

2.3.3.3 Operacni 1é¢ba popalenin, ¢asna nekrektomie

Popaleni IIb stupné charakteru ,,deep dermal burn* a popaleni III. stupné jsou indikovany
k nekrektomii, tj. ostrému sneseni termicky ireverzibiln¢ postiZzenich vrstev kiize. Nekrektomii
rozeznavame bud'to tangencialni nebo fascialni. Pfi tangencialni nekrektomii se ostie snasi
Watsonovym a Gulianovym noZem tenké vrstvy kiize, dokud se neobjevi znamky arterioralniho
(v podkozi) nebo kapilarni krvaceni (v dermis, pti ,,deep dermal burn®), viz obr.1. Fascialni
nekrektomie se provadi, pokud je termické postizeni zavaznéjsi a postihuje také podkozni
tukovou tkan. Za pomoci skalpelu se odstrani v§echny avitalni vrstvy ktize, véetné podkozi az
k fascialnim strukturam. Nasledné¢ je na takto pfipravenou vitalni spodinu pfiloZen
dermoepidermalni (DE) autologni §tép (obr. 4, viz. kapitola vysledky). V pfipadé nedostatku
DE stépt pii kritickém rozsahu popéleni je plocha po nekrektomii kryta docasnym biologickym
(xenotransplantaty), umélym koznim krytem, nebo dermalnimi koznimi ndhradami.

Popaleninové rany, které nevykazuji schopnost spontanniho zhojeni do 3 tydnti, jsou
indikovany K provedeni cCasné nekrektomie, t. j. operacni 1éCby provedené optimalné
do 5. pourazového dne [52]. Tato ¢asna operacni 1écba ma za nasledek lepsi estetické a funkéni
vysledky (obr. 4, kapitola vysledky), vyplyvajici z kvality jizev a také casné€jsi zarazeni
do bézného zplsobu zivota. Tento koncept byl poprvé navrzen v roce 1975 [56]. Provedeni

casné nekrektomie je podminéno stanovenim spravné diagnozy.
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Obr. 1

Tangencialni nekrektomie provadéna Watsonovym nozem u hlubokého dermalniho poraneni
na zadni plose stehna. Postupné snasené tenké vrstvy kiize az do znamek kapilarniho krvdceni,
které svedci o dostatecném rozsahu nekrektomie. Foto je 7 archivu popdleninového centra FN

Ostrava.

2.3.3.4 Dosavadni poznatky z LDI diagnostiky hloubky popaleni

Chybna diagnoéza, zalozena na subjektivné hodnocenych klinickych znamkach, jako je
kapilarni navrat, bolestivost rany a barva spodiny, se vyskytuje az ve 40 % pftipada [2].
Nespravné oznaceni popaleni za hluboké vede k chybné indikaci operacni lecby. Pacient je
zbyte¢né zatézovan rizikem celkové anestezie, krevnich ztrat a nutnosti aplikace krevni
transfuze, ¢i pooperacni imobilizace. Zejména u geriatrickych a polymorbidnich pacientt riziko
celkové anestezie a operacni zatéz mnohonasobné narista. Volba konzervativniho postupu
u nerozsahlych popalenin umoziuje také casné prevedeni pacienta do ambulantni péce. Chybné
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oznaceni ranné plochy za povrchni popaleni vede nespravné ke konzervativni terapii, ktera
prodluzuje hojeni rany i hospitalizaci s mnoha neptiznivymi dopady, véetné ekonomickych [57,
58]. Vzacné nejsou pripady sekundarniho rozpadu jiz zhojenych ploch, hypertrofickych jizev a
jizevnatych provazcu [59]. Tato skutecnost vedla kliniky k hledani objektivnich metod
diagnostiky hloubky popaleni. Zlatym standardem zlstava histologické vysetieni bioptického
vzorku [60, 61], je to vSak invazivni a bolestivé vySetieni.

Laserdopplerometrie spliuje dobie pozadavky na vySetiovaci metodu v oblasti
popaleninové mediciny pro bezkontaktnost a eliminaci rizika kontaminace rany, piiznivou
délku trvani vysetieni, financni ndklady na jedno vysSetfeni a také pomérné snadné hodnoceni
perfuzniho skenu. Mimo schopnosti lidského oka je postihnout nepatrné rozdily v tirovni
dermalniho postizeni, zejména rozlisSeni mezi ,,mid dermal“ a ,,deep dermal burn“. Diky
ptitomnosti cévnich pleteni a jejich anatomické lokalizaci v dermis ma LDI piedpoklady tuto
hranici ur¢it. Princip metody vychazi ze skutenosti, ze troven intaktni mikrocirkulace dermis
uzce koreluje s hloubkou popaleni [5]. Neékteré prace dokonce prokazuji korelaci
mezi hodnotou prokrveni ranné plochy a dobou hojeni [62].

Pii méfeni okamzité perfuze lze orientatné pouzit toto pravidlo: popaleni Ill. stupné
vykazuje piiblizné stejnou nebo dokonce niz$i perfuzi nez intaktni zdrava kize, coz je
prumémé 67 perfuznich jednotek [62]. Kranialngji a centralngji, smérem k srdci, pocet
perfuznich jednotek narGsta, akralné klesa s vyjimkou bohatého prokrveni dlani rukou a plosek
nohou, kde jsou ptitomny cévni glomy. Pii hodnoceni laserdopplerometrickych skeni je tedy
dulezité odlisit makroskopicky oblast intaktni a hluboce termicky poskozené tkané. Povrchni
popaleniny vykazuji ptiblizné 3-5 nasobek prokrveni okolni zdravé kize [5].

Dynamika: lokalni otok béhem prvnich 48 hodin kulminuje a omezuje prutok
v kapilarnich plexech. Nékteré prace nedoporucuji méfit v tomto intervalu [63], jiné naopak
prokazuji piesnost této metody také vtomto casném pourazovém obdobi [64]. Chybna
interpretace mize nastat také pii méfeni perfuze bezprostiedné po sejmuti nekrotické epidermis
[65]. Zachované subpapilarni kapilarni pletené reaguji reflexnim spasmem, ktery pozvolna
béhem 15 minut odezniva. Kloppenberg [55], ktery sledoval rannou perfuzi v 1., 4. a 12. dni,
rozdélil popaleniny dle podobnosti dynamiky v tomto obdobi. Popaleniny Ila stupné, tedy
,superfitial dermal burn®, vykazovaly jiz vstupné vysoké prokrveni, nad 250 PU, které navic
dale nartsta do 4. dne, 12. den zaznamenal pokles. Zanétliva faze zde kulminuje jiz pted 12.
pourazovym dnem, bod zlomu zde vSak neni patrny. Popaleni IIb stupné, blize
nespecifikovana, vykazuji vstupné nizsi perfuzi, ta postupné nariistda az do 12. pourazového

dne. Hlubsi prunik termické noxy a potfeba vétsich reparacnich zmén vyzaduje protrahovanou
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zanétlivou reakci. Popaleniny Ill. stupné vykazuji nizkou perfuzi podobnou okolni zdravé kuzi
ve vSech 3 sledovanych dnech, dermis je zde kompletné termicky poskozena. Velké Casové
rozestupy mezi 3 sledovanymi pourazovymi dny ale neodkryvaji piesnéjsi prubéh vyvoje
perfuze.

Rizné vystupy téchto praci jako navrhovana perfuzni kriteria hodnoceni hloubky
popaleni, protichiidné nazory na vyuzitelnost metody v prvnich 48 hodinach po trazu a ¢asové
omezena vyuzitelnost LDI do 5. pourazového dne, nas vedla k monitoraci perfuze
popaleninové rany v obdobi prvnich 9 potrazovych dnl, k ovéfeni prediktivni schopnosti
metody béhem tohoto obdobi a snaze o sestaveni diagnostického algoritmu pro sledované
obdobi.

Také v rehabilitaéni fazi nasla laserdopplerometrie své uplatnéni. Bray et all potvrdil
korelaci mezi klinickym hodnocenim hypertrofickych jizev na zakladé¢ Vancouverského score
(hodnoti vysku, pruznost, cévnatost a pigmentaci jizvy) [66] a vystupy méfeni LDI skenerem.
LDI objektivizuje cévnatost jizev [67]. K objektivnimu zhodnoceni pliability (ohebnosti) se

dnes vyuziva kutometrie [68].

2.3.4 Maligni melanom a laserdopplerometrie

Jelikoz je laserdopplerometrickd diagnostika maligniho melanomu, resp. jeho
histopatologického stddia, druhym cilem této prace, bude na tomto misté pojednano
0 etiopatogenezi, epidemiologii, histopatologii a diagnostickych mozZnostech maligniho

melanomu.

2.3.4.1 Etiopatogeneze, epidemiologie

Maligni melanoblastom je kozni onemocnéni, vychazejici z pigmentovych bungk, tzv.
melanocyti. Melanocyty jsou pritomny zejména v epidermis, ale také v jinych tkanovych
strukturach, napt. v oc¢ni duhovce a perianaln€. Maligni onemocnéni, vychazejici z téchto
bunék, je charakteristické Casnou tendenci k metastazovani. Incidence vyskytu melanont
plynule narista. Celosvétove je rocné noveé diagnostikovano 160 000 piipadi, nejcasteji u muzi
bélochti. Mortalita na toto onemocnéni ¢ini 48 000 pacienti roén¢, imrti na melanom tvofi az

90 % umrti na onkologickda onemocnéni [70]. V Evropé se pohybuje incidence kolem 15
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novych piipadti na 100 000 obyvatel [72], v CR bylo v roce 2010 zachyceno 24 novych piipadt
na 100 000 obyvatel [73].

Etiologicky nejvyznamnéjsim a také jedinym prokazanym zevnim faktorem je expozice
UV-B zafeni, které je slozkou slune¢niho zatfeni. Ultrafialové zateni typu B, poSkozujici
bunéénou DNA, je pohlcovano v 0zonové vrstveé, ta se vSak neustale ztencuje. Opakované
termické trauma Vv détstvi zvysuje riziko melanomu 3,6 x [74].

V 1/3 piipadi vznika melanom z diive existujici pigmentové 1éze, ve 2/3 pak de novo.
Rizikova je piitomnost tzv. atypickych néva (char. atypiemi v histologickém obraze) [75], 2 —
5 % melanoml vznikd na genetickém podklad¢, z dysplastickych névi. Rizikovi jsou také

imunosuprimovani pacienti.

2.3.4.2 Histopatologie, Breslow, Clark, stadia melanomu

Zlatym standardem zustava histologické vySetieni, jako objektivni, ale invazivni metoda,
ktera se vyuziva k definitivnimu stanoveni diagnézy melanomu a histopatologického stadia
onemocnéni. Dle zplisobu Sifeni, morfologie a biologické povahy rozliSujeme povrchové se
Sifici melanom, tzv. ,,superfitial spread melanoma®, vertikalné se Sifici melanom, tzv.
»,melanoma nodulare®, akrolentigindzni melanom, na akralnich ¢astech koncetin a
amelanoticky melanom, postradajici pigment. Noduldrni forma melanomu je mnohem
agresivnéjsi nez povrchove se §ifici a vznika vzdy de novo.

Clarkova klasifikace hodnoti hloubku invaze nadoru. Clark I, tzv. carcinoma in situ, kde
patii také lentigo maligna melanom, oznacuje pfitomnost nddorovych bun€k v bezcévné vrstveé
epidermis. Ve stadiu Clark 1l invaduje nador jiz do papilarni dermis, ktera je vyzivovana z rete
subpapilare (subpapilarni pleten¢). Ve stadiu Clark III zasahuji nadorové bunky do stratum
reticulare dermis. Stadium Clark 1V je charakteristické invazi nadoru pfes celou vrstvu dermis
[76]. Klasifikace dle Breslowa hodnoti vertikalni rozmér melanomu, v milimetrech. Marghoob
na retrospektivni studii 919 pacientt, kteti byli sledovani po dobu 10 let, prokézal prognosticku
dulezitost patologického hodnoceni jak dle Breslowa, tak Clarka a doporucuje zohlednit
Clarkovu Kklasifikaci, jako hloubku invaze nadoru, do klasifikace AJCC (American Joint
Commitee of Cancer, cancer staging manual) [77].

Desetileté preziti u stadia melanomu Clark Il se uvadi 93 %, Clark 111 71 %, Clark 1V
59 % a Clark V 36 % [76, 78]. U Breslowovy klasifikace je pteziti u nadoru §ite do 0,75 mm
98-100 %, 0,76-1,5 mm 90-95 %, 1,51-2,25 mm 80-85 %, 2,26-3 mm 70-75 %, vice néz 3 mm
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45 % [79]. Mezi prognosticky Spatné histopatologické faktory patii pfitomnost mitdz, satelitd a
ulceraci.

Celkovy priubéh onemocnéni lze rozdélit na 4 stadia, ktera jsou dilezitd pro urceni
terapeutického postupu, TNM (tumor, nodulus, metastases) klasifikace rozeznava tato
stadia [79]:

IA -Breslow pod 0,75 mm, Clark Il

IB -Breslow 0,75-1,5 mm, Clark 11l

[1A -Breslow 1,5-4,0 mm, Clark 1V

[1B -Breslow nad 4 mm, Clark VV

Il -pfitomnost metastaz v lokoregionalnich lymfatickych uzlinach

IV -vzdalen¢ metastazy

2.3.4.3 Operacni 1é¢ba maligniho melanomu

Pacienti s melanomem stadia Breslow 1 mm a vice jsou indikovani k biopsii sentinelové
uzliny, také pacienti ve stadiu Breslow méné nez Imm, ale Clark IV a V. nebo s pfitomnosti
ulcerace. Ptiblizné 20 % téchto nadord mélo mikrometastazy, v ptipadé Clark IV az ve 35 %.
[80]. Doporuceni pro ochranny lem pti kozni excizi nadoru je 0,5-3 cm [81]. Bezpe¢ny lem
doporuceny pro melanomy in situ je 0,5 cm, u melanomu do vertikalniho rozméru 0,75 mm lem
Siroky 1 cm, u melanomi nad 0,75 mm je doporuc¢ovany lem 2 cm do vsech stran, u melanomu
s vertikalnim rozmérem nad 4 mm je doporuc¢ovan lem 3 cm [82].

Imunoterapie: u stadia II je indikovana imunoterapie tzv. low dose interferonem (IF) alfa
(3 miliony mezinarodnich jednotek - U podkozng, 3x tydné po dobu 24 mésict), u stadia Ill je
indikovana tzv. high dose terapie IF alfa (10 miliont U 3x tydné po dobu 11 mésict) [82].

Paliativni polychemoimunoterapie je indikovana u stadia V.
2.3.4.4 VySettfovaci metody

Diagnostika melanomu je zalozena, pro svou dostupnost, piedevsim na klinickych
znamkach, tzv. ABCDE, vychazejicich z anglickych slov ,,Asymetry* (nepravidelné okraje),
,,Borders“ (nerovné okraje nadoru), ,,Color (barevné variace), ,,Diameter (velikost nad 5

mm), ,,Enlargement (zména tvaru, rist névu ).
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Pacient obvykle vyhleda I¢kate z diivodu zméeny barvy ¢i velikosti pigmentového névu.
Svédéni a krvaceni 1éze je jiz znamka pokrogilej$i formy nadoru. Cést pacienti je odeslana
na specializované vysetfeni pii preventivni prohlidce praktickym Iékafem pro suspicium
na maligni 1ézi. Preventivni akce pro Sirokou vefejnost probihaji kazdoro¢né také v ramci tzv.
Euro melanoma day, jez organizuje spole¢nost European Academy of Dermatology and
Venerology. Cilem je zvysit povédomi 0 této nemoci a pfispét k ¢asnému zachytu nadorového
onemocnéni kiize.

Az ve 40 % piipadt je klinicka diagnoza pigmentového névu nespravna, pokud je
zalozena na vizualni diagnostice. | pii hodnoceni dermatologem za pouziti dermatoskopu muize
chyba kolisat od 5 % do 40 %, dle zkuSenosti Iékate [83, 84].

Pti klinickém podezieni na malignitu podstupuji pacienti dalsi specializovana vysetieni.
Total body photography (celotélova fotografie) umoziuje objektivizovat vznik novych
znamének a zménu jiz existujicich suspektnich pigmentovych 1ézi, zejména na mistech
nedostupnych sebevysetieni. Celotélové fotografovani sestava ze standardnich 20 snimki a je
vyhodné zejména u pacientll S mnohocetnymi pigmentovymi névy.

Dermatoskopie, téz epiluminiscencni mikroskopie, umoznuje sledovat podpovrchovou
strukturu znamének, jejich sitovani apod. Existuji 2 typy dermatoskopti. U tzv. NPD
(Nonpolarized Dermoscope) je cofka dermatoskopu spojena Se stratum corneum ktize
prostfednictvim olejové emulze, ktera diky svym fyzikalnim vlastnostem zajistuje lepsi
penetraci svétla kuzi. PD (Polarized Dermoscope) je vybaven polarizacnim svételnym filtrem,
ktery prednostné zachytava odrazené svételné paprsky z hlubsich vrstev kiize. Vyhodou PD
oproti NPD je moZnost bezkontaktniho vySetfovdni znamének. Pocitacové asistovana
dermatoskopie porovnava morfologii vySetiovaného znaménka, za pouziti multispektralni
obrazové analyzy (430-950 nm), sdatabazi tisichk znamének. Diagnéza je stanovena
s minimalnim zasahem klinika — pfistrojem Sia scope, MelaFind ( senzitivita 100 %, specificita
85 %).

Confocal laser scanning microscopy (CLSM)-vysetiuje kozni 1€zi na tGrovni celularniho
rozliSeni, podobnému histologii. Zdroj laserového zafeni emituje paprsek o vinové délce 830
nm (dobie kontrastni pro melanin), ktery ske+nuje vySetfovanou oblast. Filtr (Pihhole filter)
pred fotodetetektorem propousti pouze paprsky odrazené z vysetfované oblasti, po prichodu
¢oCkou objektivu. Paprsky jsou po dopadu na fotodetektor konvertovany na obraz. Hloubka
penetrace je maximalné 350 um, takze misty jsou zachyceny také erytrocyty v papilarni dermis.
Diagnéza melanomu je stanovena na zakladé architektoniky bunék, pagetoidniho Sifeni bunek,

dermalnich hnizd a jinych morfologickych znamek.
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Ultrazvuk slouzi k vySetieni sentinelovych uzlin a také regiondlnich metastdz. High-
Resolution ultrasound (20MHz) odhali vertikalni rozmér nadoru [85].

MRI (zobrazeni magnetickou rezonanci) slouzi k vyseteni pacientti ve stadiu IV. Cilem
vSech téchto metod je omezeni invazivnich biopsii a sniZzeni morbidity pacienti

s melanomem. [86]

2.3.4.5 Dosavadni poznatky LDI diagnostiky pigmentovych 1ézi

Laserdoppler imaging funguje jako skener a zvolenou oblast vySetiuje az do hloubky
1 mm, postihne tak subpapilarni pletené (rete subpapilare) a misty i pletené
na dermosubkutannim ptechodu (rete cutaneum). Dopplerovsky princip umoziuje
kvantifikovat miru pohybu erytrocyti. LDI tak poskytuje informaci o cévnim zasobeni
pigmentovych névu.

LDI diagnostika je zaloZena na priikazu rozdilné perfuze malignity proti okoli. Vychazi
Z teorie maligni neovaskularizace, kdy buiiky tumoru uvoliiyji riistové faktory, zejména VEGF
(vessel endotelial grouwth factor) k zajisténi metabolickych potieb nadoru [87].

Pozitivni korelaci mezi vertikalnim rozmérem nadoru a krevni perfuzi, verifikovanou
metodou LDF (laser doppler flowmetry), prokazal Srivastava [14].

V praci  Hungera spliovalo stanovena  kritéria  malignity, tj. navySeni
laserdopplerometricky namétené perfuze proti okoli o 16 %, pouze 42 % malignich melanomul.
Pfi pouziti digitalni dermatoskopie spliiovalo kritéria malignity 80 % malignich melanomtl.
Krevni perfuzi sledoval u 33 melanocytarnich benignich lezi a 12 malignich lezi [88].

Ilias neprokazal statisticky signifikantni rozdil mezi benignimi a malignimi 1ézemi, pokud
hodnotil nasobek prokrveni tumoru proti okoli. Naopak statisticky signifikantni rozdil zjistil
U procentualniho zastoupeni poc¢tu bodi s hodnotou perfuze vétsi nez 2 X SD (standardni
odchylka) [89].

Stiicker u malignich melanomil prokéazal 3,6 + 1,5 ndsobek perfuze proti okolni intaktni
tkani. Pro dysplastické névy byla elevace prokrveni 2,2 + 1,1 a pro basaliomy 2,0 = 0,7.
Vsechny maligni 1éze vykazovaly minimdlné 1,8 x vySsi perfuzi nez okoli a pii této hladiné
elevace perfuze pigmentové 1éze proti okoli udava senzitivitu testu 100 % a specificitu 85 %.
Pfi determinaci mezi malignim melanomem a prekancer6zou (dysplasticky névus) klesé
specificita testu na 48 %. Korelace mezi vertikalnim rozmérem nadoru a elevaci prokrveni

ve své praci neprokazal. [90] Dale sledoval homogenitu perfuze. Plochu melanomu rozdélil
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na9 stejnych regionti. V centralni ¢asti byla perfuze vyssi u melanomt, zatimco basaliomy
vykazovaly homogenni prokrveni. [91]

V jiné praci Stiicker prokazal zvySeny pocet cév v histologickém vzorku oproti okolni
zdravé tkani, v pfipadé melanomu 3,7+1,9. Laserdopplerometricky vSak byla elevace perfuze
10,56+10,7 x vyssi nez ve zdravé okolni tkani. V piipadé benignich melanocytarnich lezi byl
histologicky prokazan 1,7+0,9 x vyssi pocet kapilar nez ve zdravé tkani. Naméfena perfuze
byla 2,7+3,5 x vyssi nez okoli. Nerovnomérnost téchto hodnot Stiicker hodnoti jako funkéni
hyperémii. LDI v8ak nerozlisi, jaky je podil hyperémie a neovaskularizace na zvySeni perfuze
[92].

Studie dosud provedené sledovaly rozdilné parametry perfuze. Detekéni limity,
senzitivita testti a doporuceni pro praxi jsou rozdilné. Piedkladana cast prace se proto zaméfila

na schopnost odhalit malignitu a také detekovat stadia indikovana k biopsii sentinelové uzliny.

3. Cile

3.1 LDI diagnostika hloubky popaleni, monitorace vyvoje ranné

perfuze

Cilem prace byla monitorace prokrveni ranné plochy popaleninové rany V ¢asném
potrazovém obdobi a stanoveni algoritmu pro indikaci k opera¢ni 1é¢bé, tj. nekrektomii a
dermoepidermalni autotransplantaci béhem tohoto obdobi. Indikace k operaci piimo souvisi
se stanovenim diagnozy hloubky popaleni. Cilem bylo tedy urceni perfuzni hranice
mezi popalenim charakteru ,,mid dermal burn® (postihujicim polovinu dermis) a ,,deep dermal
burn® (postihujicim 2/3 dermis) nebo ,full thickness burn“ (popaleni III. stupné, postihujici
celou vrstvu dermis). Hojeni a epitelizace termického poskozeni dermis, postihujiciho cca
polovinu jeji Sife, probiha spontanné z vlasovych folikuli a mazovych zlaz do 3 tydnd. Hlubsi
popaleni zdlouhavé spontanné epitelizuje z okoli, s délkou hojeni nad 3 tydny a S Castym
sekundarnim rozpadem jizev nebo zcela postrada schopnost spontanni epitelizace.

Dosavadni prace se zamétfovaly na pouziti LDI v prvnich 5 poarazovych dnech. Hodnoty
hrani¢ni perfuze v tomto obdobi jsou rtizné a také nazory na vyuzitelnost metody Vv prvnich 48

hodinach se rozchazeji, viz. vyse (kap. 2.3.3.4). V nasi praci jsme hledali perfuzni hranici az
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do 9. pourazového dne. Dle =zkuSenosti zvlastni klinické praxe pretrvava nejistota
pfi hodnoceni hloubky popaleni také 6.-9. pourazovy den.

Tyto a dalsi okolnosti piispély k prozkoumani metody LDI pti diagnostice hloubky
popaleni béhem 9 pourazovych dni. V mnoha ptipadech se pacienti dostavaji na popaleninové
centrum opozdéné z primarnich chirurgickych pracovist. Ne vzdy je v dobé piijeti k dispozici

1¢kar s dostatkem zkusenosti pro hodnoceni LDI skent.

3.2 LDI diagnostika maligniho melanomu

Cilem této ¢asti prace bylo ovétit schopnost laserdopplerometrie diagnostikovat maligni
pigmentovou 1ézi a urcit rozdily mezi jednotlivymi histopatologickymi stadii. Jako srovnavaci
metoda bylo pouzito histologické vySetfeni, které je povazovano za standardni vySetfovaci
metodu. Na popaleninovém centru FN Ostrava bylo od ¢ervence 2011 do ledna 2015
provedeno 128 reoperaci (reexcizi) pro nespravnou diagnézu maligni pigmentové 1éze. Nase
zkuSenost S velkym poctem reexcizi, jakoz 1 nékteré odborné prace potvrzujici nepfesnost
klinické diagnostiky az ve 40 % pfipadd i pfi pouziti dermatoskopu [83], nedostupnost
nakladnych piistroju s automatizovanym pocitacovym vyhodnocenim a vysokou diagnostickou
ptesnosti (confocal laser scanning microscopy, pocitacova dermatoskopie) a naopak mozZnost
libovoln¢é vyuzivat pfedoperacné¢ LDI na pracovisti, nas vedly k myslence pouziti LDI jako

diagnostické metody, piestoze vysledky dosavadnich praci jsou kontroverzni.

4. Material a metodika

4.1 Diagnostika hloubky popaleni

Studie zaméfena na diagnostiku hloubky popaleni pomoci monitorace ranné perfuze
metodou LDI byla studii prospektivni. Probéhla na Popaleninovém centru Fakultni nemocnice
Ostrava od ledna 2010 do cervna 2014 a byla fadné schvalena etickou komisi Fakultni

nemocnice Ostrava.

27



4.1.1 Inkluzni, exkluzni Kriteria

Do studie byli zafazeni pacienti s popalenim klinicky nejednoznac¢nym IL-IlI. stupné,
kteti spliiovali tato inkluzni kriteria: podepsany informovany souhlas, dobra spoluprace
pacienta, hospitalizace, normothermie pied vySetfenim, histologické vySetfeni v piipadé
provedeni operace.

Mezi exkluzni kriteria patii: nespolupracujici pacient (jak déti, tak dospéli), febrilie ¢i
subfebrilie, jakékoliv makroskopické znamky infekce (purulentni sekrece, zanétlivé zménéna
okolni klze, znadmky lymfangoitidy ¢i flegmony, znéCisténi rany), polytrauma, koZzni

onemocnéni, napt. psoriazou, sklerodermii a kortikosteroidni terapie.
4.1.2 Soubor pacientu

Skupina vysetfenych zahrnovala soubor 115 pacienti, 85 muzd (74 %), 30 Zen (26 %).
Pramérny v&k pacientti byl 41,49 let (2-88). Praimérny veék muzi byl 44,59 let, Zzen 49,74 let.
Distribuce pacientt dle véku ukazuje graf la. Jako mechanismus trazu dominovalo, v 57 %
pfipadd, popaleni plamenem, 37 % pacientd bylo opatfeno a 6 % pacientl utrpélo popaleni
kontaktem s horkym ptedmétem, viz. graf. 1b. Primérny rozsah popaleni ¢inil 8,8 % (0,5 % -

45 %) télesného povrchu (TBSA).

Distribuce pacientl dle véku
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Distribucni krivka veku pacientii. Osa x zndzornuje jednotlivé vékové skupiny, osa y pocet

pacientii ve vekové skupine. Modre jsou oznaceni muzi, Cervené Zeny.
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Distribuce etiologie termického traumatu
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Graf 1b
Etiologie termického urazu. Na 0Se X jSOU jednotlivé etiologické faktory, osa Y predstavuje
pocet pacientit s danym mechanismem urazu. Modrie jsou oznaceni muzi, Cervené Zeny.

Predominantnim mechanismem urazu byl ozeh plamenem ci vzniceni odeévu.

4.1.3 Rany, ¢asov¢ intervaly

Pomoci LDI byla vySetiena ranna perfuze u 148 ran, 115 pacientl. 63 ran bylo
laserdopplerometricky vySetfeno opakované s odstupem 48 hodin v riznych dnech béhem 9
potrazovych dnt (viz. obr. 7 v kapitole vysledky). Datum a hodinu méfeni jsme zaznamenali a
nasledné¢ rozdélili naméfené hodnoty do jednotlivych dnd. Celkem bylo spomoci LDI
provedeno 268 méfeni béhem 9 potrazovych dnti. Pocet vysetfenych ran ¢inil 1. den 21, 2. den
32, 3. den 34, 4. den 36, 5. den 45, 6. den 38, 7. den 22, 8. den 22 a 9. den 19 ran.

Celé¢ 9 denni pourazové obdobi bylo rozdéleno na 4 Casové intervaly na zakladé
patofyziologickych pochodl (rozvoj lokélniho edému béhem 48 hodin), dosavadnich praci a
zjisténého vyvoje perfuze. 53 ran bylo vysetieno do 2. potirazového dne, interval byl pracovné
nazvan ,,Early perfusion®. VySetfeni v tomto intervalu je nejvice kontroverzni pravé diky
lokdlnimu edému kulminujicimu b&hem prvnich 48 hodin. 99 méfeni bylo provedeno
od 3. do 5. potrazového dne (interval byl nazvan ,,Blood perfusion 1%). Tento interval je
doporucovan vyrobci laserdopplerometrickych zobrazovacich zatizeni jako nejvhodné;si

pro diagnostiku hloubky popaleni. 60 ran bylo vySetieno v 6. a 7. pourazovém dni ( interval byl
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nazvan ,,Blood perfusion 2 ), 41 ran bylo vySetfeno 8. a 9. den (Vv intervalu nazvaném ,,Blood

perfusion 3%). (viz. tabulka ¢. 1 v kapitole vysledky)

4.1.4 Prib¢h vySetieni, kategorizace pacientli

Pacienti byli vysetieni za pomoci LDI ¢asné po pfijeti, ne vSak v den trazu z divodu
akutni bolesti a také psychologického traumatu. 2 1€kati se zkuSenosti pfi hodnoceni LDI
vySetfeni provadéli méfeni a hodnoceni skent. Jiny lékaf, popaleninovy chirurg, urcil
terapeuticky plan, tj. konzervativni ¢i operacni 1écbu, bez znalosti vysledkti LDI skenii. Pokud
byl pacient nasmérovan ke konzervativni terapii, cely proces hojeni vySetifované oblasti byl
dokumentovan fotograficky. V pifipadé operacni 1é€by byl histologicky vySetfen peroperacné
odebrany vzorek zcentra vySetfované oblasti. Histologické vySetfeni stile zlstava zlatym
standardem pii diagnostice hloubky popaleni [60, 61].

Popaleninové rany byly rozdéleny do 2 skupin, dle stavu hojeni 3 tydny po urazu, tedy
21. pourazovy den nebo dle vysledku histologické analyzy v piipadé operace: 1) skupina
zhojenych (tzv.,,Healed”) zahrnovala pacienty s prokazateln¢ zhojenou meéfenou plochou
do 21. potrazového dne. 2) skupina nezhojenych (tzv.,,Nonhealed”) zahrnovala rany
bez znamek reepitelizace ve skenované oblasti 21. potrazovy den nebo rany podstupujici
operaci s histologickym nalezem hlubokého popaleni. Pro histologickou analyzu bylo pouzito
barveni hematoxylinem-eosinem.

VySetteni bylo provadéno béhem pievazl, po sejmuti obvazl a ocisténi rany od zbytkl
nekrotické epidermis a lokalniho 1é¢iva, v mistnosti s konstantni teplotou 22 °C, relativni
vlhkosti 30-50 %, za denniho svétla. Jednotlivé méteni trvalo pfiblizn€ 2 minuty, v zavislosti
na velikosti skenované oblasti.

Ptevazy 1 méteni rannych ploch probihalo v dopolednich hodinach. K lokalni 1écbé byly
pouzivany silversulfadiazine (Dermazine) nebo polyvinylpyrolidon iodine (Betadine). Rany
oSetfované Dermazinem byly peclivé ocistény od zbytkd lokalniho [é¢iva, z divodu
prokazaného vlivu na absorbci laserového diagnostického paprsku. [5]

Opakovand meéfeni, 1 po nékolika dnech, jsme provadéli vzdy ve stejné oblasti a
za stejnych fyzikalnich podminek (obr. 7 v kapitole vysledky). K dosazeni identické lokalizace
béhem meéfeni jsme vyuzili okraji rany, které byly vzdy porovnany s predchozim skenem a
simultanné pofizenou fotografickou dokumentaci. Rozméry a rozliSeni LDI skenli byly rovnéz

identicke pro jednotlivé rany.
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4.1.5 Instrumentarium

Pro méfeni perfuze ranné plochy byl pouzit Laserdoppler imager, PIM III (Perimed AB,
Stockholm) (obr. 2), ktery ma zabudovany digitalni fotoaparat. Skenovaci laserovy paprsek
0 vlnové délce 640 nm, vykonu 1 mW, hloubky penetrace 1mm, skenuje vysetfovanou oblast,
srozte¢i 1-2 mm mezi mefenymi body, které jsou barevné kodovany (viz. kap. 2.2). Skener
setrva v kazdém bodé né€kolik milisekund, coZ do jist¢ miry eliminuje pohybové artefakty
(napf. dychaci pohyby). M&fena oblast méla velikost prim&mé 150 cm? se 4300
vySetiovanymi body (maximalni velikost skenu 2500 cm?® s 65000 body). Pozice hlavice
skeneru béhem vySetfeni byla rovnobéZna s povrchem téla, z divodu dosaZeni optimalni
intenzity zpétné odrazenych paprski [5]. Hlavice skeneru a povrch rany byly pifi méteni

vzdaleny 15-20 cm.

Obr. 2
LDI bezkontaktni skener PIM 111 firmy Perimed AB (Stockholm) béhem skenovani vysetiované

oblasti na hrbetu ruky. Vzdalenost mezi skenerem a vysetrovanou plochou je 20 cm.

Pti diagnostice prokrveni ranné plochy jsme volili rozsah barevné Skaly od 0 do 480 PU,
(obr. 5,6,7,8 v kap. vysledky).
Ptistroj PIM III je vybaven softwarem PIM soft, ktery umoziuje graficky (bilou ¢arou),

ohraniCit na barevném skenu oblast zajmu (obr. 5,6,7 kap. vysledky), tzv. ROI (region
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of interest) a nasledné provést zakladni charakteristiku souboru vSech naméfenych a
ohrani¢enych bodu. Software zobrazi Count (pocet bodd uvniti ROI), Mean, Median, SD
(standardni odchylka) a cas pofizeni skenu. V piipad¢ oznaceni vice oblasti zajmu ROI
v jednom skenu nabidne software funkci Change (rozdil praimérné perfuze mezi jednotlivymi
oblastmi) a Change % (procentualni rozdil primérné perfuze jednotlivych ROI). Pro hodnoceni
ranné perfuze plochy byla vzata v tivahu primérna perfuze (Mean).

LDI skeny byly peclivé porovnany s klinickym vzhledem rany pifi oznacovani oblasti
z4jmu. Pii hodnoceni LDI skent byl vyloucen z oblasti zdjmu fyziologicky zanétlivy lem,
patrny pfi okraji hlubokych popalenych ploch. Zanétlivy lem by vyrazné ovlivnil pramérnou
rannou perfuzi (obr. 6, kapitola vysledky). Dale byly z LDI skenu vylouceny bully, imitujici
popaleni III. stupné.

4.1.6 Analyza dat

Data byla analyzovana za pomoci statistického softwaru IBM SPSS verze 18.
Analyzovali jsme rozdily v ranné perfuzi mezi obéma skupinami pacienti ,,Healed” a
»Nonhealed” (viz kap. 4.1.4) ve vSech sledovanych c¢asovych intervalech. Pouzit byl
medidanovy test. Ke stanoveni statistické signifikance pro vSechny analyzy byla urcena
oboustranné hladina vyznamnosti P = 0,05.

Pro ziskani cut off hodnot ranné perfuze, s optimalni sensitivitou a specificitou pro zachyt
ran indikovanych k operaci (tedy popaleni IIb char. ,,deep dermal burn” a Ill. stupné ) a jejich
oddiferencovani od povrchnich ran (popaleni II. stupné charakteru ,,superfitial dermal” a ,,mid

dermal burn”) jsme provedli ROC analysu (tab. 2, kapitola vysledky).

4.2 LDI diagnostika maligniho melanomu

4.2.1 Soubor pacienti

Celkem bylo od zati 2012 do prosince 2014 vysetieno laserdopplerometricky 69 pacienti
s lézemi klinicky suspektnimi na malignitu, nebo benignimi v lokalizacich exponovanych

slune¢nimu zafeni, ¢i chronicky mechanicky traumatizovanych se zvySenym rizikem maligniho
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zvratu. Tyto léze byly odesldny na naSe pracovist¢ melanomovou komisi a spadovymi
dermatology za ucelem provedeni excise a histologického vySetfeni. Mezi vySetfenymi
pacienty bylo 43 muzi (62,3 % ) a 26 Zen (37,7 %). Praimérny vék pacientt byl 62 let (14-86),
U muza 61 let (14-86), u Zen 63 let (15-78). U muzu pievazovala lokalizace pigmentové 1éze
na trupu (62 %), u zen pievazovala lokalizace na dolnich koncetinach (50 %).

Podminkou pro zatazeni do studie byla spoluprace pacienta béhem vySetfeni LDI
skenerem, informovany souhlas podepsany pacientem nebo zakonnym zastupcem,
normothermie pacienta pii vySetieni. Ze studie byli vyfazeni pacienti po mechanickém
podrazdéni okoli, napf. v ramci pfedoperacni ptipravy opera¢niho pole, pacienti po intrakutanni
aplikaci koloidu Tc do okoli nadoru v ramci scintigrafického vysetteni sentinelové uzliny (jesté
pred vysetfenim laserdopplerem), pacienti se zanétlivym koznim onemocnénim nebo
medikujici kortikosteroidy.

Nejpozdé€ji do 24 hodin od vySetteni pfistrojem LDI byla provedena operace, excise
znaménka, sutura okraji kaze, nebo kryti defektu dermoepidermélnim koznim Stépem a
mistnim koznim lalokem. Dle doporuc¢eni dermatologa podstoupil pacient také scintigrafickou
detekci sentinelové uzliny s jeji naslednou biopsii. Operace probihala jak v celkové, tak mistni

okrskové anestezii, dle radikality operace.

4.2.2 Histologické vySetieni.

Perioperaéné¢ odebrany vzorek tkané byl vySetien histologicky. V histopatologickém
hodnoceni jsme sledovali maximalni §ifi nadoru v mm dle Breslowa a anatomickou hloubku
invaze nadoru, dle postizené vrstvy klzZe (hodnoceni dle Clarka). V pfipad¢ vySetfeni
sentinelovych uzlin byla hodnocena pfitomnost metastatickych melanomovych bunék.
Na zaklad¢ histologického vySetfeni byli pacienti rozdéleni do 2 zadkladnich skupin, maligni
nadory a benigni kozni léze. Maligni koZzni nadory byly dale roz€lenény do podskupin
dle Clarkovy Klasifikace. Toto roz¢lenéni do podskupin vychazi z rozdilného cévniho zasobeni
jednotlivych vrstev ktize, do kterych tumor prorusta. Jsou to tyto podskupiny: 1. melanoma in
situ, 2. melanomy ve stadiu Clark II, 3. melanomy ve stadiu Clark 111, 4. melanomy ve stadiu
Clark 1V, V. 5. zvlastni skupinu tvofily basaliomy, nadory vychazejici z basalnich bunék

epidermis.
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4.2.3 LDI vySetieni

K vySetieni byl opét pouzit Laserdoppler Imager PIM III (Perimed AB, Stockholm).
Pacienti byli skenovani ve vysokém rozliSeni, S rozte¢i jednotlivych métenych bodu 0,5 mm.
Skenovaci hlavice byla nastavena rovnobézné s t€lesnym povrchem, ve vzdalenosti 8,5 - 12 cm
od povrchu. VySetfovany objekt jsme umistili do stfedu skenovaného pole. Skenovana oblast
meéfila pramérné 20 cm?® a byla vySetiena pii vysokém rozliSeni skenu (high resolution)
ptiblizné za 3 minuty. Pocet mé&fenych boda byl praimérné 8000.

Vysetieni probihalo v mistnosti s teplotou 22 °C, relativni vlhkosti 30-50 %, za denniho
svétla. Miniméln¢ 1 hodinu pfed vySetfenim se pacienti nachazeli v prostfedi se stejnymi
fyzikalnimi podminkami.

Na LDI skenu pacienta jsme vyznacili vzdy 2 oblasti zajmu (ROI). ROI ¢.1 (inside-
zkracené in) ohrani¢ovala samotnou kozni eflorescenci v celém svém rozsahu. Na obr. 10, 11
(viz. kapitola vysledky) je vyznacena oblast zajmu ROI 1 bilou ¢arou a ¢iselnym indexem. ROI
¢. 2 (outside-zkracené out) ohrani¢ovala celou okolni oblast. Ovladaci software LDI vyhodnotil
analyzou vSech méfenych boda v kazdé ROI oblasti Mean in, out, Median in, out, standardni
odchylku (SD in,out), rozdil stfednich hodnot Change of the Mean, Change of the Median (out-
in) a % Change of the Mean, % Change of the Median (out-in)/in.

Pfi diagnostice malignich onemocnéni, se zachovanou epidermis in situ, jsme zvolili

rozsah stupnice 240 PU (obr. 9,10,11 v kapitole vysledky).

4.2.4 Analyza dat

Po obdrzZeni histologie jsme pigmentové 1éze rozdélili na maligni a benigni. Nasledné
byla provedena korelacni analyza malignity s popisnymi charakteristikami souboru a
s parametry perfuze naméfenymi laserdopplerometricky. U obou skupin byla sledovana
diference v téchto ukazatelich: pohlavi, vék, lokalizace, detekce proliferac¢ni aktivity Ki 67
> 5 %, pritomnost zvySeného prokrveni kozni eflorescence proti okoli, podil primérné perfuze
nadoru a okoli, rozdil primérné perfuze 1éze a okoli (Change of mean), rozdil medianti perfuze
léze a okoli (Change of median), median perfuze uvnitt 1éze (Median in) i vné 1éze (Median
out), pramér perfuze uvniti 1éze (Mean in) i v okoli (Mean out), Standardni odchylka uvnitt 1éze
(SD in) a v okoli (SD out).
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Mezi podskupinami, stadii malignich melanomu, jak jsou uvedeny v kap. 4.2.2, byla
sledovana diference v nasledujicich parametrech: pozitivita zvySené perfuze proti okoli, podil
perfuze nadoru a okoli (nasobek prokrveni), rozdil primérné perfuze nadoru a okoli (Change of
mean), rozdil mediant perfuze nadoru a okoli (Change of Median), Median in, out, Mean in,
out, standardni odchylka SD in, out.

Pro parametr % Change of Mean (out-in)/in jsme provedli ROC analyzu za tGcéelem
ziskani optimalni cut off hodnoty pro predikci malignity a dale pro predikci melanomu
ve stadiu Breslow 1 mm a vice a Clark 11-1V. Analyzovana byla také korelace mezi vertikalnim
rozmérem nadoru dle Breslowa a nasobkem prokrveni dle LDI.

Data byla analyzovana ve statistickém programu IBM® SPSS® Statistics version 22.
K posouzeni zdvislosti mezi nalezem malignity a kvantitativnimi proménnymi (parametry
prokrveni, v€k) byl pouzit Mann-Whitney U test. Zavislost mezi malignitou nalezu a
kvalitativnimi parametry (lokalita ndlezu, pohlavi pacienta) byla posouzena pomoci Fisherova
presného testu. K analyze zavislosti mezi parametry perfuze a stadiem tumoru byl pouzit
Kruskal-Wallistiv test a Mann-Whitney U post hoc test. U porovnavani nasobku prokrveni
tumoru a okoli byla provedena Bonferroniho korekce signifikance. K porovnani muzi a Zen
podle véku byl pouzit Mann-Whitney U test, v kategorialnich parametrech byl pouzit Chi-
kvadrat test, resp. Fisheruv piesny test. Normalita dat byla testovana pomoci Shapiro-Wilk

testu. VSechny testy byly délany na hladiné signifikance 0,05.

5. Vysledky

5.1 LDI diagnostika hloubky popaleni

V l.skuping, zhojenych do 21.dne ,Healed”, se ocitlo celkové 90 ran: 23 ran bylo
zhojeno do 2 tydnt, 67 ran se zhojilo az ve 3. tydnu. Do 2. skupiny, nezhojenych ,,Nonhealed”,
bylo =zafazeno 58 ran: 43 ran podstoupilo chirurgickou 1écbu, tedy nekrektomii a
dermoepidermalni autotransplantaci s histologickym vySetfenim termicky poskozené tkéan¢, 15
ran bylo 1éceno konzervativng, délka jejich hojeni pfesahla 21 dnli a priimérné Cinila 28,2 dny
(23-34). Tabulka ¢. 1 ukazuje pocet vysetienych ran v kazdé Casové periodé a stfedni hodnoty

jejich perfuze.
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Healed Nonhealed p-value
Early Perfusion
Pocet 32 21 < 0.0005
Mean 249 96
Median 207 85
Blood perfusion 1
Pocet 64 35 < 0.0005
Mean 338 98
Median 281 88
Blood perfusion 2
Pocet 36 24 < 0.0005
Mean 434 99
Median 433 102
Blood perfusion 3
Pocet 23 18 < 0.0005
Mean 645 103
Median 668 84
Tab. 1

Pocet ran ve 4 cCasovych inervalech u 2 skupin pacientii: , healed”, zhojenych do 21 dnii,
,honhealed”, nezhojenych do 21 dnii & operovanych a jejich stifedni hodnoty perfuze. “Early
perfusion”, (do 2. PTD), “Blood perfusion 1” (3. az 5. PTD), “Blood perfusion 2” ( 6. a 7.
PTD), “Blood perfusion 3”( 8. a 9. PTD). Rozdily mezi skupinami ,,healed” a ,,nonhealed ”’jSou

statisticky signifikantni.

Mezi obéma skupinami pacienti, ,,Helaed” a “Nonhealed”, byla prokazatelné¢ rozdilna
perfuze ve vsech sledovanych casovych intervalech béhem 9 potrazovych dnd, ,,Early
perfusion, Blood perfusion 1, Blood perfusion 2, Blood perfusion 3” ( P<0,0005, graf ¢. 2).

Cut off hodnotu perfuze pro indikaci k chirurgické 1écbé, s uspokojivou hodnotou
sensitivity a specificity, nebylo mozné stanovit pro 1. a 2. pourazovy den, interval nazvany
,,Early blood perfusion”. V tomto intervalu se hodnoty perfuze z 1. 1 2. skupiny ran piekryvaly.

Cut off hodnota perfuze pro druhy interval, od 3. do 5. potrazového dne (,,Blood
perfusion 1), pro indikaci k operaci, byla stanovena na 148,5 perfuznich jednotek (PU),
se senzitivitou 94 %, specificitou 95 %.

Cut off hodnota perfuze pro tieti interval, tedy 6. a 7. pourazovy den (interval ,,Blood
perfusion 2”), byla stanovena na 186 PU, se senzitivitou 100 % a specificitou 94 %.
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Cut off hodnota pro indikaci k operaci pro ¢tvrty interval, 8. a 9. den (interval ,,Blood
perfusion 3”), byla stanovena na 269,5 PU. Senzitivita i specificita testu byla 100 %. Tyto
hodnoty jsou shrnuty v tab. 2.

PU PU

800 _I Ctanc Median = 136.01)| 1200 Grand Median = 193.00
coo ° Early perfusion ¢ Blood perfusion 1
T 900 —
400 ) coo
200 | - 200 .
- T |, =
200 - i J 1 |
healed unhealed healed unhealed
PU PU
1250 1 Grand Median = 24100 1200 CGrand Median = 349.00
1000 - ~  Blood perfusion 2 Blood perfusion 3
1000
750
500 - 500
250 —
0 - 0 .- %
healed Group unhealed healed Group unhealed
Graf 2

Kvartilovy box graf perfuze 2 skupin pacientii. Sloupce na ose X znazornuji pacienty zhojené
do 21 dnii ,, healed” a nezhojené do 21 dne nebo operované ,,unhealed”. Jednotlivé grafy
predstavuji 4 casové intervaly ,, Early perfusion, Blood perfusion 1, Blood perfusion 2, Blood
perfusion 3“. Osa Y zndzornuje pocet perfuznich jednotek, patrna je statisticky signifikantni

diference v hodnotdach perfuze mezi obéma skupinami pacientii.
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Area p Cut off Positivni Negativni Sens Spec

hodnota Indikace Indikace %o %

Blood Perfusion1  0.944 < 0.0005 148.5 35 64 943 953
<

Blood Perfusion2 0.986 < 0.0005 186.0 24 36 100.0 94.4
<

Blood Perfusion 3 1.00 < 0.0005 269.5 18 23 100.0 100.0
<

Tab. 2

ROC Analysa ve 3 casovych intervalech: 3.-5. den “Blood Perfsuion 17, 6.-1. den “Blood
Perfusion 2", 8.-9. den “Blood perfusion 3”. Area: plocha pod krivkou; p: hladina signifikance
pro nulovou hypotézu: Area = 0,5; Cut off hodnota: hodnota pro indikaci k operaci; Positivai
indikace: pocet paientii indikovanych k operaci; Negativai indikace: pocet pacientii

indikovanych ke konzervativni lécbe; Sens %: sensitivita (%); Spec %: specificita (%).

Pacienti v 1. skupin¢ vykazovali signifikantné vyssi narast perfuze ve 3. intervalu (6.-7.
potrazovy den) a 4. intervalu ( 8. a 9. posttraum.den-PTD ), a to ve srovnani s 2. intervalem,
t.j. 3.-5. pourazovy den ( P=0,018 a P<0,0005, pouzit Friedmantv test a parovy test). Z této
skuteCnosti vyplyva, ze s ptibyvajicimi potrazovymi dny se rychleji méni ranna perfuze. Rany
ve 2. skupiné ,,Nonhealed” vykazuji v pribéhu sledovaného obdobi minimalni, nebo Zadnou
elevaci.

Na zaklad¢ stanovenych cut off hodnot byl sestaven algoritmus pro uréeni typu 1écby
dle naméfené perfuze. Rany s niz§i perfuzi prvnich 48 hodin po urazu je nutné skenovat
opakovan¢ v nasledujicim Casovém intervalu. Rany s vyssSi perfuzi nez 148,5 PU v Casném
pourazovém obdobi lze indikovat ke konzervativni terapii. Pokud v nasledujicim ¢asovém
intervalu perfuze presahné cut off hodnoty, 1ze rany ponechat ke konzervativni terapii,
Vv opa¢ném priipad¢ je indikovana operace, viz obr. 3.

Pii podcenéni nedostatecné perfuze a nespravné indikaci ke konzervativni 1€cbé je
esteticky vysledek neptiznivy. Srovnani obou zplsobii 1é€by u popaleni s nedostatecnou perfuzi

(char. ,,deep dermal burn*) ukazuje obr. 4.
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Rana perfuze

Nedostatecna rana perfuze Dostatecna rana|perfuze
Perfuse £ 149 PU den 1,2 Perfuse > 149 PU den 1.-2.
I
Perfuse < 149 PU den 3.-5. [ Perfuse > 149 PU den 3.5
Senzitivita 94% specificita 95% Senitivita 94% specificita 95%
I
Perfuse <186 PU den 6,7 Perfuse > 186 PU den 6, 7
Senzitivita 100% specificita 94%
e pree Elevace Senzitivita 100% Specificita 94%
’ I
Perfuse €270 PU den 8,9 perfuze

Perfuse > 270 PU den 8,9

Senzitivita 100%  Speecificita 100%

Senzitivita 100%  Specificita 100%
hojeni nad 3 tydny, Konzervativni
operace <::|]|] riziko sekundarniho | —= | lé¢ba
rozpadu, hypertrofie

Obr. 3

Rozhodovaci algoritmus pri planovani terapie na zakladé ranné perfuze. Rany s nedostatecnou
perfuzi jsou v levé vetvi, ktera smeruje k provedeni operace. Rany s dostatecnou perfuzi jsou
V pravé vétvi, ktera sméruje ke konzervativni terapii. Rany s perfuzi nizsi nez 148,5 PU
V prvnich 48 hodinach, ve strednim sloupci, podstupuji dalsi méreni, které je ndsledné zaradi
do levé (operace) ci pravé vétve (konzervativni lécba). Na zdkladeé elevace perfuze se rdany
Z levého sloupce mohou ocitnout zpét ve stiedu celého diagramu, ktery, za jistych okolnosti
(maly rozsah rany), umozni konzervativni zpusob lécby s délkou hojeni nad 3 tydny a rizikem

komplikaci, preferovany zpusob lécby je proto operace.

Na zédklad¢ 2 méteni, trendu vyvoje perfuze a jejich vztahu ke cut off hodnotam lze urcit
bliZze typ rany a tim predikovat dobu hojeni. Plochy III. stupné nevykazuji Zadnou elevaci a
nepiesahnou v zadném intervalu cut off hodnotu (obr. 6). Plochy hlubokého dermalniho
poranéni (,,deep dermal burn”, obr. 4) vykazuji elevaci perfuze, nedosahuji vsak ur¢enych cut
off hodnot v zadném intervalu. Jejich spontanni zhojeni je event. mozné za 4-6 tydnd,
se zminénymi komplikacemi (sekundarnim rozpadem, nedostate¢nou mechanickou odolnosti a
kontrakci jizev). Plochy IIb stupné charakteru ,,mid dermal burn” vykazuji v prvnich 48
hodinach nizkou perfuzi, po tomto intervalu se jiz dostavaji nad hodnoty cut off a délka jejich

hojeni trva do 3 tydna (viz. obr. 7). Plochy charakteru Ila stupné (,,superfitial dermal burn”)
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vykazuji vysokou perfuzi jiz v prvnich 48 hodinach (viz obr. 5) a perfuze dale narista az do 5.
dne, délka hojeni je 10-14 dntli. V nasi praci jsme skenovali také popéleni 1. stupné, vyjadiené
reaktivni hyperémii, po aplikaci cévniho laseru na cévni kozni 1ézi char. naevus flammeus.
Termokoagulaéni efekt je patrny uvniti spott, reaktivni hyperémie v okoli spott (viz obr. 8).
Trend vyvoje perfuze je duilezity prognosticky faktor a je specificky pro ob& skupiny pacientii
(graf ¢. 3).

Obr. 4

Porovnani konzervativniho a operacniho zpiisobu lécby u pacienta s popdlenim IIb stupné,
charakteru ,,deep dermal burn®, s nedostatecnou rannou perfuzi. Bilou cdarou oznacena oblast
hibetu pr. ruky je ponechdna ke spontannimu zhojeni (z ,,estetického hlediska* na zadost rodicii),
délka hojeni této oblasti byla 4 tydny. Cernou cdrou ohranicend oblast na zdpésti byla lécend
chirurgicky. a) predoperacni snimek s hlubokym dermdlnim popdlenim na zdapésti i hibetu ruky, b)
periopeacni foto, na zapésti provedena nekrektomie a nasledné prilozen kozni Step, c) 3 mésice po
urazu je patrna hypetroficka jizva na hrbetu ruky a vyrazné lepsi textura jizvy na zapésti. d) 6
meésicii po urazu je na hrbetu ruky stdle hypertroficka jizva, ruda, 1-2 mm nad urover okoli, ohebnd

pod tlakem, na zdpésti je jizva bleda, normalni pigmentace, v urovni okoli, mékka.
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Obr. 5

Povrchni popdleni Ila stupné charakteru ,,superfitial dermal burn®, zasahujici do papildarni
dermis. Vlevo je fotografie rany s drobnymi bullami a centralné jiz strzenou krytbou, vpravo
topograficky odpovidajici perfuzni sken. Pro Ila stupen je charakteristickda vysoka perfuze
ranné plochy bez krytby (714 PU), na skenu cervend barva. V misté ponechani krytby je
perfuze falesné nizkd, stejné jako u intaktni kiize (59 PU), bulla je oznacenad cervenym kruhem,

bilé nepravidelné cary ohranicuji oblast zajmu (ROI).

Obr. 6

Popaleni III. stupne, zachycené 5. pourazovy den. Dole: fotografie rany na pazi, kiizek
oznacuje stred skenu, obracené L oznacuje pravy dolni roh skenované oblasti. Nahore: perfuzni
sken topograficky indentické oblasti. Fyziologicky zanétlivy lem (Cervené barvy) kolem
popaleni III. Stupné, bild cara uvniti zanétlivého lemu oznacuje oblast zajmu, ktera vykazovala
primernou perfuzi 92 PU. Pri zavzati zanéetliveho lemu do oblasti zajmu je perfuze falesne

vysoka (224 PU).
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Obr.7

Popaleni IIb stupne, char. ,,mid dermal burn”. Nahore: foto popdleni IIb st. na predlokti
zpuisobené ozehem plamenem, snimky zachycuji ranu 1., 3. a 5. pourazovy den, makroskopicky
neni patrny klinicky vyvoj ploch. Dole: LDI skeny s patrnou elevaci prokrveni v priibéhu
hojeni, skeny porizeny 1., 3. a 5. pourazovy den, namérend perfuze byla 170, 465 a 668 PU.
Tenka nepravidelnd c¢ara na skenech ohranicuje oblast zajmu, je oznacena cislem v bilém poli

pri obvodu oblasti.
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Obr. 8

Pacient s naevus flammeus na pravé lopatce, po oSetieni cévnim Laserem Candella V beam
Perfecta, s reaktivni hyperémii char. popdleni I. stupné. Npravo: fotografie cévni léze, bily
kiizek oznacuje stred skenu, obrdacené L pravy horni roh skenu. Vlevo: barevny sken
topograficky identické oblasti. Na jednotlivé spoty aplikovina energie 9J/cm? po dobu 1,5 ms,
velikost spotu 10 mm, v okoli spotii je patrna vyraznd reaktivni hyperémie-popdleni I. Stupné,
kterd odeznéla behem 4 dnii (oznaceno ¢. 2 na LDI skenu-cervend barva, 684 PU), v centru
spotii je naopak destrukce kapilar termokoagulacnim efektem (oznaceno ¢. 1 na LDI skenu-
tmavé modra barva, 89 PU). Cislem 3, zelenou a Zlutou barvou, je oznaceno misto predchoziho

oSetreni (prred 8 tydny).

800

645

700 1 —fli—Healed

600 4 =—#—Unhealed

500 A

£
5
= 400 -
=)
5 00
t
Q
o

200 -

96 98 99 103
100 A * * < -
0 T T
PBD 1-2 PBD 3-5 PBD 6-7 PBD 8-9

Graf 3

Vyvoj perfuze na zdkladeé primérnych hodnot ve 4 casovych intervalech. Osa X zndzornuje
pourazove dny, osa Y perfuzni jdenotky. Patrny je vzestupny trend ve skupiné zhojenych
,healed”, stagnujici perfuze ve skupiné nezhojenych (operovanych, ¢i konzervativné lécenych

déle nez 3 tydny) ,,nonhealed”.
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5.2 LDI detekce maligniho melanomu

Z celkového poctu 69 pacientt bylo histologicky potvrzeno 46 malignich a 23 benignich
Iézi. V histopatologickém stadium Clark | bylo zachyceno 13 (28,3 %) pacientt, Clark II 6
(12,9 %) pacientt, Clark 111 14 (30,4 %) pacientt, Clark IV 7 (15,2 %) pacient a Clark V 1

pacient (2,2 %), bylo vysetfeno také 5 basaliomi (10,9 %) imitujicich pigmentovou 1ézi., viz.

tab. 3.

Cely soubor Muzi Zeny

Pocet pacientl 69 43 (62,3 %) 26 (37,7 %) P
Veék 62,0 (14-86) 61,0 (14-86) 63,0 (15-78) 0,616
Typ léze
benigni 23 (33,3 %) 13 (30,2 %) 10 (38,5 %) 0,600
maligni 46 (66,7 %) 30 (69,8 %) 16 (61,5 %)

Clark 1 13 (28,3 %) 5 (16,7 %) 8 (50,0 %)

Clark I 6 (13,0 %) 5 (16,7 %) 1( 6,3%)

Clark 111 14 (30,4 %) 11 (36,7 %) 3 (18,8 %)

Clark IV 7 (15,2 %) 5 (16,7 %) 2 (12,5 %)

Clark V 1( 2,2%) 1( 3,3%) 0 (0 %)

Basaliom 5 (10,9 %) 3 (10,0 %) 2 (12,5 %)
Lokalita
hlava 7 (10,1 %) 5 (11,6 %) 2( 7,7%)
trup 34 (49,3 %) 27 (62,8 %) 7 (26,9 %) 0,005
HK 9 (13,0 %) 5 (11,6 %) 4 (15,4 %)
DK 19 (27,5 %) 6 (14,0 %) 13 (50,0 %)
Lokalita maligni
léze
hlava 2( 4,3%) 2( 6,7%) 0
trup 22 (47,8 %) 20 (66,7 %) 1( 6,7 %) < 0,0001
HK 7 (15,2 %) 4 (13,3 %) 3 (20,0 %)
DK 15 (32,6 %) 4 (13,3 %) 11 (73,3 %)
Zvysené prokrveni 43 (62,3 %) 30 (69,8 %) 13 (50,0 %) 0,127
Pozitivita uzlin 2 (2,9 %) 2 (4,7 %) 0 0,523
Ki 67 > 5% 38 (55,1 %) 23 (53,5 %) 15 (57,7 %) 0,806

Tab. 3.

Popisné charakteristiky souboru pacientu, rozdily mezi obéma pohlavimi: statisticky
signifikantni je diference v lokalité vyskytu pigmentovych lézi u muzii a Zen a diference
V lokalité vyskytu malignich lézi u muzii a Zen. U muzu prevazuje vyskyt malignit na trupu (66,7

%), u Zen vyskyt malignit na dolnich koncetinach (73,3 %).
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Korelace malignity se sledovanymi parametry (viz. tab. 3,4):

Lokalizace: vyskyt malignich melanomt na trupu byl signifikantné ¢astéj$i u muza (66,7
%), nez u zen (6,7 %). Vyskyt melanomti na dolnich koncetinach byl signifikantné Castéjsi
u zen (73,3 %), nez u muzu (13,3 %).

Vek: vek pacient s malignimi 1ézemi byl signifikantn€ vyssi nez u pacientt s benignimi
Iézemi (median veku 64 let vs. 48 let u benignich 1ézi, p = 0,002).

Pfitomnost zvySeného prokrveni: U malignich 1ézi bylo signifikantné Castéji zjiSténo
zvysené prokrveni nez u benignich (80 % vs. 26 % u benignich 1ézi, p < 0,0001).

Nasobek prokrveni: u malignich 1ézi byl nasobek prokrveni signifikantné vysSi nez

U benignich (median 1,53 vs. 0,74 u benignich 1ézi, p = 0,002), viz. graf 4, obr. 9, 10.
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Graf 4

Kvartilovy box graf nasobku prokrveni benigni a maligni pigmentové léze oproti okolni tkani.

Change of Median (%): u malignich 1ézi byl procentudlni rozdil mezi prokrvenim
znaménka a okoli znaménka (out-in)/in signifikantné vyssi nez u benignich 1ézi (p = 0,004),
Change of median (%) u malignit byl -34 % (tj. vyssi prokrveni bylo zjisténo uvniti znaménka
nez v jeho okoli). U benignich 1ézi byla diference mediant prokrveni (out-in)/in +26 %
(tj. prokrveni bylo vyssi v okoli znaménka).

Change of Mean (%): procentualni rozdil mezi prokrvenim znaménka a okoli znaménka
byl signifikantn¢ vyssi u malignich 1ézi (p = 0,002). Procentudlni rozdil primérného prokrveni

okoli s prokrvenim léze (out-in)/in byl u malignich 1ézi -35 % (tj. vys$i prokrveni bylo
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zjisténo u znaménka nez v jeho okoli). U benignich 1ézi byla diference prumérného prokrveni
(out-in)/in +28 % (tj. prokrveni bylo vyssi v okoli znaménka).

Variabilita prokrveni (SD in): variabilita prokrveni, vyjadiena hodnotou standarni
odchylky (SD), byla signifikantné vyssi u malignity, nez variabilita benigniho pigmentového
névu (p = 0,028).

V okoli pigmentové 1éze nebyl zjistén statisticky signifikantni rozdil mezi maligni a
benigni pigmentovou 1ézi v zadném parametru perfuze: variabilita okoli pigmentové 1éze (SD
out), Mean out, Median out. Uvniti 1éze nevykazovaly statisticky signifikantni rozdil mezi

malignitou a benignim pigmentovym névem piimé ukazatele: Mean in a Median in.

Maligni léze Benigni 1éze P

Pohlavi

M 30 (65,2 %) 16 (34,8 %) 0,600

F 13 (56,5 %) 10 (43,5 %)

Vék 64,0 (39-86) 48,0 (14-77) 0,002

Lokalita

hlava 2 (4,3 %) 5 (21,7 %)

trup 22 (47,8 %) 12 (52,2 %) 0,110

HK 7 (15,2 %) 2 (8,7 %)

DK 15 (32,6 %) 4 (17,4 %)

Pozitivita uzlin 2 (4,3 %) 0 (0 %) 0,549

Ki 67 >5% 33 (71,7 %) 5 (21,7 %) 0,0001

Zvysené prokrveni 37 (80,4 %) 6 (26,1 %) <0,0001

Nasobek prokrveni 1,53 (0,33-5,77) 0,74 (0,46-4,74) 0,002

Median in 62,6 (15,5 - 302) 51,0 (18,7 - 534) 0,359

Median out 44,4 (22,5 - 257) 60,0 (26,4 - 334) 0,099

Change of Median (out- -19,6 (-221 az +77) 9,4 (-331 az +189) 0,008

in)

Change of Median (%) -34,6 (-88 az +196) | 26,1 (-79 az +129) 0,004

Mean in 71,6 (16 - 338) 56,3 (19 - 568) 0,215

Mean out 48,4 (24 - 275) 61,9 (27 - 357) 0,130

Change of Mean (out-in) -23,6 (-221 az +79) 10,0 (-362 az 187) 0,002

Change of Mean (%) -34,5 (-83 az +199) 27,7 (-79 az +119) 0,002

SD in 37,7 (7,3 - 154) 19,9 (8,6 - 121) 0,028

SD out 17,2 (7,9 - 134) 20,9 (7,7 - 199) 0,380
Tab. 4

Korelace malignity s ostatnimi parametry: statisticky signifikantni je rozdil mezi benignimi a
malignimi lézemi ve véku, proliferacni aktivite nad 5 % (pritomnost proteinu Ki 67,
asociovaného s proliferaci bunek) a vV neprimych parametrech perfluze (ndsobek prokrveni,
rozdil prokrveni: change of mean, change of median, procentudlni rozdil prokveni: change
of mean %, change of median %, variabilita prokrveni uvnitr léze: SD in).
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Obr.9

vrvr

Breslow 0,27 mm. Bilé znacky ohranicuji oblast skenovani. Vlevo: barevny perfuzni sken
topograficky identické oblasti, porizeny predoperacné, ukazuje na zvysené prokrveni léze oproti
okoli. Pro nedostatecenou radikalitu puvodni excize, na zdklade poddiagnostikovani
pokrocilosti léze, byla nasledné provedena reoperace, radikalni reexcize s ochrannym lemem 2
cm od okrajii jizvy, do vSech stran. Perfuzni scan ukdzal pred 1. operaci zvyseni perfuze proti

okoli 1,9 X. Rozsah barevné stupnice je 240 PU .

Obr.10

Vpravo: foto pigmentového névu zad muze, histologicky ndlez: dysplasticky névus. Vievo:
barevny perfuzni sken identické oblasti. Neni patrné zvysSeni prokrveni léze proti okoli, névus
vykazuje 0,8 x perfuze okolni kiize. Dermatologem doporucena radikalni excise s lemem 2 cm

pro suspekci na maligni melanom.
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Parametry prokrveni melanomu vs. histopatologické stadium zhoubnych nadori
(viz tab. 6, str. 59), Mann-Whitney U post hoc testy:

Nasobek prokrveni: stadium Clark 1V a V (podskupina 4) bylo sjednoceno kviili
malému poctu piipadd. U stadia Clark I (podskupina 1) byly zjistény signifikantné nizsi
hodnoty nasobku prokrveni nez u stadia Clark III (podskupina 3), p = 0,042, resp. u stadia
Clark IV,V, (podskupina 4), p = 0,005, viz. graf 5.
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Nasobek prokrveni proti okolni tkani u jednotlivych histopatologickych stadii nadoru
dle Clarka. Benigni léze: 0,74 x (sloupec 0), Clark I: 0,8 x (sloupec 1), Clark 11: 1,85 x (sloupec
2), Clark I11: 1,5 x (sloupec 3), Clark IV a V: 2,4 x (sloupec 4) , Basaliomy:1,68 x ( sloupec 8).
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Mean in: u stadia Clark I byly zjistény signifikantn¢ niz8i hodnoty prumérného prokrveni
malignity nez u stadia Clark III (p = 0,036), resp. u stadia Clark IV,V (p =0,011), viz. graf 6.
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Primerné prokrveni malignit (v PU) u jednotlivych stadii dle Clarka, benigni léze: 56 PU
(sloupec 0), Clark I: 37 PU, Clark 1l: 80 PU, Clark I11: 70 PU, Clark IV a V: 134 PU (sloupec
4), basaliomy: 176 PU ( sloupec 8).
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Median in: u stadia Clark I byly zjistény signifikantn¢ niz$i hodnoty medianu prokrveni

uvniti malignity nez u stadia Clark III (p = 0,036), resp. u stadia Clark IV, V (p = 0,014), resp.

u basaliomu (p = 0,049),viz. graf 7.
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Median prokrveni maligni léze u jednotlivych stadii nadoru dle Clarka (v PU). Benigni léze: 56

PU (sloupec 0), Clark I: 36 PU (sloupec 1), Clark 11:79 PU (sloupec 2) , Clark Il1: 62 PU
(sloupec 3) , Clark IV a V: 110 PU (sloupec 4), basaliomy: 144 PU ( sloupec 8).
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SD in: u stadia Clark I byla zji$téna signifikantné nizsi variabilita prokrveni uvnitt (in)
melanomu nez u stadia Clark III (p = 0,031), resp. u stadia Clark IV,V (p = 0,005), viz. graf 8,
obr.11.

Obr. 11
Vpravo: foto melanoblastomu paze s histopatologickym ndlezem Clark 111, Breslow 1 mm,

kiizek uvniti léze oznacuje stred perfuzniho skenu. Vlevo: barevmy perfuzni sken identické
oblasti ukazuje na zvysené prokrveni léze oproti okoli, zejména v jeji periferni casti. Pacient byl

dermatologem sprdavné indikovan k biopsii sentinelové uzliny.
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Graf 8
Standardni odchylka prokrveni maligni léze u jednotlivych stadii nadoru dle Clarka. Hodnota

SD pro stadium Clark I :19,5 PU, Clark Il: 35,1, Clark 1ll: 38,6, Clark IV, V: 86,5 PU,
Basaliomy 66,2. Statisticky signifikantni je rozdil mezi stadii Clark 1 a Clark 11, 1V, V.

51



Change of the mean(out-in): u stadia Clark I byl zjistén signifikantné¢ mensi rozdil mezi
prumérnym prokrvenim okoli @ malignity nez u stadia Clark III (p = 0,022), resp. u stadia Clark
IV,V (p = 0,005), resp. u basaliomu (p = 0,019), viz. graf 9, tab. 6.
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Rozdil priumeéru (out—in) perfuze (v PU) u jednotlivych stadii nadoru dle Clarka. U stadia Clark
I: 9,2 PU(vyssi perfuze okolni tkanée), Clark 11: -36,7 PU, Clark 11l -23,6 PU, Clark 1V, V: -
80,9 PU (negativni hodnota svedci pro vyssi perfuzi malignity).
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Change of the mean % (out-in)/in: u stadia Clark I byl zjistén signifikantné¢ mensi
rozdil (v %) mezi primérnym prokrvenim okoli a samotné pigmentové 1éze nez u stadia Clark

I (p = 0,042), resp. u stadia Clark IV,V (p = 0,005), viz. graf 10.
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Change of the mean % (procentudalne vyjadieny rozdil priméru perfuzi vné a uvnitr léze),
u stadia Clark I: +25 % (vyssi perfuze okoli), Clark 11: -37 %, Clark I1I: -24 %, Clark 1V, V:
-57 %, Basaliomy: -40 % (vyssi perfuze nadoru).
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Change of the median (out — in): u stadia Clark I byl zjistén signifikantné mensi rozdil
mezi perfuzi okoli a perfuzi malignity nez u stadia Clark III (p = 0,026), resp. u stadia Clark IV,
V (p = 0,005), resp. u basaliomu (p = 0,019), viz. graf 11.
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Change of the median (out — in): Rozdil medianu perfuzi vné a uvnitr maligni léze, Clark I: 8,2
PU (vssi perfuze okoli), Clark Il: -37,8 PU, Clark IlI: -19,6 PU, Clark IV,V: -60,6 PU

(matematické znaménko — oznacuje vyssi perfuzi nadoru, nez jeho okolr)
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Change of the median (%) (out-in)/in: u stadia Clark I byl zjistén signifikantné mensi

rozdil mezi prokrvenim okoli znaménka a prokrvenim znaménka nez u staddia Clark III

(p =,022), resp. u stadia Clark IV, V (p = 0,005), viz. graf 12.
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Graf 12
Change of the median (%): procentudlné vyjadreny rozdil mediani perfuzi vné a uvnitr
malignity, Clark I: +23 % , Clark Il: -48 %, Clark 1V,V: -51 % (neg.hodnota - vyssi perfuze

maligni léze).
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Mean out: nebyl signifikantni rozdil priméra perfuze okoli pro jednotliva stadia
melanomd, viz. graf 13.
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Graf 13

Primeérné prokrveni (v PU), v okoli maligni léze u stadii nadoru. Clark 1. 47PU, Clark I1: 47
PU, Clark Ill: 52PU, Clark IV a V: 47 PU, basaliomy: 47 PU (sloupec 8), neni patrny
statisticky signifikantni rozdil.
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Median out: nebyl signifikantni rozdil mediant perfuze okolni tkiné mezi jednotlivymi
stadii melanomu, viz. graf 14.
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Graf 14

Median prokrveni (v PU) v okoli maligni léze u jednotlivych stadii malignit, Clark I: 44 PU,
Clark I1: 45 PU, Clark Ill: 49 PU, Clark IV a V: 43 PU, basaliomy: 44 PU, neni patrny
statisticky signif. rozdil.
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SD out: nebyl prokazan signifikantni rozdil mezi stadii melanomu, viz. graf 15.
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Graf 15
Standardni odchylka, SD out, prokrveni v okoli maligni léze U jednotlivych stadii nddoru

dle Clarka nevykazuje signifikantni rozdil.

Veskeré ¢iselné hodnoty zobrazené v predchozich grafech 5-15 jsou shrnuty v tab. 6.

Signifikantné Cast&jsi vyskyt zvySeného prokrveni byl zjistén u stadia Clark IIT a Clark
IV, V ve srovnani se stadiem Clark I (p = 0,016; resp. p = 0,027; dle Fisherova ptesného testu

s Bonferroniho korekei signifikance), viz. tab.5.

zvysené

prokrveni Pocet | procento P
Clark I 8/5 35,5 -
Clark I 6/6 100 0,072
Crark 111 13/14 92,9 0,016
Clark IV, V 8/8 100 0,027
Bazaliom 5/5 100 0,144

Tab.5
Vyskyt zvyseného prokrveni u jednotlivych stadii maligni pigmentové léze a signifikance rozdilu

viici stadiu Clark 1.
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Clark | Clark 11 Clark 11 Clark Basaliom P
(n=13) (n=6) (n=14) v,V (n=5)
(n=8)
Nasobek 0,801 1,85 1,50 2,44 1,68
prokrveni (0,33-1,82) (0,91- (0,52- (1,36- (1,23- 0,001
2,78) 3,77) 5,77) 4,29)
Mean in 37,0 80,4 69,7 134 176
(16,0-97,7) (40,2- (35,0-243) (64,5- (48,6- 0,001
136,7) 267,7) 337,7)
Median in 35,8 78,6 61,9 110 144
(15,5-89,1) (36,9- (30,6- (58,4- (48,3- 0,001
124,2) 227,5) 257,9) 302,2)
Mean out 46,23 46,6 51,6 47,3 46,6
(23,5-130) (29,1- (36,9- (44,5- (33-274,9) 0,782
50,9) 81,7) 69,9)
Median out 44,0 45,0 48,7 43,1 441
(22,5-118) (28,2- (35,1- (30,8- (30,7- 0,722
48,1) 67,3) 66,9) 257,1)
SD in 19,5 35,1 38,6 86,5 66,2
(7,3-43,0) (20,5- (18,2- (30,1- (10,7- 0,001
63,1) 103,5) 154,1) 141,6)
SD out 14,5 13,9 16,3 21,6 16,7
(7,9-56,0) (12,1- (12,0- (16,9- (9,5-94,2) 0,269
22,7) 134,1) 30,9)
Change of 9,2 -36,7 -23,6 -80,9 -71,1
the Mean (-44 az+79) | (-87,5-3,8) | (-178,4- | (-221,3az | (-141az | <0,0001
(out-in) 39,3) -17) -15,1)
Change of 24,9 -45,9 -33,4 -56,7 -40,4
the Mean (-45 az (-64,0-9,5) (-73,5- (-82,7 az (-76,7 az 0,001
(%) +200) 92,7) -26,4) -18)
Change of 8,2 -37,8 -19,6 -60,6 -61,4
the Median | (-41az +77) | (-76,5-5,5) | (-173,8- (-221 az- | (-136,1 az < 00001
29,3) 19) -17,6) ’
Change of 22,9 -48,4 -32,7 -50,6 -42.7
the Median | (-46 az 196) (-61,6- (-76,4- (-87,8az- | (-76,3 az 0,001
(%) 14,9) 77,1) 32,5) -14,9)
Tab. 6

Parametry perfuze jednotlivych stadii malignit dle Clarka a signifikance rozdilu mezi nimi.
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ROC analyza pro predikci malignity:

Pii hledani hledani cut off hodnoty pro parametr Change of Mean (%), (out-in)/in,

pro predikci malignity, byla stanovena hranice 10 %. NavySeni prokrveni znaménka 0 > 10%

vzhledem k primérmému prokrveni okolni tkan¢, predikuje malignitu se senzitivitou 76 %,

specificitou 78 %, pozitivni prediktivni hodnotou 87 % a negativni prediktivni hodnotou 62 %,

viz tab. 7. Totozné vysledky vychazi pro nasobek prokrveni proti okoli o > 1,07, viz. graf 16.

Tab.7

% Change of Mean
(out-in)/in

AUC (p) 0,733 (p=0,002)
Cut-off value 10%
Sensitivity 76,1% (61,2% - 87,4%)
Specificity 78,3% (56,3% - 92,5%)
PPV 87,5% (73,2% - 95,8%)
NPV 62,1% (42,3% - 79,3%)

False positivity

21,7% ( 4,5% - 43,7%)

False negativity

23,9% (12,6% - 38,3%)

Vysledky ROC analyzy. AUC ... plocha pod kiivkou, PPV ... pozitivni prediktivni hodnota, NPV

... negativni prediktivni hodnota.

Graf 16

ROC Curve, parametr nasobek prokrveni,

predikce malignity
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ROC kffivka pro predikci malignity pri cut off hodnoté nasobku prokrveni znaménka proti okoli

1,07.
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ROC analyza pro predikci malignit ve stadiu Clark I1-1V a Breslow 1 mm a vice:

Primérné zvyseni prokrveni znaménka 0 > 35,5 % vzhledem K primérnému prokrveni
okoli (Change of Mean %) predikuje malignitu ve stadiu Clark II-IV a Breslow 1mm a vice
se senzitivitou 84 %, specificitou 73 %, pozitivni prediktivni hodnotou 42 % a negativni
prediktivni hodnotou 95 %.

Primérné zvyseni prokrveni znaménka 0 > 31,3 % vzhledem K primérnému prokrveni
okoli (Change of Mean %) predikuje malignitu ve stadiu Clark II-IV a Breslow 1mm a vice
se senzitivitou 92 %, specificitou 68 %, pozitivni prediktivni hodnotou 40 % a negativni

prediktivni hodnotou 97 %. Tato cut off hodnota Iépe vyhovuje nasim klinickym pozadavkam.

Korelace vertikalniho rozméru nadoru dle Breslowa s nasobkem prokrveni:
Spearmanova korelacni analyza prokazala stfedné silnou pozitivni korelaci
mezi nasobkem prokrveni melanomu proti okolni tkani a vertikdlnim rozmérem nadoru

dle Breslowa (r = 0,492), viz. graf 17.
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Graf 17
Stredné silna pozitivni korelace mezi nasobkem perfuze malignity (mean in/mean out) a

hodnotou Breslow v mm.
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6. Diskuse

6.1 Diagnostika hloubky popaleni

V této praci byla ovéfena schopnost laserdopplerometrie predikovat pritbéh hojeni béhem
obdobi prvnich 9 potrazovych dnii. Pro jednotlivé Casové useky byly s vyuzitim metody Laser
Doppler Imaging stanoveny perfuzni hodnoty indikujici opera¢ni 1é¢bu popalenin. Tyto
hodnoty piimo souvisi s rozdélenim termického poranéni dle hloubky popaleni, tedy dle
charakteru ,,mid dermal” a ,,deep dermal burn”, ktera jsou charakteristicka délkou hojeni do 3
tydnt, resp. nad 3 tydny. Morfologicky se hranice mezi témito 2 jednotkami nachazi piiblizné
na prechodu dolni a stfedni tfetiny dermis. Klinickym vySetienim je témét nemozné, na rozdil
od popaleni povrchnich, nebo naopak velmi hlubokych termickych poranéni, tuto hranici urcit.
Na pomoc ptichazi punkéni biopsie, coz je ale bolestivé vySetteni. Pii ponechdni hlubokych
dermalnich poskozeni ke spontdnnimu zhojeni nezabrani tenkd vrstva viabilni retikuldrni
dermis, odpovédna za ukotveni koznich adnex a mechanickou odolnost ktize, jizveni
Vv rehabilitaéni fazi nemoci z popaleni [53]. Neinvazivni vySetfeni LDI eliminuje pocet
mutilujicich jizevnatych komplikaci spravnou indikaci k operaci. VySetfeni ploch a
topografické zmapovani nutnosti nekrektomie umoziuje omezeni rozsahu operace u pacientt
s rozsahlymi popaleninami, ktefi jsou limitovani rozsahem darcovskych ploch. Eliminace poctu
zbyteénych operaci omezuje zatéz organismu celkovou anestezii, coZ je vyhodné zejména
u geriatrickych pacienti a také redukuje potiebu krevnich prevodi. Pomoci LDI lze vyrazné
zkratit dobu hospitalizace, a to ze dvou divodd. V ptipade, kdy naméfena perfuze predikuje
schopnost spontanniho zhojeni, pacienta pievadime po redukci rozsahu ranné plochy, za dobré
ob¢hové a ventila¢ni kompenzace, do ambulantni péce. Tento fakt eliminuje mimo jiné rozvoj
hospitalismu, specifické formy psychické dekompenzace, souvisejici s delSim pobytem
V nemocnici, nechutenstvim, zhorSenim nutri¢nich parametrti a zpomalenim hojeni. Podminkou
pfedani do ambulantni péce je dobré rodinné zazemi, dostupnost ambulantnich ptevazu,
sobéstacnost a dobra mobilita pacienta. V opa¢ném piipadé, kdy pietrvava od 3. pourazového
dne nedostatecna perfuze, je provedeno piedoperacni vySetieni a naplanovani operace.
Planovani a ¢asna indikace k operaci umoznuje lepsi vyuziti operacnich salt a také personalu.

Zkraceni hospitalizace a omezeni poctu predoperacnich vySetieni vede k ekonomickym
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usporam. I pifes vySSi pofizovaci cenu piistroje, 1 mil. k¢, je pfinos metody v oblasti
popaleninové mediciny vyznamny. Diky LDI je mozné dosdhnout zkraceni hospitalizace
minimaln¢ o 2 dny.

Uréené determinujici hodnoty perfuze pro rtizné ¢asové intervaly, v prabéhu 9 denniho
pourazového obdobi, ukazuji na skute¢nost, ze pro spravné zhodnoceni poSkozeni dermis a
indikaci k operaci je nutné vzit v avahu casovy faktor.

Nizka perfuze naméfena do 2. poturazového dne (v intervalu ,,Early perfusion”) nemtize
samostatné indikovat operac¢ni 1é€bu, naméfené hodnoty mohou byt zavadéjici. Jak rany
ve skupiné nezhojenych, ,,Nonheaeled” (popaleni Ill. stupné a llb stupné charakteru ,,deep
dermal burn”), tak rany ve skupiné zhojenych, ,,Healed” (popaleni IIb stupné charakteru ,,mid
dermal burn”), zejména zptsobenych ozehem, vykazovaly podobnou, velmi nizkou perfuzi.
Nizka perfuze byla naméfena také bezprostfedné po sejmuti krytby bull [65]. Cut off hladiny
perfuze, determinujici operaci, byly uréeny pro nasledujici obdobi od 3. do 9. PTD, hodnoty
byly statisticky signifikantni.

Tyto zavéry kontrastuji s praci Khanha (2010), ktery neprokazal statisticky signifikantni
rozdil ve specificité a senzitivité pii predikci zhojeni do 21. dne, pokud je méfeni provedeno
pted a po 48. hodin¢ [93]. Deklarovana specificita a senzitivita je realitivné nizka, 78%, 74%
resp., oproti 74%, 85%. Soubor pacienti byl tvoifen vyhradné détmi (median véku 2,5 roku)
S predominantnim mechanismem urazu opatfenim. Predominance opafeni v détském véku a
nizky vyskyt Grazi zptisobenych ozehem plamenem nebo vznicenim odévu, u kterych jsme i
makroskopicky porozovali reflexni vazokonstrikci v prvnich dnech, mtze zkreslovat dané
vysledky.

V Praci Hollanda z roku 2002 byla potvrzena platnost vySetieni LDI mezi 36.-72.
hodinou [94]. Vysetieny byly pouze déti s pfevazujicim mechanismem trazu opatenim.
Holland dokonce uvadi, ze v jednom piipad¢ byla naméfena nizka perfuze u povrchového
popaleni, tento pacient utrpél popaleni oZzehem. Jako cut off byla pouzita hranice 125 PU.

Také v praci Mill (2009) je zminovana piesnost LDI vysetieni jiz v prvnich 24 hodinach
po urazu, stejné jako po 72 hodinach [64]. I v tomto pifipadé byly vysetfeny pouze déti,
u kterych je popaleni horkou tekutinou statisticky nejcastéjSim urazem. Pouze 28 % utrpélo
popaleni ozehem ¢i plamenem, oproti 57 % Vv souboru naSich pacientl. Tato skute¢nost nas
vede tsudku, Ze pii popaleni plamenem, nebo oZehem, je vhodné provadét vysetieni az ve fazi
rozvoje zanétlivé faze hojeni, zajistujici reparaéni zmény, po 48 hodinach od trazu. Mill se o

mozném efektu mechanismu urazu na rannou perfuzi ve své praci zminuje.
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Naproti tomu prace Colina (2003) poukazuje na zménu perfuze v prvnich 72 hodinach,
kdy potvrdil jeji vyvoj v casovém bodé 24-48-72 hodin po urazu [97]. Uvadi, ze v jeho souboru
22 pacietl byl operovan pacient s pocatec¢ni nizkou perfuzi, histologie ale prokéazala povrchové
popaleni.

Jiz O'Reilly ve své praci (1989) prokazal, Ze vysledky perfuze, méfené
laserdopplerometricky pomoci LDF, tedy metodou fungujici na stejném principu jako LDI,
nekoreluji s histologickymi nalezy v 1. 24 hodinach [95] . Také Atiles (1993) a Niazi (1993)
prokazali, Ze zmény perfuze probihaji béhem 48-72 hodin [ 63, 98].

Jinym faktorem ovliviiujicim dobu hojeni pfi stejné perfuzi je pohlavi. Baker prokazal, Ze
zeny vykazovaly vyssi perfuzi nez muzi u ran se stejnou dobou hojeni. Tento faktor miize snizit
ptresnost pii predikci doby hojeni 0 1,1 %. Vliv véku a pigmentace Baker ve své praci
neprokazal. Neprokazal ani vliv rozsahu na rannou perfuzi, i kdyZ v jeho souboru 310 ran byl
maximalni rozsah popaleni 30 % [96]. V na$i praci bylo spektrum pacientd obdobné,
S primérnym rozsahem popalni 8,8 %. Pouze u 1 pacientky s vétsim rozsahem popaleni (45 %
TBSA) bylo provedeno LDI méfeni. Vysledkem byla vysoka perfuze a elevace mezi 2
méfenimi (3. den 320 PU, 5. den 380 PU), kter¢ predikovaly zhojeni do 3 tydnd, ke zhojeni
vsak doslo az 25.den, piiznivym faktorem byl narust perfuze behém 2 dnti. Vysledna jizva byla
kvalitni a nevykazovala tendenci k sekundarnimu rozpadu. Tato pacientka byla ve fazi Soku,
ktery mohl mit vliv na rychlost hojeni. Na zakladé matematického modelovani Baker
poznamenal, ze pii rozsahlych popaleninach, nad 30 %, by mohlo dojit k snizeni pfesnosti
pfi predikci doby hojeni maximalné az na 85 %. K definitivnim zavérim je zapotiebi vySetieni
veétsiho poctu pacienti s kritickym rozsahem popaleni, nad 40 %.

Nase vysledky tykajici se elevace perfuze se shoduji se zavéry Colina, Atila i Niaziho
[63, 97, 98]. Elevaci perfuze jsme vsak sledovali az do 9. potrazového dne a pro jednotlivé
Casové intervaly jsme stanovili perfuzni hladiny determinujici schopnost spontanniho zhojeni.
Perfuzni hladiny 147, 186 a 267 PU byly urCeny jako minimalni hodnoty perfuze, nutné
ke zhojeni do 21 dnli. Ruzné hodnoty perfuze koreluji také s praci Hoeksemy (2008), ktery
sledoval pfesnost metody v pribéhu ¢asuato v 0., 1., 3., 5. a 8. potrazovém dni [65]. Prestoze
cut off hodnota perfuze se v jeho praci neméni, je 220 PU, nartista béhem casu piesnost LDI
od 54 % do 100 % pii predikci prubéhu hojeni. Tato skutecnost koreluje s nami uréenymi
nartstajicimi cut off hodnotami béhem 9 denniho potirazového obdobi. Pocet perfuznich
jednotek v Hoeksemové praci je platny pro laserdoppler pracujici s NIR (near infrared) zafenim
(Moor instrument), které penetruje hloubégji, az do 2 mm. Nase vysledky jsou platné pro LDI

pfistroje pracujici s He-Neonovym laserem, kde je hloubka penetrace 1 mm. Nepatrné rozdily
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v perfuznich jednotkach vybizi ke vzniku relativnich ukazatelt vychazejicich z opakovanych
méfteni. Trend vyvoje perfuze je proto dulezitym prognostickym faktorem.

Nartstajici ranna perfuze ve skupiné zhojenych, na rozdil od konzistentné nizké perfuze
ve skupiné pacientl nezhojenych, je také dulezity ukazatel pro uréeni povahy rany. Tento trend
je patrny na grafu ¢. 3 (kapitola vysledky). Narust krevni perfuze u 1. skupiny pacienti je
obrazem rozvoje fyziologické zanétlivé reakce s vazodilataci, zajistujici metabolické potieby
rany, coz svéd¢i pro priachodnost mikrocirkulace v dermalnich plexech. Naproti tomu
poskozena mikrocirkulace u 2. skupiny pacienti neumozni vazodilataci k dosazeni dostate¢né
perfuze nezbytné pro uskute¢néni repara¢nich zmén.

Nizka perfuze v prvnich 2 pourazovych dnech je dana kompresi vaskularniho loze
lokalnim edémem, vasokonstrikci zptsobenou dysbalanci prostanoidit po popaleni a také
mikrotrombotizaci. To mize faleSn¢ imitovat destrukci kapilarniho Fecisté. Perfuze v zoéné
stazy, tedy vrstvé rany S reverzibilnim poskozenim, mezi koagula¢ni nekrozou a intaktni tkéni,
je ukazatelem uspesnosti tekutinové resuscitace a dava prostor dals$im LDl méfenim
pfi sledovani efektu lokalni 1écby, vlivu lokalnich antibakterialnich prostfedkd na rychlost
hojeni a také vlivu lokaln¢ aplikovanych antikoagulancii na hojeni rany.

Na zakladé zminovanych skuteénosti a vyslednych cut off hodnot navrhujeme, pro uréeni
spravné diagnozy a terapeutického planu, diagnosticky algoritmus, ktery je také hlavnim
vystupem této Casti prace. Pacienta lze vySettit co nejcasnéji po trazu, a to i béhem prvnich 48
hodin. Spolehlivé indikovat lze v tomto ¢asném obdobi pacienty pouze ke konzervativni 1é¢b¢,
ne v8ak Kk operaci. S ohledem na rostouci perfuzi je mozné konzervativné 1éCit rany, které
v tomto obdobi dosahnou perfuze alespon 148,5 PU, coz je cut off hodnota pro nasledujici
Casovy interval (od 3. do 5. pourazového dne). Duvodem je rychly narist perfuze béhem
prvnich 48 hodin [65, 98, 99]. V nasledujicich ¢asovych intervalech rozhodujeme o terapii
dle porovnani s piislusnymi cut off hodnotami. V piipadé nizké perfuze je navic vhodné
zopakovat alesponn 1x méfeni s odstupem 24-48 hodin a potvrdit tak spravnou indikaci
k operaci na zaklad¢ trendu vyvoje perfuze. V piipadé vyssi perfuze pacienta indikujeme
ke konzervativni terapii. Zvlastni situace nastava, pokud je perfuze nedostateCna a piesto
vykazuje elevaci. Spontanni zhojeni zde probiha zdlouhavé, déle nez 21 dnl (proto je
preferovany zpusob 1é¢by operace), konzervativni zpisob 1é¢by volime pouze vyjimecné (maly
rozsah popaleni, rizikovy pacient, odmitnuti opera¢ni 1é¢by), viz. obr. 3.

Tato metoda vyzaduje uréitou zkuSenost vySetiujiciho, ktera mize byt do jisté miry
uskalim metody. Nekrozy a intaktni tkané vykazuji podobnou perfuzi a je nutné je

makroskopicky na skenech a rané rozlisit. Zaznamenali jsme pacienta s Ila stupném popaleni
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(,,superfitial dermal burn”), ktery byl vysetfen 6. pourazovy den, kdy rana vykazovala falesné¢
nizkou perfuzi. Nizka perfuze byla ale zpisobena ustupem zanétlivé rakce s pocinajici diskrétni
epitelizaci a to 5 dnti pfed Gplnym zhojenim.

Infekce rany mohou ovlivnit vysledky LDI vySetfeni jednak zvySenim perfuze
pii vyplaveni proinflamatornich vazodilata¢nich plsobkul, ale také prohloubenim popalené
plochy nebo lyzou vznikajici epidermis, coz v kone¢ném dusledku vede k prodlouzeni hojeni a
potiebé operace. U pacienta s infekci rany nelze spolehlivé predikovat pribéh 1écby na zakladé
LDI méfeni z davodu mozné konverze hloubky popaleni. Pravidelny bakteridlni screening je
tedy velmi dulezity a nalez kokd, zejména Streptokoku, je varovny, u Stafylokokt je nutno
obezietnosti, pokud pocet kolonii pfesdhne 1000 na 25 cm2. V jednom ptipad¢ bylo nutné
vyloucit pacienta z tohoto diivodu ze studie.

Vyzvou zistavaji malé nespolupracujici déti, jejichz vySetfeni vyzaduje analgosedaci.
Pokrok v technologii skenovani laserdopplerometrii a pifichod LASCA technologie,
se snimanim okamzité hodnoty perfuze, je feSenim pro nejmensi pacienty. Pfed zafazenim
technologie do bézné klinické praxe je zapotiebi prozkoumani determinujicich hodnot, ev.
urCeni koeficientu pro piepofet pocétu perfuznich jednotek, ktery by umoznil pouziti

diagnostického algoritmu platného pro LDI.

6.2 Diagnostika maligniho melanomu

Maligni melanom je vaznou hrozbou pro nartstajici incidenci a ¢asnou tendenci k tvorbé
metastaz. Casto unikd pozornosti pacienta z divodu podcenéni rizika nebo neznalosti
zakladnich varovnych ptiznakt. Cast&ji postihuje stari pacienty, jak vyplyva také z nasich
vysledkt a jak uvadéji studie ostatnich autorti [79, 80]. Primérny vék pacienti s malignim
melanomem C¢inil v nasi praci 64 let, u benignich lezi pak 48 let. Tento fakt vyplyva z délky
expozice UV-B slozce zafeni, ktera je jednim z hlavnich fyzikalnich faktort vyvolavajicich
maligni zvrat.

V ramci vstupniho vySetfeni provadi kazdy leékat pii piijeti pacienta fyzikalni vySetteni,
soucasti kterého je také zdkladni onkologicky screening, véetné vySeteni kize. U muza jsme
nejcasteji pozorovali vyskyt melanomu na trupu, v 67 %, u zen na dolnich koncetinach, v 73 %.
Tyto oblasti je proto vhodné zvlasté peclivé zkontrolovat.

Vzhledem k tomu, Zze Se v naSi praxi setkdvame jak S pacienty vySetfenymi

dermatologem, tak s primozachyty melanomi, ovéfovali jsme, zda by laserdopplerometrie
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mohla byt screeningovou metodou. Na zaklad¢ nasledného histologického vysetfeni muzeme
konstatovat, ze maligni 1éze vykazovaly signifikantné¢ vys$si perfuzi nez jejich okoli, a to
v 80 %, oproti 26 % u benignich 1ézi. V pfipadé malignit byla primérna perfuze 1,53 X vyssi
nez V okolni zdravé tkani, oproti nasobku 0,74 x u benignich 1ézi. Potvrdila se tak schopnost
LDI prokazat neovaskularizaci ukoznich tumorti, coZz koreluje s teorii maligni
neovaskularizace [92]. Relativni hodnota nasobku prokrveni eliminuje mozné topografické
rozdily.

Dalsi signifikantni rozdily mezi malignimi a benignimi 1ézemi vykazovaly nepfimé,
ovladacim softwarem (PIM I11 soft) dopoc¢itané ukazatele perfuze: Change of median (out-in): -
19,6 PU u malignit vs 9,4 PU u benignich lezi, Change of median % (out-in/in): -34,6 % vs. 26
%, Change of mean (out-in): -23,6 PU u malignit, 10,0 PU u benignich lezi, Change of mean %
(out-in/in): -34,5 % vs. 27,7 %. Matematické znaménko minus vypovida o vyssi perfuzi uvnitt
Iéze, je tak zakladnim orientaénim markrem. Naproti tomu u ptimych ukazatelt perfuze, jako je
mean a median, nebyly shledany statisticky signifikantni rozdily mezi malignitami a benignimi
névy. Celkova perfuze pigmentové 1éze je totiz ovlivnéna klidovou perfuzi spodiny, ktera je
topograficky rozdilna.

Dulezitou hodnotou je standardni odchylka SD, ktera vypovida o variabilité perfuze
uvnitt tumoru. Maligni melanomy vykazovaly signifikantn¢ vyssi hodnoty nez benigni 1éze:
37,7 vs. 19,9. K podobnym zavérim Ve variabilité dospél ve své praci také Stucker (2002), pti
rozdéleni tumoru na 9 kvadrantl. Jeho zjisténi je, Ze melanomy vykazuji zvySené prokrveni
zejména ve vnitinim poli, basaliomy jsou prokrveny rovnomérné [91]. V naSem souboru jsme
méli pouze 5 basaliomd, ale i ty vykazovaly nadpramérné hodnoty SD, 66,2 (10,7-141,6).

Velikost standardni odchylky vykazovala korelaci s pokrocilosti stadii melanomu.
Zatimco u melanomu in situ (Clark I) byla praimérna SD 19,5, u stadia Clark 11 35,1, Clark 11l
38,6 a Clark IV a 'V 86,5. Tato hodnota velmi dobie eliminuje vliv topografie.

Korelaci s pokrocilosti histopatologického stadia onemocnéni dle Clarka vykazovaly jak
piimé, tak nepiimé ukazatele perfuze. Primérny nasobek perfuze proti okoli byl u stadia Clark
1 0,8 x, Clark 11 1,85 x, Clark 111 1,5 x, Clark IV, V 2,44 x. Stadia Clark Ill, 1V, V vykazovaly
signifikantn¢ vyssi hodnoty perfuze nez stadium Clark |, (vyjadiené stfednimi hodnotami
perfuze Mean, Median) a signifikantn¢ vyssi negativitu rozdila perfuzi ,,out-in” (Change of
median, Change of median %, Change of mean, Change of mean %). Teorie maligni
neovaskularizace podporuje tyto vysledky. VétSi pocet invazivnich nadorovych bunék
produkuje vice pusobki charakteru VEGF, neovaskularizace pak zajistuje vyssi metabolické

naroky.
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Na zakladé schopnosti detekce vaskularity lze s pomoci LDI metody odhadnout
pokrocilost onemocnéni.

Pfi hodnoté Breslow 1 mm nardsta Cetnost mikrometastaz az ke 20 % [80]. Abychom
mohli prakticky vyuzit LDI pfi naplanovani rozsahu operace, bezpe¢nostniho lemu a zejména
biospie sentinelové uzliny, stanovili jsme cut off hodnody pro % narast perfuze melanomu proti
okoli, s cilem odhalit histopatologicka stadia Breslow 1mm a ev.Clark Il. Pti cut off hodnot¢
36 % nartstu prokrveni proti okoli (out-in/in) je senzitivita metody 84 %, specificita 73 %.
Pti 31 % narastu perfuze je senzitivita 92 % a specificita 68 %. Tato druhd hodnota 1épe
vyhovuje klinickym pozadavkim, snizuje riziko faleSného podcenéni téchto stadii. Byla
prokazana také stiedné silna korelace mezi vertikdlnim rozmérem nadoru dle Breslowa a
nasobkem prokrveni malignity.

V rukou melanomové komise, jejiz soucasti je také chirurg, by metoda LDI, spolu
s dermatoskopem, mohla slouzit jako pomucka k ptesn&j$imu navrzeni 1ééebného planu a
indikaci vysetieni sentinelové uzliny.

Uskalim teto metody ziistavaji melanomy in situ, které v nasi praci vykazovaly pozitivitu
zvyseného prokrveni pouze ve 35 % piipadl, zatimco ve stadiu Clark Il byla pozitivita
zvySeného prokrveni ve 100 %, ve stadiu Clark 111 93 % a Clark IV a V 100 %. Nizka hodnota
zvySeného prokrveni u melanomd in situ ovliviiuje také senzitivitu a specificitu LDl metody
pii zachytu malignity. Pfi cut off hodnoté narlistu prokrveni pigmentové léze oproti okoli
0 10% je senzitivita metody 76 %, specificita 78 %, pozitivni prediktivni hodnota 87 % a
negativni prediktivni hodnotou 62 %. Jako samostatnd screeningovd metoda neni proto,
vzhledem k témto hodnotam, pii zachytu malignich 1ézi metodou volby. Na druhé strané,
ve spojeni se zadkladnimi ABCDE klinickymi parametry je LDI dobrou pomickou pfi potvrzeni
suspekce na maligni melanom. Rozdilny po¢et melanomt in situ ve studiich mize byt divodem
rozdilnych hodnot primérného nasobku perfuze malignit proti okoli v praci Stuckerové (1,8 x)
oproti nasim vysledkim (1,53 x) [92].

Pfedmétem dalSiho vyzkumu je skuteCnost, zda lze ptitomnost zvySeného prokrveni
U melanomi in situ pokladat za rizikovy faktor ¢i mezistadium Clark I-II pfed mikroskopicky
patrnym prinikem nadorovych bunck bdzalni membranou. Melanomy ve stadiu Clark II jiz
vykazuji signifikantné vyssi pozitivitu zvySeného prokrveni (nadorové bunky jsou piitomny
v dobfe vaskularizované papilarni dermis). Dle na$i torie mohou byt incipientni formy
malignity zastizeny v riznych fazich invaze pfes pfirozenou bariéru, bazalni membranu. Prinik
bazalni membranou probiha ve 3 krocich: pfichyceni k bazdlni membrané, proteolyza

proteinové struktury s fokalnimi defekty (detekovatelnymi elektronovym mikroskopem) a
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nasledna lokomoce pies bazalni membranu, ktera je jinak pro velké proteiny nepropustna [100,
101]. Kpotvrzeni této teorie je zapotiebi vétsi mnozstvi pacientd a také dalSich
imunohistochemickych vysetfeni. Piestoze Clarkova klasifikace neni hlavnim prognostickym
faktorem, ma hodnoceni dle Clarka vyznam zejména u melanomu s hodnotou Breslow mensi
nez 1 mm, U vetSiho vertikalniho rozméru je hodnoceni dle Clarka alternativni klasifikaci.

Pfi rozvaze melanomové komise 0 rozsahu reoperace u mladsich pacientii s melanomem
in situ (jiz vySetfenych histologicky, po excizi bez ochranného lemu), by pfitomnost zvySené
perfuze mohla prtispét k rozsiteni bezpe¢nostniho lemu nebo provedeni biopsie sentinelové
uzliny.

Vyhodou metody LDI je informace o cévnim zasobeni, kterou ostatni metody
nepostihnou. Této vlastnosti lze vyuzit pro sledovani efektu terapie malignich koznich nadort
fotosenzitizéry na chirurgicky obtizné fesitelnych lokalitach, zejména v oblasti oblic¢eje [103,
104]. Také moznost opakovaného sledovani, monitorace vyvoje perfuze a elektronicka
archivace vysledki maze poslouzit ke kontrole pacienti s mnohocetnymi névy. Zmény
vaskularizace uvnitt pigmentového névu by mély piimét klinika zvazit indikaci operace, stejné

jako morfologické zmény zachycené pouhym okem nebo dermatoskopem [105].

7. Zaveér

Laserdopplerometrie jako objektivni metoda hodnoceni kapildrniho prokrveni tkani
pfinesla do mnoha oblasti praktické mediciny novou neinvazivni vysetfovaci metodu, ktera se
uplatiiuje tam, kde je diileZitd informace o cévnim zasobeni nejpovrchnéjsich struktur. Kize,
nejvetsi télesny orgdn, je tomuto vySetfeni nejdostupnéjsi. Zobrazovaci metoda LDI umozZiuje
rychlé neinvazivni a dobfe interpretovatelné vySetenti.

Mnoho nozologickych jednotek je spojeno s patofyziologickymi zménami ovliviiujicimi
cévni zasobeni kliZze. Jsou mezi také termicka traumata a onkologickd onemocnéni, kterd patii
mezi nejcastejsi priciny koznich chorob. S pomoci LDI lze nyni neptimo zlepsit kvalitu zivota

téchto pacientli a snizit pravdépodobnost nasledné morbidity.
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Souhrn: Vyuziti laserového zaieni v diagnostice

Uvod:

Unikatni fyzikalni vlastnosti laser@i umoznily jejich vyuziti v lékafstvi v oblasti
diagnostiky. Analyzou diskrétnich zmén frekvence laserového zafeni po interakci s tkani lze
detekovat prokrveni povrchovych tkanovych struktur, vyjadifené poctem arbitrarnich perfuznich
jednotek (PU). Laser doppler imaging je zobrazovaci metoda pro vySetfeni mikrocirkulace,
vyuzivajici tohoto principu. V oblasti popalenin i koznich malignit je stav mikrocirkulace
proménnou ovliviiujici prognézu onemocnéni.

Cile:

Cilem prace bylo sestaveni diagnostického algoritmu pro hodnoceni hloubky popaleni
na zakladé ranné perfuze a ovéfeni schopnosti metody LDI detekovat maligni melanom a jeho
stadia.

Metody:

Do studie diagnostiky hloubky popdleni bylo zatazeno 113 ran u 96 pacientil, celkem
bylo provedeno 268 métfeni béhem 9 pourazovych dnl. Na zakladé stavu hojeni k 21. dni nebo
vzhledem k histologickému nélezu byli pacienti rozdéleni na 2 skupiny: 1. zhojeni, 2. nezhojeni
do 21. dne (ev. s histologickym nalezem popaleni Ill. stupng). 9 denni pourazové obdobi bylo
rozd€leno na 4 Casové Useky, ve kterych byly analyzovany rozdily v perfuzi mezi ob&éma
skupinami, s cilem nalézt hladinu perfuze opraviujici k indikaci operaéni 1éCby.

Za Gcelem ovéteni korelace mezi prokrvenim pigmentového névu a jeho malignitou, resp.
histopatologickym stadiem malignity, bylo vySetfeno pomoci LDI 69 pigmentovych 1ézi, které
byly néasledné excidovany, histologicky vySetfeny a rozdéleny na maligni a benigni. Perfuzni
parametry jednotlivych 1ézi a jejich okoli byly srovnany u obou zakladnich skupin a u
podskupin malignit dle histopatologického stadia.

Vysledky:

Ve vSech 4 ¢asovych intervalech: 1)1.-2. den, 2) 3.-5. den, 3) 6.-7. den, 4) 8.-9. den byl
u popalenych prokazan statisticky signifikantni rozdil mezi obéma skupinami. Hladinu perfuze
indikujici operaci (urcujici popéaleni III. stupné a Ilb stupng, char. ,,deep dermal burn®) nebylo
mozné urCit pro prvni interval, z diivodu lokalniho otoku a faleSné nizké perfuze u nékterych
zhojenych pacienti. Ve 2. intervalu byla ROC analysou stanovena cut off hodnota perfuze
147,5 PU, ve 3. intervalu 187,5 PU, ve 4. inervalu 274 PU. Zhojeni pacienti vykazovali
na rozdil od nezhojenych elevaci perfuze ve sledovaném obdobi.

U malignich pigmentovych 1ézi byl prokazan signifikantné vyssi nasobek prokrveni proti
okoli nez u benignich lezi (1,53 vs. 0,74), p=0,002, a také variabilita perfuze uvniti 1éze,
vyjadiena SD (37,7 v.s. 19,9). Stfedni hodnoty perfuze (median a mean) nevykazovaly
statisticky signifikantni rozdil. Mezi jednotlivymi histopatol. stadii dle Clarka ( Clark I vs.
Clark III, IV, V) byly patrné signif.rozdily ve vSech sledovanych parametrech perfuze: mean,
median, SD, change of mean (zména perfuze proti okoli). Pro zachyt melanomu ve stadiu Clark
IT a vice a Breslow nad 1mm byla stanovena cut off hodnota elevace perfuze proti okoli o 31,3
%, senzitivita testu 92 %, specificita 68 %.

Zavér

S pomoci metody LDI lze pacienta s termickym poranénim ¢asn¢ indikovat k operaci. Je
vSak nutné vzit vuvahu Cas vySetfeni a ev. vyvoj perfuze. Pfi terapii melanomi je LDI
uzitecnou indicii pro indikaci biopsie sentinelové uzliny u stadii Breslow nad 1mm. Také
zéavaznost lokalniho nélezu a anatomickou hloubku invaze 1ze s pomoci LDI urcit na zékladé
stfedn¢ silné korelace mezi stadiem melanomu a nasobkem perfuze proti okoli. Nizky vyskyt
zvysené perfuze u melanomi in situ (35 %) bude pfedmétem dalSiho vyzkumu.

Klicova slova: Laserdoppler imaging(LDI), perfuzni jednotka, popaleni, zhojeni, nezhojent,
melanom, Clark, Breslow
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Summary: The Use of Laser Radiation in Diagnosis

Introduction: The unique physical properties of lasers allowed their use in medicine in the field
of diagnostics. Owing to the analysis of discrete changes in frequency of laser radiation after
the interaction with the tissue surface, perfusion of tissue structures can be detected, expressed
in arbitrary perfusion units (PU). Laser Doppler Imaging(LDI) is an imaging technique utilized
to investigate microcirculation, using this principle. Microcirculation is variable influencing
prognosis in burns and skin malignancies.

Objectives: The aim of this work was to build a diagnostic algorithm based wound perfusion
for assessing the depth of burns and verification of ability of the LDI methods to detect
malignant melanoma and to differentiate its stages.

Methods: 113 wounds in 96 patients were enrolled into the study of diagnosing the depth of
burns and a total of 268 measurements were performed within 9 days post-injury. The patients
were divided into 2 groups based on the condition of wound healing up to 21th post-traumatic
day, or due to histology: 1) healed 2) unhealed within 21 days (with histological confirmed
grade 1l1). 9 days post-injury period was divided into four periods where the differences in
perfusion between the two groups were analyzed in order to find blood perfusion to justify the
indication for surgical treatment.

69 pigmented lesions were examined using LDI to verify the correlation between

perfusion of benign pigmented nevi and malignant disease, histopathological stage of
malignancy, respectively. Lesions were then excised, histologically assesed and divided into
malignant and benign. Perfusion parameters of individual lesions and their surroundings were
compared in the two main groups and subgroups according to histopatological stage.
Results: In all four time intervals: 1) 1st-2nd day, 2) 3rd-5th day, 3) the 6th-7th day, 4) 8th —
oth day, a statistically significant difference was demonstrated between the two groups of
burned patients. Blood perfusion indicating the operation (determining full thickness burn and
deep dermal burn) could not be determined for the first interval, due to local edema and falsely
low perfusion in some healed patients. Based on ROC analysis, the cut off value of perfusion in
the 2nd interval was determined 147.5 PU, 3rd interval 187.5 PU and 4th interval 274 PU. The
healed patiens showed steadily increase of perfusion during the 9-day period, the unhealed did
not.

A significantly higher blood perfusion was demonstrated in malignant pigmented lesions:
lesion/surrounding tissue, than in benign lesions (1.53 vs. 0.74), p = 0.002, as well as perfusion
variability within the lesion, expressed by Standard Deviation ( SD 37.7 vs. 19.9). Mean and
Median of perfusion inside the lesion did not showed a statistically significant difference. There
were evident significant differences in all perfusion parameters among the different
histopathologic stages according to Clark classification (Clark I vs. Clark IlI, 1V, V). mean,
median, SD, change of median, change of mean(lesion-surrounding tissue). The cutoff value
for change of median parameter to detect stage Clark Il and Breslow over 1 mm was
determined as 31.3%, with sensitivity 92 % and specificity 68 %.

Conclusion: The patients with thermal injuries can be early indicated to surgery due to LDI
method. However, it is necessary to take into account the time of examination and development
of perfusion. LDI is a useful indicator of need of sentinel lymphonode biopsy which has to be
made in melanomas Breslow over 1mm. The severity of the local findings and anatomic depth
of invasion using LDI can be estimated on the basis of a moderately strong correlation between
the stage of melamona and perfusion. Low incidence of increased perfusion in melanomas in
situ (35%) will be the subject of further research.

Key words: Laserdoppler imaging, perfusion unit, burn, healed, nonhealed, melanoma, Clark,
Breslow
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