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na bézi suché terapie je v sou€asnosti nahrazovan tzv. vlhkym hojenim, ktery spoéiva ve
vyuziti novych poznatki o patofyziologii hojeni a sou¢asném pouZiti modernich technologii a
metod. V klinické praxi patéi k zakladnim postupiim oSetfovani pouZiti tzv. krycich
terapeutickych obvazi. Pfiznivou vlastnosti téchto materidli pfi spravné aplikaci, je
schopnost modulace terapeutického procesu, zejména zisahem do buné&nych aktivit, zajisténi
adekvatni vlhkosti a respektovani fyziologickych podminek hojeni. Vlhké prostiedi v rané je
spojeno s piirozenou teplotou, mirné kyselym pH, &imZ jsou zajidtény ideédlni podminky pro
tvorbu granula¢ni tkdn€ a nového epitelu. Tyto materidly v kombinaci s dal¥imi terapeuticky
O¢innymi latkami (napf. stiibro, aktivni uhli, jod atd.) vykazuji také baktericidni ¢&i
bakteriostatické G&inky, coZ umoZiiuje ponechat materiadl na r4né i nkolik dni bez
prokdzanych zavainych neZadoucich G&inkd. Existuje nékolik skupin (napf. hydrogely,

aktivni uhli, alginity, hydrokoloidy, polymery, polyuretanové pény) indikovanych na urcitou

fazi hojeni, které se mohou ulinkem piekryvat. Hojn& jsou pouZivany lokalni
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makromolekuldrni pfipravky, které ovliviiuji zejména remodelaéni proces a podpruji kvalitni
tvorbu jizvy. Mezi dileZité v1é&bé akutnich i chronickych koznich poranéni pati
makromolekuly (derivaty) odvozené od oxidované celulézy (OC), ktera se v lékafské praxi
pouziva jiZ od 40. let 20. stoleti jako lokalni hemostyptikum. Purifikaci OC vznikd vysoce
Cista oxidovand regenerovana celuléza (ORC) stéméf nulovou toxicitou, komplexni
biodegradabilitou a standardnimi fyzikalnimi i chemickymi vlastnostmi (3). Podili se na
zachovéni integrity mikroprostfedi rény zajisténim vihkého prostiedi, snizenim pH, stimulaci
zanttlivych elementd (4), cytokind i podpimych ristovych faktori. Dale interakei s
matrixovymi meteloproteindzami (MMPs) podporuje novotvorbu tkané. ORC se nejlastéji
pouZiva v mikrokrystalické formé a ve formé textilie. SlouZi také jako makromolekularni
nosic, na ktery mohou byt navazany ionty (Ag*, Cu™*, Na®, Ca®") & antibioticka légiva.

Pfi feSeni experimentdlni &asti pfedkladané dizertatni prace byla pouzita
mikrodispergované oxidovana celuléza (MDOC™). MDOC™ vznika oxidaci surové celulozy
s naslednym hydrolytickym zpracovanim (patent GB2335921, 1. Santar et al., Altracel
Pharmaceuticals Ltd, Dublin, Ireland). Tento bily biodegradabilni prasek s nulovou toxicitou
(5) je od roku 1998 v lékaiské praxi pouzivan jako G&inné hemostyptikum. Jedni se o
kopolymer polyanhydroglukosy a polyanhydroglukuronové kyseliny (PAGA) & jeji soli
(Na'/Ca’). In vivo studiemi na my$im modelu byl po intraperitonealni aplikaci Na*/Ca2* soli
MDOC™ potvrzen imunomodulaéni efekt ve smyslu zvyseni podtu bunéénych populaci
(perifernich monocytt a B-lymfocyth) (4). In vitro studiemi na bun&énych kulturach mysich
splenocytii a lidskych perifernich leukocytd, byla po podani Na*/Ca*" soli MDOC™
pozorovana stimulace spontinni proliferace; pouZitim cytokinovych assayd byla také
potvrzena zvySeni TNF-a (4). Na experimentilnim modelu hyperlipoproteinémie (kraliéi
model) byl po kratkodobém podavani MDOC™ ve stravé prokazan mimy hypolipidemicky
ucinek (pilotni studie, nepublikovana data KBLV, FaF). Tento u&inek byl navic po
kratkodobém podavani MDOC™ v diet& pozorovan u mysiho apoE-deficientniho modelu (6).
Pfesny mechanismus hypolipidemického puisobeni MDOC™ je predmétem dalsiho studia, ale
predpokladd se, Ze je obdobny jako u jinych druhi rozpustné dietni celulézy.
Experimentilnimi studiemi je prokazano, Ze celuléza a jeji derivaty plsobi sniZeni
vstiebdvani tukl znesnadngnim jejich emulgace (7) a zpomaleni zp&mného vsttebavani
Zlucovych kyselin a tim i sniZeni koncentrace v jatrech ze Zlu€ovych kyselin de novo
vzniklého cholesterolu (8). MDOC™ substance miZe byt napf. vhodnou soudasti tzv.

funkénich potravin pro pacienty s hyperlipoproteinémii. Pohled na recentni statistické udaje

fadi choroby obghového systému jako vedouci p¥¢inu Gmrtnosti v Ceské republice. Diky
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novym poznatkim o rizikovych faktorech a moZnostech jejich ovlivnéni modernimi 1éky i
vyvojem revaskularizaénich lé€ebnych metod méa umrtnost klesajici tendenci. Soucasnym
|é¢ebnym trendem je v prvni fadé farmakologicka lécba pro upravu slozek plazmatického

lipidového spektra a kombinace rezimovych a dietnich opatfeni, tzn. Uprava Zivotniho stylu.

predkladana disertaéni prace se zabyva:

. Testovanim vlivu lokalné aplikovaného piipravku MDOC™ u experimentélné
navozeného akutniho zanétu kiize na modelu laboratorniho potkana a prasete domaciho.

. Sledovanim vlivu peroralné podavané MDOC™ na hladiny lipidi a aterogenezi u

my3iho modelu aterosklerozy.
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2. KoZni systém

Kiize (cutis) je anatomicky i fyziologicky specializovanou hraniéni vrstvou tvofici
zevni povrch lidského téla (9). Hlavni funkci je ochrana organismu pfed nepfiznivymi vlivy
(napf. infekce, dehydratace, ultrafialové zafeni) a zajisténi komunikace se zevnim prostiedim.
Obranna reakce je zaloZena na vzajemné kooperaci pfirozenych bariér, imunitniho systému a
aktivaci bun&énych i humorélnich sloZek. KozZni systém se také podili na regulaci t€lesné
teploty, metabolickych pochodii i exkreci odpadovych latek (1).

Ktize se sklada z epidermis (pokoZky) neboli zevni epitelové vrstvy ektodermovéeho
pivodu, z dermis (3kéry, corium), vnitfni vazivové vrstvy plivodem z mezodermu a
hypodermis (podkoZni tidké vazivové tkang, fela subcutanea), ktera miize obsahovat polStai
tukovych bun&k, tzv. panniculus adiposus (10). Dermis je s epidermis spojena nepravideln¢
pomoci papilarnich vyb&zki, které alternuji s tzv. epidermalnimi liftami. Hypodermis
pripojuje kiizi volné k pfilehlym tkdnim a anatomicky odpovidd povrchové fascii. Dle
tloustky epidermis se rozlifuje tlusty (dlang&, plosky nohou) a tenky typ kiZe (ostatni &asti
t€la) (11).

Epidermis se sklada pfevainé z rohovéjiciho vrstevnatého dlaZdicovitého epitelu,
ktery je neustile produkovén keratinocyty, jenz se priub&in€ odlucuji. Dale epidermis
obsahuje méng &asté bun&éné typy; melanocyty, Langerhansovy a Merkelovy bufiky. SlouZi
jako ochranna bariéra proti mechanickému poskozeni, vysychini a pronikani neZadoucich
mikrobti (12). V epidermis kiize tlustého typu lze rozlidit pét vrstev: i) stratum basale,
ii) stratum spinosum, iii) stratum granulosum, iv) stratum lucidum a V) stratum corneum.
V kuZi tenkého typu je stratum granulosum a stratum lucidum n€kdy malo patrné a stratum
corneum je pomérn¢ tenké (13).

Stratum basale (stratum germinativum) se sklada zjedné vrstvy bazofilnich
cylindrickych aZ kubickych bungk uloZenych na bazalni laminé dermo-epidermalniho
rozhrani. Dlouhé osy téchto bungk smékuji kolmo k /aminé basalis a jejich bo¢ni a horni
povrchy jsou mezi sebou propojeny velkym mnoZstvim desmozomi. Stratum basale je
charakteristické intenzivni mitotickou aktivitou a spolu s pfiléhajici &asti nésledujici vrstvy je
zodpovédné za neustilou vyménu epidermalnich bungk. VSechny elementy této vrstvy
obsahuji filamenta o priméru kolem 10nm (tzv. cytokeratiny). Smé&rem vzhuru polet
cytokeratind v builkéch nariistd a ve stratum corneum tvofi aZz polovinu jejich celkového

obsahu bilkovin (11).
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Stratum spinosum je sloZeno z kubickych ¢i lehce oplostélych bun€k s centralné
ulozenym jadrem. Jejich cytoplazma obsahuje ostnité vybézky cytokeratiny, které konéi
v desmozomech, co? propujéuje bunkam charakteristicky vzhled. Svazky filament hraji
dulezitou roli pfi zachovani soudrZnosti mezi buiikami a odolnosti proti odéru. Veskera
mitoticka aktivita probihd v tzv. stratum germinativum Malphigi, které zahrmuje stratum
basale 1 stratum spinosum.

Stratum granulosum se sklada ze tif az péti vrstev oplodtélych polygonélnich bunek
s centrilng uloZenym jadrem a cytoplazmou vyplnénou bazofilnimi keratohyalinovymi
granulemi (bohaté na histidin a cystein). Déle se zde nachézi malé ovoidni aZ tyCinkovité
ftvary s lameldrnimi granulemi (viditelna v elektronovém mikroskopu), ktera jsou tvofena
lipidovou dvouvrstvou a svijj obsah uvoliiuji do mezibunéénych prostor, coZ plsobi jako tmel
proti priniku cizorodych latek.

Stratum lucidum je vice vyrazna u tlustého typu kiZe a je sloZena z tenké vrstvy
extrémné zplodt€lych eosinofilnich bun&k. Organely ani jidra nejsou zietelna a cytoplazmu
tvoti husté uspofadana filamenta. Sousedici buiiky jsou spojeny viditelnymi desmozomy.

Stratum corneum neboli rohova vrstva je tvofena 15-20 vrstvami oplodtélych
bezjaderych zrohovatélych bungk, které maji cytoplazmu vypln€nou skleroproteinem
keratinem. Keratin obsahuje nejmén& Sest riznych polypeptidl, piidemZz se vidy tii
polypeptidové fetézce obtaleji kolem sebe a vytvafeji podjednotky tonofilament.
V keratinizovanych buiikach neni jiZ patrné jadro ani cytoplazmatické organely. Na vymizeni
cytoplazmatickych organel se podileji lysozomalni hydrolytické enzymy. V nejpovrchnéjsi
vrstvé ztraceji keratinizované bufiky vzajemné spojeni a v malych skupinkach se odlupuji.
Tato vrstva je oznalovana jako stratum disjunctum (13). V kiZi tenkého typu je stratum
granulosum a stratum lucidum vyvinuto méné a stratum corneum byva pomérmné tenké (11).

K obnové epidermis dochazi obvykle za 15-30 dni mitotickou aktivitou bunék stratum
germinativum. Specializované buiiky epidermis melanocyty, pivodem z neurdlni listy se
nachdzi pod a mezi ¢lementy strarum basale a ve vlasovych folikulech. Produkuji
tmavohn&dy pigment eumelanin. Maji okrouhly tvar téla, ze kterého vysilaji nepravidelné
vybézky mezi buiiky stratum basale a spinosum. K okolnim piilehlym keratinocytiim jsou
pfipojeny desmozomy, hemidesmozomy jsou poutiny k bazdlni lamin& Obsahuji velké
mnoZstvi malych mitochondrii, Golgiho komplex a drsné endoplazmatické retikulum. Pomoci

tyrosinazy pteméfiuji tyrozin pres meziprodukty a syntetizuji melanin. Melanocyty melanin

syntetizuji, nicméné jeho hlavni z4sobarnou jsou epitelové bufiky.
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Obr. 1 Histologicka stavba epidermis. V epidermis kiize tlustého typu lze rozlidit pét vrstev. Stratum
basale (B) je slozeno z melanocytii a jedné vrstvy matefskych keratinocytii o vysoké mitotické aktivité.
Stratum spinosum (S) obsahuje buiiky spojené desmozomy, vyznatujici se vysokou produkei keratinu a
proteinovych vldken. Stratum granulosum (G) je tvofeno vrstvami polygondlnich bungék s
keratohyalinovymi granulemi, jejichZ obsah funguje jako tmel proti pronikani cizorodych latek. Rohova
vrstva tzv. Stratum corneum (C) pfedstavuje vrstvy oplo3t&lych keratinizovanych bungk, pfitemz elementy
bez jader uloZené nejsvrchnéji prib&zné podléhaji deskvamaci. Barveni hematoxylin&eosin, origin.
zvétseni 100x.

Pievzato z http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/CorePages/Integumentary/Integum.him.

V keratinocytech melaninova granula splyvaji s lysozomy, coZ je pri¢inou vymizeni
melaninu z povrchovych epitelovych bun€k. Ve stratum spinosum jsou zastoupeny také
Langerhansovy builky. Tyto elementy hvé&zdicovitého tvaru patfi k buiikim monocyto-
makrofagové linie, které vaZi a prezentuji antigeny T-lymfocytim. Vyznamnou roli hraji
zejména v koZnich imunitnich reakcich. Merkelovy buitky jsou dalSimi epidermalnimi
epitelovymi elementy s malymi tmavymi granulemi v cytoplazmé. Pfi jejich bazi se nachazi
volna nervova zakondeni, ktera vytvafi rozsifené termindlni disky. Tyto buiiky poté slouZi
jako senzorické mechanoreceptory (11).

Dermis (3kara) je sloZena z vaziva, které propojuje epidermis s pfilehlym podkozim
(hypodermis). Jeji povrch je nepravidelny hlavné v mistech, kde je kiZe vystavovana ¢astym
tlakiim. Je tvofena etnymi vyb&iKy tzv. dermalnimi papilami, které alternuji s vyb&zky
epidermis tzv. epidermalnimi liStami. Mezi epidermis a papilarni vrstvou 3kary je vzdy
vyvinuta bazélni lamina, pod kterou se nachazi sit’ retikularnich viaken (lamina reticularis) a
dohromady tvofi tzv. bazdlni membranu. Dermis se dé&li na dv& vrstvy s nezietelnym

rozhranim, stratum papillare a reticulare.
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Obr. 2 Histologické stavba dermis. Dermis se sklada se ze dvou vazivovych vrstev. Stratum papilare (P)
neboli fidkého vazivo a Stratum reticulare (R) husté vazivo s vysokym obsahem kolagennich vldken a
proteoglykam"l. Barveni hematoxylin&eosin, origin. zvétSeni 60x.

Prevzato z http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mbl 40/CorePages/Integumentary/Integum.htm.

;Ei

Stratum papillare tvofi fidké vazivo, ze kterého vystupuji specidlni kotevni

kolagenova vlakna, kterd se upinaji do bazalni laminy a vaZou dermis k epidermis. V této
vrstve se také nachazi butiky, tzn. fibroblasty, mastocyty, vcestovalé leukocyty 1 makrofagy.

Stratum reticulare je sloZeno z neuspofadaného hustého vaziva (kolagen typu I.)
s mengim zastoupenim bunék. Ve velké mife se zde vyskytuji glykosaminoglykany (zejména
dermatansulfat), jejichZ obsah se v riiznych oblastech dermis li§i. Krevni cévy vytvaii plexus
malych arterii a vén propojeny s povrchovym subpapilarnim plexem termindlnich arteriol,
kapilar a venul. Tato bohata cévni sit’ pomaha regulovat télesnou teplotu a vyZivuje pfilehlou
bezcévnou epidermis. Dermis obsahuje &etnd elastickéd vidkna, lymfatické cévy i epidermalni
derivaty (vlasové folikuly, potni i mazové Zlazy) a nervova zakonéeni tvofend senzorickymi a
autonomnimi nervovymi vladkny sympatiku. Parasympatické zasobeni zde zcela chybi.
Aferentni nervova vldkna tvofi povrchovou dermdlni pleteil s volnymi zakon¢enimi, oplétaji
vlasové folikuly a zajidtuji inervaci opouzdfenych senzorickych organti (Meissnerovych a
Vater-Pacciniho télisek) (14).

PodkoZni vazivo neboli tela subcutanea je tenkou vrstvou, ktera se sklada z fidkého
vaziva, které voln& pripojuje kizi k pfilehlym organtim. Casto obsahuje tukové buiiky, jejichz

velikost zavisi na stavu vyZivy jedince (14).
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R TR i sch pfevazuje bunéénad sloZzka (17 j ilezitou roli také
3. Hojeni koZnich ran mechanismy, ve kterych pfevazuje (17) hraje dulezitou

Réna je definovéna jako poruseni souvislosti kiZe, sliznice nebo povrchu organu neuroendokrinni regulaéni systém, ktery se podili na rozpoznani dalsich nezadoucich zmén z
vzniklé plisobenim zevnich faktorii. Tyto faktory moh;u byt piivod echanického vnéjsiho i vnitiniho prostfedi (18). Zanétlivé procesy maji v podateénich fazich pozitivni vliv
oru. o fa tuvodu m \ _ ' .
termického, chemického i radiagniho (11) na regeneracni aktivitu, aviak probiha-li zanét déle, jsou regenera¢ni mechanismy potladeny a
ermického, chemického 1 radia¢niho . ) . 1 e g weya. s . . I
Hojeni koZnich ran je sledem kaskadovité probihajicich dynamickych dé&j, pfi kterych vysledkem je V?/.t’vorem Jlfvy' ch(alm rzanethva rea’kce behem procesu hOJvemrran ‘ner’n vady
dochazi k aktivaci bungénych i enzymovych systémi. Sklada se ze &tyF hlavnich fazi, které stejnd, ale odviji se od Tady pfidatnjch okolnostl. Poznatky °'p"°d'°"zem hojeni ran 2
jsou definovény prevladajicim procesem. Jedna se hemostézu, zanétlivou reakei, proliferatni nezadoucich negativnich regulagnich mechanismech lokalni zdnétlivé reakce jsou stale &astéji
- ) ’ . , fedmétem studia fady experimentélnich studii (19).

a remodelaéni proces (15). Tato stadia jsou typicky vyjadfena u hojeni ran per primam P

-----

intentionem, kdy dochazi u neinfikované rany s rovnymi okraji piiloZenymi k sobé& ke zhojeni . ) ] )
, .. . ) vrcholnou a pozdni (18). Iniciaéni fize nastupuje b&hem nékolika vtefin po poruSeni koZniho
za krat3f dobu s charakteristicky sniZenou tvorbou granula¢ni tkdn¢ a minimalnimi naroky na o .
. . . . . ) krytu s ¢asovym omezenim na hodiny aZz dny (18). Charakteristickym rysem této faze je
mnoZstvi novych epitelii epidermis. Hojeni per secundam intentionem je typické pro ) ] . ) o
. ) .. ) . rychla amplifikace imunitni odpovédi. Nejdfive dochazi k doCasné vazokonstrikei (10 az 15
popéleniny, rany oteviené a zvla§té pak pro rany infikované. Tyto rany jsou charakteristické )
... minut) lokalnim plsobenim adrenalinu a vazoaktivnich amini (prostaglandiny, tromboxany)
tvorbou granulaci a konéi piekrytim defektu po spontanni migraci epitelovych bunék (2). :
. . . . ] Lo . (2). V prubé¢hu nekolika minut je aktivovana primdrni hemostiza a koagulatni systém.
V mist&¢ postiZeni dochdzi k interakci cytokini, ristovych faktori, epitelidlnich i
. ) ) . . . Hlavnimi elementy této faze jsou trombocyty, které vytvaii primarni hemostatickou zatku
mezenchymalnich bunék s rezidentnimi a rekrutovanymi hematopoetickymi buiikami a
o . . . . . ) (20). Jsou to bezbarvé bezjaderné reaktivni elementy s fadou receptorl typu glykoproteind
sloZzkami extracelularni matrix (ECM). Cilem je vytvofit novy povrch a obnovit napéti
) (GP) (napf. von Willebrandiiv faktor VIII (vW{), fibrinogen, fibronektin). Trombocyty se
poSkozené tkaneé (1).
. o ) . - . . vyznaduji negativné nabitym fosfolipidovym povrchem a vysokym obsahem denznich (napf.
Cely proces hojeni je ovliviiovan fadou faktort, které lze rozdélit na vnéjsi a vnitini. -
L L o . ADP, ATP, Ca™) a a granuli (napi. destickovy ristovy faktor 4, fibrinogen, vWf{, faktor 5),
Mezi vnitini faktory patii napf. imunitniho reakce, piitomnost vitamini, stopovych prvki,
L . .. ) . oL dileZitych pro koaguladni reakei (17). Krevni koagulum funguje jako tzv. provizorni matrix
pfidruzené choroby krve a cév. Z vné¢jich faktori je to pfedeviim zplsob oSetfovani
o ] . . pro zachyceni a migraci bunéénych elementi (1) a jako obrana proti invazi mikrobtl (21).
postizené¢ho mista, vliv stresu a medikace (16).
. o o o o ) DileZitou slozkou provizorni matrix jsou z granuli uvolnéné cytokiny, ristové faktory a
Abnormality v patologickém procesu hojeni akutni rdny mohou vést pies stadium
. o o . . L proteiny. Fibronektin spolu s fibrinem podporuje migraci, adhezi trombocytli i endotelovych
dlouhodobého nehojiciho se defektu aZ ke vzniku rany chronické. Zpomaleni v hojeni miZe
o s . . - bun€k v provizorni matrix. Pfi procesu hojeni je syntetizovan fibroblasty i makrofagy.
nastat v pfipadé neadekvatniho prodlouZeni zanétlivé reakce ¢i angiogenni odpovédi. Naopak
- ) y B i . X L Experimentdlnimi studiemi u my$iho modelu s absenci fibrinogenu byla prokdzana
ptili$ rychlym prib&hem mizZe dojit k rozvoji fibroproliferativnich stavu tzn. tvorbé keloidi &i
o o N . ) o nekontrolovand migrace epitelidlnich bunék, coZz v dusledku vedlo ke sniZeni pevnosti a
hypertrofické jizvy, které jsou charakteristické abnormalni akumulaci kolagenu v misté
L . 5 L o pruznosti rany (1). Sekundarni hemostiza je zahajena aktivaci vnéjsi (tkanovy faktor VII.,
poranéni, coZ je zplsobeno zejména nedostateénou eliminaci granula¢ni tkané (2). _
tissue factor TF) nebo vnitini (Hagemaniiv faktor XII.) koagulaéni cesty. Cilem je vytvofeni

e fibrinové sit&, tzn. definitivni krevni zatky a rozpudténi krevniho koagula. Kromé zastavy
3.1. Zanétliva faze

JJJJJ

Proces hojeni ran zahrnuje terminalni fazi zanétlivé odpovédi a spolu s reakcemi , ) - o s . cr s e .
J J P P také procesu angiogeneze. Sekreci ristovych faktorh jako je transformujici ristovy faktor § a

: fi tzv. ’ i HDR-Host Def: R
obranného znétu tvofi tzv. obrannou odpovéd organismu { ost Defense Response) a (TGF-B, TGF-a) a desti¢kovy nistovy faktor (PDGF) podporuji regeneraci nové vytvofené

11). Nastup ¢asné imunitni reakce j tfebny k zabran& vstupu infekce do organismu a je ,
(1) up casfie tmunitnt Je potiebny x zabr P g ] tkan& (17). V piipadé Gplné absence trombocyti nedochazi k naruSeni viech fazi procesu

velmi Zidouci soucasti HDR, s cilem zachovani homeostdzy. Spolu s imunitnimi obrannymi
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hojeni, jak potvrzuji experimentalni studie provedené na hlodavcich, nicméné prozanétliva

odpov&d je nedostate¢nd, coZ se manifestuje snizenim po&tu makrofagi a T-lymfocytd (2).

Obr. 3. Schématické znazornéni &asné zinétlivé reakce. Bezprostfedné po poranéni dochazi aktivaci
hemostatickych  mechanismii  k iniciaci procesu sraZeni a vytvofeni fibrinového koagula,
Polymorfonukledmi leukocyty (PMNL) vlivem chemoatraktivnich plisobki cilend migruji a adheruji k
obnaZenému endotelu cévy a diapedézou prostupuji do mista poranéni. S uritym asovym zpoZdinim se
do vytvofené primitivni matrix dostavaji buiiky monocytomakrofagové linie, které fagocytézou a tvorbou
kyslikovych radikali odstranuji z rany ne#4douci material. Spolu s PMNL predstavuji vyznamny zdroj
proteolytickych enzymi, kterymi rozkladaji proteiny extraceluldrni mezibun&&éné hmoty, coZ je nezbytné
pro dal3i vyvoj procesu hojeni. Pfevzato a upraveno z publikace (18).

Vrcholnd a tzv. pozdni zanétliva fize jsou typické migraci a hromadénim bungk ve
vytvofené mezibun&¢né hmoté neboli provizorni matrix. Regulace migrace je
zprostiedkovana chemoatraktivnimi ldtkami endogenniho i exogenniho pivodu, které podle
momentélnich potfeb organismu zajisti cilenou kumulaci bunék v postizeném misté. Mezi
nejvyznamnéj$i zastupce chemokini patfi TGF-oa, B, epidermalni riistovy faktor (EGF),
PDGF a insulinu podobny ristovy faktor (IGF-1) (22), déle fibroblastovy ristovy faktor
(FGF-2) a vaskulami endotelidlni ristovy faktor (VEGF), které puisobi na fadu elementi
véetné fibroblastd, keratinocyth a endotelovych bun&k b&hem celého procesu hojeni (23).
Experimentdlnimi studiemi bylo potvrzeno, Ze tyto plisobky funguji jako spoustde
reparacniho procesu (21).

Prvnim typem bun€k rekrutovanych do mista poranéni (hodiny) jsou neutrofilni

granulocyty (PMNL) (24). Za normalnich okolnosti cirkuluji v obvodové krvi jako neaktivni
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buiiky. Vlivem chemoatraktanti z rozpadlych bakterii, degrada¢nich produktd fibrinu,
fibrinogenu a dalsich slozek ECM adheruji k obnaZené endotelové vystelce a diapedézou
pfestupuji do mista poranéni (17). Usmé&rnény pohyb je spojen také se zvySenou expresi
adheznich molekul na endoteliich a pisobenim dal3ich chemoatraktanti, napf. tumor nekrosis
faktoru (TNF-a), leukotrienii (LT} a interleukini (IL-1) (2). PMNL jsou v ECM piitomny
nékolik dni, pfiemZ u infikované rany mohou setrvavat i deldi dobu, coZ pfispiva ke
zpomaleni procesu hojeni (17). Hlavni funkei je fagocytéza bunééného odpadu (tvorbou
aktivnich forem kysliku), cizich partikuli a bakterii (25). PMNL produkuji proteolytické
enzymy tzv. matrixové metaloproteindzy (MMPs) a aktivitory plazminogenu, které jsou
nezbytné k degradaci ECM a jeji remodelaci (26). Jsou také bohatym zdrojem prozanétlivych
cytokind, jako je IL-1, IL-6, TNF-o. a ristovych faktori (napt. PDGF, VEGF) diileZitych pro
novotvorbu tkané (11, 27).

Druhym typem bunék v rané jsou monocyty, které se zde dostavaji chemotaktickym
pisobenim  cytokinl, napf. monocytimiho chemotaktického faktoru (MCP-1),
makrofigového inflamatorniho proteinu (MIP-1) a ristovych faktori (TGF-B, IL-1, TNF-a),
které jsou uvolfiovany z aktivovanych endotelovych, epitelovych a mezenchymélnich bunék
(28, 29, 30). Mezi specifické chemoatraktany monocyti patii také degrada¢ni slozky ECM. V
tzv. pozdni zanétlivé fazi (48 aZ 72 hod) po poranéni se plisobenim ristovych faktori (PDGF,
IL-2, TNF-q, interferon IFN-y) transformuji v makrofagy. Ty zde pfetrvavaji n€kolik dni az
tydnii (2). V ostatnich tkanich a organech jsou cilené rozptyleny tak, aby poSkozujici podnéty
vedly bezprostiedné k jejich aktivaci a rychlé migraci do postizeného mista. Vyznauji se
mnoha funkcemi, které velmi snadno pfizpasobi aktudlnimu mikroprostiedi (prezentace
antigenti, zanétlivda odpovéd’, fagocytoza). Jsou povaZovany za nejdiuleZitéjSi elementy
regulace procesu hojeni (17). Obsahuji jedno aZ dv& jadra, kterd mohou splyvat a vytvéfet tzv.
vicejaderné velké buriky (multinucleated giant cells) (31). Podle typu aktivace, klasicka &i
alternativni cesta, se rozliduji dva typy makrofagi s odlidnymi funkcemi (30). Phsobenim
opsonizujicich &astic, IFN-y, lipopolysacharidi, slozky ECM dochazi ke vzniku klasickych
makrofagd, které degraduji ECM, pfedeviim prostfednictvim MMPs (kolagenaza,
metaloelastiza, gelatindza B, stromelyzin). Fagocytovanim postiZzeného mista vytvafi prostor
pro tvorbu nového epitelu a pojivové tkan& (32). IL-4, IL-10, TGF-B pilisobi aktivaci
makrofagl tzv. alternativni cestou, které produkci protizanétlivych pisobkl stimuluji
angiogenezi a pFispivaji k syntéze ECM. Pfitomnost obou téchto typl je tedy pro spravny
pribéh hojeni nezbytni. Makrofagy dale produkuji ristové faktory (PDGF, FGF, VEGF,
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TGF-B, a) a podporuji tvorbu granulagni tkané, migraci bunék a proliferaci fibroblastd (2).
Nedostatek makrof4gi se projevuje sniZenou tvorbou debridementu, nedostatecnou proliferaci
fibroblasti &i nepfiméfenym angiogennim procesem (25). Naopak jejich neadekvatni aktivaci
dochazi k rozvoji chronického zanétu (30). Tyto elementy jsou oznaCovany za vyznamné

buriky zanétlivé a reparaéni faze (25).

Obr. 4. Schéma priibéhu vrcholné zandtlivé fize. Tato fize zandtu je velmi dileZitd pro dokonéeni
obrany organismu a vytvofeni podminek pro rozvoj imunologické paméti, ktera zajisti efektivni rozvoj
obranné reakce v pristim setkani se Skodlivou noxou. Pfevldda zde aktivita specifické imunity, kdy
proliferaci klond B a T lymfocytd dochézi ke klondlni expanzi. Témto buifikdm jsou predkladany
zpracované nebezpeéné antigeny, coZ vede k tvorbé protilatek. DiileZitou soudasti téchto reakcei je obnova
mezibunééné hmoty a cévniho zasobeni, ktera je ovlivnéna pfedeviim cytokiny a adheznimi interakcemi.
Pfevzato a upraveno z publikace (18).

Pozdni vrcholna faze zan&tlivé reakce je charakteristickd zaloZenim imunologické
paméti, ktera se efektivné uplatni pfi daldim kontaktu se Zkodlivou noxou. Nezbytnou
bun&énou populaci zde ptedstavuji lymfocyty. Hlavnimi zastupci lymfocyti recirkulujicich v
krvi a tkdnich jsou pomocné Ty (CD4+) a Tc cytotoxické (CD8+) buriky. K Tc lymfocytim
jsou nékterymi autory fazeny také tzv. supresorové Ts lymfocyty, které tlumi aktivitu
ostatnich populaci. Majoritni subpopulace obou typu T lymfocyta (asi 95%) je vybavena
receptory pro antigeny o/B typu, minoritni subpopulace receptory typu /8 hraje vyznamnou
tlohu v obrané kiiZe a sliznic, pii které dochézi k predkladani zpracovanych exogennich

antigennich fragmentl prostfednictvim HLA molekul I. a II. tfidy (33). Nedostatek obou
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skupin lymfocytd se projevuje defekty v procesu hojeni. Deplece CD4" lymfocyti sniZuje
pevnost rany, zatimco nedostatek CD$" lymfocyti naopak pevnost rany zvysuje (2).

Daldim buné&énym typem v procesu hojeni jsou fibrocyty. Jedna se pravdépodobné o
klidova stadia fibroblastd. Tvofi asi 10% bun€k z celého zanétlivého infiltratu a v procesu
hojeni pfispivaji produkei kolagenu I., chemokini jako je MIP-1a, MIP-, MCP-1 a IL-8 i
ristovych faktort. Jejich produkce je regulovana pomoci IL-1 a TNF-a. (2).

Eosinofilni granulocyty svym cytotoxickym potencidlem plsobi predeviim proti
extracelularnim parazitim a produkci TGF-o podporuji reepitelizaci rany. DuleZitost té€chto
bun&k v procesu hojeni neni dosud pfesn€ prozkoumadna (2).

Buné&&na populace mastocytll se za normalnich okolnosti nachdzi ve velkém mnoZstvi
na koZnich a epitelovych rozhranich. Podili se na rozvoji ¢asné zanétlivé odpovédi, kdy
prostiednictvim humordlnich prozénétlivych pusobkl (histamin, LT, prostaglandiny a
cytokiny) podporuji koagulaci a cileny kumulaci leukocytd do mista poranéni. Dale stimuluji
proliferaci fibroblasti, endotelovych bunék a keratinocytli. Produkci MMPs zasahuji do
procesu remodelace a tvorby jizvy (34).

V prabéhu jednotlivych fazi zanétlivé reakce se uplatiiuje fada regulaénich mediatora
(35). Napf. kyselina arachidonova je prekurzorem tzv. fosfolipdzového systému epitelovych
bunék, jenZ jsou zdrojem zanétlivych medidtorl (prostaglandiny, tromboxany, LT,
eikosanoidy) modulujici aktivitu endotelovych a hladkych svalovych bunék.
Nejvyznamnéj§im zastupcem je tzv. destiCky aktivujici faktor (PAF) syntetizovany
trombocyty, neutrofily, bazofily, eozinofily i makrofagy. Plisobi aktivaci zanétlivych bunék v
misté poranéni, vazodilataci a exudaci plazmy do extraceluldmich prostort (34). DalSim
vyznamnym medidtorem regulace zanétlivé reakce je histamin. Vznikad z histidinu a je
uskladnén v granulich mastocyti a bazofili (36). Po vazbé na H1 receptory plsobi
vazodilataci a podili se na exsudaci krevni plazmy. Zesiluje také expresi intracelulami
adhezni molekuly (ICAM) na epitelovych a endotelovych builkach a podporuje adhezi
eosinofilnich granulocyti a makrofagli. Serotonin pusobi vazodilataéné a podobné jako
histamin je schopen zvy3it exsudaci plazmy do extravazalnich prostord. Je uskladnén v
granulich trombocyti (37).

Endoteliny pfedstavuji skupinu strukturdlné piibuznych vazoaktivnich peptidd,
oznadovanych jako ET-1, ET-2 a ET-3 a syntetizovanych pfedeviim burikami endotelu.
Pisobi po vazbé na specifické endotelinové receptory (ETA a ETB). ETA je exprimovan na
fibroblastech a hladkych svalovych burikach, zatimco ETB je navic exprimovan na buitkach
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endotelu a makrofazich (38). Nejvyznamnéjsi zastupce ET-1 se podili na extravazaci plazmy,
proliferaci fibroblastit, produkci ECM a aktivaci zan&tlivé reakce. Bylo zjijténo, Ze lidské
keratinocyty, makrofigy a monocyty tyto peptidy produkuji po stimulaci TNF-t, IL-1 &i IL-6
(39). V mist& poranéni jsou dale uvoliiovany vazoaktivni peptidy tzv. kalikrein-kininového
systému. Vznikaji z prekurzorovych proteind kininogeni enzymatickym piisobenim
kalikreinu. Spolu s hemokoagulaénim systémem se uplatiiuji pfi fizeni krevniho pritoku
(dilatace arterii, zvy$eni permeability venul) a v regulaci zanétlivé odpovédi. Podporuji nap.
diapedézu neutrofili otevienim mezibunéinych spojii endotelovych bungk a zvysuji syntézu
TNF-a a IL-1 produkovaného makrofagy (40). NejdileZit&j$im zastupcem je bradykinin a tzv.

kalidin, které stimuluji syntézu prozanétlivych cytokinu (IL-1 a IL-8).

3.2. Proliferacni faze

Proliferani fize procesu hojeni ran se vyznaduje nZkolika stadii: formaci permeabilni
bariéry (granulatni tkdn€ a procesem reepitelizace), novotvorbou cév (angiogenezi) a
zpevnénim nové vytvofené tkané (fibroplazii) (17).

Zména primitivni matrix v granulaéni tkaf je zahdjena tfi aZ &tyfi dny po poranéni a
kulminuje mezi sedmym aZ desatym dnem (11). Jedna se o pfirozeny d&j probihajici jiz v
embryondinim obdobi (41). Vznika proriistanim endotelidlnich provazci do ECM, jejich
zménou Vv Kkapilirni sit¢ s naslednym anastomozovanim. Tento proces je regulovan
proangiogennimi faktory, mezi které patfi FGF a VEGF (42). VEGF je kli€ovym mediatorem
pfi maturaci této tkiné a je produkovan keratinocyty (43). FGF se uplatiiuje b&hem prvnich
dnu novotvorby cév a je uvoliiovan porusenymi endotelovymi butikami a makrofagy (44).
Degradaci proteini ECM MMPs vznikaji fragmenty peptidi a pisobi chemotakticky na
fibroblasty. V této fézi se také uplatiiuji buiiky monocytomakrofagové linie, které uvoliiuji
dal3i proangiogenni stimuly. Stimulaci endotelovych bundk FGF faktorem je uvolnén
aktivator plazminogenu a prokolagenaza (2), vznika plazmin, ktery spolu s kolagenizou
(MMP-1) rozruduje bazalni laminu, coZ umoZni aktivovanym endotelovym buiikam dale
migrovat a zakladat nové cévy. JestliZe je rdna zcela vyplnéna novou granuladni tkani, proces
angiogeneze ustava a dochdzi k apoptoze vétsiny bungk. Na jejich zaniku se podili fada slozek
ECM (napf. trombospondin 1 a 2, angiostatin, angiopoetin) (2).

Granulaéni tkan je také dileZitym prostfedim pro ukotveni vcestovalych bungk a také
zdsobarnou cytokinli, ristovych faktort (PDGF a TGF-B) a daldich molekul (fibrin,

fibronektin, kyselina hyaluronova) (21).
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V hlubsich vrstvach rany dochazi k proliferaci fibroblastli piedeviim plisobenim
rastovych faktord makrofagh (TGF-B) (45). Fibroblasty jsou mladou vyvojovou linii se
znaénou mitotickou aktivitou a schoponosti regenerace. Maji vietenovity tvar téla s vysokym
obsahem aktinu a myozinu. Pusobenim cytokind syntetizuji slozky ECM a tyto naopak
reguluji expresi pfislusnych genl pro spravnou funkci fibroblastd (21). Aktivované
fibroblasty jsou zdrojem proteinii nezbytnych pro remodelaci matrix (kolagenovych vliken
typu III. a I, aktinovych vlaken, desminu a vimentinu), které také slouzi k ukotveni
veestovanych bun&k (46). Stejné jako keratinocyty maji tyto elementy schopnost exprese
integrinll pro migraci v ran€ (napf. a5B1) (26), kde sniZuji expresi receptori pro kolagen a
naopak zvy3uji expresi receptoru pro vazbu slozek ECM. Za 4-5 dnii po poranéni se vyznacuji
nejvétsi syntetickou aktivitou. Nasyntetizovana kolagenni vldkna jsou orientovana nadhodné a
a? v pozd&jsi fazi jsou organizovana do pevnych svazkd. Proces fibroplazie vrcholi mezi
sedmym aZ étrnactym dnem (26).

Reepitelizace rany za¢ina paraleln¢ s procesem fibroplazie a angiogeneze nebo o néco
dtive (tzn. po tiech aZ &ytfech dnech po poranéni) (26). Jedna se o proces obnoveni celistvosti
porugené epidermis migraci bazdlnich keratinocytli z obou intaktnich konci rany (17). Pro
obnovu poskozené epidermis je také dilezitd urlitd zésoba vlasovych folikulu a Zlaz v
blizkém okoli rany (2). Za normalnich podminek tvoii keratinocyty propojenou cytoskeletélni
sit’ a pomoci integrinti se vaZi k lamininu laminy basalis (21). P#i migraci v rané méni tvar,
vytvafi pseudopodia a aktinmyozinovy aparat, stavaji se zdrojem MMPs a rozruduji fibrinova
vladkna aktivaci plazminu (2). Keratinocyty proliferuji za podpory ristovych faktoru jako je
EGF, TGF-a, heparin vaZiciho epidermalniho riistového faktoru ¢&i rustového faktoru pro
keratinocyty (KGF) (2). Tento proces stimulyji také filamenta typu konexinii a keratini,
jejichZ exprese je patrnd jiz 2 aZ 3 hodiny po poranéni (2). Na inhibici jejich proliferace se
podili TGF-B (47).

Kolem sedmého az desatého dne po poranéni je proces reepitelizace ukonéen a
keratinocyty se navraci k pivodnimu fenotypu. Experimentidlnimi studiemi na zvifecich
modelech bylo prokdzano, Ze rychlost reepitelizace zavisi na zajidténi dostatetné vlhkosti
v mikroprostfedi rany. Vyschnuti postiZeného mista mé& za néasledek prohloubeni rany a

Zpomaleni hojiciho procesu (21).
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Obr. 5. Piehled kooperace imunitnich sloZek s ostatnimi tkifiovymi systémy béhem procesu hojeni.
Bezprostfedné po narudeni integrity kiiZe dochazi k aktivaci koagulagniho systému krve, trombocytil a k
uvolnéni cytokini, které jsou nezbytnou soudsti po celou dobu tkafiové reparace. Vlivern chemokint se do
mista poranéni dostdvaji granulocyty a makrofagy, které zaji¥t'uji ochranu pfed invadujicimi organismy.
Pozdéji dochazi k vytvofeni granulaini tkdn& a dominujici bun&tnou populaci se stavaji migrujici
fibroblasty, které tvofi extraceluldrni matrix a tvorbou angioigenetickych pisobkii zajist'uji novotvorbu cév.
V pozdni fazi hojeni se zvySuje podil lymfocytd, které zajidtuji efektorové i regula¢ni funkce. Pfevzato a
upraveno z publikace (18).
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3.3. Remodelace mezibunééné hmoty

Nejvétsi komponentou dermis je ECM, skupina riznorodych makromolekul
(glykosaminoglykanii, glykoproteinli, fibréznich proteinit), bun&énych elementd volnych i
fixnich a cytokini. V procesu hojeni ran hraje duleZitou dlohu jako informa¢ni systém,
v némZ buriky komunikuji a vytvéafeji chemické signaly. Plsobi také v obrané proti invazi
mikroorganismii z vné&j§iho prostiedi, umoZiluje pfisun Zivin, elektrolyti, vody a odvod
produkti metabolismu. Komponenty ECM maji rovnéZ vliv na bun&ny fenotyp, a to
prostiednictvim receptorti matrix (integriny). Zvlastni formou ECM je tenkd vrstva tzv.
lamina basalis oddé€lujici populaci epitelovych bunék od pojivové tkan&. Nachazi se mezi
epidermis a dermis a je sloZena z velkého mnoZstvi laminint a kolagenti (48).

Glykosaminoglykany (heparansulfit, dermatansulfat, keratansulfit) jsou dlouhé
nevétvené polysacharidy s opakujicimi se disacharidy s jednim ze dvou aminocukri (N-
acetylglukosamin, N-acetylgalaktosamin). Sulfatové a karboxylové skupiny cukernych zbytkt
poskytuji silné negativni naboje, které vazi osmoticky aktivni ionty (Na*) a vodu, coz vede
k bobtnani a tvorb& turgoru. Mezi nejvyznamnéjsi patii chondroitinsulfit, dermatansulfat,

keratansulfat a dalsi. Kyselina hyaluronova (HA) je sloZena z opakujicich se disacharidovych
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jednotek (B-D-glukuronova kyselina-(1-3)-B-N-acetyl-D-glukosamin) spojenych B-(1-4)
g]ykosidickou vazbou. Ucastni se fady fyziologickych procest jiZ béhem embryondlniho
obdobi (49). Obklopuje proliferujici builky a inhibuje adhezi buiiky k buiice, ¢im% podporuje
jejich migraci. Vyzna€uje se vysokou afinitou k vodé, je odbourivana lysosomalnimi
glykosidazami aZ na jednotky monomerd, tzn. glukézu a kyselinu glukuronovou. V soucasné
dobé je diky hydratatnim a elastickym vlastnostem velmi popularni v riznych formach
v kosmetickém primyslu, v 1ééb& koZnich poranéni a o&ni chirurgii (50,51).

Elastin, jehoZ zdkladem je zesitovany tropoelastin, patfi mezi fibrézni proteiny ECM.
Elastickd vlakna se vyznacuji diky vysokému obsahu hydrofobnich aminokyselin schoponsti
opakovaného napindni a smrStovdni kiZe. Jsou pokryta mikrofibrilami z riznych
glykoprotein(i a vytvafi tak dal3i strukturni molekuly (napf. fibrilin ¢i fibronektin), G&astnici
se adheze, migrace a priniku bunék do mista postiZeni (48).

Kolagen je hlavnim nerozpustnym proteinem ECM. V kuZi a pii hojeni rany se
uplatiivje pfedev§im typ L. a IIl. Po desatém dnu po poranéni jsou syntetizovana kolagenni
vldkna typu I., ktera vytvaii svazky mezi sebou a ostatnimi proteiny. Jejich produkce je
regulovana serinovymi proteindzami (koagula¢ni faktory a proteinidzy obsaZené v granulich
leukocyti) a MMPs. Velmi vyznamny je urokinazovy aktivator plazminogenu (uPA), ktery s
membranovym receptorem (UPAR) a specifickymi inhibitory (PAI) sehrava kli¢ovou ulochu v
rozkladu a remodelaci sloZek ECM. Hlavnim substratem uPA je plazminogen, ktery se
pfeménou v serinovou proteazu (plazmin) udastni fibrinolyzy a degradace ECM. Biologické
udinky proteinaz jsou tlumeny v plazmé op-makroglobulinem a tzv. serpiny. Mezi serpiny
patfi napt. Cl-inhibitor, o-antichymotrypsin, antitrombin, o;-antitrypsin a inhibitor
aktivatoru plazminogenu. MMPs jsou velkou skupinou strukturné podobnych latentnich
enzymi, které jsou aktivovany nej€astéji aZz na bunééném povrchu. Mezi nejvyznamnéjsi
zastupce uplatiiujici se v hojeni ran patfi MMP-10 (stromelysin-2), MMP-1 (intersticidlni
kolagenaza) uvoliiovana bazalnimi keratinocyty, ktera §t€pi nativni kolageny a kolagen typu I.
a IIl. a usnadiiuje tak migraci bunék. MMP-9 (gelatinaza) §tépi kolageny laminy basalis (IV.).
Pro spravny priib&h kvalitniho hojeni je ddleZitd rovnovdha mezi MMPs a tkéfiovymi
inhibitory matrixovych metaloproteinaz (TIMPs) (52).

Proteoglykany jsou velmi heterogenni slozkou ECM a jsou sloZeny z cetralniho
vysokomolekuldrniho proteinu na ktery je vazan glykosaminoglykan. Tyto hydrofilni slozky
bobtnaji, agreguji do supramolekulovych utvard a vypliluji prostory mezi bufikami a
kolagennimi vldkny. Mezi hlavni zastupce patii biglykan, dekorin a fibromodulin. V&t3ina z

nich nese negativni naboj, kterym se vazi na dalsi molekuly ECM &i adhezivni molekuly (48).
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3.4. Maturaéni faze a tvorba jizvy

Matura¢ni fize procesu hojeni se klinicky manifestuje kontrakei rany a zvyienim
pevnosti okolni tkané (2). Cely proces je zavisly na kontinualni syntéze a piim&fené degradaci
kolagenu a miiZe trvat nékolik mésich aZ let (53). Hlavnimi mediatory kontrakce rany jsou
myofibroblasty, které maji schopnost smrténi a prodlouZeni (17). Vznikaji jiz b&hem formace
granulaéni tkén€ z fibroblasti pusobenim PDGF a TGF-B. Obsahuji svazky aktinovych
filament a syntetizuji silna kontraktilni vlakna (21). Degradace kolagenu je regulovana MMPs
a TIMPs (52), jak jiz bylo uvedeno v piedchozi kapitole. Maximélni syntéza kolagennich
vlaken fibroblasty nastavé kolem t# tydn{i po poranéni a je regulovana cytokiny (napf. INF-y,
TNF-0) (17). Na regulaci kontrakce rény se podili také nervovy ristovy faktor (NGF), ktery
stimuluje myofibroblasty k produkei a-aktinu (54). Naopak IL-8 tento proces inhibuje, coz
vysvétluje prodlouZen hojiciho procesu u ran s nepfimé&tenou zanétlivou fazi (55).

Béhem tfi tydnt dosahuji rdny asi 20% pevnosti disledkem rychlé kumulace nové
syntetizovan¢ho kolagenu, ktery je jiZ uspofddan ve funk&ni pevné pHEng pospojované
svazky. Za $est tydnii dosahuje postizené misto v pevnosti kolem 80 aZ 90%. Tenzni napeti
zhojené rany se zvySuje aZ do jednoho roku od vzniku poskozeni (2). V tomto &asovém
rozmezi jiz pfevlada odbouravani kolagenu, které je f{zeno ristovymi faktory (TGF-B, PDGF,
IL-1 a Cyr61 na cystein bohaty angiogenni induktor). Populace fibroblasti a myofibroblastt
podiéha apoptoze, za vzniku jizvy. Jizva pfedstavuje relativng avaskuldrni a acelularni masu

kolagenu, ktera slouZi k obnoveni tkafiové integrity, sily a funkce (1).
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Cytokiny zahrnuji variabilni skupinu solubilnich proteinii a peptida a jako u¢inné
regulatory se uplatiuji jiz b&hem embryogeneze a organogeneze. U&astni se mnoha
fyziologick)’/ch déji zahmujicich bunéény rist a diferenciaci, hematopoézu, hojeni ran ¢i
obnovu tkani. Jejich duleZitou ulohou je modulace funkéni aktivity jednotlivych bunék a tkani
za fyziologickych i patofyziologickych podminek. UmoZiuji prenos signalii a podili se tak na
komunikaci bunék s okolnim prostfedim (17). Témét vSichni zastupci vykazuji n€kolikeré
biologické aktivity (pleiotropni G¢inky), pfi€emZ se Casto ve svych aktivitach piekryvaji (35).

Mezi cytokiny se fadi skupiny latek oznadovanych jako rustové faktory, kolonie
stimulujici faktory (CSF), IL, lymfokiny, monokiny, chemokiny a INF (44). V klinické
mediciné jsou hojné vyuZiviny a aplikovany v 1é€bé fady imunitnich, piedevsim
prozanétlivych onemocnéni. Mira jejich produkce imunitnimi buitkami je zavisla pfedev3im
na antigennim stimulu, ktery ji vyvolal (35).

Cytokiny jsou burikami produkovany klasickymi sekre¢nimi cestami ve formé volné
nebo ¢astéji vazané na membrany. Rovnovaha mezi solubilnimi a membranovymi formami je
sama 0 sob¢ regulujicim faktorem. Vé&t§ina nebyva skladovadna v buitkich, vyjma TGF-p a
PDGF (v granulich trombocytl). Jejich produkce je konstitutivni nebo ¢astéji ovlivnitelna s
regulaci na urovni genové exprese podle ockamzZité potfeby organismu ¢i konkrétni tkané (26).
Vazbou na specificky membranovy receptor cilové builky nenavozuji odpovéd’ pfimo, ale
stimuluji nebo inhibuji produkci specifickych DNA vazanych proteind, které kontroluji
expresi dalich geni. Cytokiny plsobi pfes receptory, coZ jsou transmembranové proteiny
nebo proteinové komplexy, jejichZ extracelularni ¢asti jsou obvykle multidoménové a sloZené
z tzv. moduli. Podle pfitomnosti uréitych domén jsou pak receptory dale tfidény do skupin
(rodina I-V tzv. receptor family), nejéastéji na zakladé homologni struktury extracelularnich
domén. Extracelulari domény jsou zodpovédné za vazbu cytokinii a cytoplazmatické &asti
odpovidaji za iniciaci intracelularniho pusobeni. Né&které receptory jsou z membriny
odit€peny, cirkuluji v plazm& a slouZi k vyvazani a inhibici volnych cytokini. Vétdina
receptorti pro cytokiny na membrané preda buiice po navazéani ligandu signdl prostfednictvim
tyrozinkinazové aktivity cytoplazmatické domény a poté dochdazi k internalizaci a degradaci
receptoru i s navazanym cytokinem. Tento proces souvisi s regulaci pottu receptori na buiice
(down regulace), pficemZ podet a zastoupeni receptorl s vysokou &i naopak nizkou afinitou je
Jednim ze zdsadnich parametrit uréujicich citlivost buitky k danému faktoru (35). Komplexni

vzijemné provazany uéinek cytokini v organismu je oznagovan jako tzv. cytokinni sit’ (18).
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V procesu hojeni ran se cytokiny podili tém&F na viech fézich. Ovliviji napt. aktivag;
a migraci bunék do postiZeného mista, stimulaci syntézy proteinii nezbytnych pro tvorby
ECM pfispivaji k rozvoji procesu reparace (56). Nékteré cytokiny, napt, IL-1, IL-6, TNF-q,
G-CSF, GM-CSF hraji kli¢ovou roli v iniciaci akutni zanétlivé reakce (35).

Pro studium akutniho hojeni riany na modelu potkana laboratorniho jsme zvolilj
zéstupce ze skupiny ristovych faktorii a cytokintd, které povaZujeme za dilezité v ramci

procesu epidermalni a dermalni regenerace, konkrétné TNFRI, TGFp RII a CCR2.

4.1. Transformujici riastovy faktor p (TGF-B)
TGF-B patii do tzv. rodiny transformujicich ristovych faktorii (TGFBs superfamily),

ke kter¢ se dale fadi aktiviny a morfogenetické proteiny. Jde o multifunkéni peptidy regulujici
rist a diferenciaci bun&k jiz b&hem embryonalniho obdobi (57, 58). U savci existuji thi
strukturné podobné izoformy: TGF-B1, TGF-B2 a TGF-B3. Tyto izoformy jsou sekretovany
z bunék jako velké &i malé latentni komplexy, pfidemz nejstudovanéjdi izoformou je TGF-B1.
Malé komplexy se skladaji z aktivni TGF-B formy a tzv. prodomény LAP (latency associated
protein) proteinu. Velké komplexy obsahuji aktivni TGF-B jednotku, LAP a tzv. LTBP (latent
TGF-B binding protein) neboli protein o vysoké molekularni hmotnosti. LTBP proteiny hraji
hlavni funkei v navazani TGF-B na ECM. Komplex pro- a peptidu je uvoliiovan z buriky a
skladovan v ECM pied enzymatickou aktivaci. Extracelularni disociaci vznika biologicky
aktivnf TGF-B forma, tzn. homodimer (25 kDa) spojeny disulfidickym mistkem. Kazda
buiika t€la v&etné endotelovych bungk, monocyti a makrofégh produkuje TGF-B a m4 pro néj
receptor (47). Bunétné odpovédi vyvolané TGF-$ jsou velmi riznorodé a nékdy i asteéné
protikladné. Tento nesoulad je dén rozliénymi okolnostmi, napt. druhem buiky, fazi
bunétného cyklu, typem receptori atd. (59).

Autokrinni a parakrinni G&inky tohoto faktoru jsou prenaSeny cestou povrchovych
receptori. Existuje né€kolik detailné popsanych receptorti pro TGF-B, z nichZ nejdilezit&j3i je
RIL RII a RIIL. Typ RI a RII jsou transmembranové proteiny s cytoplazmatickou serin/threonin
kinazovou doménou. TGF-B vazbou na receptory pisobi jejich aktivaci a ty posléze aktivuji
cytoplazmatickou doménu. Fosforylovany receptor typu I. tim ziskava kindzovou aktivitu a
pienasi signal vznikly vazbou TGF-B do nitra buiiky tak, Ze fosforyluje a tedy aktivuje &leny
tzv. Smad rodiny intracelulamich proteini. Tato pocetna skupiny proteind se d&li na tii téidy
(fosforylované Smad, ko-Smad a tzv. inhibi¢ni Smad). Fosforylované Smad jsou pfimo

fosforylovény aktivnim receptorem typu I., ko-Smad nereaguji ptimo s receptorem, ale jsou
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dalezité pro signalizaci a tzv. inhibiéni Smad inhibuji TGF- signalizaci. Finalnim krokem
Signalizaéni kaskady je translokace aktivnich komplexi Smad do jadra, kde moduluji expresi
pﬁs]uénych gentl, vétdinou ve spoluprici s riznymi koaktivitory a ko-represory. V3echny
kroky tvorby, aktivace a signalizace TGF-B jsou regulovany, coz mimo jiné vysvétluje
rozmanité efekty TGF-B jako jediné molekuly v riznych tkanich.

V procesu hojeni se TGF-B podili na rozvoji zanétlivé odpovédi, tvorbé granulaéni
tkané a procesu angiogeneze (60). Ihned po poranéni tkang je ve velkém mnoZstvi uvolilovan
z o granuli trombocytl, coZ plisobi chemotakticky na dal3i buriky, zejména fibroblasty a
monocyty, které jsou do rany pfitahovany (57). Je také kli¢ovym regulétorem remodelace
ECM, kdy pasobi pfedeviim stimulaci syntézy proteini této hmoty prostfednictvim
fibroblastli (61). V experimentalni studii na potkanim modelu byla po lokélni aplikaci TGF-§
do rany potvrzena zvy$end produkce kolagenu i zvySeni po¢tu fibroblastl (62). Exprese
TGF-B1 i TGF-B2 byla v procesu hojeni imunochistochemicky prokazana ve viech vrstvach
epidermis i dermis snejvétsi intenzitou v laminé basalis (45), keratinocytech a cévach
regenerované epidermis (57, 63). TGF-P1 a TGF-B2 jsou zodpové&dné za proces tvorby jizvy,
TGF-B3 naopak tento proces potlacuje (58).

TGF-B je také regulatorem bun&éného cyklu mnoha bunéénych typl. U vétSiny bunék
piisobi jako inhibitor cyklu déleni (buiiky epitelové, endotelové a hematopoetické) a zastavuje
jej v Gl fazi. Mezi dalsi aCinky TGF-B patii indukce apoptézy, modulace imunitnich a
zandtlivych d&jit (imunosupresivni efekt). Napiiklad fenotyp mysi, které nemaji nebo maji
nefunkéni gen pro TGF-B1 umird in utero vlivem rozsdhlého zanétu, ktery je po podani
TGF-B1 zvracen (59).

4.2. Tumor nekrosis faktor (TNF-a)

TNF-a (17kDa) patti mezi nejvyznamnéj$i cytokiny pfirozené imunity a poprvé byl
identifikovan v séru zvifat po lokalni aplikaci bakteridlniho endotoxinu. Jedn4 se o pleiotropni
cytokin (35), ktery je povaZovan za dileZity prozanétlivy mediator akutni zanétlivé faze (64).
Existuje ve dvou izoforméach sobdobnymi uginky, oznaCovanych jako TNF-a neboli
kachektin a TNF-B (18). TNF-f nazyvany jako lymfotoxin je produkovan pievazné
T lymfocyty (65). V procesu hojeni je TNF-a butikami produkovan jako transmembranovy
polypeptidovy prekurzor tvofeny 236 aminokyselinami o molekulové hmotnosti 26 kDa. Za
katalytického piisobeni TNF-a konvertujictho enzymu je z N-koncové &asti polypeptidu

odst&¢peno 79 aminokyselin. Dojde k uvolnéni TNF-o z vazby na buné¢nou membranu do
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podoby solubilniho homotrimeru o molekulové hmotnosti 17,4 kDa. Induktory produkee
TNF-a jsou antigeny nebo mitogeny, IL-3 (pro Zimé buiiky), vlastni TNF-a, GM-CSF,
leukotrien B4, faktor aktivujici destitky, INF-y ve spojeni s lipopolysacharidy (pro
mikrofagy). Hlavnim zdrojem jsou monocyty, makrofagy, fibroblasty, T i B lymfocyty,
epitelialni bunky, Langerhansovy buiiky a mastocyty (66).

Efekt TNF-o. na cilové buiiky je zprostfedkovan vazbou na specifické receptory pro
TNF (TNFR). Byly identifikovény dva typy vysokoafinnich receptorl typu TNFRI a TNFRIJ,
které se lidi molekuldrni hmotnosti (55 a 75 kDa). Vyskytuji se na povrchu bunéénych
membran téméf viech bunéénych typu, v rizném poétu od 1000 do 10 000 na buiiku. Tyto
receptory patii do tzv. TNF rodiny, kam se fadi také FAS (apoptdzu signalizujici molekula) a
CD40 molekuly. TNFR jsou transmembranové glykoproteiny tvofené tfemi doménami:
extracelularni doménou bohatou na cystein zodpov&dnou =za vazbu ligandu,
transmembranovou doménou a intraceluldrni doménou. Oba typy TNFR existuji kromé
membranové vazané formy rovnéZ ve formé volné, ktera predstavuje solubilni variantu
extracelularni domény receptoru (35). Solubilni formy receptorti si ponechavaji schopnost
vazat TNF-o a mohou tak slouZit jako ptirozeny inhibitor TNF-a zabrangnim jeho vazby na
membranové vazany TNFR.

V procesu hojeni se TNF-a aktivuje oxidacni procesy neutrofilli, coZ vede k jejich
degranulaci. Je chemotakticky pro monocyty a spolu s IL-1 miZe zvySovat kapacitu produkce
dalSich mediatori zénétu (napf. IL-6, IL-8) (35). Podporuje proliferaci keratinocytd a
fibroblastll, a tim pfispiva k formaci slozek ECM. Stimuluje monocyty k produkci IL-1, ktery
se vyznacuje podobnymi u€inky jako tento faktor. TNF-a je komitogenni pro thymocyty,
indukuje expresi receptori pro IL-2, zvy3uje spolu s IL-1 proliferaci B lymfocytti a produkci
protilatek. Experimentalni zvifeci studie potvrzuji klitovou ulohu TNF kli¢ovou tilohu v

etiologii fady zan&tlivych (zejména koZnich) a také autoimunitnich onemocnéni (65).

4.3. Monocytarni chemotakticky protein (MCP-1)

Skupina chemokinti zahrnuje nékolik druhG chemoatraktivnich latek, které svym
pusobenim ovliviiuji pfedeviim migraci leukocytarnich populaci. D&li se na podskupinu tzv.
CXC chemokint, kam pat¥i napt. IL-8, ktery ovliviiuje infiltraci neutrofilnich granulocytt do
postizeného mista a tzv. CC chemokini, kam patii napf. po pfedchozi stimulaci aktivované
T lymfocyty exprimujici a sekretujici (RANTES) a monocytarni chemotakticky protein 1
(MCP-1), které pusobi chemoatraktivné piedevsim na monocyty/makrofagy a T lymfocyty a
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dale také na NK buriky, basofily & dendritické buitky. MCP-1 byva n&kdy oznatovan také
jako CCL-2 chemokin (67). Sktruktura CC chemokinu je tvofena ze &tyf cysteinovych zbytk,
z nichz vidy dva jsou spojené k sob&. MCP-1 je vkozni tkani produkovan lymfocyty,
monocyty/makrofégy a endotelovymi buiikami po piedchozi stimulaci prozanétlivymi stimuly
(napf. IL-1, TNF-a, bakteridlni lipopolysacharidy) (68). Dal3im vyznamnym zdrojem jsou
keratinocyty a také fibroblasty (67). MCP-1 je duleZitym regula¢nim faktorem Casné zanétlivé
faze (69), piisobi chemoatraktivné na monocyty a stimuluje jejich pfechod z krve do postiZené
tkané. Existuje tzv. rodina transmembrinovych receptori pro chemokiny spfaZenych
s G proteiny, které se d&li na typy CCR a CXCR. Tyto receptory jsou pfitomny na povrchu
mnoha typs zén&tlivych bungk, véetng bunék endotelu (70). MCP-1 plsobi prosttednictvim
CCR2 receptoru, ktery existuje ve dvou izoformach A a B (44). CCR2 receptory jsou
transmembranové proteiny. Jsou sloZeny z extracelularni amino-terminalni domény a
cytoplazmatické karboxy-treminalni domény. Po vazbe MCP-1 na CCR2 receptor dochazi
k indukci uvolnéni histaminu, influxu Ca?* jontdl a dale se také MCP-1 podili na regulaci
exprese integrind. Aktivita MCP-1 proteinu byla studovéna in vivo na zvifecich modelech
(potkan, kralik, pes), kdy vysledky studii potvrdily signifikantni zvy3eni infiltrace monocyta v

mistech intradermaini aplikace (69).
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5. VyuZiti zviFecich experimentalnich modeli v procesu hojeni ran i#la. Prase domdci je také jedinym savcem s podobnym fidkym ochlupenim (72). Mezi

nevyhody tohoto modelu patfi vysoké néklady a naro¢néjsi koordinace experimentll, spojena s

vehledem k platnym etickym aspektim nelze hned studovat pripravek potencizing obtizn&j3i manipulaci se zvifaty a v neposledni fadé piesné dodrZovani standardnich procesii v

odporujici proces hojeni pfimo na lidech, ale je nutné vyuzivat zvitecich modeld, které is . v . - . . &1 x
pocporiict p Jentp ) Y ’ 150 metodice studii (76). Tento model je vyuZivan napf. k podrobné histologické analyze prib&hu
ro studium téchto mechanismd nejbliz$i. V tomto kontextu je podstatnym tvkolem naj ., . . . S LA i
P ! P Y - jednotlivych fazi procesu hojeni za riznych patologickych podminek (diabetické rany,
takovy model, ve kterém se mechanismus navozenych procesii co nejvice shoduje se situaci . e A - T

Y ’ P : : ’ hluboka koZni poranéni, kontaminované incize, popaleniny apod.). Pfi hodnoceni koZnich

¢lovéka a ma navic dali vyhody, pfedevsim jeho snadna dostupnost, mani ulace, homogeni i . o . .
i vyhody, pfedevsim j P p genita defektt se sleduje zastoupeni bunéénych populaci, mira reepitelizace a regenerace epidermis,

apod. Pribéh proce jeni | j h ktech velmi specificky, co se ty ) oy . Y
P procest hojent ran u Clovéka je v mnoha aspektech velmi specificky, co se tjie pritomnost zanétlive reakce, velikost granulaCni tkané, angiogeneze, fibroplazie, biodegradace

imunitni odpovédi, fyziologie a popiipad® ovlivnéni pridruZenymi vnitinimi i vnéjsimi .
P fy ¢ POPTP P Y P aplikovaného materialu atd. (76, 73).

f. . . . , w oy r e s 3 3 e . w »~ 1 o R . . ’ wyr
aktory. Neexistuje zatim Z4dny idedlni zvifeci model, ktery by spliioval viechna kriteria, Dle zpiisobu provedeni riny se tyto zavedené modely koZniho hojeni déli na tzv.

roto se pro specifické studie procesu hojeni vyuZivaji rGzné Zivoliné druhy, napi. .. . . us .y . f1 -
P pro sp P ! YHEva) Y mep excize &i incize. U excizi je odstranéna podstatna Cast tkan€, kterd musi byt nahrazena tkani
laboratorni potkan, prase domaci & laboratorni my$. Tyto v experimentélnich studiich

novou. Na tomto modelu lze zachytit viechny faze hojeni a je vhodny zejména pro studium
biochemickych a histologickych parametri. Naopak incize jsou vytvofeny ostrym tahlym

fezem, ktery ma za nasledek rychlé otevieni rany s minimalnim podkozenim okolni tkané.

zavedené druhy se snaZi modelovat moZné situace vyskytujici se pfi hojeni a jsou dilleZitym
néstrojem pro zavedeni vhodné 1é¢ebné strategie v klinické praxi. V této kapitole je kratce
pojednano o dvou nejvyuZivangjsich a nami preferovanych zvifecich modelech, laboratornim Tento typ rény je charakteristicky rychlou extravazaci plazmy, vcestovanim krevnich bunék,
potkanovi a praseti domacim. PouZiti modelu laboratorniho potkana (Ratfus norvegicus) je vytvofenim krevniho koagula s tvorbou fibrinové ztky a pfemosténim a uzavfenim okraji
rany (74).

V soucasné dobé¢ jiZ existuje fada fungujicich zvifecich modeli, které simuluji rizné

vyhodné z hlediska snadné dostupnosti, pfiméfené velikosti, finanéni nenaro&nosti a relativné

podobné stavby koZni struktury v porovnani s &lovékem. Nevyhodou je pfitomnost tkang

zvané panniculus carnosus, kieté sponténné vykazue kontrakei rény, podporuje tvorbu typy ran (s rannou infekci, nekrézou, tvorbou ulceraci a dalsi), jejichZ pouZiti se cileng voli

Kolagen a prispivé a uryehluje tak hojent koZniho defektu (71). dle studované faze hojeni (napt. epitelizace, angiogeneze, zénétliva reakee, tvorba ECM) (77).
Model velkého laboratorniho zvifete, prasete domaciho (Sus scrofa domestica) je

vhodny pro studium procesu hojeni predeviim z duvodu znaéné anatomicko-funkéni

podobnosti kozniho systému v porovnani se stavbou kiiZe &lovika (72, 73). Vyhody tohoto

modelu zahrnuji obdobny &asovy pribéh jednotlivych fazi procesu hojeni, véetné doby

obnoveni epidermélni vrstvy (30 dni) a kinetiky epidermalni proliferace (14 dnd). Stejné jako

¢lovek nema prase vyvinutou kozni strukturu panniculus carnosus, kter4 samovolng prispivé

kontrakei k urychleni hojeni rany (74). Proces reepitelizace u prasete probihd pievazné

migraci epidermalnich bun&k z obou okrajd rany (75). Epidermis je bohata na zastoupeni

Langerhansovych bunék a je sloZena ze &tyf vrstev jako u &lovéka, chybi zde pouze stratum

lucidum. Celkové se sloZeni a obsah lipidii i proteinii bliZi lidskému. Dermis tvoH strafum

reticulare a papillare, které jsou od sebe nezfetelné ohranideny a vzajemné se prolinaji.

PodkoZni tukovd vrstva nabyva tloustky 12mm s obdobnym obsahem tukovych bungk v

porovnani s lidskym jedincem. V kiiZi prasete nejsou zastoupeny ekrinni #lazy, apokrinni

zlazy pfiléhaji k chlupovym folikultiim a na rozdil od &lov&ka jsou umistény po celém povrchu
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6. Soucasny pohled na lé¢bu koZnich porané&ni

Cilem 1é&by koznich poranéni je v co nejkratsim &ase dosahnout funk&ni reparace
poskozené tkan€ nebo v nekterych piipadech pouze jeji regenerace (napf. u lehkych porangnj
typu odfenin). O3etfeni a 1é&ba rany jsou komplexnim procesem. Nejdtive se hodnoti aktualn;
stav poranéni (nekrotizujici, sucha, infikovana, secernujici rana atd.), fize hojeni a podle tohg
se voli vhodny typ kryti. VyZaduje-li to zdravotni stav pacienta je nutno také dodat nutricnj
vyZzivu (vitaminy & stopové prvky) (21, 71). V praxi je mozné pouzit lékové formy (masti,
roztoky, gely, pasty, atd.), které obsahuji farmakologicky uinnou latku, a to v kombinaci
s krycim materialem (napf. gazové &tverce, obinadla). Tento konvenéni dlouha léta pouZivany
piistup hojeni na bazi ,,suché terapie,, se stavé ji% zastaralym, ptedeviim z divodu nutnosti
Castcho pfevazovani ran, coZ je spojeno s traumatizaci pacienta a mengi Gsp&3nosti 1é€by.
Dnes preferovany tzv. moderni pfistup hojeni rdny spotiva ve vyuziti novych poznatkil o
patofyziologii hojeni a soudasném pouZiti novych technologii a metod.

Cilem moderni lé¢by na bazi vlhké terapie, kterd je na trhu zastoupena velkym
mnozstvim obvazovych materidli je pouZiti kryti s vhodnymi vlastnostmi. Pfiznivou
vlastnosti t€chto materialti pfi sprévné aplikaci, je schopnost modulace terapeutického procesu
zejména zasahem do bunéénych aktivit. Tzn. schopnych udrZet v rané vlhké prostiedi,
vytvofit optimélni pH, branit infekci, eliminovat prozanétlivé faktory (napf. volné kyslikové
radikaly, proteindzy ¢i cytokiny) a koneéng i zvysit lokalni koncentraci ristovych piisobki
(78). V soutasné dobg existuje nékolik skupin téchto materiélti, nap¥. hydrogely, aktivni uhli,
alginaty, hydrokoloidy, polymery €i polyuretanové p&ny, které jsou indikovéany na konkrétni
typ rany ¢i fazi hojeni. V kombinaci s terapeuticky G&innymi latkami (napf. stifbro, jod)
vykazuji také baktericidni ¢i bakteriostatické Gginky, coZ umoZiiuje ponechat kryti na rané i
nékolik dni. tento postup oSetfovani je charakteristicky jednoduchym pouZitim a Setrnosti vagi
pacientovi. Je také nealergizujici, bezpedny a navic relativné ekonomicky nendrogny v
piipadé hodnoceni celého priib&hu 1é&by. Piedstavuje tedy velmi Gginny zpisob o3etfovani,
ktery zaroveii zkracuje dobu terapie (79).

V klinické praxi se dostavaji do popfedi hydrofilni materidly jako je karboxyceluloza
(hydrokoloidy) ¢i jiné polysacharidy (alginaty) a to bud’ samostatn& nebo v kombinaci napf. s
kolagenem (80 ,81). Modernimi technologiemi mohou byt zpracovany do riznych variant
textilni formy, které jsou pfi aplikaci na rnu schopné zabranit nasledné infekci. Navic je
znamo, ze absorbuji sekret z rany a podporuji tak migraci a proliferaci keratinocyti, tvorbu

ECM, endotelii a pfispivaji k obnoveni porusené rovnovihy mezi reparaénimi a degrada¢nimi
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procesy v rang, a tim hojici proces pfiznivé ovliviiuji (56). U nékterych pfipravka je
nevyhodou nizka degradabilita a ukladani ve tkanich a burikich monocytomakrofagového
systému (82).

Rany hojici se per primam intentionem oby&ejné nevyZaduji Zadnou zviaStni péci.
Naopak rany hojici se per secundam intentionem ptedstavuji pro pacienta vetsi zatéz, a proto
je nutno zvazit pouziti kryti dle konkrétniho typu (dekubity, viedy, oteviené chirurgické rany,
vredy, lacerace apod.) (71).

V soutasné dobé& se pouZivaji lokaini lé¢ivé piipravky s farmakologicky u¢innou
latkou (napf. antibiotika, dezinficiencia) zejména za u€elem potlaceni infekénich komplikaci
v priib¢hu hojeni (83, 84). Rozvojem modernich pfistupd nanobiotechnologie byl zapocat
novy trend vyroby tzv. biodegradabilnich nosiéa, které svymi viastnostmi a funkcemi nabizeji
zcela nové moZnosti krycich materiali (53). Jako nosice terapeutickych latek lze pouZit napf.
hydrofilni ko/polymery (napi. metakrylaty), liposomdlni struktury, koloidni roztoky vitamind,
mineralil, potravinovych dopliiku i 1é¢iv (antibiotika a dali). Tyto materialy maji fadu dalSich
vyhod napt. postupné Ufinnou litku uvolfiovat do okoli, eliminovat vliv pusobeni
fyziologicky vznikajicich volnych kyslikovych radikalu v rané atd. (78).

Lokalni pouziti ristovych faktorli a cytokinit nepfedstavuje z klinického hlediska
v hojeni ran pfili§ velky benefit (85). Nevyhodou je rychla degradace a nutné podani n¢kolika
faktorti souéasné pro dosazeni zadaného efektu. Nicméné lokalni aplikaci téchto piipravki lze
ovlivnit konkrétni fazi hojeni, coZ se vyuZiva na experimentilnich zvifecich modelech ke
studiu poranéni rizné etiologie. Navic je moZné je aplikovat napf. pro stimulaci angiogeneze

(napf. PDGF), tvorbu granulaéni tkdné& ¢i podpofeni procesu reepitelizace (86, 79).

6.1. Mikrodispergovana oxidovana celuléza MDOC™

Mikrodispergovana oxidovana celuléza (MDOC™,) je patentem irské firmy Alltracel
(Patent Alltracel Pharmaceuticals, 1.Santar et al GB2335921) a od roku 1998 se v medicing
pouZiva jako biokompatibilni resorobovatelné hemostatikum. Tento novy piipravek je
hypoalergenni a nevyvolava negativni imunitni reakce organismu, a to ani po opakovanych
aplikacich . Jedna se o zcela biodegradabilni material s nizkou toxicitou (87, 4).

Celul6za neboli 1, 4 - {(D-glukan) je zédkladnim strukturnim polysacharidem bun&tnych
stén vyisich rostlin, ktery se dale vyskytuje v houbach a zelenych fasach. Cistou celulézu
pfedstavuji vlakna z baviniku, tzv. technicka forma se ziskava ze dieva. Jeji vlidkna jsou pevna

a nerozpustna, coZ je zplsobeno pfitomnosti &etnych vodikovych mustkd v této
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makromolekule (80, 88). Surova oxidovana celuléza (OC) piipravend procesem selektivp;
oxidace primami hydroxylové skupiny na pozici C6 s nasledné provedenou hydrolyzoy
umoziluje vznik vysoce isté formy, oznacované jako MDOCT™ (4). Jedna se o kopolymer
sloZzeny zopakujicich se jednotek polyanhydroglukuronové kyseliny (PAGA) g,
polyanhydroglukézy. Kyselina glukuronovi je organismu vlastni latkou a jeji syntéza probih4
v jatrech z glykogenu (80). Chemickou strukturou se podob4 polysacharidim ECM, jako jsouy
glykosaminoglykany (napf. heparin, kyselina hyaluronova & chondroitinsulfat) (48). OC, na
rozdil od svého prekurzoru celulézy, ktera je odbouratelnd pouze celuldzami, je za
fyziologickych podminek pomé&mg& snadno hydrolyzovatelns enzymy (B-glukuronidaza a
ziejmé také hyaluroniddza). Uplnou oxidaci celulézy vzniké oxid uhli€ity a voda. Jeji
vlastnosti jsou uréovény vznikajicimi stabilnimi intramolekulérnimi a intermolekularnimi
vodikovymi vazbami. Tyto vazby pochazeji z &etnych hydroxylovych (OH’) skupin
pfipadajicich na jednotku celuldzy. Celuléza se nerozpousti ve vodé ani v b&znych
organickych rozpoustédiech, je rozpustna napt. v roztocich médi (Cu?") s amoniakem nebo
aminy. V roztoku tvoii makromolekularni agregaty (88).

Vyrobni proces MDOC™ zahmuje komplexni zpracovéni (hydrolyzu, frakcionaci) a
Cisténi za uCelem zisku soli PAGA (nejdast&ji Na'/Ca®") v mikrodispergované formé s velkym
specifickym povrchem. Tato forma je charakteristicka také homogenni velikosti &astic (85%
<30pm, z toho 40% je<Sum). Zbytek rezidui glukézy je konvertovan na glukuronat, zatimco
nekteré hydroxylmetylenové skupiny (CH,OH) anhydroglukézy Jsou oxidovany peroxidem
vodiku za vzniku Kkarboxylovych skupin (COOH), které pak tvofi podjednotky
anhydroglukuronové kyseliny za vzniku kopolymeru anhydroglukézy a anhydroglukuronové
kyseliny. Vysokd ¢istota a stabilita této substance je vysledkem dokonalého odstranéni
zbytkovych produktii oxida&niho procesu a destabilizujicich skupin, pfevedenim na stabilni
primarni a sekundérni skupiny OH a sjednocenim polymeraniho stupné (87). Nekysely
charakter produktu je zpdsoben neutralizaci COO" skupin ionty Ca’" a Na* v poZadovaném
pomeéru (4).

Experimentalnimi studiemi bylo potvrzeno, Ze derivaty MDOC™, konkrétng Na*/CaZ"
sul PAGA podporuji rozvoj imunitni odpovédi organizmu:in vivo studie provedena na mysich
potvrdila narist tvorby kolonie stimulujicich jednotek (CFU) ve slezing o vice nez 50% po
intraperitonealni aplikaci MDOC™. Dal$imi in vivo studiemi na my$im modelu byla po
intraperitonealni aplikaci Na*/Ca®* soli MDOC™ potvrzena také proliferace monocytd a B-
lymfocytd v periferni krvi (4). In vitro studiemi na bun&énych kulturach mysich splenocyti a

lidskych perifernich leukocytt byla po pfidéni Na*/Ca** soli MDOC™ (1mg/ml) pozorovana

32

6. Soucasny pohled na lé¢bu koznich poranéni

stimulace spontanni proliferace; pouzitim cytokinovych assayli byla také zjidténa zvySena
produkce TNF-a (4). Nachtigal et al. ve studii na apo-E deficientnich my$ich prokazal v
MDOC™ v diete (6). Mechanismus u¢inku MDOC™ a jeji vliv na aktivaci procesu krevniho
srazeni neni dosud zcela objasnén, nicméné KtiZova et al. (89) ve svych studiich potvrdila
peptimy efekt MDOC™ v aktivaci trombocytll za pfitomnosti faktoru XII. a déle fakt, Ze
MDOC™ svym negativné nabitym povrchem poskytuje prostfedi pro vazbu koagulaénich
faktorti, coZ primarné pdsobi aktivaci vnitini cesty procesu krevniho sréZeni a podporuje

formaci trombinu (89, 90).
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Pro lepsi piehlednost byla pfedkladana disertaéni prace rozdélena na &ast zabyvajici se
testovanim efektu lokalné aplikovaného pfipravku MDOC™ u experimentilng navozenéhe
akutniho zénétu kiize na modelu laboratorniho potkana a prasete doméciho a dale na studium
vlivu perordlné podavaného pfipravku MDOC™ na hladiny lipidéi a aterogenezi u mysiho
modelu aterosklerézy.

Konkrétnimi cili bylo:

1. Posoudit vliv pfipravku mikrodispergované oxidované celulozy (MDQC™ resp.
Ca™/Na" PAGA) v procesu akutniho hojeni koZnich poranéni na modelu laboratorniho
potkana (Rattus norvegicus) pomoci svételné mikroskopie.

2. Porovnat u€innost jednotlivych forem MDOCT™ (prasek, sprej, gel a textilie).

3. Sledovat piipadnou zménu exprese vybranych prozan&tlivych markerd a zhodnotit
dynamiku hojeni v jednotlivych fézich s vyuZitim imunohistochemickych metod.

4. Vytvofit model trzné zhmozdéné kozni rany na velkém laboratornim zvifeti (Sus
scrofa domestica), pomoci svételné mikroskopie identifikovat kvalitativni a
kvantitativni zmé&ny v jednotlivych fazich procesu hojeni po lokalni aplikaci PAGA
v kombinaci s gentamicinem a dale ovéfit udinnost PAGA u rannych infekei
vyvolanych bakteridlnimi kmeny (St. aureus, Ps. aeruginosa a E. colj).

3. Studovat potencidini hypolipidemické uginky MDOC™ u apoE-deficientnich mysi
sledovanim parametri lipidového spektra v krvi a sledovanim  velikosti
aterosklerotickych platii a exprese bunééné adhezni molekuly VCAM-1 v t&chto lézich
pomoci imunohistochemickych a stereologickych metod.

6. Zjistit moZny mechanismus hypolipidemického piisobeni MDOC™ a posoudit, zda

muZe byt tato substance fazena do skupiny tzv. rozpustné vlakniny.
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Experimenty byly provedeny na samcich laboratorniho potkana (Rattus norvegicus
var. alba) kmene Wistar (chovna stanice Velaz s. 1. 0., Unétice). Zvitata byla po celou dobu
studie chovéna ve vivariu FaF UK za standardnich podminek s volnym pfistupem k vod¢ i
krmivu (Velas as., Lysd nad Labem). Denné byl monitorovan zdravotni stav, chovani,
spotieba krmiva a pitné vody. Chov a zachéazeni spokusnymi zvifaty byly v souladu

s pravidly schvalenymi Odbornou komisi pro ochranu zvifat proti tyrani FaF UK.

8.1. Experimentalni navozeni akutni zéanétlivé reakce

Experimentalni navozeni akutniho zanétlivého procesu bylo provedeno na potkanech
o hmotnosti 200-250g v den experimentu. V3echna zvifata byla operovana v celkové anestézii
za podminek relativni asepse intraperitonealni aplikaci Ketaminu (Narkamon, 5%, Spofa,
Ceska republika), (30-50 mg na zvife). Skupina dospélych samcl potkanti zahmovala celkem
30 zvitat, kterd byla po tydenni aklimatizaci nihodn& rozdé&lena do péti skupin po Sesti.
Kontrolni skupina (KQ), sprej MDOC™ (A), mikrokrystalicky pra§ek MDOC™ (B), gel
MDOC™ (C), textilie MDOC™ (D), (Tab. 1.).

Sije zvitete byla zbavena chlupl a oidténa od neZidoucich negistot a chirurgickymi
nizkami byl vytvofen standardni centralni kruhovy defekt (o priméru 1,5 cm) zasahujici na
uroveii fascie svaloviny. Do ran byl aplikovan pfipravek MDOC™ resp. Na'/Ca®* PAGA v
jedné davce (piekryvajici ranu), a to v riznych formach (prasek, sprej, textilie, gel). Vyjma
formy ve spreji, ktera byla pro dostateény efekt aplikovdna tfemi nastiiky. KoZni defekt byl
poté pfekryt sterilnim krytim a na okrajich pfichycen suturou. Z diivodu sejmuti kryti
zvifetem byly rany nakonec ponechdny voln€. KoZni poranéni u kontrolni skupiny byly
odetfeny pouze fyziologickym roztokem. Zvifata byla umisténa zp&t do samostatnych Cistych
boxu,
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Tab. 1 Identifikace testovanych p¥ipravka MDOCT™

Nazev testovaného
pipravku MDOCT™ SloZeni Lot No. | Expirace
T
MPOCT prisek Ca”'/Na’ sl 1.4 f-D- 2079 10-2009
polyanhydroglukuronové kyseliny
MDOC™ gel
m.doc ™
Poloxamer 405 KG 4A3 06-2007
™
MDOC™ spray nM].d‘t:;cl |
(Blood Stop ethyla | % | 08200
Haemostat) Isopropano V050 -2008
LPG
Aerosol
. m.doc ™
MDOCT™ textilie PVA 180506 05-2011
PES textilie
Kontrola fyziologicky roztok - -

8.2, Makroskopicka a histologicka analyza

Ttieti, sedmy a ¢&trnacty den po operaci byla provedena euthanasie zvifat
predavkovénim celkového inhalaéniho anestetika (Aether pro narcosi, Synthesia, Pardubice-
Semtin) s naslednym pferuSenim michy a zaznamenana hmotnost (vahy Scaltec, Sartorius
AG, Goettingen, Némecko). Okoli rény bylo oholeno a s pfesnosti na milimetry byla zmé&fena
délka rany, popt. jizvy a zhotovena fotografie (Canon Inc, Malaysia). Standardni vzorek koZni
tkan€, tzn. spodina riny s obéma intaktnimi okraji o velikosti pfiblizn& 1,5 cm, byl ihned
odebran do fixaéniho roztoku (Bouinoviiv roztok nebo 4% paraformaldehyd po dobu
48-72 hodin). Vzorky byly odvodnény acetonem (3x b&hem 16 hodin), projasnény xylenem
(2 x 15 minut) a po prosyceni parafinem (56°C, 2x b&éhem dvou hodin) zality do blo¢kd. Pro
histologicka barveni byly krajeny série podélnych fezi o tloustce 5-6 pm na diskovém
mikrotomu Leica DSC1 (Leica Microsystems GmbH, Nussloch, Némecko). Ve vyse
uvedeném intervalu odbéru bylo provedeno makroskopické hodnoceni ran, tzn, monitoring
spodiny rany, charakter krusty, okrajl rany a velikost jizvy. Klasickou svételnou mikroskopii
pomoci zikladniho barveni (hematoxylin&eosin a zeleny Massoniv trichrom) hodnoceny

dalsi parametry, tzn. zastoupeni a lokalizace bungk, rozsah reepitelizace, charakter granulacni
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{kané, mnoZstvi kolagennich vldken &i novotvorba cév. Ve bylo vidy paralelné porovnano s

kontrolni skupinou a literarnimi udaji o fyziologickém prubéhu akutniho hojeni.

8.3. Imunohistochemicka analyza

Na diskovém mikrotomu Leica DSC1 (Leica Microsystems GmbH, Nussloch,
Nemecko) byla pro imunohistochemickou analyzu krijena série podélnych fezi (o tloust'ce
5.6 wm) koZni tkané oSetfené MDOC™ ve formé mikrokrystalického prasku a tkane bez
aplikace studovaného pipravku (kontrolni skupina). U vSech experimentd bylo vyuZito tzv.
neptimé imunohistochemické metody, pfi které byla na tkafiové fezy aplikovana primarni
protilatka, kterd specificky rozeznala prokazovany antigen. Sekundarni protilitka znacena
enzymem (v naSich podminkéch) se poté imunologickou vazbou navdzala na protilatku
primarni. Specifické barveni bylo zviditelnéno pfidanim tzv. enzym-specifického substratu.
Ke studiu procesu hojeni byli zvoleni zastupci ze skupiny chemokinii a ristovych faktoru
resp. jejich receptory, konkrétné TNF RI, TGF-B RII a CCR2. Exprese byla hodnocena
v zanétlivém bun&ném infiltratu, fibroblastech, epidermalnich a endotelovych buiikidch ve
tietim, sedmém a &trnactém dnu po poranéni. Pro imunohistochemicka barveni byla zvolena
metoda EnVision. Ke znadeni antigend byly pouZity nasledujici chemikalie a protilatky
v pfisluinych fed€nich.

Eukitt (R), montovaci médium (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko).

Rabbit Anti-Rat CCR2 (ab32383) (Abcam, Cambridge, Velka Britanie), zfedéni 1:250.

Rabbit Anti-Rat TNF RI (ab19139) (Abcam, Cambridge, Velka Britanie), zfedéni 1:100.

Mouse Anti-Rat TGF-B RII (L-21): sc-400 (Santa Cruz Biotechnology, California, USA), zied&ni
1:100.

DAB (diaminobenzidin-substrat pro peroxidazu) chromogen-3,3 diaminobenzidin, @bstrét—chromogen
roztok (Dako, Carpenteria, USA), DAB v poméru 20 pl/ml pufru (pufr je soué.ésti kitu). ’

Citratovy pufr (pH = 6,0), Kyselina citronova monohydrat (0.99 g), Citronan sodny (6.43 g),
Destilovana voda (ad 500.0 ml). ‘ ' )
Goat sérum (Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko). Rat sérum (Sigma Aldrich (}hem1e,
Steinheim, Némecko). Goat anti-rabbit sekundarni protilatka + 2% potkani sérum. Goat anti-mouse
sekundarni protilatka + 2% potkani sérum. Sekundarni protilatka EnVi.sionTM, rfeady to use
(DakoCytomation, Carpenteria, USA). BSA bovine serum albumin (Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim, Némecko). )

PBS (fosforednanovy puft) - Chlorid sodny (80.0g), Chlorid draselny (2.0g), Hydrogenfosfore¢nan
draselny (2.0g), Dihydrogenfosfore¢nan sodny (11.5g), Destilovana voda (ad 1000.0 ml), pH = 6,8.
Tento roztok se dale fedi 1:10 redestilovanou vodou, pH vysledného roztoku je 7.43 £ 0,01.
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9. Vysledky makroskopické analyzy

NiZe uvedena fotograficka dokumentace o3etfenych povrchovych koznich poranénj
ptipravkem MDOC™ poukézala na kompletni zhojeni u viech aplikovanych forem. Nicméng
makroskopickou analyzou oSetfenych ran nebyly viditelné Z4dné rozdily v porovnan;
s kontrolni skupinou zvifat. Reprezentativni fotografie MDOC™ skupin a kontrolni skupiny
jsou uvedeny nize.

Jiz v Gvodu experimentl se bezprostfedné po poran&ni v nuchlni oblasti uplatni]
hemostaticky efekt vSech forem MDOCT™, Tato pozorovéni byla mirng odlisna u piipravku
MDOCT™ ve spreji, kdy bylo nutno opakovat trojnasobny nasttik (Obr. 7A). Ve zvolenych
intervalech sledovani jsme opakovang zjistovali postupné kontrahovani koznich poranéni,
které probihalo ve viech skupindch obdobné a vytstilo v kompletni vyhojeni kruhového
defektu do ¢arovité jizvy. Miméa obména byla pozorovana po aplikaci praskové formy (Obr.
8B, C) a gelu (Obr. 9B, C) MDOC™, kde bylo {ipiné uzavieni defektu a odlougeni krusty
Casove prodlouZeno v porovnani s kontrolni skupinou, coZ ale nemélo vliv na vytvofeni Jizvy.
Pfi sledovadni tvorby krusty (fibrinové koagulum) kryjici ranu byly u jednotlivych
studovanych forem MDOC™ zjistény mirné rozdily. U skupiny zvitat s aplikovanym sprejem
byla viditelnd tenkd v prvnich tfech dnech hemoragicka krusta (Obr. 7B, C), postupné
dochazelo k jejimu zaschnuti a po &trnacti dnech k odloueni. Nejvy3si hemoragicka zétka
byla zaznamenéna u pragkové formy MDOC™ (Obr. 8B), nicméné i ta se pfi kontrahovani
rany postupn€ odlu¢ovala. Krusta po aplikaci gelu a textilie MDOC™ byla ve tfetim dnu se
zvln€nym povrchem a nerovnymi okraji a pfetrvavala i béhem sedmého dne po poranéni
(Obr. 9B, C). Nakonec také doslo k jejimu odlouceni bez vyznamnych histologickych zmén.
U nékterych zvifat viak textilie odpadla jiZ tieti den po poranéni (Obr. 10B), co bylo
zohlednéno v celkovém hodnoceni. Kontrolni koZni rany vykazovaly prevaing suchy tenky

kryt, ktery byl postupné odlouden a zhojen ve &trnactém dnui do jizvy (Obr. 6B, C, D).
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Obr. 6 Kontrolni skupina zvifat bez aplikace pipravku MDOCT™, Vytvoreni kruhové kozni rany
v den operace (A). Krusta pokryvajici povrch rany tieti den po poranni (B). Réna v sedmém dnu po
poraném' (C). Vytvofeni jizvy ve &trnactém dnu po poranéni (D).
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| Obr. 7 Experimentilni skupina zvifat, aplikace MDOC™ ve formé spreje. Aplikace obr. 8 Experimentilni skupina zvifat, aplikace MDOC™ ve formé biodegradabilniho prasku,
MDOC™ v den operace (A). Krusta s hladkym povrchem ve tietim dnu po poranéni (B).

Pfetrvavajici hemoragicka krusta v sedmém dnu po poranéni (C). Vytvoieni jizvy ve po
¢trnactém dnu po poranéni (D). ®)

ofeni kozni excize a aplikace MDOC™ (A) v den operace. Hemoragické krusta ve tfetim dnu po
ranéni (B). Krusta v sedmém dnu po poranéni (C). Vytvofeni jizvy ve &trnictém dnu po poranéni

I
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Obr. 9 Experimentilni skupina zvifat, aplikace MDOC™ ve formé gelu. Vytvoieni koZnihg
defektu v den operace aplikace MDOC™ (A). Krusta se zvinénym povrchem (B) ve tietim dnu po
poranéni. Pfetrvavajici krusta v sedmém dnu po poranéni (C). KoZni rina ve &trnictém dnu po
poranéni (D).
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Obr. 10 Experimentilni skupina zvifat, aplikace MDOC™ ve formé textilie. Réna s aplikovalfou
MDOC™ ve formé textilie v den operace (A). Vytvofeni krusty ve tfetim dnu po poranéni (B). Réna

v sedmém dnu po poranéni (C). Vytvofeni jizvy ve étrnactém dnu po poranéni (D).
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Histologické analyza koznich poranéni oSetfenych ptipravkem MDOC™ ve formg
spreje, prasku, gelu a textilie neprokézala Z4dné rozdily v priib&hu jednotlivych fazi procesy
akutntho hojeni v porovnani s kontrolni skupinou. Z tohoto divodu zde uvidime pouze
vybrang reprezentativni histologické obrazky.

Ve tfetim dnu po poranéni byl povrch koZni rAny u MDOCT™ i kontrolni skupiny kryty
fibrinovym koagulem. Pt spodni hranici krusty a déle v dermis byla zachycena probihajicf
zanétliva bun&na reakce (kulatobunéény infiltrat), tzn. pfitomnost neutrofilnich granulocytd,
lymfocyth, monocyti pfip. makrofagi. Dale byla v dermis u obou skupin zjisténa tvorba
granulaéni tkané s fibroblasty a nové se tvoficimi cévami.

V sedmém dnu po poranéni byla u kontrolni i MDOC™ skupiny zvitat viditelna z&asti
regenerovand epidermis. NejvySsi epidermalni kryt defektu v&etnd vysokého zastoupeni
epidermélnich bun&k byl patrny u praskové formy MDOCT™, Stfed koZnich incizi vypliiovala
ECM s fibroblasty a kolagennimi vlikny. U kontrolni skupiny byly v dermis viditelné také
etné hyperemické cévy. Doznivajici zanétlivd reakce a zbytky granulaéni tkang byly
pozorovany ve vEtsi mife u o3etfenych poranéni, vietn& velkého mnoZstvi makrofagli zvlaste
u MDOC™ ve formé textilie.

Ve &tréctém dnu po poranéni byla u kontrolni i MDOC™ skupiny zvitat viditelna
kompletni regenerace epidermis. U MDOC™ skupin pietrvavala v prostfedi nové vytvofené
ECM stale bun&nd reakce a velké mnoZstvi fibroblastd. U kontrolni skupiny zvifat byl
viditelny vysoky obsah kolagennich vléken a naopak mensi zastoupeni fibroblastii. Cely

proces hojeni byl kompletni a srovnatelny s fyziologickym priib&éhem.

10. Vysledky histologické analyzy

Obrazové piiloha k mikroskopickému hodnoceni hojeni akutniho procesu koZnich poranéni ve
tFetim, sedmém a étrnactém dnu po poranéni. Histologicky obraz koZni tkiané byl u jednotlivych
forem MDOC™ ve sledovanych intrevalech velmi podobny, z tohoto divodu zde uvidime

yybrané reprezentativni obrazky:

Obr. 11 KoZni rana ve tfetim dnu po poranéni, aplikace MDOC™ ve formé mikrokrystalického

rasku. ) o
govrch rany je kryty hemoragickou krustou pod kterou je patrny kulatobunéény infiltrat (Sipka) s
granulatni tkéni. Barveni hematoxylin&eosin] orig. zvétseni 100x a 200x.

Obr. 12 KoZni rana v sedmém dnu po poranéni, aplikace MDOC™ ve formé spreje.
Detail granulaéni tkané sbohatou vaskulaturou a infiltritem zanétlivych bun&k. Barveni Zeleny
Trichrom, orig, zvétseni 200x.
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Obr. 13 Kontrolni koZni rana v sedmém dnu po poranéni. Obr. 15 KoZni riana ve ¢trndctém dnu po poranéni, aplikace MDOC™ ve formé gelu.
Hranice (Sipka) intaktni Casti kiiZe s koznimi adnexy a rany p¥i levém hornim okraji s nové se tvorie| Remodelace epidermis a dermis s bohatym zastoupenim fibroblastu v porovnani s kontrolnj skupinou.
epidermis. Barveni hematoxylin&eosin, orig. zvét§eni 200x. Barveni hematoxylin&eosin, orig. zv&tSeni 200x.
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Obr. 14 KoZni riana ve étrnictém dnu po porangni, aplikace MDOC™ ve formé& gelu.

Kompletni remodelace epidermis a dermis. V prostfedi dermis je patrna extraceluldrni matrix v X : M
s fibroblasty. Barveni hematoxylin&eosin, orig. zvétseni 200x. 33;:&;:;:;;:2:: ‘l;eréé;ll:l dctém dnu po poranéni, aplikace MDOC™ ve formé

Ko#ni rdna na povrchu kryta krustou s kompletni regeneraci epidermis a vytvoienou extracelularni
matrix. Barveni hematoxylin&eosin, orig. zvétseni 100x.
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Obr..l7 Kpini l;éna ve étrnactém dnu po poranéni, aplikace MDOC™ ve formé gelu. 11. V)’fSled ky imunohistochemické analyzy
Hranice (3ipka) intaktni £asti kuze s koZnimi adnexy a rany s kompletni remodelaci dermis a

epidermis. Barveni hematoxylin&eosin, orig. zvétieni 100x.

*  11.1. Imunohistochemické barveni TNFRI
Exprese membrinového receptoru pro TNF-o byla viditelnd infiltrovanymi
zAnétlivymi buiikami (makrofagy a lymfocyty) pifi spodni hranici krusty jiZ tfeti den po
| poranéni u MDOC™ i kontrolni skupiny. Déle v endotelovych buiikdch, zejména pii
intaktnich okrajich rany s vyraznou reakci barveni u skupiny MDOC™,

V sedmém dnu po operaci byl patrny narust regenerované epidermis s expresi TNFRI
epidermdlnimi a endotelovymi bufikami u experimentalni MDOC™ i kontrolni skupiny. U
MDOC™ skupiny byla déle v prostfedi granulaéni tkdné piitomna vyrazna reakce s expresi
TNFRI zanétlivymi buiikami. Ve stfedu rany byli jiZ patrné proliferujici fibroblasty, pfi¢emz
mnozstvi t&chto bunék se zdalo byt o néco niZ$i v porovnani s kontrolni skupinou.

Ve &étrnactém dnu po poranéni byla viditelnd kompletni regenerace epidermis se

slabou expresi TNFRI epidermélnimi buitkami u kontrolni skupiny. U experimentalni skupiny
byla zachycena exprese tohoto receptoru v zanétlivém infiltratu v prostfedi extracelularni

matrix a dale endotelovymi butikami cév.

11.2. Imunohistochemické barveni TGFB RII

Exprese TGFP RII byla pozorovana jiz na po¢atku ¢asné faze procesu hojeni, tzn. tieti
den po poranéni butikami zanétlivého infiltratu pfi spodni hranici krusty a v granulaéni tkani u
MDOC™ gkupin. U kontrolni skupiny byla exprese tohoto receptoru velmi slaba.

Vsedmém dnu po poranéni byla exprese TGFf RII viditelnd v
keratinocytech regenerované epidermis bez rozdili v intenzité barveni u obou skupin. Déle
byla exprese detekovana ve fibroblastech v mist& extracelularni matrix a endotelovych

buiikach hyperemickych cév ve vét$i mife u kontrolni skupiny. U MDOC™ ogetfenych ran

byla exprese pozorovana v dermis pfetrvavajicimi bufikami zanétlivého infiltratu.

Exprese TGFp RII byla u skupiny s oSetfenymi poranénimi viditelna ve &trndctém dnu
I po poranéni v zanétlivych burikach v prostiedi extraceuldrni matrix o slabdi intenzit®
v porovnani s kontrolon. U obou skupin byla dale exprese TGFp RII patrnd také

epidermalnimi buiikami regenerované epidermis.
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11.3. Imunohistochemické barveni CCR2

Exprese CCR2 receptoru monocytarniho chemotaktického faktoru byla u hodnocenyeh
fezu kontrolni koZni tkan& patrn4 jiZ ve tfetim dnu po poranéni buiikami zan&tlivého infiltrag,
v prostiedi krusty. U MDOC™ skupiny zvifat exprese pozorovana nebyla.

Vsedmém dnu po poranéni byla exprese tohoto receptoru viditelnd v burikach
epidermis o vyrazné a srovnatelné intenzité¢ imunohistochemického barveni u obou skupin,
Déle v burikich zanétlivého infiltratu (lymfocyty, monocyty a makrofagy), coZ bylo
vyjadfeno slab&jsi reakei imunohistochemického barveni u MDOC™ skupiny.

Ve &tmactém dnu byla u kontrolni skupiny exprese CCR2 zachycena fibroblasty
v prostfedi remodelované extracelularni matrix. Dale byl imunohistochemickym barvenim

tento faktor viditelny v epidermélnich a endotelovych buitkach s vétsi intenzitou barveni u

kontrolni skupiny.

50

11. Vysledky imunohistochemické analyzy

Obr. 18 Exprese TNFRI v koZni tkdni u MDOC™ skupiny a kontrolni skppiny (KO) ve 'ti‘et'im
dnu po poranéni. U kontrolni i MDOC™ skupiny je viditelna V)’uta?;né reakce .ImUI'IOhIS‘t'O(fhe‘I‘I‘lICkC!'IO
parveni s expresi TNFRI v zanétlivém infiltratu pfi spodni hranici krusty (3ipka) kryjici ranu, dale
v prostf'edi granulaéni tkan€ a v endotelovych burikach. Origin. zvétSeni 100x a 200x.
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11. Vysledky imunohistochemické analyzy

Obr. 19 Exprese TNFRI v koZni tkani w MDOC™ skupiny a kontrolni skupiny (KO) v sedmém
dnu po poranéni. U MDOC™ i KO skupiny je patrnd exprese TNFRI zanétlivymi buiikami
v prostfedi vytvofené granulaéni tkané. Orig. zvétseni 200x.
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Obr. 20 Exprese TNFRI v koZni tkani u MDOC™ skupiny a kontrolni skupiny (KO) ve
¢trnactém dnu po poranéni. U KO skupiny je patrna slaba exprese TNFRI epidermalnimi bufikami,
zatimco u MDOC™ skupiny je TNFRI detekovan buitkami zanétlivého infiltratu a endotelovymi
buiikami vytvofenych cév prostfedi extracelularni matrix. Orig. zvét§eni 200x.
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oObr. 21 Exprese TGFp RII v koZni tkani u MDOC™ skupiny a kontrolni skupiny (KO) ve
tfetim dnu po poranéni. U KO skupiny neni patrna exprese v prostiedi krusty, zatimco u MDOC™
skupiny je viditelnd zénétlivym infiltritem a dale endotelovymi buiikami cév (Sipka) v granulacni
tkani. Orig. zvét3eni 200x.

Obr. 22 Exprese TGFp RII v koZni tkdni u MDOC™ skupiny a kontrolni skupiny (KO) v
sedmém dnu pe poranéni. U KO skupiny je tento receptor exprimovén buiikami epidermis, zatimco
u MDOC™ skupiny bufikami zinétlivého infiltratu v prostiedi tvofené extracelularni matrix. Orig.
zvétieni 200x.

iy

e LA 8 [

(!




11. Vysledky imunohistochemické analyzy

Obr. 23 Exprese TGFB RII v kozni tkani u MDOC™ skupiny a kontrolni skupiny (KO) ve
ctrnéct{em dnu po poranéni. Exprese receptoru pro TGFp je viditelna u KO skupiny epidermélnimi
busikami. U KO skupiny dale fibroblasty v prostfedi extracelularni matrix. Orig. zvétseni 200x.
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11. Vysledky imunohistochemické analyzy

obr. 24 Exprese CCR2 v koZni tkini u MDOC™ skupiny a kontrolni skupiny (KO) ve tfetim
dnu po poranéni. Exprese CCR2 receptoru je patmi pouze u KO skupiny zvifat v buiikach
zanétlivého infiltratu p¥i spodni hranici krusty pokryvajici ranu. Orig. zvétSeni 200x.

O
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Obr. 25 Exprese CCR2 receptoru v koZni tkani u MDOCT™ skupiny a kontrolni skupiny (KO) v
sedmém dnu po porandni. Exprese CCR2 je patrna epidermalnimi buitkami u obou skupin o
srovnatelné intenzit® barveni a dale zanétlivymi butikami ($ipka) v KO skupiny v prostiedi
extracelularni matrix. Orig. zv&tSeni 200x.
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11. Vysledky imunohistochemické analyz,

Obr. 26 Exprese CCR2 receptoru v koZni tkdni u MDOC™ skupiny a kontrolni skupiny (KO)
ve étrnactém dnu po poranéni. Exprese CCR2 je patrna epidermalnimi buiikami a fibroblasty s vt
intenzitou barveni u KO skupiny. Orig. zvétieni 200x.
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12. Studium vlivu derivatu MDOC™ na proces hojeni u

infikované koZni rany

V ndvaznosti na studii sledovani vlivu lokélné aplikované MDOC™ na proces
akutniho hojeni ran na potkanim modelu, byla uskutednéna obdobna pilotni analyza na
velkém laboratornim zvifeti, Studovanym pfipravkem byla sodnovapenata sl (PAGA)
mikrokrystalické celulézy ve formé textilie v kombinaci snavazanym genatamicinem
(Alltracel lab., Dublin).

K histopatologické analyze koZnich incizi byl zvolen experimentalni model velkého
laboratorniho zvifete (prase domaci, Sus scrofa domestica), piedeviim z diivodu znaéné
anatomicko-funkéni podobnosti koZniho systému se stavbou kuZe Eloveka (72, 73). O tomto
experimentalnim modelu, bylo jiz pojednano blize v kapitole VyuZiti zvifecich
experimentalnich modell v procesu hojeni ran.

Tymy zkuSenych odbomiki se jiz tadu let zabyvaji vyvojem a neustidlym
zdokonalovanim pfipravkl pro opera¢ni saly s cilem zamezit vzniku &i rozvoji nezadoucich
nozokomialnich infekci. Zdrojem téchto nakaz jsou predevsim rezistentni kmeny bakterii,
jako je Staphyloccocus aureus, Pseudomonas aeruginosa (91) &i Escherichia coli. Infekce ran
zpusobené chirurgickym vykonem se oznaéuji jako tzv. SSI (Surgical Site Infections) a tvoii
druhou nejpocetnéjsi skupinu nozokomialnich nakaz (92). Déli se na skupinu SSI nachazejici
se piimo v incizi a dale na tzv. orgdnové nékazy, pfitomné ve viech tkanich postiZenych pti
zdkroku. Vyskyt t&chto infekci je podminén fadou faktori a je komplikaci se zavaZnymi
nasledky pro pribéh hojeni rany, které mohou ohrozit pacienta na Zivot€¢ (93).
Z ovlivnitelnych faktorii je to napf. vybér optimalni operaéni techniky ¢i pfisné dodrZzovani
hygienickych zasad. Z neovlivnitelnych celkovy stav pacienta a charakter choroby.
Osetfovani infikovanych ran vyZzaduje pfedeviim kultivaéni vySetfeni z rany, které umozni
vybér cilené antibiotické 16€by. U lehkych forem poranéni jsou &asto Zadouci vyplachy nebo
obklady s dezinfek&énimi roztoky (napf. Betadin®, chlorhexidin) (94) a pouZiti materialu, ktery
nezadrzuje infikovany sekret v rané. I pfesto, Ze antibiotickd profylaxe pfispé€la v poslednim
Etvrtstoleti k podstatnému sniZeni vyskytu téchto infekei, pfedstavuje stale riziko v pipadg
pfitomnosti rezistentnich bakterii (meticilin rezistentni Staphyloccocus aureus, Pseudomonas
aeruginosa) (95, 96). Rizné typy chirurgickych zakrokl se li§i stupném kontaminace rany
(97). Rozlisuje se rana <&isti, tzn. srizikem kontaminace do 1,5%, dale rana &ista
kontaminovana (7%), rana kontaminovana {(15%) a rédna znec¢i§téna (40%). MoZnosti 1écby

rannych infekci zahmuji tedy zamezeni rizika vzniku infekce (ATB profylaxe, asepse),
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chirurgické o3etfeni (debridement, odstranéni cizich téles, vyplach, drena?), popfipadg
imunoterapii ¢i aplikaci lokalnich antimikrobidlnich prostiedkG (antibiotika, preparaty
s jodem ¢i stifbrem) (98).

Gentamicin je $irokospektré baktericidni aminoglykosidové antibiotikum uginné proti
gram-pozitivnim a gram-negativnim bakteriim. Je rychle absorbovan a po intramuskularnj
aplikaci dosahuje maximalnich plazmatickych hladin za 30-90 minut. Terapeutické hladina je
v krvi méfitelnd po dobu 6-8 hodin. PiibliZzné 90% gentamicinu je vyloudeno v nezménéné
formé glomerularni filtraci moéi. Garamycin Schwamm® je komerénim ptipravkem
vyuzivanym v mnoha chirurgickych oborech v prevenci a 1é¢bé infekei zvlasté u pacienti
s rizikovymi faktory (napf. diabetes mellitus). Mezi hlavni vyhody jeho pouZiti patii v&asny
nastup vysoké lokédlni koncentrace navézaného antibiotika G&inné i proti rezistentnim
kmenim bakterii, {imZ se vyznamn& sniZuje riziko infekce a zkracuje doba hospitalizace

pacienta (99).
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Tato studie probihala na pidé Fakulty vojenského zdravotnictvi UQ, Hradec Kralové
za koordinace hlavnim fesitelem z katedry véleéné chirurgie. Vyzkumny projekt byl schvalen
Etickou komisi UO v Hradci Kralové pro praci s laboratornimi zvifaty a pro ochranu zvifat
proti tyréni. Laboratornim modelem bylo prase domaci (Sus scrofa domestica, chovna stanice
Jasenna, Ceska republika) sami&iho pohlavi o hmotnosti 35-45 kg v den operace. Zvitata byla
po celou dobu studie ustijena v prostorach vivaria UO Fakulty vojenského lekafstvi, za

standardnich podminek, jednotlivé a pod stalym veterinArnim dohledem.

13.1. Experimentalni vytvoreni modelu infikované koZni rany

Studovanym piipravkem byla PAGA (Alltracel lab., Dublin) inkorporovana do
nanovlakenné matrix vsticbatelného polyvinylalkoholu (PVA) ve formé nosife
antimikrobidlni 14tky. Jednalo se o prouZek nanovlakna (5 x 1,6 ¢cm) s 10,83 mg gentamicinu.
Pro srovnani u¢innosti tohoto piipravku byl pouZit komeréni Garamycin Schwamm® (Innocol,
Seal/Donal, SRN), ktery je sloZzen z kolagenni hmoty, ktera slouZi jako nosi¢ gentamicin
sulfatu.

Navozeni ranné infekce kozZni rany bylo provedeno na 18 samicich prasete domaciho,
nahodné rozdélenych do tii skupin. V kaZdé skupiné byla vzdy na dvou jedincich testovana
ucinnost studovanych pfipravkt a mikrobidlniho agens (Staphyloccocus aureus,
Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli). V den experimentu byla intramuskularng¢ do
oblasti $ijového svalstva podana premedikace podle protokolu: ketamin (Narkamon, Zentiva,
Ceska republika) (30 mg/kg), azaperon (Stresnill, Janssen Pharmaceutica, Belgie) (40 mg/kg)
a atropin {Atropin Biotika A.U.V., Biotika, Slovenska republika) (0,5 mg/kg). Po nastoupeni
sedace byla kanylovéana aurikulami Zila a zvifata byla po celou dobu experimentu udrzovana
v celkové anestézii pomoci intravenozné aplikovaného ketaminu.

Paravertebralni oblast samic byla oholena a dezinfikovéna roztokem Betadinu® (EGIS
Pharmaceuticals Ltd., Mad’arsko, Mundipharma, A.G., Svycarsko). V celkové anestezii za
dodrZeni viech kautel asepse bylo chirurgickym skalpelem vytvofeno osm koZnich incizi
(0 délce 5 cm, oznaleny L1-L4 leva strana a P1-P4 pravd strana) sbodnimi triné
zhmozdénymi zafezy. Rany o velikosti 5 x 2 x 0,5 cm zasahovaly aZ na Groveil fascie. Na
spodinu ran bylo aplikovano 0,5 ml suspenze infek&niho agens (10° CFU/ml) a po 45
minutich konkrétni studovany p¥ipravek. P¥i¢emZ dvé rany slouZily jako kontrolni, tzn. L1

byla pouze infikovand a P4 &ist4 bez aplikace ptipravku. Incize byly kryty sterilnim krytim,
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které bylo zafixovano k zaloZenym koZnim stehiim a pfekryto platénou rouskou. Kontrola rap
byla provedena po 24, 48 a 168 hodinach za uvedeni zvifat do kratkodobé celkové anestesie.
Bylo provedeno makroskopické hodnoceni ran, fotograficka dokumentace a odbé&r vzorka ke
kultivaénimu vySetfeni a v den ukon&eni experimentu (sedmy den po operaci) odbér koZni

tkan¢ pro histopatologické vysetieni.

13.2. Makroskopicka a histologicka analyza

Sedmy den po operaci byla provedena euthanasie zvifat pomoci intravenézng
aplikovaného pfipravku T-61 (Intervet Kanada Ltd., Kanada). Standardni vzorek spodiny a
okrajll rdny o velikosti 1,5 cm byl ihned odebran do fixaéniho roztoku. Pro histologicka
barveni byly krajeny série podélnych fezi o tloustice 5-6 um na diskovém mikrotomu Leica
DSC1 (Leica Microsystems GmbH, Nussloch, Némecko). Klasickou svételnou mikroskopii
pomoci zakladniho barveni (hematoxylin&eosin a zeleny trichrom) bylo hodnoceno
zastoupeni a lokalizace bunék, tloustka epidermis, charakter granulaéni tkan&, coZ bylo vdy
srovnano s kontrolni skupinou.

Pfi makroskopickém hodnoceni rany byla sledovéna piitomnost zanétlivych zmé&n
(edém, zarudnuti, sekrece), uzavirani a charakter okrajii rAny a mira vstiebani pripravku. Tzn.,
byl zjistovan polet ran <Cistych skompletné vstiebanym preparitem, ran &istych
s nevstfebanym prepardtem a ran se zjevnymi zndmkami infekce (zanétlivy exsudat, povlak
na spodiné rany) a nevstfebanym preparatem, coZ bylo vZdy vztaZeno k celkovému poétu ran.
Do vysledkidi nebyly zahrnuty rany kontrolni, tzn. bez pfitomnosti zkouseného preparatu.
Vysledky byly zaneseny do tabulek. Dale byla zhotovena fotografick4 dokumentace ran v den

operace, tfeti den po operaci a sedmy den pii ukon&eni experimentu.

13.3. Mikrobiologicka analyza

Pro hodnoceni OCinnosti studovanych pfipravkd byla na krevnim agaru provedena
primokultivace a kultivace mikrobiologického substratu odebraného ze spodiny ran v prvnim,
druhém a sedmém dnu po operaci. Cilem bylo zhodnotit Gginnost pfipravki, tedy podet
negativnich ran na pfitomnost jednotlivych infek&nich agens. Statisticka analyza (Fishertv
test) byla provedena z primokultivaci pro kazdé infek&ni agens a typ rany (Cist4, infikovana,
infikovana s aplikaci studovaného piipravku PAGA snavdzanym gentamicinem, popf.
Garamycinem Schvamm®), coz bylo vztazeno k celkovému podtu ran. Ziskané vysledky

z primokultivaci a kultivaci byly zaneseny do tabulek.
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Pro mikrobiologické hodnoceni (i¢innosti studovaného piipravku PAGA s navazanym
gentamicinem byly rozhodujici vysledky primokultivace ze sedmého dne po operaci. Celkové
se mikrobiologickou analyzou rannych infekci potvrdila vy38i antibakteridlni uginnost
piipravku Garamycin Schwamm®, tzn. baktericidni efekt. Nicméné u studovaného ptipravku
PAGA s navazanym gentamicinem byla prokazana dostate¢na G¢innost v rané pro potladeni
infekce. Dale v pfipadé ran infikovanych kmenem Ps. ageruginosa, vykazal vys$i ncinnost

® u ran infikovanych kmenem St. aureus neprokazaly oba

pfipravek Garamycin Schwamm
piipravky dostatedny efekt. Ve skuping ran s aplikovanou E. coli byla potvrzena obdobna
dostadujici u¢innost obou pfipravki. Pfi hodnoceni byla potvrzena sekundérni kontaminace
ran, coz bylo pravdépodobné zpusobeno nedostatetnou vzdédlenosti mezi jednotlivymi
poranénimi a mohlo tak vést k negativnimu ovlivnéni vysledki. Na zikladé vysledki
primokultivace a kultivatnich vySetfeni, nebyl Fisherovym testem potvrzen statisticky
vyznamny rozdil mezi jednotlivymi aplikovanymi agens.

Makroskopickou analyzou bylo po 48 hodinach zji$t€no vstrebéani piipravku PAGA
téméf u viech lé&enych ran a sedmy den pii ukonceni experimentu, byla PAGA s navazanym
gentamicinem vstiebana zcela. U kontrolni skupiny s aplikaci Garamycinu Schwamm® ve
formé& kolagenni houby se z po&atku plisobeni piipravku zdalo jako nezadouci a bylo spojeno
s delsi dobou vstfebavéani. U infikovanych ran byl tento preparat patrny jesté sedmy den po
poranéni, pfi¢emzZ rany vykazovaly znamky infekce (exsudat, povlak spodiny rany).

Mikroskopickym vysetienim odebranych tkafiovych vzork byl ovéfen standardni
priubéh hojivého procesu v podminkach infiltrace aplikovanych patogent. V makroskopickém
hodnoceni studovaného pfipravku se vyrazn& projevily hlavni pozitivni vlastnosti, tzn.
biokompatibilita a schopnost kompletni resorpce. Nicméng piitomnost bohaté granulacni
tkang, infiltrace centra i okoli rany prozanétlivymi bufikami (zejména makrofagy), vysoky
stupefi reepitelizace, angiogeneze a fibroplazie nepotvrdila progresi procesu hojeni v

porovnani s kontrolni skupinou.
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obr. 27 Experimentilni model infikované riny s triné zhmodénymi okraji. Chirurgicke
yytvofeni koznich incizi v paravertebralni oblasti prasete domdciho.

Tab. 2 Makroskopické hodnoceni koznich poranéni (poet ran/celkovy podet ran) prvni, druhy ,
sedmy den po operaci. V tabulkich je uveden zjidt€ny pocet ran Cistych s kompletné vstiebanym
ptipravkem (1), ran &istych s patrnym piipravkem (II), ran s mistnimi zndmkami infekce s patmym
pfipravkem (III), vztaZeno vzdy k celkovému pottu ran. Pro kazdé infekeni agens a aplikovany typ
preparatu je uvedena samostatna i souhrmna tabulka.

Ps. aeruginosa

L —

textilie MDOC™ Garamycin Schwamm ™
1.DEN | 2.DEN | 7.DEN 1.DEN | 2.DEN | 7.DEN |
1 12/12 7/12 9/12 0/12 0/12 212
I1 0/12 4/12 2/12 5/12 8/12 0/12
Il 0/12 1/12 1/12 7/12 4/12 10/12 |
St. aureus
textilie MDOC™ Garamycin Schwamm”
1.DEN | 2.DEN | 7.DEN 1.DEN | 2.DEN [ 7.DEN |
| 1/12 10/12 11/12 0/12 0/12 3/12
11 4/12 2/12 0/12 2/12 9/12 0/12
111 7/12 0/12 1/12 10/12 3/12 9/12
E. coli e
textilie MDOCT™™ Garamycin Schwamm®
1.DEN | 2.DEN | 7.DEN 1.DEN | 2.DEN | 7.DEN
I 0/12 1/12 912 0/12 0/12 0/12 Obr. 28 Detail kontrolni fyziologické rany (KO) a riny infikované s aplikovanym piipravkem
11 8/12 9/12 3/12 0/12 0/12 0/12 PAGA s navazanym gentamicinem v den operace.
111 4/12 2/12 0/12 12/12 12/12 12/12

Souhrnna tabulka vSech testovanych agens
Ps.aeruginosa + St. aureus + E. coli

textilie MDOC™ Garamycin Schwamm®
1.DEN | 2.DEN | 7.DEN 1.DEN [ 2.DEN | 7.DEN
I 13/36 18/36 29/36 0/36 0/36 5/36
I 12/36 15/36 5/36 7/36 17/36 0/36
111 11/36 3/36 2/36 B 29/36 19/36 31/36
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Obr. 29 Koini incize druhy den po operaci. Zprava jsou viditelné tfi rany s aplikaci PAGA 5
navazanym gentamicinem s mirnym povlakem na spodiné. Kontrolni rana (KO) je Cista se zataZenymi
okraji.

14. Vysledky

Obr. 31 KoZni incize sedmy den po operaci. Zprava jsou viditelné tfi infikované rany s aplikaci
PAGA snavazanym gentamicinem. Prvni rdna zprava je charakteristickd gelovitym povlakem
spodiny, u druhé a teti rany je patrna serézni sekrece. Kontrolni rana (KO) je bez znamek infekce.

Obr. 30 Rana infikovana s aplikovanym pFipravkem PAGA. Detail rany s mimym povlakem
spodiny a dosud nevstiebanym nosi¢em druhy den po operaci.

Obr. 32 Ko#ni incize sedmy den po operaci. Tyto reprezentativni fotografie zachycuji zleva, ranu
pouze infikovanou (INF), gistou (KO) a ranu infikovanou s aplikaci pfipravku PAGA s navazanym
gentamicinem.
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Obr. 35 Rana s infektem a aplikaci PAGA s navazanym gentamicinem. Uprostied rany je patrny

exsudat bohaty na zanétlivy kulatobunéény infiltrat (zelena Sipka) s erytrocyty a fibrinovymi vlakny.

poranéni v sedmém dnu po poranéni: Ve spodni &asti je zobrazena jiZ diferencujici se epidermis (Eervend $ipka) a pii hornim okraji je
viditelnd intaktni epidermis. Barveni Zeleny Tri 00x.
- i .

Obrazova piiloha k mikroskopickému hodnoceni hojeni akutniho procesu koZnich infikovanych

Obr. 33 Detail intaktni epidermis v okoli infikované rany. V epidermis jsou zvlaté patrné buiky
stratum spinosum s tonofibrilami (Cervena 3ipka), v dermis je viditelnd mimna infiltrace leukocyti
(zelena %ipka). Barveni Zeleny Trichrom, orig. zvétSeni 400x.

Obr. 34 Cista kontrolni rana. Ve spodni ¢asti obrazku je viditelna krusta a nad ni epitelidlni vybézek

(Cervena §ipka) obklopeny vytvofenou granula¢ni tkani. Rana je charakteristicka mensim mnozstvim Obr. 36 Rina s infektem a aplikaci PAGA s navizanym gentamicinem. Okraj defektu s krustou,

kulatobuné¢ného infiltrdtu v porovnéani s infikovanymi a oSetfenymi incizemi. Barveni Zeleny nové se tvofici epidermis (¢ervena Sipka) a bohatou granulaéni tkani. Barveni Zeleny Trichrom, orig.
Trichrom, orig. zvétieni 100x. zvétseni 100x.




b 3 Kultivaéni prikaz infekénich agens na krevnim agaru. Semikvantitativni zhodnoceni

rimﬂkulti

druhy & S¢
pegativaic

Obr. 37 Réna s infektem a aplikaci PAGA s navazanym gentamicinem. Detail granulagni 1
kontaktu s bohatym zastoupenim fibroblasta (¢ernéd Sipka), makrofagh (Eervena Sipka) a neyy,
(Zluta Sipka). Barveni Zeleny Trichrom, origin, zvétieni 400x.

n -4 r ’ - - o r » ’ z
2 vace vysetiovaného substratu mikroorganismil na prvni zachyt, odebraného zran prvni,

dmy den po aplikaci pfipravku PAGA a Garamycinu Schwamm®. Vyjadieno jako pocet
h ran/celkovému poétu ran.

ofilg

Ps. aeruginosa

PAGA s gentamicinem Garamycin Schwamm®
1.DEN | 2.DEN | 7.DEN 1. DEN 2. DEN 7. DEN
0/2 0/2 072 1/2 2/2 2/2
1/2 1/2 0/2 2/2 2/2 2/2
8/12 3/12 0712 12/12 12/12 8/12
St. aureus
PAGA s gentamicinem Garamycin Schwamm®
1.DEN | 2.DEN | 7.DEN 1. DEN 2. DEN 7. DEN
fkovand | 072 012 0/2 212 0/2 0/2
[ Fisth 0/2 0/2 0/2 2/2 1/2 0/2
lédena 10/12 | "6/12 0/12 12/12 0/12 /12
E. coli
PAGA s gentamicinem Garamycin Schwamm®
1.DEN | 2.DEN | 7.DEN 1. DEN 2. DEN 7. DEN
infikovand 2/2 2/2 1/2 2/2 2/2 2/2
Sistd 1/2 2/2 2/2 212 2/2 2/2
lé¢end 6/12 10/12 12/12 12/12 12/12 12/12

Tab. 4 Kultivaéni prikaz infekénich agens na krevnim agaru. Semikvantitativni zhodnoceni
namnozeni mikrobidlnich agens, odebranych z ran prvni, druhy a sedmy den po aplikaci pfipravku
PAGA snavazanym gentamicinem a Garamycinu Schwamm®. Vyjadfeno jako podet negativnich
ranfcelkovému poctu ran,

Ps. aeruginosa

PAGA s gentamicinem Garamycin Schwamm®
Typ rany 1.DEN | 2. DEN 7. DEN 1. DEN 2. DEN 7. DEN
| infikovana 0/2 0/2 0/2 172 12 1/2
Cistd 172 0/2 072 272 2/2 22
[ [é¢end 4/12 0/12 0/12 12/12 12/12 8/12
— St. aureus
PAGA s gentamicinem Garamycin Schwamm®™
- | 1.DEN | 2. DEN 7. DEN 1. DEN 2. DEN 7. DEN
ll}ﬁkované 0/2 0/2 0/2 1/2 0/2 0/2
Cista 02 0/2 0/2 272 072 0/2
-li“.gﬂé_ 10/12 6/12 0/12 12/12 0/12 1/12
i =l E. coli
PAGA s gentamicinem Garamycin
| 1.DEN| 2. DEN 7. DEN i. DEN 2. DEN 7. DEN
:_lﬁlfované 212 172 172 1/2 2/2 212
l;t: . 172 212 2/2 212 212 22
na 1/12 4/12 8/12 12/12 12/12 12/12
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15. Zavér

Podle ziskanych vysledkt makroskopické, histologické a mikrobiologické analyzy této
pilotni studie se domnivame, Ze lokalné aplikovana nanovlikenna PAGA v kombinaci s
gentamicinem méla pouze mirny pozitivni efekt na prib&h akutniho hojeni infikované kogni
rany.

Prokézani vlivu tohoto plné vstiebatelného nosi¢e na hojici procesy v rané a soucasng
potvrzeni (Cinnosti mikrodispergované oxidované celulézy snavdzanym antibiotikem
v konfirmaénich studiich, by pfineslo benefit v pouZiti tohoto nového pfipravku v klinické
praxi a sniZeni ndkladi vlé¢b&. Pro daldi studium je vSak nutno stanovit potiebnou
koncentraci antibiotika a také vhodnou strategii terapic. Na misté¢ je tedy dale
v experimentech pokralovat a zaméfit se napf. na expresi specifickych prozangtlivych
markeru ¢i matrixovych metaloproteindz (MMP-2, MMP-9) a jejich inhibitord (TIMP) v ran&

pomoci imunohistochemickych metod.
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Problematice a pfi¢indm prodlouzené doby hojeni ran je vénovana cela fada
experimentalnich studii. Prioritou jejich 1é&by zistava zachovani maximalni kvality Zivota
pacientti pfi odpovidajici ekonomické narocnosti oSetfovacich prostiedka (100).

Obnova integrity kozni tkané probiha procesem reparace ve tfech hlavnich fdzich,
které se vzajemné piekryvaji (27), pfi¢emz rozdéleni do jednotlivych fazi se fidi zdkladnimi
morfologickymi zménami (46, 101). Obtizné se hojici a chronické rany, jejichZ hojeni
neprobiha podle zékladniho schématu koagulace-zanét-proliferace-reparace, zistavaji obvykle
po del3i dobu ve fazi zanétlivé, coZ s sebou pfinasi dysregulace na riiznych drovnich (2).

Cilem moderni 1éby na bazi vlhké terapie, kterd je na trhu zastoupena velkym
mnoZstvim obvazovych materiald, je pouZiti kryti s vhodnymi vlastnostmi, tzn. schopnych
udrzet v rané vlhké prostiedi, vytvofit optimalni pH, brénit infekei, eliminovat prozanétlivé
faktory (napf. volné kyslikové radikaly, proteindzy &i cytokiny) a kone&né i zvysit lokélni
koncentraci nistovych piisobkii (78). V soucasnosti se v klinické praxi do popfedi dostdvaji
hydrofilni materialy jako jsou karboxyceluléza nebo jiné polysacharidy samostatné &i napf.
v kombinaci s kolagenem. Ty mohou byt modernimi technologiemi zpracovany do textilni
formy, ktera je pfi aplikaci na rdnu schopna zabranit nasledné infekci. Navic je znamo, Ze
absorbuji sekret zrany a dale podporuji migraci a proliferaci keratinocyt, tvorbu ECM,
angiogenezi. Pfispivaji tim tedy k obnoveni porusené rovnovdhy mezi reparaénimi a
degrada&nimi procesy v rang&, &imZ hojici proces pfiznivé ovliviiuji (56).

V nasich experimentech byl ke studiu akutniho procesu hojeni pouZit novy pfipravek,
jehoZ zakladem je mikrodispergovand oxidovana celuléza (MDOC™), patent irské firmy
Alltracel, ktera v mediciné pouZivéa jako biokompatibilni zcela resorbovatelné hemostatikum.
Je to kopolymer sloZeny z opakujicich se jednotek polyanhydroglukuronové kyseliny (PAGA)
a polyanhydroglukézy. V organismu je po fagocytéze makrofagy rozkladan aZ na monomery,
tzn. glukézu a kyselinu glukuronovou, které jsou dale metabolizovany. Jedna se o material
s nizkou toxicitou, ktery se pouZiva se ve formeé spreje, gelu, prasku a textilie. Neutralizaci
COO® skupin ionty Ca®* a Na* v pozadovaném poméru ziskdvA MDOCT™ nekysely charakter
a ve vodném prostiedi vytvafi koloidné disperzni systém &i gel. Svou strukturou se podoba
polysacharidim extracelulirni matrix a muZe tedy pravdépodobné slouZit jako vhodné
prostiedi pro komunikaci zanétlivych bunék a jejich interakce s regulaénimi proteiny a
peptidy, a tim i pravd&podobné podporovat tvorbu granulaéni tkané a proliferaci buné€k. Tento

fakt byl ptfi lokdlni aplikaci nemodifikované celulézy na ranu potvrzen v fadé
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experimentalnich studiich (19, 4). MDOC™ piipravek muZe byt navic vyuZit jako polymemi
nosi¢ riznych ionti &i latek (napi. antibiotik), coZ bylo b&hem na$i experimentalni &innosti
také zohlednéno. V dnesni dobé je oxidovani celuloza (hlavné ve form& Ca®*/Na* soli) pro
své dobré vlastnosti a cenu pouZivana pfedeviim v chirurgickych oborech, a to zejména
k zastavé kapilamiho a parenchymatézniho krvéaceni (19). Ca’* ionty obsaZené v ptipravku
pravdépodobné pfispivaji v misté rany ke zvySeni osmotického tlaku a podporuji influx
rustovych faktorl a aktivaci prozanétlivych bunék, predevsim makrofagd a fibroblastd (4),
Jak bylo zmingno, studovand latka muze byt zpracovana do textilni formy s pfesng
definovanym stupném oxidace, coZ zajiftuje standardni fyzikdlni i chemické vlastnosti
pfipravku. Navic vrstevnata struktura obvazového materialu brani vstupu infekce a zarovefi
umoZiiuje absorbovat exsudat z rany, ¢imZ jsou zajidtény pfirozené podminky pro hojeni.
V nadich experimentech byly pro pokryti celého potencidlu studované latky v klinické praxi
studovany viechny dostupné formy MDOC™ a jednotlivé vysledky porovnany.

Ke studiu procesu hojeni existuje nekolik pfistupdl, a to jak in vitro, tak in vive (102,
103). Pro hodnoceni prib&hu tohoto komplexniho déje lze vyuzit metody i) morfologické, ii)
histologické ¢&i 1ii) molekularné biologické, pfiCemZ molekulidrni analyza je z uvedenych
metod nejcitlivéjsi a umoZiluje napf. in situ hybridizaci detekovat cilenou sekvenci DNA nebo
pouzitim qRT-PCR prokazat miru exprese sledovaného genu. V naich experimentech jsme
k detekci a identifikaci zmén vkoZni tkani po lokédlni aplikaci MDOC™ pouZili
morfologickou analyzu k makroskopickému posouzeni charakteru uzavirani ran. Dale byla
provedena klasickd svételnd mikroskopie za pomoci zdkladniho histologického barveni
ke zjist€ni lokalizace a zastoupeni bunék, zhodnoceni charakteru granulaéni tkané, mnoZstvi
kolagenu, popt. i nové vytvorenych cév a nakonec imunohistochemicka analyza, kterou jsme
sledovali zménu exprese specifickych prozanétlivych markerd (TNFRI, CCR2, TGF-$ RII)
v jednotlivych fazich procesu hojeni.

Ke studiu akutniho hojeni koZnich ran jsme zvolili model laboratorniho potkana
kmene Wistar. Tento zavedeny experimentélni zvifeci druh je vyuZivan pfedev$im pro svoji
dostupnost, nendroénou manipulaci i ekonomicky benefit (71, 104) a v neposledni fadé také
pro v mnoha aspektech shodnou fyziologii hojeni a histologickou stavbu kize s élovékem
(101). Jeho hlavni nevyhodou je pfitomnost koZni svalové struktury tzv. panniculus carnosus,
ktera samovolné ptispivad ke kontrakci rany (105), ¢imZ proces hojeni urychluje. Zanétlivy
proces je u potkana aktivovan ihned po poranéni s kulminaci kolem tfetitho dne (77), pak
prechézi ve fazi proliferace s tvorbou granula¢ni tkang, ktera dosahuje maxima mezi patym aZ

Sestym dnem, tedy ¢asnéji v porovnani s hojenim u ¢lovéka (104, 101). Faze remodelaéni je
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zahajena 3esty den po poranéni (17), zatimco u lidi je po¢atek v fadé experimentalnich studii
popisovén aZ kolem sedmého dne (106).

Akutni rany pfedstavuji b&Znd poranéni koZni tkané, kterd mohou vznikat riznym
napf. mechanickym, chemickym poskozenim nebo také pfi zdravotnickych zakrocich. Rada
publikaci tykajicich se ¢asného hojeni ran na modelu potkana preferuje pro analyzu &asovy
interval v rozmezi tfetiho aZ étrnactého dne, ktery zahrmuje viechny kulminaéni faze hojeni a

V nagem experimentu jsme sledovali vliv jednorazové lokalné aplikované MDOC™
resp. Na'/Ca?* soli PAGA. Studie byla provedena na &tyfech experimentiinich a jedné
kontrolni skuping zvifat. V oblasti 3ije byla zvifatdm vytvotena centrdlni rdna o priméru
1,5 cm. Makroskopickym hodnocenim a histologickou analyzou se viak nepodafilo zjistit
zadné vyznamné rozdily po aplikaci jednotlivych forem MDOC™ v porovnéani s kontrolni
skupinou. Mirny rozdil byl pozorovan po aplikaci praskové formy a gelu, kdy bylo uplné
uzavieni defektu v porovnani s kontrolni skupinou ¢asové prodlouzeno, coZ ale nemélo Zadny
vliv na vysledné zhojeni rany do jizvy. Studovany piipravek pisobil jiz v inicialni fazi
procesu hojeni hemostatickym efektem. Tento efekt byl také v in vitro studii potvrzen autory
Masova et al., ktefi sledovali vliv MDOC™ na aktivaci trombocytl a rychlost zahajeni
hemostazy (108). V nasi studii bylo dplné hemostizy dosaZeno b&hem dvou aZ étyf minut po
aplikaci jakékoli formy studovaného pfipravku, coZ bylo o n€kolik minut méné€ v porovnani s
kontrolou. Tento efekt mohl pravdépodobné piisobit pfiznivé i v naslednych fazich hojeni, jak
uvadi in vitro provedend studie autori Harta et al., ktefi sledovali chemoatraktivni vliv
oxidované regenerované celulézy v kombinaci s kolagenem (109). Vysledky jeho studie
potvrdily také efekt lokalng aplikované celulézy na proliferaci fibroblastii prostfednictvim
proteinti a produktl hydrolyzy uvoliiovanych pfi degradaci tohoto materialu v mist& postiZeni.
A dale pfimy G¢inek celulézy na rekruitment zénétlivych bunék, zejména makrofagl, coz
nasledné vedlo ke zvySeni produkce zanétlivych cytokini a ristovych faktorni a urychlovalo
proces hojeni (109).

Zastoupeni bun€k zanétlivého infiltrdtu neutrofilnich granulocyti, lymfocyti a
makrofagi po aplikaci MDOC™ pii spodni hranici hemoragické krusty a dale v dermis,
poukazuje na vyznamnou ulohu t&chto bunék v iniciaci procesu hojeni, jak také dokladaji
publikované vysledky histologického hodnoceni na obdobném modelu hojeni ran (102, 101).
Vét& mnozZstvi makrofagl v dermis v sedmém dnu po poranéni bylo pozorovano u MDOC™
ve formé textilie, coz lze vysvétlit chemoatraktivnim u¢inkem oxidované celulézy (109).

Nejvyssi epidermalni kryt defektu véetné vysokého zastoupeni epidermdlnich bunck byl

73




16. Diskuze

patrny u praskové formy MDOCT™. Ve vytvofené extracelularni matrix jsme u kontrolni
skupiny v sedmém dnu po poranéni pozorovali velké mnoZstvi fibroblastil a organizovanych
kolagennich vlaken, zatimco u MDOC™ skupin bylo velké zastoupeni téchto bunék patrné a
étrnéacty den.

Imunohistochemickou analyzou exprese vybranych zanétlivych markeri nebyl taktéz
potvrzen Zadny vyznamny efekt MDOC™ na hojeni koZnich ran. Ve shod€ s publikovanymi
vysledky podobnych imunohistochemickych studii Tiana a daldich autori na
experimentalnich zvifecich modelech (110, 65, 102, 66) byla prokazana exprese TNFRI
v makrofazich, lymfocytech a endotelovych buiikach v ¢asné fazi hojeni, tfeti den a dale
vsedmém dnu po poranéni u obou skupin zvifat bez rozdilu. Exprese TNFRI byla
zaznamendna také v migrujicich bazélnich keratinocytech (66), coZ je ve shod& s na3im
zji$ténim (sedmy den u obou skupin zvifat). Ve étrnactém dnu byla v prostfedi ECM patrné
exprese TNFRI také v proliferujicich fibroblastech, pfi¢emz intenzita histologického barveni
byla obdobna u obou skupin. In vitro provedené studie potvrdili chemotakticky i¢inek tohoto
faktoru také na fibroblasty, které jsou aktivoviny a poté proliferuji (26). Tento efekt je
pravd€podobn& zplisoben produkovanym IL-6 fibroblasty, ktery je povaZovan za vyznamny
autokrinni mediator bunééné proliferace (111).

TGF-B je povaZovén za dileZity faktor ovliviiujici témé&f viechny faze hojeni, jak ve
své referdni studii popisuje Faler et al. (112, 60). Bun&éné odpovédi vyvolané TGF-B jsou
proto riznorodé a n&kdy &astené protikladné. Tento nesoulad je ddn napf. druhem buriky,
fazi bun&iného cyklu, typem receptori atd. (59). TGF-B se uplatiiuje jako vyznamny
chemoatraktant neutrofilnich granulocytii, monocyti a fibroblasti (113, 114). V na$i studii
jsme po lokalni aplikaci MDOC™ prokazali pfitomnost TGF-B RII jiZ ve tfetim dnu po
poranéni s nejvétdi intenzitou imunohistochemického barveni v buitkach zanétlivého infiltratu
pfi hranici hemoragického koagula s tvoFici se granulagni tkani. Déle ve fibroblastech a v
endotelovych buikach dilatovanych a také nové vytvofenych cév, coZ bylo vice patrné u
kontrolni skupiny. Tento nalez koresponduje s vysledky Falera a Toyokawy et al. (115),
(112), ktefi na modelu hojeni ran u laboratorniho potkana potvrdili dileZitost tohoto faktoru
ve stimulaci proliferace fibroblasti. Pierce et al. (113) zaznamenali na modelu laboratorniho
potkana po lokalni aplikaci TGF-p vysoky obsah fibroblastl v ran€ také v patém dnu po
porangni, V sedmém a &trnactém dnu po poran&ni byla v nai studii zachycena exprese TGF-
epidermalnimi buttkami u obou skupin zvifat. Tento nilez ve své imunohistochemické
analyze potvrdili také autofi Jude et al. (116), kteH prokézali nejv&tdi intenzitu exprese

TGF-B bazélnimi keratinocyty. S rozvojem procesu hojeni byla sedmy den po poranéni i
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vna$l studii zaznamenana exprese TGF-f RII také zanétlivym infiltrstem u MDOC™
skupiny a fibroblasty v prostfedi ECM s vétsi intenzitou barveni u kontrolni skupiny. U fady
experimentalnich zvifecich modelli s navozenym koZnim povrchovym poranénim byla
aplikovana exogenni forma TGF-B s pozitivnimi vysledky, ve smyslu zvySeni mnoZstvi
zanétlivého bunééného infiltratu, podpofeni procesu angiogeneze a maturace kolagennich
viaken (117, 114). Vysledky studie provedené na imunodeficientnich TGF-p” mysich
potvrdili toto tvrzeni, a to zji§ténim vyrazn& prodlouzené doby hojeni. Ve ¢trnactém dnu po
poranéni byla exprese TGF-f RII potvrzena rovnéZz ve fibroblastech kontrolni skupiny,
epidermélnich buiikich obou skupin a také v koZnich adnexech intaktnich &4sti kaze. Lokalni
aplikaci TGF-p byla prokazéna stimulace tvorby jizvy (57) a v pozd&si fazi také jeji
kontrakce, jak ve své studii popisuje Werner a kol. (15). Tento ristovy faktor stimuluje
aktivované fibroblasty k produkci a ukladani proteint ECM (pfedeviim kolagenu a
fibronektinu) a podporuje angiogenezi (115). Naopak inhibuje degradaci ECM potlafenim
syntézy matrixovych metaloproteindz a nepfimo zvySenim exprese tkafiovych inhibitort
metaloproteinaz (118). Studie Cromacka et al. u krali¢iho modelu akutniho hojeni ran naopak
prokazala inhibi¢ni Gginek TGF-B v zévislosti na poddvané davce v procesu reepitelizace a
proliferace keratinocytd (119).

Monocytarni chemotakticky protein se G&astni jiZ poatedni zanétlivé faze hojeni jako
silny chemoatraktant monocytd, makrofagi a T-lymfocyti bez pfimého G¢inku na neutrofilni
granulocyty, jak uvad&ji vysledky publikovanych studii (120, 121, 122). Receptor tohoto
chemokinu CCR2 je exprimovan cirkulujicimi monocyty i makrofagy a hraje vyznamnou roli
v kumulaci t&chto bunék v misté zan&tlivé reakce (123). V na$i experimentaini studii jsme
expresi CCR2 zaznamenali u kontrolni skupiny jiz ve tfetim dnu po poranéni bufikami
zénétlivého infiltratu v mist® pfi spodni hranici krusty kryjici ranu a v sedmém a &trméctém
dnu epidermalnimi a endotelovymi bufikami vyrazné vyjadiené reakce barveni také u
MDOC™ skupin. Ve studiich autofi diskutuji také moZné pusobeni MCP-1 na neutrofilni
granulocyty. Frink et al. na my$im modelu potvrdil, Ze blokovani CCR2 receptoru vede k
vyraznému sniZeni infiltrace neutrofilnich granulocytli v mist¢ poranéni omezenim jejich
rolovani, adheze i transmigrace (124). Low s kolektivem ve studii na mys$ich s deleci mutace
genu pro MCP-1 potvrdil dale prodlouZeni procesu reepitelizace a sniZeni angiogeneze jiz
vpatém dnu po poranéni (125). Vyrazni exprese MCP-1 byla také prokdzdna napf. pfi
septickém stavu u &lovéka nebo po podani bakterialniho lipopolysacharidu u zvifecich modeli

(69). Tento chemokin hraje rovn&% vyznamnou dlohu v patogenezi onemocnéni, jako jsou
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parazitarni infekce, alergické reakce typu pozdni pfecitlivélosti, ateroskleroza &i pii
revmaticka artritida (120, 121).

Zavérem lze tedy Fici, Ze ziskané vysledky histologické a imunohistochemické analyzy
ukazuji, Ze studovany pfipravek MDOC™ pravdépodobné nepfinese ofekavany benefit
v pozitivnim ovlivnéni a urychleni procesu hojeni akutni rdny na potkanim experimentalnim
modelu. Nicméné studium procesu hojeni je sloZité z diivodu fady kooperujicich sloZek a
cytokinii, které jsou &asto exprimovéany n&kolika bunéénymi populacemi &asto i s podobnou
lokalizaci v postizeném mist& (2, 1). V dalsi studii je proto potfeba zaméiit se na expresi
vyrazné specifického markeru/znaku bunééné populace, tzn. sledovat napf. specificky
intracelularni CD 68 znak pro makrofagy & FSP1 marker exprimovany populaci fibroblastd.

Na misté je také pokraGovat ve studiu procesu hojeni a jeho ovlivnéni po podani
MDOC™ z pohledu analyzy proteinovych spekter, kterdA muiZe poskytnout presnéjsi

informace sloZek a jejich kooperace v procesu hojeni.
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Aterosklerdza je definovana jako degenerativni zanétlivé onemocnéni cévni stény
s tvorbou vazivovych neboli aterosklerotickych platd (126). Tento proces je charakteristicky
sménami v intimé arterii v dosledku hromad&ni lipidd, polysacharidii, krevni elementi a
tvorby fibrézni tkang. Ateroskleroticky proces postihuje velké a stiedni arterie, ve kterych
postupné vznika aterom neboli subintimalni ztlusténi, jenz miZe vést k omezeni aZ obstrukei
krevniho pritoku (127). K nejéastdjim pfi¢indm morbidity a mortality v rozvinutych zemich
se stile rostouci incidenci patii z akutnich komplikaci aterosklerozy pfedev§im infarkt

myokardu a mozkova cévni ptihoda (126).

17.1. Patofyziologie aterosklerotického procesu

Tento proces probihé v n&kolika stadiich, ktera v disledku pisobeni proaterogennich
faktort sméFuji ke vzniku klinickych komplikaci aterosklerozy, kterymi jsou jak jiz bylo vyse
uvedeno, ischemické onemocnéni postihujici pfedeviim srdce, mozek a dolni konCefiny.
Z4kladnim znakem patologického procesu vzniku aterosklerotickych 1€zi je hromadéni tukové
a pojivové tkang, coZ postupné vede k obstrukci cévniho lumen. Zasadnim krokem iniciace
rozvoje tohoto procesu je dysfunkce cévniho endotelu (126).

Jedna z teorii vzniku aterosklerotického platu piigitd kliGovou dlohu piitomnosti
modifikovanych (oxidovanych) LDL-&4stic a bunck monocytomakrofagového systému (128).
Riziko vzniku a progrese aterosklerdzy vzrusta se zvySenou koncentraci a klesajici velikosti
plazmatickych LDL, které jsou ukladany pod endotel stény arterie a vazbou na
subendotelidlni proteoglykany a kolagen jej poskozuji. OXLDL jsou rozpoznavany
scavengerovymi receptory makrofagh (129) a funguji jako chemoatraktans pro dalsi
monocyty a podporuji syntézu MCP-1, endotelialni expresi P-selektinu a adheznich molekul
VCAM-1 i ICAM-1. Tyto faktory a d&je vedou k aktivaci dalsich cirkulujicich monocyti a T-
lymfocytii, které se dostavaji do prostfedi intimy cév. Zvysené titry oxLDL protilatek jsou
pravddpodobné odrazem aktivity makrofagi ve tvoficim se aterosklerotickém platu (130).

Dalsi faze aterosklerotického procesu je charakteristickd prostupem leukocytd do
subendotelového prostoru, které jsou zpomaleny v pohybu a na podkozeném endotelu se tzv.
roluji (131) pomoci interakcei lektinovych receptort a selektind (132). Pozdg&ji vznika vazbou
adheznich molekul VCAM-1, ICAM-1 s 04Py, aaf2 integriny pevné spojeni mezi leukocyty
a buiikami endotelu. Monocyty se v intim& cévy pusobenim riistovych faktoril (napf. EDGF,

M-CSF) transformuji v makrofdgy (133), které pomoci scavenger receptori rozeznavaji
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oxLDL, pti€emz dochazi k intracelularni kumulaci esterti cholesterolu a vznikaji tzv. pénové
buriky (134). Nashromazdéné pénové buitky vytvafi nejranéjdi typ aterosklerotické léze
oznatovany jako tzv. lipidni prouzkovani (fatty streaks) (134). Tento typ 1ézi se nachazi jiz ve
velké mife u déti a dospivajicich jedinct (126). Makrofagy uvoliiuji MCP-1, ktery zesiluje
chemotakticky proces. PDGF, dale monocytarni rastovy faktor (MDGF) a zanétlivé IL-1p a
IL-8 podporuji proliferaci a migraci hladkych svalovych elementi. TNF-a spolu s IL-1p
zvySuje expresi adheznich molekul VCAM-1 a ICAM-1. Na druhou stranu produkuji tyto
buiky TNF-a a INF-y, které¢ inhibuji proliferaci hladkych svalovych bun&k (133).

Hladké svalové buiiky piestupuji do intimy cévy, kde se vazi prostiednictvim
VCAM-1 a ICAM-1 molekul na endotelové buiiky, makrofagy a leukocyty a produkuji zde
slozky ECM (kolagen a elastin). V lézich je zastoupena také slozka vlaknita s pfevahou
kolagenu (typ L, IIl.,, a V., IV.), ktery vyrazné pfispivad k rustu platu a zuzovani cévniho
lumen (126). V dali fazi aterosklerézy dochazi k transmigraci hladkych svalovych bungk z
medie do intimy a proliferaci ECM a vytvofeni fibromuskularniho typu aterosklerotické 1éze.

Od pocatku rozvoje aterosklerozy aZz po vznik fibromuskularniho platu se miize ATS
vyvijet dvéma sméry (126). V piipadé, Ze aterogenni faktor pfestane pusobit, dojde
k regeneraci endotelovych bunék, které postupné obnovi svou funkci. Tento ndlez je typicky a
prokazatelny napf. u déti (135). Naopak vytvorenim nekrotického lipidového jadra ve stfedni
¢asti léze, formovanim fibromuskularni éepi¢ky na povrchu a uklddanim vapenatych iontu
dochazi k vytvofeni tzv. pokro€ilé aterosklerotické léze, kterd se oznaduje jako ateromovy
plat. Pokrodilé aterosklerotické 1éze jsou potencidlné vidy nebezpecné, protoZe Easto vedou
ke stendze cévy. Pokud se propustnost cévy zmensi pod 15% dochazi k projeviim ischemie,
nejéastéji anginy pectoris. Ke vzniku trombu muze dojit bud’ pfi erozi endotelu, nebo pfi
ruptufe platu (126).

Druhad teorie tzv. chronického poskozeni endotelu se opiré o fakt, Ze plisobeni riznych
mechanismu vede k jeho dysfunkei, kterd je spojena s adhezi a agregaci desti¢ek, chemotaxi
monocytd a také aktivovanych T lymfocytd. Zvysena exprese PDGF podporuje migraci bunék
hladké svaloviny z medie do intimy, kde se tyto buiiky dé&li, syntetizuji kolagen a
proteoglykany a vytvaieji fibrézni plat (126). Zavérem lze shrnout, Ze existuji dvé& hiavni

hypotézy vzniku aterosklerotického procesu, které spolu vzidjemné souviseji.
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Adhezni molekuly jsou latky proteinového charakteru exprimované na povrchu témét
viech tkani (136). Ukastni se regulace fyziologickych d&jl, jako je embryogeneze, bunéény
rust a diferenciace, hojen{ ran ¢&i obnova tkéni. Podil{ se také na interakci bun&k s okolnim
prostfedim a zprostfedkovanim pienosu signdli mezi jednotlivymi elementy. Dle struktury je
Ize délit na selektiny, integriny, imnoglobulinovou skupinu a kadheriny. V nédsledujicim textu
jsou popsdny vybrané studované molekuly VCAM a ICAM o kterych je pojednéno také

v experimentalni ¢asti.

18.1. Imunoglobulinova skupina adheznich molekul

Imunoglobulinové rodina adheznich molekul zahmuje rozsahlou skupinu povrchovych
znakt leukocyti. Jednd se o ldtky glykoproteinového charakteru sloZené z beta
tetézc opakujicich se Ig-G domén. Podili se na zprosttedkovani homofilnich interakci, tzn.
vazby adhezni molekuly v jedné bufice na stejnou molekulu ve druhé bufice a také
heterofilnich interakei, tedy vazby adhezni molekuly v jedné butice na neidentickou molekulu
ve druhé burice. Patfi zde celd fada zdstupcl, napf. antigenné specifické receptory T a B
lymfocyti TCR, BCR, koreceptory T lymfocyti CD4 a CDS8, které jsou duleZité pro jejich
spravnou funkci pii imunitnich reakcich.
adhezni molekula-1 (VCAM-1), interceluldarni bunéfnd adheznf molekula-1(ICAM-1) a
destickova bunéénd adhezni molekula-1 (PECAM-1). Z hlediska struktury jsou VCAM-1,
ICAM-1 wansmembrdnové glykoproteiny obsahujici N-konec, sérii Ig domeén,
transmembranovou oblast a cytoplazmaticky konec. Podili se na stabilizaci vazby leukocytu k
endotelu a podporuji jejich diapedézu. VCAM-1 i ICAM-1 jsou exprimovéiny endotelovymi
buitkami, makrofagy a hladkymi svalovymi buftikami (137). Experimentdlni zvifeci studie
prokézaly, Ze VCAM-1 je endotelovymi buitkami exprimovédn je§t€ pied akumulaci
makrofagli a T lymfocyti, a to v oblastech které jsou predispoziéni ke vzniku iézi, pfiCemz
lokalizace t&chto mist je ¢asto ovlivnéna hemodynamickymi vlastnostmi (pfedevSim shear
stresem). ICAM-1 je exprimovén ve stejnych oblastech jako VCAM-1, ale exprese ICAM-1
je pozorovana i v oblastech s nizkou pravdépodobnosti vyskytu aterosklerotickych lézi. U
malych aterosklerotickych 1ézi je VCAM-1 i ICAM-1 exprimovéan piedeviim endotelovymi
buiikami, pfi¢emz VCAM-1 je exprimovan i hladkymi svalovymi butikami, které pfiléhaji k
aterosklerotické 1ézi. U pokroéilejSich aterosklerotickych lézi je VCAM-1 i ICAM-1
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exprimovan vétSinou bunék, které se nachdzeji v intim& cév. Exprese t&€chto adheznich
molekul je ovlivitovana fadou faktory, které se uplatiluji i v patogenezi ateroskler6zy. Napt.
hypercholesterolemie, oxLDL a diabetes mellitus zvySuji expresi jak ICAM-1, tak VCAM-1.
Exprese obou téchto molekul je také indukovéna z&nétlivymi cytokiny jako je TNF-a nebo
IL-1 (133).

PECAM-1 je exprimovan hlavné na leukocytech a endotelovych buiikach, v mens{
mife i na trombocytech, ve kterych je za klidovych podminek uloZen ve Weibel-Paladeho
granulich (138). UmoZiiuje adhezi v heterofilni ¢i homofilni interakci (139). JelikoZ je
exprese PECAM-1 konstitutivni a neni zdvisla na stimulaci cytokiny, pouZivd se tento marker
k odhadu plochy cévniho feciste (140).
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Vzhledem k etickym aspektim nelze sledovat mechanismy vzniku aterosklerdzy
piimo na lidské populaci, a proto se ke studiu této choroby vyuziva zvifecich modelu. Nejvice
pouZivanym modelem je model mysi. Existuji také experimentlni studie provedené na
potkanech, ktefi viak nevykazuji spontinni rozvoj aterosklerotickych lézi a pro tvorbu lézi
jsou kladeny i vy38i naroky na dietu. Na druhou stranu u kralikd se ateroskleréza rovnéz
nerozviji spontanné bez specialni diety, ale po cholesterolové manipulaci vznikaji léze
v pomémé kritkém case s vysokym obsahem tukdi a makrofigli (141). Do roku 1992 se
veskeré vyzkumy zaméiovaly na studium aterosklerdzy u prasat a primati, coZ bylo z riznych
hledisek velmi naroéné. Nicméng, b&hem téchto vyzkum se ziskaly neocenitelné poznatky.

V in vivo experimentech je v posledni dobé nejrozsifen&j$i my3i model. Tento model
splituje fadu kritérii, ale i pfesto je nutno zvaZit hlavni rozdily mezi my3im a lidskym
organismem, jako je napf. velikost, vdha, primérna délka Zivota i vyznamné odliSnosti
v lipidovém spektru. U &lovéka je vétdina plasmatického cholesterolu (aZz 75 %)
transportovana pomoci LDL &astic. Mysi nemaji cholesterylester transfer protein (CETP), a
proto se kolem 70% celkového cholesterolu nachdzi v HDL, ktery ma u {lovéka naopak
protektivni GSinek, coZ miZe byt hlavnim faktorem rezistence mys$i k rozvoji aterokslerézy.
Naopak velkou vyhodou mySich modeld je moZnost uceln€ ménit vnéjsi podminky pfi
experimentovani ¢i rizné uzpusobit dietu. Snadné a hospodirné je také ziskat a udrZovat
prislusny druh z dtivodu kratkého reprodukéniho obdobi mysi, které trva piiblizn€ 9 tydnu.

Normalni my3i (Wild type) nevyvijeji aterosklerotické 1éze spontanng, ale pokud jsou
nékteré jejich kmeny, napf. C57B16 krmeny dietou obohacenou o cholat a cholesterol, dochazi
k rozvoji atypickych aterosklerotickych 1ézi typu tukovych prouzki. Tato situace neni pfilis
srovnatelna s lidskou, navic my3i trpi vlivem podavani cholatu chronickym zanétem. Proto se
dnes uéelné vyuZzivaji transgenni my$i kmeny, které vytvareji léze bud’ spontanné (apoE KO
mysi vySlechténé a popsané v roce 1992) anebo po indukei tukovou dietou (LDL KO mySi
vyslechténé a popsané v roce 1993) (142).

Jako prvni byl uspé$né vytvofen kmen s vyfazenim genu pro apolipoprotein E (apoE
knock out, apoE-KO) (142). Apo-E deficientni my3i jsou v soucasnosti asi nejéastdji
pouZivanym experimentalnim modelem ke studiu ateroskierézy (143). Vyvijeji t&¢Zkou
hypercholesterolemii spojenou s pokrogilou aterogenezi i po podéni standardni nizkotukové
diety (Chow diet) (144). Dochazi u nich také k rozvoji fibréznich 1ézi, jejichZ vyskyt je
charakteristicky i u lidské populace.
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Dalsim my$im modelem je tzv. LDL-receptor KO (LDL rKO) typ. Tyto my3i majj
geneticky defekt LDL receptoru (145), coZ je nejlépe zdokumentovana pficina vyvoje
pfedéasné aterosklerozy u ¢lovéka. Pokud jsou tyto my3i na standardni diet€ (Chow diet),
nevyviji z4dné léze nebo jen malé patologické zmény. Jestlize jsou krmeny aterogenni
(tukovou/cholesterolovou, Western type diet) dietou, dochdzi k masivnimu zvy3eni hladin
plazmatického cholesterolu, zejména ve frakci LDL (143). Vznikaji pokrocilé léze
s nekrotickym jadrem, naopak fibrézni léze se nevyvijeji. Méné publikovanych studii
popisuje kinetiku a vyvoj t&chto 1ézi v proximalni a distalni aort& (146).

Vyznamny model pfedstavuji apoE a LDL receptor double knockout mysi,
(apoE/LDLR-DKOQ) s vyfazenim genu pro apoE lipoprotein a pro LDL receptor. U tohoto
typu je moZno rozvinout zavaZny stupefl hyperlipidémie a aterosklerozy (147). Bylo zjist€no,
%e i béZna strava vede k vyrazn&jsi progresi aterosklerozy neZ u apoE deficientnich mysi
(148). Z toho divodu je tento model vhodny pro studium vlivu fady antiaterogennich latek na
experimentalné navozeny proces aterosklerézy (143).

KiiZenim my5i s lidskym apo Bigo s LDL receptor deficientni mySi vznikd velmi
citlivy kmen (HuBTg"'LDLR™), ktery diky nizkotu¢né diet¢ pusobi rozvoj t&zké
hypercholesterolemie a aterosklerézy. U tohoto modelu je plazmaticky cholesterol pfitomen
v LDL lipoporoteinovych &asticich (145).

Mezi daldi typy transgennich my$ich modela patii napi. apo E-Leiden model,

vykazujici na tukové/cholesterolové diet rozvoj aterosklérozy i hypercholesterolemie (149).
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Stereologie zahrnuje soubor metod, které se pouZivaji ke kvantifikaci dvourozmérnych
a trojrozmémych struktur pomoci fezi, &i projekei. Tyto metody lze napf. vyuZit k odhadu
celkového objemu & plochy povrchu objektu. VyuZivda principi geometrické
pravdépodobnosti a vysledek, ktery je ziskan neni vidy pfesnou hodnotou, ale pouze jejim
odhadem, tzn. ndhodnou veli¢inou (150).

Zikladem pro pouZivéani stereologickych metod je aplikace principu nestranného
systematického ndhodného vybéru, tzn. Ze se kvantifikuje pouze systematicky a nahodné
vybranéd ¢ast objektu, ktera reprezentuje celek. Praktické provedeni zahrnuje zhotoveni série
fez(i objektem, ktery bude kvantifikovin. Prvni fez série se vybere ndhodné (pomoci
generatoru nadhodnych ¢isel nebo tabulek) z celé série fezili bez ohledu na jeho strukturu. Dalsi
fezy jsou pak jiZ vybrany vZdy po uréité konstantni vzdalenosti T nebo je vybran kazdy x-ty
tfez od prvniho zvoleného. Tyto fezy jsou pak pouZity pro odhad dané veli€iny. Potet fezu a
vzdalenost T mezi vybranymi fezy nebo &islo x-tého fezu zavisi na struktufe objektu, ktery se
kvantifikuje a zvolené chyb& méfeni (151).

K odhadu plochy v roving se nejéastéji pouZivé bodova testovaci sonda (testovaci
mfizka). Vysledek se ziska tak, Ze se vynasobi potet bodil testovaci sité, které protinaji

méfenou strukturu s konstantou mfizky, coZ je plocha pfislusejici jednomu testovacimu bodu.

estA=ax P
a..  parametr charakterizujici testovaci sit- plocha prisluSejici jednomu testovacimu bodu
(viz obr. 7)
P...  podet testovacich bodu protinajicich méFenou strukturu

Z hlediska planovani pokusu je nutné pro ziskani validnich vysledki respektovat
ur&ita obecna stereologickd pravidla. Experimentalni skupina musi obsahovat minimalné pét
jedinct, podet fezu pfislusnym orgdnem musi odpovidat nejméné péti, pficemZ skuteény pocet
fezi a jejich tloudtka, tedy vzdilenost fez od sebe se urfi dle sloZitosti struktury
(provedenim pfedb&Zného pokusu). Na jeden fez by mélo byt 10-20 testovacich poli a pocet
zasahl testovaci sondy do hodnocené struktury by se mé&l pohybovat mezi 100-200 body
(chyba odhadu kolem 5%), ¢im sloZit&j8i struktura, tim je nutny v&tdi pocet bodil testovaci
sondy nutnych pro kvantifikaci (152).
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21.2. Typy dietni vlakniny

Dietni vlakninu lze rozdélit do n&kolika tfid (celuloza, hemiceluldza, lignin, pektiny,
glukany, fruktany atd.), které jsou rozdilné svymi chemickymi i fyzikalnimi vlastnostmi.

V nésledujicim odstavci je podrobné&ji popsana skupina pektind a celuléz, které byly
v nadich experimentech u ApoE/LDLR deficientniho mysiho modelu pouZity ke studiu
ovlivnéni lipoproteinového spektra.

Celul6za obsaZenid v ovoci, zelening, obilovinich a lusténinach je St€pena tzv.
celulasami, které se u &lovéka nevyskytuji. Endo-1,4-B-glukanasa 3tépi  B-(1—4)-D-
glykosidové vazby uvnitt molekuly za vzniku glukooligosacharidi a cellobiosy.
Cellobiohydrolasa odstépuje vazby B-(1—4) z neredukujiciho konce fetézce za vzniku
oligosacharidi a cellobiosy. B-glukosidasa oditépuje z parcidlné hydrolyzované celulosy
cellobiosu a vy33i oligosacharidy hydrolyzuje na B-D-glukosu (155).

Pektiny tvofi zakladni sloZku rostlinnych bunéénych stén. Patfi do skupiny
polygalaktouronath, jejichZ zdkladni strukturni jednotkou je kyselina a-D-galakturonova
vazana glykosidickou vazbou, p¥iem? jeji karboxylova skupina mize byt metylovana nebo
ve form& Ca®" soli. Pektiny jsou enzymaticky odbouravény ve dvou stupnich, esterasami za
vzniku kyseliny pektinové a methanolu a pektinasami (¢i polygalakturonidasami), které $t¢pi
glykosidické vazby za vzniku pektinovych kyselin s krat$imi fet€zci. Kvaenim pektinu
dochézi k nejvy3$si produkci SCFA. Jsou bohat® obsazeny hlavné v ovocnych §tavach, a to
zejména z nezralého ovoce. Zahfivanim se sachar6zou, piipadné v slab& kyselém prostiedi
rosolovati. Jejich hlavnim zdrojem jsou napf. jablka, rybiz, mrkvové kofeny, fepné odiezky
atd (153).

86

22. Sledovéni viivu MDOC™ na aterogenni parametry u apo-E deficientnich mysi

22. Sledovani vlivu MDOC™ na aterogenni parametry u apo-E

deficientnich mysi

Samci apoE deficientnich my3i byli ziskani z chovu instituce IKEM (Prof. Poledne,
Praha, Ceska Republika) a samice apoE/LDLR-DKO kmene C57BL/6J byly zakoupeny
(Taconic Europe, Lille Skensved, Denmark) a ustdjeny v prostorach firmy SEMED (Praha,
Ceska Republika). V p&ti tydnech Zivota byly mysi odstaveny od matky a pfevezeny do
prostor vivéria Farmaceutické fakulty. Zde byly néhodné rozdéleny do kontrolnich a
experimentalnich skupin a krmeny jednotlivymi typy diet ve form& specialné upravenych
granuli (6 g/den). V experimentech bylo pouZito samcii a samic o hmotnosti 15-20 grami.
V souvislosti se spotfebou potravy nebyly nalezeny Z4dné zmény t&lesné hmotnosti. KaZzda
z my3i byla chovana v samostatné kleci s volnym pfistupem vody po celou dobu studie.
Tato studie ma t¥i &asti, pfi kterych byly podavany nasledujici diety:
1. standardni dieta (Chow diet) s pfidavkem 50mg/kg MDOC™ u apoE deficientnich my3i
2. aterogenni dieta (Western diet) s pfidavkem 5% MDOC™ u apoE/LDLR-DKO my3i
3. aterogenni dieta (Western diet) s pfidavkem 5% MDOC™ u apoE deficientnich mysi
Studie &. 1: Kontrolni skupina samci apo-E - deficientnich my$i (n=8) byla po dobu 4 tydni
po odstaveni krmena standardni laboratorni dietou (Chow diet). MDOC™ experimentalni
skupina (n=8) byla krmena stejnou dietou s ptidavkem 50 mg/kg/den MDOC™ také po dobu
4 tydnd po odstaveni. Dieta byla podévana ve specidlné upravenych granulich v mnoZstvi
6g/den.
Studie & 2: Kontrolni skupina samic apoE/LDLR deficientnich mysi (n=8) byla po dobu 8
tydnii po odstaveni krmena aterogenni dietou (Western diet) s obsahem 21% tuku (z toho 11%
nasycenych mastnych kyselin) a 0,15 % cholesterolu. MDOC™ experimentalni skupina byla
krmena stejnou aterogenni dietou s pfidavkem 5% MDOC™ také po dobu 8 tydnd,
v mnoZstvi 6 g/den.
Studie & 3: K objasnéni mechanismu hypolipidemického u¢inku MDOC™ byla pouZita
skupina samic apo-E™ deficientnich my3i. Negativni kontrolni skupina my$i (n=8) byla
krmena aterogenni dietou (Western diet) s obsahem tuku 21% (z toho 11% nasycenych
mastnych kyselin) a 0,15% cholesterolu, pozitivni kontrolni skupina (n=8) byla krmena
stejnou dietou s ptidavkem 5% pektinu po dobu 4 tydna. MDOC™ skupina (n=8) byla
krmena stejnou aterogenni dietou obohacenou o 5% MDOC™ po dobu 4 tydni. Dieta byla

podévéana ve specialné upravenych granulich v mnoZzstvi 6g/den.
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23. Objasnéni mechanismu hypolipidemického efektu MDOC™ y
samic kmene C57BL/6J

Modelovymi zvifaty v této studii byly samice kmene C57BL/6J. Po celou dobu studie

byly chovany oddélené v samostatnych klecich s libovolnym pfistupem k pitné vodé.

23.1. Stanoveni absorpce cholesterolu v tenkém strevé

Ve studii byly testovany tyto latky: Ezetimib (Ezetrol-Schering-Pough Brinny CO.,

Heist-op-den-Berg, Belgie) a MDOC™ (Alltracel Ltd., Dublin, Ireland).

Laboratorni my3i kmene C57BL/6J byly rozdéleny do &tyf skupin po osmi:

A. Negativni kontrolni skupina s podanim vody, bez podani vlakniny ¢€i inhibitorh
cholesterolu.

B. MDOC™ experimentalni skupina s podénim MDOC™ (10 mg/den) intragastricky
sondou.

C. MDOCT™ experimentélni skupina s podanim MDOC™ (17 g/l) v napajeci vodé.

D. Pozitivni kontrolni skupina s podanim 0,2 mg Ezetimibu intragastricky sondou,

Absorpce cholesterolu byla ovéfena pomoci izotopové znaceného 7-*H cholesterolu
(M.G.P. Zlin, Ceské republika) rozpudténého v ethanolu ve smési se smetanou (Kapucin,
10%, Bohusovice nad Odii, Ceska republika). Davka traceru €inila 5 pCi (tj. 185 MBq).
Viem skupindm bylo sondou intragastricky aplikovano 0.3 ml traceru - 3H cholesterolu ve
smési se smetanou.

Dva dny po aplikaci sondy byla u zvifat provedena euthanasie pfediavkovanim v
parach éteru. V laboratofich Kliniky metabolické a gerontologické, Fakultni nemocnice v
Hradci Kralové byla provedena nasledujici analyza. Nejprve byla stanovena extrahovatelna
aktivita plné krve a homogenatu jaterni tkané¢ metodou scintiladni spektrometrie. Krev
experimentalnich zvifat byla odebrana z horni duté Zily do heparinu. Do 2 ml ethanol-
acetonové smési (1:1) bylo pipetovano 500 pl krve. Jatra byla zvaZzena a cela
zhomogenizoviana ve dvoinisobné hmotnosti fyziologického roztoku. Z homogenitu bylo
odebrano 500 pl a pipetovéno do 2 ml ethanol-acetonové smési (1:1). Do vSech roztoki bylo
pfidano 0,1 ml interniho standardu 14C-cholesterolu v ddvce 50 nCi. Vzorky krve a jaternich
homogenati byly extrahovany na rotatoru po dobu 10 min a poté centrifugovany (1900 rpm,
teplota 4°C po dobu 10 minut). Aceton-ethnolovy extrakt byl stahnut, poté bylo pfidano
150 pl nasyceného vodného roztoku hydroxidu sodného. V termobloku probihala po dobu

60 minut alkalicka hydrolyza pfi teploté 50 °C. Po ochlazeni vzorki bylo ptidano 1,5 ml
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redestilované vody a 1 ml toluenu. Na rotatoru byly vzorky extrahovédny a poté opét
centrifugovany za stejnych podminek. Nakonec byl odebran 1 ml horni organické vrstvy,
ktery byl smisen se scintilaénim roztokem SLD-41. Kapalinovym scintilatnim spktrometrem
byly stanoveny vysledné hodnoty dpm (decomposition per minute), které po prepoctu
odpovidaji G¢innosti absorpce znageného cholesterolu v gastrointestindlnim traktu. Stanoven¢
hodnoty byly pfepotteny na Bq (dpm/60) a po kompenzaci internim standardem a pfepoctu na
celkové mnoZstvi krve my3i a hmotnost jater byl vypoéten zlomek zachycené davky traceru.
Vysledky byly porovnany pomoci softwaru SigmaStat (Systat Software, Inc. Point Richmond,
CA, USA).

23.2. Objasnéni mechanismu iéinku MDOC™ v tenkém stFevé

Samice my$iho kmene C57BL/6] byly rozd&leny do tf skupin. Kontrolni skupiné
(n=8) byla podévana aterogenni dieta obsahujici 0,15% cholesterolu po dobu 8 tydni (6g
/den). VMDOC™ skupiné (n=8) byla podavéana stejna dieta obohacend o 5% MDOC™
(6g/den). V pektinové skuping (n=8) (Danisco a.s., Smifice, Ceska Republika), ktera byla
povaZovina za pozitivni kontrolu byla podavana stejnd dieta s pfidavkem 5% pektinu

(6g/den).

23.3. Zhodnoceni schopnosti fermentace pFipravku MDOC™

Pro posouzeni vlivu MDOC™ na fermentaci in vivo a pro spravnou interpretaci jejiho
a¢inku na trévici ustroji byla pouZita metoda stanoveni koncentrace methanu, jednoho z
koneénych produkti fermentace vlakniny v tlustém stievé. Koncentrace methanu ve
vydechovaném vzduchu experimentélnich zvifat byla uréena pomoci plynove chromatografie
a plameno-ioniza¢ni detekce (analyzator MicoFID, Photovac, Perkin-Elmer, Norwalk, CT
USA). Experimentalni skupina my3i byla porovnana se skupinou my$i, kterym byl za stejnych
podminek podévan pektin (Danisco a.s., Smifice, Ceska republika).

K posouzeni vlivu MDOC™ na proces fermentace in vifro byl pouZit kultivacni
davkovaci systém pii 37 °C, ktery se skladal z roztoku stopovych prvki, zdsobniho roztoku
pufru, findlniho roztoku a piislusného substratu. Analyza byla provedena z trusu potkand
(kmene Wistar), pfi¢emz fermenta¢ni schopnost MDOC™ byla srovnéna s fermentaci pektinu
(pozitivni kontrola) a celulézy (negativni kontrola). Finalni roztok pro kultivaci obsahoval
vidy 40 ml zasobniho roztoku pufru, 4 ml roztoku stopovych prvkd, 800 mg substratu
(MDOC™, pektin, celul6za). Tento roztok byl pies noc uskladnén v lednici pfi 2-8 °C. Druhy
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den se kazdd lahev nechala samostatné probublavat 15 minut oxidem uhli¢itym za piesng
danych podminek a v souladu s udrZenim anaerobniho prostiedi. Poté se ldhve vloZily do
termostatu (37 °C). Mezitim se vzorky trusu zmohogenizovaly, vytvofilo se inokulum (1/4
trus a % fyziologicky roztok). U jednotlivych kontrolnich a experimentalni skupiny byl po
dobu 24 hodin méfen vznikajici plyn. pH vzorku se stanovilo na zatatku a na konci pokusu.

Po 24 hodinach byl experiment ukonéen.

23.4. Urceni celkové dietni vlAkniny v pFipravku MDOC™

V soucasné dob€ je preferovana metoda dle Asociace analytickych chemikil (AOAC,
991.43). V této analyze byl lg vysuSeného testovaného vzorku vldkniny (v duplikatu)
podroben postupnému enzymatickému traveni (firmemni kit Megazyme, Ireland, 2005). Tzn,
vzorek byl povafen s tepelné stabilni a-amylazou s cilem hydrolytického 3tépeni a
depolymerizace Skrobl. Poté byl inkubovidn s protedzou za 1ulelem solubilizace a
depolymerizace proteini. Ve findlni fazi byl podroben reakci s amiloglukosiddzou za
hydrolyzy $krobu a vzniku glukdzy. Vznikly roztok se poté precipitoval s 95% alkoholem za
vzniku rozpustné vldkniny. Vzniklé reziduum bylo zfiltrovdno, promyto ethanolem a
acetonem, vysu$eno a zvadZeno. Jeden z duplikdti byl pouZit pro stanoveni zastoupeni
proteind a druhy byl zpopelnén. Vyslednd hodnota celkové dietni vldkniny byla rozdilem

hmotnosti zfiltrovaného a vysuieného zbytku a hmotnosti proteini a zbytkt po zpopelnéni.

23.5. Stanoveni eliminace Zlu¢ovych kyselin ve stolici

Koncentrace Zlu¢ovych kyselin byla stanovena spektrofotometricky po prob&hlé
enzymatické reakci (Bile Acid Kit 450, Trinity Biotech Co., Wicklow, Ireland). My3i trus u
MDOC™ j kontrolni pektinové skupiny byl sbiran pfed pocatkem podavéni diety bohaté jak
na MDOC™, tak na pektin a poté v intervalu &tyf tydni. Celkové analyza probihala z péti

méfeni.

23.6. Stanoveni celkového cholesterolu v jatrech

Ke zjisténi celkového obsahu cholesterolu byla tkaii jater zhomogenizovana a
extrahovana po dobu 16 hodin ve smési chloroform:methanol. Poté byla pfiddna 2% kyselina
dihydrogenfosfore¢na a roztok byl zcentrifugovan. Organicka faze byla odstranéna a
podrobena kondenzaci v pfitomnosti dusiku. Celkovy obsah cholesterolu v jatrech byl

stanoven pomoci komer¢niho kitu (Pliva-Lachema, Brno, Ceska republika).
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23.7. Statistické zhodnoceni

Viechny hodnoty v grafech jsou vyjadieny jako primér £ SEM (stiedni chyba) 8
zvifat v kazdé skuping. Ke vzajemnému porovnani parametrd u MDOC™ a kontrolni skupiny
byl pouZit neparovy T test. Rozdily mezi skupinami byly statisticky vyznamné v pfipadé, Ze

p < a, kde 0=0,05. K vypoétu byl pouzit GraphPad Prism software (verze 5.0).
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24. Vysledky sledovani vlivu MDOC™ na aterogenni parametry y
myS$ich modelt aterosklerézy

24.1. Vysledky studie po podani 50 mg/kg/den MDOC™ ve standardni
dieté u apo-E deficientnich mysi.
Biochemické analyza

Graf 1. Podani 50 mg/kg/den MDOC™ ve standardni dieté¢ po dobu &tyF tydnd u apo-E
deficientnich my3i. Podénim této davky MDOC™ do¥lo k nesignifikantnimu sniZeni hladiny
celkového cholesterolu (p = 0,332) (Graf A), VLDL cholesterolu (p = 0,334) (Graf B), LDL
cholesterolu (p = 0,438) (Graf C) v porovnani s kontrolni skupinou, které byla podavana standardni
dieta. Dalsi vysledky ukazuji signifikantni sniZeni hladiny HDL cholesterolu (p = 0,022) (Graf D) ve
srovnani s kontrolni skupinou. Hladina triacylglyceroli (Graf E) byla také po podani MDOC™
sniZzena vyznamné (p = 0,038) oproti kontrole.
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Imunohistochemicka analyza

V oblasti aortainiho sinu & oblouku nebyly u Zadné z mys$i v experimentu nalezeny
aterosklerotické 1éze nebo jiné morfologické abnormality. Exprese Von Willebrandova
faktoru byla zjisténa u obou skupin v endotelovych buiikach. Tato protilatka byla pouZita jako
standard pro detekci intaktniho endotelu, nebot’ jeji exprese neni zménami hladin cholesterolu
nijak ovlivnéna. Exprese adheznich molekul VCAM-1 a ICAM-1 byla pozorovana pfevaZng
v endotelu aorty, a to u obou skupin zvitat. Exprese adhezni molekuly ICAM-1 byla u obou
skupin silngj§i v porovnani sadhezni molekulou VCAM-1. Kritkodobym podavanim
MDOC™ (50mg/kg/den) po dobu &tyf tydnd doslo k vyznamnému sniZeni exprese adheznich
molekul ICAM-1 i VCAM-1 ve sledovaném fiseku aorty, v porovnani s kontrolni skupinou

(Obr. 40. a, d; Obr. 41. a, d).

Obr. 40 Imunohistochemické barveni endotelidlni exprese ICAM-1 v koienun aorty. Vysledky
imunohistochemické analyzy prokazali intenzivnéj$i expresi ICAM-1 adhezni molekuly u kontrolni
skupiny (a) v porovnani s experimentalni MDOC™ skupinou (d).Origin. zv&tSeni 200x.

e,/d

Obr. 41 Imunohistochemické barveni endotelidlni exprese VCAM-1 v kofenu aorty. Vysledky
imunohistochemické analyzy poukazuji na intenzivngjsi expresi VCAM-1 u kontrolni skupiny (a)
v porovnani s experimentalni MDOC™ skupinou (d). Origin. zv&t3eni 200x.

a d
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Stereologicka analyza exprese VCAM-1 a ICAM-1

Pro celkové zhodnoceni stereologie byla pouZita exprese von Willebrandova faktory
v endotelu aorty, ke které byla vztazena exprese adheznich molekul VCAM-1 a ICAM-1.
Stereologicka analyza potvrdila silngjsi expresi ICAM-1 v porovnani s VCAM-1 u oboy
skupin zvifat. Exprese VCAM-1 (Graf 2) a také exprese ICAM-1 (Graf 2) byla po podani

MDOC™ vyznamné sniZena v porovndni s kontrolni skupinou.

Graf 2. Plocha exprese adhezni molekuly VCAM-1 a ICAM-1 v aortilnim oblouku. Endotelialni
exprese VCAM-1 byla po podani 50 mg/kg/den MDOC™ signifikantné sniZena v porovnani
s kontrolni skupinou. Exprese ICAM-1 po podani pfipravku byla sniZena také, ale ne nijak vyznamng,

VCAM-1 ICAM-1

%

Kontrola

MDOC Kontrola

MDOC

Zavér
Kritkodobé podavani standardni diety (Chow diet, &tyfi tydny) obohacené o MDOQC™
v divce 50mg/kg/den apoE-deficientnim mys$im vedlo k mimému hypolipidemickému uéinku

tohoto pfipravku v porovnani s kontrolni

skupinou zvifat. Stereologickou analyzou
imunohistochemického barveni bylo u zvifat, kterym byla poddvana MDOC™ prokazano
signifikantni sniZenf endotelidlni exprese VCAM-1 a sniZeni ICAM-1. Ze ziskanych vysledki
usuzujeme, Ze tento efekt mizZe byt pravdépodobné vyraznéjsi po del$im podavani MDOC™,
protoZe metabolismus lipidi u my3i vykazuje pomalej§i obrat, tzn. Ze doba &tyF tydni

podavani tohoto pfipravku miZe byt nedostaéujici.
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24.2. Vysledky studie po podani 5% MDOC v aterogenni dieté¢ u
apoE/LDLR DKO deficientnich mysi.

Biochemicka analyza

Graf 3. Pod4ni 5% MDOC™ spolu s aterogenni dietou po dobu osmi tydnu u apoE/LDLR
deficientnich mysSi. Po podani této davky MDOC™ spolu s aterogenni dietou doslo k signifikantnimu
snizeni hladiny celkového cholesterolu (Graf A) (p=0,0338) a také VLDL (Graf B) (p=0,0110)
cholesterolu. Hladina LDL (Graf C) a TAG (Graf E) lipoproteinové frakce byla nevyznamné sniZena
v porovnéni s kontrolni dietou. Po podani MDOC™ doslo také k signifikantnimu zvySeni HDL (Graf
D) (p=0,0172) cholesterolu.
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Zavér

Osmi tydenni podavani 5% MDOC™ v aterogenni dieté¢ apoE/LDLRKO deficientnim my3im
vedlo k signifikantnimu sniZeni hladiny celkového cholesterolu a VLDL v porovnani
s kontrolni skupinou. Po podani studovaného ptipravku MDOC™ do$lo také k vyznamnémy

zvys$eni hladiny HDL lipoproteinové frakce. Hladina LDL a TAG nebyla po podani MDOC™

nijak vyznamné ovlivnéna.
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24.3. Vysledky studie po podani 5% MDOC v aterogenni dieté u apoE
deficientnich mysi kmene C57BL/6J

Biochemickd analyza

Graf4. Podéni 5% MDOC™ spolu s aterogenni dietou po dobu osmi tydni u apoE
deficientnich my$i. Po podani 5 % MDOC™ spolu s aterogenni dietou dolo k signifikantnimu
snizeni hladiny celkového cholesterolu (Graf A) (p=0,048) a také TAG (Graf E) (p=0,005). Hladina
VLDL (Graf B) a LDL (Graf C) lipoproteinové frakce byla nevyznamné sniZena v porovnani
s kontrolni dietou. Po podani MDOCT™ doglo také ke zvy$eni HDL (Graf D) cholesterolu.
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Imunohistochemické analyza
Exprese VCAM-1 byla pozorovana v kontrolni i MDOC™ skupiné. Silnd intenzity

barveni byla patmd zejména vmedii cév pod aterosklerotickymi platy. Dije

v aterosklerotickych platech a na cévnim endotelu v oblasti platu i mimo ngj (Obr. 42).
Barveni VCAM-1 bylo u obou studovanych skupin velmi podobné z hlediska lokalizace a

Castedné také intenzity.

Obr. 42 Imunohistochemické barveni VCAM-1 exprese u kontrolni a MDOC™ skupiny. Silng
exprese VCAM-1 u kontrolni skupiny (a) je patrna v medii cévy pod aterosklerotickym platem, v platu
a na cévnim endotelu (*). Exprese VCAM-1 u MDOC™ (d) je z hlediska lokalizace velmi podobna
jako u kontrolni skupiny. ZvétSeni 100x.
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Stereologicka analyza histologického barveni olejovou Cerveni a exprese VCAM-1

Stereologicka analyza prokézala, ze 8 tydenni podavani 5% MDOC™ neovlivnilo
velikost aterosklerotickych platd, coZ bylo posuzovéno velikosti plochy barveni olejovou
Gerveni (Graf 5.). Kvantitativni stereologicka analyza endotelidlni exprese VCAM-1
v aortalnim sinu byla vztazena k expresi PECAM-1 na endotelu, ktery vyjadiuje 100%-ni
piitomnost endotelidlnich bunék. Vysledky tedy vyjadfuji procento aktivovanych bunék
barvenych VCAM-1. Ani zde nebyl prokazéan vliv poddvani MDOC™ na expresi VCAM-1
(Graf 6.).

Graf 5. Stereologicka analyza velikosti plochy barveni olejovou ferveni. Podavani 5% MDOC™
po dobu osmi tydnii neovlivnilo velikost aterosklerotickych platu.
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Graf 6. Exprese plochy adhezni molekuly VCAM-1 v aortilnim sinu. Podavani 5% MDOC™ po
dobu osmi tydnii vedlo ke statisticky nevyznamnému sniZeni exprese VCAM-1 v porovnani
s kontrolni skupinou.
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Zavér

Osmitydenni podavani 5% MDOC™ v aterogenni diet¢ apoE deficientnim mysim vedlo
k signifikantnimu sniZeni hladiny celkového cholesterolu a TAG v porovnani s kontrolni
skupinou. SniZeni hladiny celkového cholesterolu a TAG ovdem nijak neovlivnilo velikost
aterosklerotickych plati. Stereologicka analyza také prokézala nesignifikantni sniZeni exprese
VCAM-1 po podavani MDOC™,
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25. Vysledky objasnéni mechanismu hypolipidemického efektu
MDOC™ u samic mySiho kmene C57BL/6J

25.1. Stanoveni absorpce cholesterolu v tenkém stievé metodou kapalinové
scintilaéni spektometrie s uzitim *H-cholesterolu

V experimentech byly pouZity samice mysiho kmene C57BL/6]). V nésledujici studii byly
testovany tyto latky: Ezetimib (Ezetrol-Schering-Pough Brinny CO., Heist-op-den-Berg,
Belgie) a MDOC™ (Alltracel Lab, Dublin, Ireland).

Laboratorni my3%i kmene C57BL/6J byly rozdéleny do &tyf skupin:

A. Negativni kontrolni skupina bez podani vlakniny ¢i inhibitori cholesterolu.

B. MDOCT™ experimentalni skupina s podanim MDOC™ (10 mg/den) intragastricky
sondou.

C. MDOCT™ experimentélni skupina s podanim MDOC™ (17 g/l) v napdjeci vode.

D. Pozitivni kontrolni skupina s podanim 0,2 mg Ezetimibu intragastricky sondou.

MDOC™ podavana v napadjeci vodé a intragastricky sondou neovlivnila signifikantné
absorpci cholesterolu v tenkém stfevé u mysiho modelu kmene C57BL/6J. V porovnani
s kontrolni skupinou byla u Ezetimibové skupiny prokdzana inhibice absorpce cholesterolu
(P<0.001) (Graf 7.).
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Graf 7. Absorpce cholesterolu v tenkém stievé po podani MDOC™. Podavani MDOC™
v napéjeci vodé a intragastricky sondou vyznamné neovlivnilo absorpci cholesterolu ve stievé y
mysiho kmene CS7BL/6]. V Ezetimibové skupiné bylo potvrzeno signifikantni sniZeni absorpce
cholesterolu v porovnani s kontrolni skupinou. Vysledky jsou vyjadieny procenty aplikovanych davek.

LEL)

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér £ SEM, n =8,  P<0.001.
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25.2. Uréeni mechanismu uéinku MDOC™ v tenkém stievé

Z vysledkii pfedchozi studie bylo potvrzeno, Ze poddni MDOC™ neovliviiuje absorpci
cholesterolu, proto jsme se dale zaméfili na vliv MDOC™ v metabolismu Zlugovych kyselin a
v procesu fermentace v tlustém stfevé. Jako pozitivni kontrola byla pouZita skupina mysi,
kterym byl podavan v potravé 5% pektin (6g/den), coZ je vyznamny zéstupce rozpusiné dietni
vldkniny s obdobnou strukturou jako MDOC™. U C57BL/6J mysi po podani 5% MDOC™
(6g/den) byla stanovena eliminace Zlutovych kyselin, fermentace v tlustém stfevé a celkovy

obsah cholesterolu v jatrech.

25.3. Fotometrické stanoveni mnozstvi Zlu¢ovych Kyselin ve stolici

V ramei této studie byl analyzovan mysi trus pfed zacatkem poddvanim MDOC™ ¢i
pektinu a poté kazdy nasledujici tyden po podéni studovanych piipravki (po dobu 4 tydnu).
Z celkem péti méfeni nebylo po podani MDOC™ zjisténo signifikantni zvySeni vyluéovani
#luéovych kyselin ve stolici. Téméf stejné vysledky byly potvrzeny po podavani pektinu (Graf
8.).
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Graf 8. Eliminace Hludovych kyselin v trusu my3i po podani studovanych pfipravkii. Vysledky
eliminace Zlugovych kyselin ve stolici pred poGatkem podévani studovanych piipravki (1. tyden) a
poté v nasledujicim tydnu (2., 3., 4., 5.) neprokazaly vyznamné rozdily po podani MDOC™ ¢&i pektinu
v porovnani s kontrolni skupinou.
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25.4. Stanoveni obsahu cholesterolu v jatrech
Podani MDOCT™ a taktéZ podani pektinu (11.28 + 0.84 vs. 7.68 £ 0.25, P = 0.002) v dieté
my3iho kmene C57BL/6J vyznamné sniZuje hladinu cholesterolu v jatrech v porovnani s

kontrolni skupinou (Graf 9.).

Graf 9. Stanoveni obsahu cholesterolu v jatrech. Graf znazoriiuje signifikantni sniZeni hladiny
celkového cholesterolu v jatrech po podani MDOC™ (11.28 + 0.84 vs. 8.88 + 0.15, P = 0.030) v dieté
mysiho kmene C57BL/6J v porovnani s kontrolni skupinou.

Celkovy cholesterol v jatrech
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kontrola MDOC
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25.5. Vliv MDOC™ na proces fermentace in vivo 25.7. Ur&eni obsahu vlakniny v pfipravku MDOC™

Vzhledem k citlivosti analyzatoru byla koncentarce methanu ve vydechovaném K urceni celkového obsahu dietni vlakniny byla pouZita metoda podle AOAC 991.43.
vzduchu my3 méfena celkové u vSech my$i v experimentilni & kontrolni skuping. | Vysledky ukazuji, Ze studovany pfipravek MDOC™ obsahuje 59.78 + 5.0 % vlakniny.
Koncentarce methanu byla pro experimentélni skupinu s pektinem 2 ppm, s MDOC™ 2 ppm Zjistény nizky podil vlakniny v tomto pfipravku je pravdépodobné disledkem nedokonalé
a u kontrolni skupiny 1 ppm (Tab. 5). | precipitace ethanolem. Podobné je tomu napf. u inulinu.

Tab. 5 Koncentrace methanu ve vydechovaném vzduchu u experimentilnich a kontrolni
skupiny mySiho kmene C57BL/6J. (ppm z latinského pars per milion).

CH, /ppm/
Kontrolni skupina 1
MDOC™ skupina
Pektinova slupina 2

25.6. Vliv MDOC™ na proces fermentace in vitro

Pokles namé&fené hodnoty pH z 7.33 na 7.72 a 6.68 na 6.77 byl zpusoben vznikajicimi
produkty fermentace u MDOCT™ resp. pektinové experimentalni skupiny. Zédné zm&ny pH
nebyly zaznamenany u kontrolni skupiny, kterym byla podavana celuléza. Produkce plynnych
produktil je zaznamenana v grafu 10.

Graf 10. Vliv MDOC na proces fermentace in vitro. Tento graf zachycuje ¢asovou posloupnost
vlivu MDOC™ na proces fermentace v tlustém stievé. Podani MDOC™ v dieté¢ prokazalo 65%ni
produkei plynu v porovnani s pektinovou skupinou. Zadna produkce plynu nebyla zaznamenéna u
skupiny my$i, kterym byla podavana celuléza.
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Ateroskleroza je zavaznym onemocnénim, které je charakteristické degenerativnim
zanétem cévni stény. K jeji manifestaci s postizenim funkci Zivotné dilleZitych organt dochazj
nejéastéji ve stiednim véku. Pfedev3im korondrni onemocnéni a ischemické cévni ptihody
jsou hlavni pfiinou mortality a morbidity v Ceské republice i ostatnich zemi. Rada
provedenych intervencnich studii pfispéla k osvétleni patogeneze tohoto procesu a ke zlep3eni
terapeutickych pfistupll v prevenci a 16¢bé (131).

Zavedenim vhodného experimentalniho modelu ke studiu procesu ATS se védecké
kterd se v8ak vi¢i rozvoji ATS jevi jako velmi rezistentni zvifeci druh. Poddvanim bé&¥né
diety vykazuje nizkou hladinu celkového cholesterolu, vy$3i hladinu protektivniho HDL
cholesterolu a ke vzniku aterosklerotickych 1ézi nedochazi. Podavanim diety obohacené o
vysoky podil cholesterolu, tukli a Zlu€ovych kyselin je naopak docileno zvy3eni hladiny
celkoveého cholesterolu. Za nékolik mésict jsou u vybranych kmenii detekovatelné vytvotené
vrstvy p&€novych bunék, zejména v subendotelu cév a v okoli aortdlniho sinu. V porovnani s
aterosklerotickymi lézemi u lidi jsou tyto nélezy mendi (145). Pomoci metod speciélni genové
technologie doslo v devadesatych letech k vytvofeni my$iho kmene s deficitem pro
apolipoprotein E (142). Apolipoprotein E je primarné syntetizovdn v jatrech
parenchymatéznimi burikami a tvoii povrchovou soucést plazmatickych lipoproteind VLDL,
IDL, HDL i chylomikronl, pticemZ zprostfedkovava jejich vazbu k LDL a LRP
(LDL-receptor related protein) receptorim. U my$i, které nemohou ApoE syntetizovat
dochézi ke zpozdéni utilizace VLDL ¢&astic s naslednym vzestupem hladiny LDL cholesterolu
a zvySenim rizika rozvoje aterosklerézy. Podavanim nizkocholesterolové stravy roste u téchto
mySi hladina celkového cholesterolu jako disledek kumulace chylomikront a VLDL zbytku
obohacenych esterifikovanym i volnym cholesterolem. Asi po deseti tydnech vznika lipidni
prouzkovani a fibromuskularni platy, jenZ jsou typické pro ateroskleroticky proces u lidskych
jedinci. K tvorbe¢ t&chto lézi dochazi pfedeviim v aorté, hlavnich vé&tvich karotid,
interkostalnich, mesenterickych, rendlnich a ilidlnich arteriich a také v proximalnich &astech
koronérnich, femoralnich a podkli¢kovych arterii. Pokrocilé léze jsou asi po patnicti tydnech
podavani cholesterolové stravy charakteristické ptitomnosti p&novych a hladkych svalovych
bun&k. Fibromuskuldrni platy jsou zfetelné asi po dvaceti tydnech a obsahuji nekrotické jadro
s fibromuskularni &epi¢kou z hladkych svalovych bun&k, které jsou obklopeny elastickymi

vlakny a kolagenem. Pokrocilé léze mohou podléhat destrukci bunék medie nebo u nich
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mohou vznikat aneuryzmata. Rozsahlou proliferaci fibrézni tkané dochazi ke zuZeni lumen
cévy nebo k jeji uplné okluzi (161).

Mezi léEebné postupy hyperlipoproteinémii patii dietni, reZimova opatieni a
farmakologicka lé¢ba. Dietni opatfeni zahrnuji v prvni fadé sniZeni obsahu tukl v dieté,
zvySeny pfisun vlakniny &i konzumaci nékterych vitamind s pfedpokladanym antioxidaénim
piisobenim. DileZitou sou¢asti je také zména Zivotniho stylu a pravidelna fyzické aktivita.
Intenzivni farmakologickou lé¢bou lze pak dosidhnout zastaveni rozvoje aterosklerotického
procesu, ale také regrese jiZz vytvofenych lézi. Postupnym sniZovanim hladiny cholesterolu je
docilenc stabilizace aterosklerotického platu a sniZeni incidence ruptury (126).
Hypolipidemika lze rozdé&lit na léky ovliviiujici ptedevSim cholesterol (napf. statiny,
pryskyfice), léky ovliviiujici cholesterol a triglyceridy (napf. fibraty) a dietetika s dal§imi
pfipravky, napf. s vysokym obsahem vlakniny ¢&i omega-3-mastnymi kyselinami. V sou¢asné
dobg jsou nejuZzivanéjSimi léky statiny, které piisobi jako kompetitivni inhibitory kli€¢ového
enzymu nitrobunééné syntézy cholesterolu, 3-HMG-CoA reduktazy, a tim sniZuji
plazmatickou hladinu cholesterolu (126).

Dietni vldknina a jeji vliv na lidsky organismus je pfedmétem biomedicinského
vyzkumu jiz mnoho let. Piestoze informaci o dietni vldkniné neustile piibyva, piesny
mechanismus jejiho plisobeni neni zcela objasnén (154). Je tvofena poZivatelnou ¢asti
rostlinnych nebo obdobnych sacharidii, které jsou rezistentni k traveni a absorpci v lidském
tenkém stfevé skompletni nebo {astenou fermentaci ve stievé tlustém (153).
Epidemiologické studie potvrzuji jeji protektivni ucinek v rozvoji fady civilizaénich chorob
metabolického plivodu i kardiovaskuldrnich onemocnéni (162). Podévanim zejména
rozpustné dietni vldkniny ve strav€ u lidi i zvifat (7) byl prokazan pozitivni vliv na
metabolismus cholesterolu, Zlu€ovych kyselin a také lipoproteinovych &astic (153, 163).

Prvnim cilem naSich experimentdlnich studii bylo ovéfit potencialni hypolipidemické
ucinky studovaného ptipravku MDOC™ na my$im C57BL/6J apoE-deficientnim modelu. Pfi
studiich jsme zvifatim v pfedem zvoleném &asovém intervalu podavali tii rlizné typy diety.
Standardni laboratorni dieta (Chow diet) byla obohacena o 50mg/kg MDOC™ byla zvifatim
podavédna denné¢ po dobu &ty tydnG. Dale jsme ke studiu zvolili tzv. aterogenni dietu
(Western type diet) s vysokym obsahem tuki a cholesterolu, ktera navic obsahovala 50mg/kg
MDOC™ v jedné ddvce a byla zvifatim podavéna také jednou za den. Jako posledni byla
podavana dieta s ptidavkem 5% MDOC™/den, a to po dobu osmi tydnd. Sledovali jsme
pfedev§im zmé&ny parametri lipidového spektra v krvi, velikost aterosklerotickych platd a

expresi bunééné adhezivni molekuly VCAM-1 ve vytvofenych Iézich za pouziti
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imunohistochemickych a stereologickych metod. DalSim cilem bylo zjistit pravdépodobny
mechanismus hypolipidemického plisobeni a posoudit, zda ze pfipravek MDOC™ fadit mezi
rozpustnou dietni vlakninu.

Dietni vlaknina je nedilnou soudasti vyZivy &lovéka. Jeji fyziologicky G€inek zavisi na
velikosti a typu podaného polysacharidu (viskozit€) a na bakteridlnim osidleni kolonu
(schopnosti fermentace) (157). Pro pozitivni i€inky mé kli€ovy vyznam podil rozpustné a
nerozpustné dietni vldkniny (154). Dietetickou kvalitu vlakniny lze zhodnotit napf.
stanovenim mnoZstvi kone¢nych produkti anaerobni fermentace po jeji aplikaci. Z markeri
prob&hlé fermentace lze stanovit napf. methan ve vydechovaném vzduchu &i pfitomnost
kratkych mastnych kyselin (SCFA, zejména propionat, acetat, butyrét) ve stolici. SCFA maji
diilezitou Glohu v prevenci fady metabolickych onemocnéni (nap¥. kolorektalniho karcinomu),
zejména u osob s vyd§im pijmem tukd ve stravé a svou piitomnosti pfiznivé ovlivilujf
proliferaci a zrani kolonocytl ve stfevé. Kyselina propionova déle pfimo inhibuje klicovy
enzym syntézy cholesterolu, HMG-CoA reduktazu (164).

Mechanismus plsobeni dietni vlakniny je vysvétlovan zejména ovlivnénim absorpce
cholesterolu a Zludovych kyselin v tenkém stievd (157, 160). Vldknina vazbou Zlucovych
kyselin zvySuje jejich vylucovéni, obdobné jako napf. iontoménicové pryskyfice pierusuje
enterohepatalni cyklus, ¢im% dochézi také ke sniZeni syntézy cholesterolu de novo v jatrech
(165). Sekundarné je zvy3eno odbouravéni cholesterolu v jatrech. Vlaknina se uplatiiuje vice
mechanismy piisobeni, z nichZ jen nékteré jsou v soudasné dobé dostatedn& prozkoumany
(154).

Kratkodobym podavanim standardni laboratorni diety (Chow diet) apoE deficientnim
my$im s pfidavkem ptipravku MDOC™ v mnoZstvi 50mg/kg/den, jsme zjistili pouze mirny
hypolipidemicky ulinek. Coz miZe byt disledek nedostatetného <casového intervalu
v podévani diety. Hladina celkového cholesterolu byla ovlivnéna mimg, hladina VLDL a
LDL lipoproteinové frakce nebyla po podini MDOC™ ovlivnéna nijak vyznamné.
Stereologickou analyzou imunohistochemického barveni jsme piekvapivé prokézali
signifikantni sniZeni endotelidlni exprese adhezni molekuly VCAM-1. Tyto vysledky tedy
naznatily pouze mirné hypolipidemické uinky MDOCT. Tento nedostatecny efekt zfejme
souvisel s niz3i davkou MDOC™, pii{padné s tim, e se v dieté nepodaval cholesterol. V dalsi
studii jsme se proto zaméfili na sledovani vlivu vy3§i davky MDOC™ u apoE/LDLR-
deficientnich mysi.

Podavani 5% MDOC™ apoE/LDLR-deficientnim my$im spolu s aterogenni stravou

(Western type) po dobu osmi tydnii, vedlo k signifikantnimu sniZeni hladiny celkového
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cholesterolu a VLDL, ktera zde pfedstavuje hlavni lipoproteinovou frakei (145). U tohoto
typu mysiho modelu dochazi k rozvoji t&zké hyperlipidémie a aterosklerdzy, a proto je hojné
vyuzivan ke studiu antiaterosklerotickych &inkit u riznych typu studovanych pfipravku
(166). Po podani diety bohaté na MDOC™ jsme dale zjistili signifikantni zvySeni hladiny
HDL cholesterolu, co¥ je vsouladu s praci autord Frias a Sgarbieri (167), ktefi dosahli
podobnych vysledki na potkanim modelu po podani jiného typu rozpustni dietni vldkniny ve
stravd, konkrétn¢ guarové gumy. Rada studii provedenych u lidi (168, 169, 170) i
laboratornich zvifat (163, 171, 172) potvrzuje, Ze podavanim rozpustné dietni vidkniny ve
stravé dochazi k poklesu LDL lipoproteinové frakce. V nadi studii jsme signifikantni sniZeni
LDL neprokézali, nicmén& divodem miize byt pouZiti vy$e popsaného mysiho modelu, u
kterého je v&tSina cholesterolu uloZena ve VLDL lipoproteinové frakei. Vysledky
experimentalnich praci na zvifecich modelech (153, 173) a také u lidi (162) potvrzuji, Ze
poddvanim rozpustné dietni vlakniny ve stravé, dochézi spolu se sniZenim LDL, také
k redukci HDL lipoproteinové frakce. Snizeni HDL cholesterolu je nezédoucim efektem,
nebot’ sniZeni hladiny HDL v plazmé& piimo koreluje srizikem vzniku koronarnich
komplikaci (174, 175).

Podavani 5% MDOC™ v aterogenni diet® apoE deficientnim mySim po dobu osmi
tydnii vedlo k signifikantnimu sniZeni hladiny celkového cholesterolu a TAG v porovnani
s kontrolni skupinou. SniZeni hladiny celkového cholesterolu a TAG oviem nijak neovlivnilo
velikost aterosklerotickych platd. Stereologicka analyza také prokazala nesignifikantni sniZeni
exprese VCAM-1 po podavani MDOC™,

Dal§im cilem experimentdlnich studii bylo zjistit mechanismus hypolipidemického
pisobeni MDOC™ a posoudit, zda miZe byt studovana substance fazena do skupiny tzv.
rozpustné dietni vlakniny. V prvni studii byl sledovan vliv MDOC™ na absorpci cholesterolu
v tenkém stfevé u kmene C57BL/6]J. MDOC™ poddvana v napajeci vodé a intragastricky
sondou nijak neovlivnila absorpci cholesterolu v tenkém stievé v porovnani s pozitivni
kontrolni skupinou, ve které byl podavan u&inny inhibitor absorpce cholesterolu Ezetimib
(176).

V dalsi studii jsme pouZili jako pozitivni kontrolu pektin, znamého zastupce rozpustné
dietni vlakniny (7, 177) a sledovali jsme vliv pfipravku MDOC™ na proces eliminace
Zludovych kyselin a fermentaci bakteriemi v tlustém stfev€. Vysledky u my3siho kmene
CS7BL/6] neprokazaly po podani zkoumanych latek Zadny vliv na eliminaci Zluovych
kyselin. Existuji vSak experimentdlni zvifeci studie, které potvrzuji zvySeni exkrece

ZluCovych kyselin po podéni pektinu (178, 164). Tyto studie byly oviem provedeny na
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potkanim modelu. Na druhou stranu jsme po podani MDOC™ prokazali sniZeni celkovéhg
cholesterolu v jatrech v porovnani s kontrolni skupinou. Tento efekt miZe byt disledkem
sniZzené dodavky cholesterolovych remnant do jater anebo zvySenim exkrece ZluCovych
kyselin a cholesterolu (163). Nicméné ani jeden z uvedenych mechanismu mozného piisobeni
se nam v této studii nepodafilo prokazat. V dal$i Casti studie jsme zjistili dvojnasobnoy
koncentraci methanu ve vydechovaném vzduchu u experimentalnich skupin my3i, tzn. po
podani MDOC™ i pektinu v porovnani s experimentalni skupinou, coZ poukazuje na
zvySenou fermentaci bakteriemi tlustého stfeva po podani téchto substanci. Tyto in vive
experimenty ukazujici na schopnost fermentace MDOCTM v tlustém stievé byl navic potvrzen
také in vitro metodou. Vliv dietni vlakniny na sniZeni hladiny cholesterolu je &astedng
spojovan s procesem fermentace anaerobnimi bakteriemi tlustého stfeva, jak jiZ bylo uvedeno
vySe v textu. Procesem fermentace vznikaji SCFA, jejichZz mnoZstvi zavisi na konkrétnim
typu rozpustné dietni vlakniny. SCFA jsou pfena$eny portalni vénou do jater, kde dochazi
k jejich kompletni metabolizaci (8). Propionat inhibuje kliCovy enzym syntézy cholesterolu,
jaterni HMG-CoA reduktazu (158) a inhibuje syntézu cholesterolu de novo v jatrech. Existuji
viak studie, které sniZeni aktivity tohoto enzymu po podani stravy bohaté na dietni vlakninu
nepotvrzuji (7). Po podani dietni vlakniny byla naopak zji§téna zvySena aktivita HMGCoA-
reduktazy v dusledku sniZzené hladiny cholesterolu v jatrech (178, 163). Je nutné dodat, Ze
Zadny z té€chto efektd nebyl prokdzin na my$im experimentdlnim modelu. Z dosavadnich
vysledkl studii u C57BL/6J mysi usuzujeme, Ze pfipravek MDOC™ zvySuje fermentaci
v tlustém stfevé s ndslednou produkci SCFA (zejména propionatu), které posléze inhibuji
syntézu cholesterolu v jatrech.

Mechanismus hypolipidemického u¢inku pusobeni MDOC™ miZe byt druhové
specificky, a proto je nutné v blizkém budoucnu provést srovnavaci studie na jiném
experimentalnim modelu (napf. potkan, morée). Dal§i experimenty musi byt zaméfeny na
ovéfeni mechanismu u¢inku MDOC™ a vlivu na aterogenni proces u pokrocilejsich
aterosklerotickych platad ¢ na pfipadnou kombinaci podani s jinym hypolipidemikem.
Z vysledk na$i studie tedy vyplyva, Ze MDOC™ je fermentabilni substance a mechanismus

hypolipidemického W¢inku je pravdépodobné obdobny jako u rozpustné vlakniny.
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Nehojici se rana je velmi ¢asto nezadouci komplikaci fady onemocnéni a cilem 1écby
je proto dosahnout v co nejkrat$im ase funkni reparace. V soucasné dob€ je preferovéano
ofetfovani na bazi vlhké terapie, které je na trhu zastoupeno velkym mnoZstvim obvazovych
materialt, Tato kryti maji fadu pozitivnich schopnosti, napi. udrzet v rané vlhké prostiedi,
vytvofit optimalni pH, eliminovat prozan&tlivé faktory a zvysit lokalni koncentraci ristovych
plsobki (84). V klinické praxi se do poptedi dostavaji zejména hydrofilni materialy, jako jsou
karboxyceluléza &i jiné polysacharidy samostatné nebo v kombinaci napf. s kolagenem. Ty
mohou byt modernimi technologiemi zpracovany do textilni formy, ktera je pfi aplikaci na
ranu schopna zabranit nasledné infekci. Navic je znamo, Ze absorbuji sekret z rany a dale
podporuji migraci a proliferaci zanétlivych bunék, tvorbu ECM a angiogenezi. Pfispivaji tim
tedy k obnoveni porusené rovnovahy mezi repara¢nimi a degrada¢nimi procesy v ran€, ¢imz
hojici proces pfiznivé ovliviiuji (56).

V na$i studii jsme testovali novy pfipravek, jehoZ zidkladem je mikrodispergovana
oxidovana celuléza (MDOCTM), patent irské firmy Alltracel, ktera se v medicin€ pouZiva jako
biokompatibilni zcela resorbovatelné hemostatikum. Je to kopolymer sloZeny z opakujicich se
jednotek polyanhydroglukuronové kyseliny (PAGA) a polyanhydroglukoézy. Jedn4 se material
s nizkou toxicitou, ktery se pouZivi ve formé spreje, gelu, prasku a textilie (87, 4).
Neutralizaci COO® skupin ionty Ca’ a Na' v poZadovaném poméru ziskavdi MDOQC™
nekysely charakter a ve vodném prostfedi vytvéaii koloidn€ disperzni systém &i gel. Tento
pfipravek muZe byt navic vyuZit jako polymerni nosi¢ iontdl ¢i latek (napf. antibiotik), coZ
bylo béhem na3i experimentalni &innosti také zohlednéno.

N4§ experimentalni model prokazal, e kratkodobé podavani MDOC™ Apo-E ()
deficientnim my$im ma mirny protizanétlivy a hypolipidemicky uginek. Z hlediska rozvoje
aterogenese byla pomoci fady experimentdlnich analyz intenzivné studovana problematika
adhezivnich molekul, které jsou zasadni pro prostup leukocytll do intimy poSkozenych cév a
udrZeni permeability endotelu. V dal$ich experimentech jsme se proto podrobné¢ zaméfili na
sledovani parametri lipidového spektra a expresi adhezivnich molekul VCAM-1 a ICAM-1,
po podani piipravku MDOC™ v diet§, na mys$im apo-E deficientnim () modelu
ateroskler6zy. A déle jsme zjistovali moZny mechanismus hypolipidemického plsobeni

tohoto piipravku.

113




27. Souhrn

Pro lepsi piehlednost byla piedkladana disertacni prace rozdélena na &ast zabyvajici se
testovanim efektu lokalné aplikovaného pfipravku MDOC™ u experimentalné navozeného
akutniho zénétu kiZe na modelu laboratorniho potkana a prasete domaciho a dale na studium
vlivu perordlné podavaného piipravku MDOC™ na hladiny lipidu a aterogenezi u mysiho
modelu aterosklerdzy.

Konkrétnimi ¢ili bylo:

1. Posoudit vliv lokalné aplikovaného pfipravku MDOC™ v procesu akutniho hojeni
koznich poranéni na modelu laboratorniho potkana (Rattus norvegicus) pomoci
svételné mikroskopie.

2. Porovnat u€innost jednotlivych forem MDOC™ (prasek, sprej, gel a textilie).

Sledovat pfipadnou zménu exprese vybranych prozanétlivych markeri a zhodnotit

dynamiku hojeni v jednotlivych fazich s vyuZitim imunochistochemickych metod.

4, Na velkém laboratornim zvifeti (Sus scrofa domestica) vytvofit model triné
zhmozdéné koZni rany, pomoci svételné mikroskopie identifikovat kvalitativni a
kvantitativni zmény v jednotlivych fazich procesu hojeni po lokalni aplikaci PAGA
v kombinaci s gentamicinem a ovéfit G¢innost PAGA u rannych infekei vyvolanych
bakteridlnimi kmeny (Staphyloccocus aureus, Pseudomonas aeruginosa a Escherichia
coli).

5. Studovat potencialni hypolipidemické uc¢inky MDOC™ u apoE-deficientnich mysi
sledovdnim parametri lipidoveého spektra v krvi a velikosti aterosklerotickych platd a
exprese bunééné adhezni molekuly VCAM-1 vtéchto lézich pomoci
imunohistochemickych a stereologickych metod.

6. Zjistit mozny mechanismus hypolipidemického ptasobeni MDOC™ a posoudit, zda

miZe byt tato substance fazena do skupiny tzv. rozpustné vlakniny.

Ve studii provedené na modelu laboratorniho potkana byl sledovan vliv jednorazové
lokdlni aplikace MDOC™ na akutni hojeni rany. K detekci a identifikaci zmén v koZni tkani
jsme pouZili makroskopickou analyzu, a to konkrétné k posouzeni charakteru uzavirani ran.
Dile byla provedena klasicka svételnd mikroskopie za pomoci zakladniho histologického
barveni ke zjidt&ni lokalizace a zastoupeni bunék, pak zhodnoceni charakteru granulaéni
tkané, mnoZstvi kolagenu, popf. i nové vytvofenych cév a nakonec imunohistochemicka
analyza, kterou jsme sledovali zm&nu exprese specifickych prozanétlivych markeri (TNFRI,
CCR2, TGF-B RII) v jednotlivych fazich procesu hojeni. Ziskanymi vysledky (ve tfetim,

sedmém a &trnactém dnu po poranéni) se viak nepodafilo zjistit Zadné vyznamné rozdily po
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aplikaci jednotlivych forem MDOC™ v porovnani s kontrolni skupinou. Mimy rozdil byl
pozorovan po aplikaci praskové formy a gelu, kdy bylo Uplné uzavieni defektu v porovnani s
kontrolni skupinou ¢asové prodlouZeno, coZ ale nemélo Zadny vliv na vysledné zhojeni rany
do jizvy. Studovany piipravek phsobil jiZ v inicidlni fazi procesu hojeni hemostatickym
efektem, ktery mohl pravdépodobné plsobit pfiznivé i v ndslednych fazich hojeni. Zastoupeni
bun¢k zanétlivého infiltratu, tzn. neutrofilnich granulocytd, lymfocytd a makrofagh po
aplikaci MDOC™ pfi spodni hranici hemoragické krusty a dale v dermis, poukazuje na
vyznamnou Ulohu téchto bun&k v iniciaci procesu hojeni. V&t§i mnoZstvi makrofagi v dermis
v sedmém dnu po poranéni bylo pozorovano u MDOC™ ve formé textilie, coZ lze vysvétlit
chemoatraktivnim Géinkem oxidované celuldézy. Nejvyss§i epidermélni kryt defektu vcetné
vysokého zastoupeni epidermalnich bunék byl patrny u praskové formy MDOC™, Dile jsme
ve vytvofené extracelularni matrix u kontrolni skupiny v sedmém dnu po poranéni pozorovali
velké mnoZstvi fibroblastli a organizovanych kolagennich vldken, zatimco u MDOC™ skupin
bylo velké zastoupeni téchto bunék patrné az ¢trnacty den.

Imunohistochemickou analyzou exprese vybranych zanétlivych markeru nebyl taktéz
potvrzen Z2adny vyznamny efekt MDOCT™ na hojeni koZnich ran. Ve shod¢ s publikovanymi
vysledky podobnych studii byla prokazana exprese TNFRI v makrofazich, lymfocytech a
endotelovych buiikach v ¢asné fazi hojeni, tfeti den a dale v sedmém dnu po poranéni u obou
skupin zvifat bez rozdilu. Exprese TNFRI byla zaznamenéana také v migrujicich bazalnich
keratinocytech a ve ¢&trnactém dnu v prostiedi ECM, dale v proliferujicich fibroblastech,
pfi¢emz intenzita histologického barveni byla obdobn4 u obou skupin. Déle jsme po lokalni
aplikaci MDOC™ prokézali pfitomnost TGF-f RII jiz ve tfetim dnu po poranéni s nejvétsi
intenzitou imunohistochemického barveni v buiikdch zéanétlivého infiltratu pfi hranici
hemoragického koagula a tvofici se granulaéni tkan&. Dale ve fibroblastech a v endotelovych
buiikach dilatovanych a také nové vytvofenych cév, coZ bylo vice patrné u kontrolni skupiny.
S rozvojem procesu hojeni byla sedmy den po poranéni i v na$i studii zaznamendna exprese
TGF-B RII také zanétlivym infiltratem u MDOC™ gkupiny a fibroblasty v prostiedi ECM s
vétsi intenzitou barveni u kontrolni skupiny. Ve ¢trnactém dnu po poranéni byla exprese
TGF-pB RII potvrzena rovnéz ve fibroblastech kontrolni skupiny, epidermalnich burikach obou
skupin a také v koZnich adnexech intaktnich &asti kize. Expresi CCR2 jsme zaznamenali u
kontrolni skupiny jiZ ve tfetim dnu po poranéni bufikami zanétlivého infiltratu v misté pfi
spodni hranici krusty kryjici ranu a v sedmém a ¢trnactém dnu epidermdlnimi a endotelovymi

butikami vyrazné vyjadiené reakce barveni také u MDOC™ skupin.
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V pilotni studii na modelu akutniho hojeni trzné zhmoZd&né infikované rany byl
sledovan vliv lokalng aplikované PAGA v kombinaci s gentamicinem (Alltracel company,
Ireland). Na spodinu ran u prasete domaciho byly v den operace aplikovany konkrétnj
bakteridlni kmeny a studovany piipravek. V makroskopickém hodnoceni studovanéhe
pfipravku se vyrazné projevily hlavni pozitivni vlastnosti, tzn. biokompatibilita a schopnost
kompletni resorpce v sedmém dnu po operaci. U kontrolni skupiny s aplikovanym
Garamycinem Schwamm® byla doba vstiebani prodlouZena zejména u infikovanych ran, kterg
Jjesté sedmy den vykazovaly znamky infekce. Nicméné& mikroskopickym vySetfenim zjidténa
pfitomnost bohaté granulaéni tkanég, infiltrace centra i okoli rany prozan&tlivymi burikami
(zejména makrofagy) i vysoky stupeil reepitelizace, angiogeneze a fibroplazie, nepotvrdila
progresi procesu hojeni v porovnani s kontrolni skupinou. Na zakladé vysledka z kultivaci na
krevnim agaru ze sedmého dne po operaci nebyl potvrzen statisticky vyznamny rozdil mezi
jednotlivymi aplikovanymi agens, tzn. S. aureus, E. coli, Ps. aeruginosa na proces hojeni u
lé€enych ran. Pouze v piipadé ran infikovanych kmenem E. coli vykézaly oba ptipravky
mirny efekt pro potladeni infekce. Mikrobiologickym hodnocenim byla déle potvrzena
sekundarni kontaminace ran, coZz mohlo byt zptisobeno nedostateénou vzdalenosti ran a vést
ke zkresleni vysledki. Pro dalsi potvrzeni vlivu tohoto pln& vstiebatelného nosi¢e na hojici
procesy vran€ je potfeba provést konfirmaéni studie stechnologicky upravenou formou
textilie a koncentraci navazaného antibiotika, popf. zménou experimentélnich podminek (v&tii
rozestupy mezi ranami, opakovan4 aplikace materidlu).

Ve studii cilené na hypolipidemicky u€inek MDOC™ testované na mySim C57BL/6J
apoE-deficientnim modelu byl kritkodobym podavanim standardni laboratorni diety
s pfidavkem MDOC™ (50mg/kg/den) potvrzen pouze mimy hypolipidemicky W&inek.
Hladina celkového cholesterolu byla ovlivnéna mirng, hladina VLDL a LDL nebyla po podani
MDOC™ ovlivnéna nijak vyznamné v porovnani s kontrolni skupinou, které byla podivana
standardni dieta. Stereologickou analyzou imunohistochemického barveni bylo prokazéno
signifikantni sniZeni endotelidlni exprese adhezni molekuly VCAM-1 a sni¥eni ICAM-1. Ze
ziskanych vysledkd usuzujeme, Ze tento efekt mazZe byt pravdépodobng vyraznéjsi po deldim
podavani MDOC™, protoZze metabolismus lipidii u mysi vykazuje pomalej§i obrat, tzn., Ze
doba ¢tyf tydnli poddvani tohoto ptipravku miZe byt nedostadujici.

Osmitydenni podavani 5% MDOC™ v aterogenni diet& apoE/LDLRKO deficientnim
mySim vedlo k signifikantnimu sniZeni hladiny celkového cholesterolu a VLDL a zvy3eni
HDL v porovnani s kontrolni skupinou. A déle osmitydenni podavani 5% MDOC™

v aterogenni diet€ apoE-deficientnim my$im kmene C57BL/6J vedlo k signifikantnimu
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sniZeni hladiny celkového cholesterolu a TAG v porovnani s kontrolni skupinou, coz oviem
nijak neovlivnilo velikost aterosklerotickych plath. Stereologicka analyza také prokazala
nesignifikantni sniZeni exprese VCAM-1 po podavani MDOC™., U dalgi &asti experimentu
bylo cilem zjistit mechanismus hypolipidemického plisobeni MDOC™ a posoudit, zda mizZe
byt fazena do skupiny tzv. rozpustné dietni vldkniny. P¥i sledovani vlivu intragastricky
sondou podavané MDOC™ na absorpci cholesterolu v tenkém stfevé u myiiho kmene
C57BL/6J, nebyla prokdzana z4dnd zména v porovnéni s pozitivni kontrolni skupinou, ve
které byl podavan u€inny inhibitor absorpce cholesterolu Ezetimib. Vysledky u téhoZ kmene
po podani zkoumanych latek, tzn. MDOC™ a pektinu (kontrolni skupina) neprokazaly také
Zadny vliv na proces eliminace Zluovych kyselin. Na druhou stranu bylo po podani
MDOC™ prokazano sniZeni celkového cholesterolu v jatrech v porovnani s kontrolni
skupinou. Vysledky in vivo a in vitro experimenti poukazuji také na fermentatni uginek
MDOC™ v tlustém stfev&. Pii urdeni celkového obsahu dietni vlakniny v MDOC™ byl
zjistén nizky podil vlakniny, coZ bylo pravdépodobné zplisobeno nedokonalou precipitaci
ethanolem.

Zéavérem lze tedy fici, Ze ziskané vysledky histologické a imunohistochemické analyzy
ukazuji, Ze studovany pfipravek MDOC™ pravdépodobné nepiinese odekdvany benefit
v pozitivnim ovlivnéni a urychleni procesu hojeni akutni rdny na potkanim a prase¢im
experimentalnim modelu. Déle je fadou analyz potvrzeno, ¢ MDOC™ je fermentabilni
substance s hypolipidemickym plsobenim a s obdobnym mechanismem uéinku jako u
rozpustné dietni vlakniny. Tento mechanismus muzZe byt druhové specificky, a proto je nutné

provést srovndvaci studie na jiném experimentilnim modelu (napf. potkan, morge).
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Occurrence of hard-to-heal wound is very frequent especially in association with diseases
that is why the wound care specialists are interested in rapid tissue reparation. Generally, in
the wound treatment moist interactive wound healing is preferred. It is represented by various
dressing products with appropriate properties. This kind of dressing helps to create moist
wound environment and optimal pH, supports protection against infection, facilitates
elimination of inflammatory cytokines and an increase of the local growth factors
concentration. Hydrophilic materials such as carboxycellulose or other saccharides have been
launched into the market as individual material or in combination e.g. with collagen. Modern
textile manufacturing provides various layered textile forms exhibiting antimicrobial
properties. Moreover, these materials are able to remove excess exudate from wound and
support cell migration and proliferation, and moreover extracellular matrix formation together
with angiogenesis which result in optimal healing.

A new substance, a patent of Alltracel laboratories (Ireland, Dublin) microdispersed
oxidised cellulose (MDOC™), was employed in our study. MDOC™ is a random copolymer
of polyanhydroglucose and polyanhydroglucuronic acid (PAGA) which was identified to be
effectivelly used as a biocompatible and completely absorbable haemostatic agent. This
material exhibits low toxicity and is usually used in the powder, spray, gel or textile form. No
acid character is manifested due to COO" neutralization by Ca®*/Na" ions. MDOC™ forms in
water the colloidal disperse system or gel. Further it can be also used as a polymeric ion or
drug carrier (e. g. antibiotics), which was also explored in our project.

An experimental Apo-E () deficient mouse model of atherosclerosis revealed that short
term administration of MDOC™ in the diet possesses mild an antiinflammatory and
hypolipidemic effect. From the point of atherogenesis especially adhesion molecule were
studied because these molecules are important for transendothelial leukocyte migration and
for the maintenance of normal endothelial permeability. So the aim of our next project was
detailed exploratory study of lipid spectrum and adhesive molecules expression (VCAM - 1
and ICAM — 1) after the MDOC™ administration in the diet in the apo-E deficient (") mouse
model of atherosclerosis. Moreover, we investigated the possible hypolipidemic mechanism
of MDOC™ action
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For the better understanding this dissertation thesis was divided into the part dealing with
locally applied MDOC™ effects on the wound healing process employing the rat and pig
model and into another part concerning orally applied MDOC™ effects on the lipid spectrum
and atherogenesis in the mouse model of atherosclerosis.

The particular aims of this dissertation thesis were:

1. Investigate an effect of locally applied MDOC™ on acute cutaneous wound healing

by light microscopy in the experimental rat model.

2. Compare the efficiency of various MDOC™ forms (powder, spray, gel, and textile
variant).

3. Explore the expression of proinflaimmatory markers in the wound by immunostaining
technique.

4. Create a pig model of infected wound healing (Staph. aureus, Ps. aeruginosa, E. coli)
and investigate changes in the healing process after the locally PAGA application in
combination with ATB gentamicine by light microscopy.

5. Investigate the potential hypolipidemic effects of MDOC™ on atherogenesis in the
apo-E deficient mouse model employing lipid spectrum analysis in blood and
additionally carry out an expression analysis of cell adhesion molecule VCAM-1 in
atherosclerotic plaques by immunostaining and stereology techniques.

6. Find out the MDOC™ mechanism of possible hypolipidemic effect and determine
whether MDOC™ possesses action as a soluble dietary fiber.

In the experimental rat model we studied the locally applied MDOC™ effect on wound
healing process. For skin changes detection and identification was used gross pathology,
specifically for wound contraction observation. Moreover, light microscopy with basic
staining was used for detection of cell localization and, abundance, granulation tissue
properties or collagen mass, and finally we used immunochistochemistry technique for
detection of specific markers (TNFRI, CCR2, TGF-B RII) expression changes in all phases of
wound healing. However our results (obtained the third, seventh, and fourteenth day after
injury) did not show any significant differences after the application of any form of MDOC™,
Mild difference was observed when applying the powder and gel into the wound. In this case
prolonged wound contraction but without any influence on the final scar formation was
revealed. Studied substance showed haemostatic action at the beginning of experiment which
might positively affect the subsequent healing phases., Localization of wound healing infiltrate

(remarkable reaction) involving accumulation of neutrophils, lymphocytes and macrophages
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after the MDOC™ application on the border between hemorrhagic crust and the dermis,
indicated their important role in the acute wound healing phase. Mass of macrophages in the
dermis were detected in the seventh day after the injury treated with the textile MDOCT™
form application, which can be explained by the chemoattractive properties of any oxidised
cellulose. The maximum of epidermis recreation with abundant presence of epidermal cellg
was seen when the MDOC™ powder form was used. Moreover, we revealed a mass of
fibroblasts with organized collagen fibers in the extracellular matrix in the control group
during the seventh day after the injury, while in the MDOC™ group was this observation
apparent till the fourteenth day.

Immunohistochemical analysis of specific proinflammatory markers did not also
confirmed any significant influence of MDOC™ substance on the wound healing process. In
accordance with the similar analysis published it was proven that TNFRI expression is visible
in macrophages, lymphocytes and endothelial cell during the acute healing phase in the third,
seventh day in both MDOC™ treated group and the control group. Expression of TNFRI was
also detected in the migrating basal keratinocytes in the ECM during the fourteenth day, in the
proliferating fibroblasts without any distinct intensity in immunohistochemical staining
comparing MDOC™ and control groups. Moreover, we confirmed presence of TGF-B RII in
the third day post injury in the MDOC™ treated group, whereas the most intensity of
inflammatory cells reaction on the border between hemorrhagic coagulum and granulation
tissue, further, TGF-B RII was more expressed in the fibroblasts and endothelial cells of
dilated vessels. During the wound healing process TGF- RII was also expressed by the
inflammatory cells in the MDOC™ group and more intensively by the fibroblasts in the
control group. In the fourteenth day this factor was also confirmed in the control group
expressed by fibroblasts and additionally by epidermal cells in both groups, and in the hair
follicles of intact tissue. CCR2 expression was captured in the inflammatory cells of the
control group on the border of crust. Seventh and fourteenth day CCR2 expression was more
pronounced in the epidermal and endothelial cells more of MDOC™ group.

PAGA with attached antibiotic gentamicine (kindly provided by Alltracel lab, Ireland)
or already established Garamycin Schwamm® used as a sort of positive control, were tested in
the pilot wound healing study on porcine infectious wound healing model. Wounds were
created on the backs of pigs, infected with experimental inoculum of P. aeruginosa, S. aureus
and E. coli and covered with studied products. Gross analysis confirmed main positive benefit
of PAGA substance, which meant biocompatibility and completely resorption in the seventh

day after the operation. In the control group with Garamycin Schwamm® prolonged
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resorption was visible mainly in the infected wounds with signs of infection mainly the
seventh day after the injury. However, light microscopy showed the granulation tissue
formation, accumulation of proinflammatory cells infiltrate (mainly macrophages) in the
centre and in the wound surroundings, as well as the high rate of epithelialization,
angiogenesis and fibroplasia, but these results did not confirmed any wound healing
progression in comparison with the control group. Statistical analysis of microbiology results
acquired by CFU counting from primo cultures from seventh day after the operation did not
show any significant differences among the applied microbes. Only in the E. coli group, both
PAGA and Garamycin Schwamm® showed mild effect on infection elimination.
Microbiological findings indicate the secondary wound contamination probably caused by
insufficient gaps between the wounds. However other investigations must be completed to
clarify precisely the effects of PAGA with attached gentamicine, e.g. studies focused on
antibiotic dose precise identification, technological textile PAGA form modification or
experimental conditions adjustment (bigger wound distances or changing material in the
wound with respect to maintenance moist microenvironment).

After the short term administration of MDOC™ in the diet (50mg/kg/day) in the
C57BL/6J apo-E deficient mouse model of atherosclerosis, was revealed only mild
hypolipidemic effect. Total cholesterol level was slightly influenced and VLDL and LDL
levels were not significantly changed when compared to control group with administration of
standard diet. Stereological analysis of immunohistochemistry staining revealed significant
decreasing of endothelial VCAM-1 and ICAM-1 expression. We concluded that this effect
could be probably marked after the long term MDOC™ administration, because the lipid
metabolism in mice has slower turn-over, so fourth weeks administration was insufficient.

The results from apo-E/LDLRKO deficient mice showed that administration of 5%
MDOC™ for eight weeks in atherogenic diet led to a significant decrease of total cholesterol
and VLDL level, and increase of HDL level compared to control group. Analysis of acquired
results from apo-E deficient C57BL/6J mice showed that administration of 5% MDOC™ for
eight weeks with an atherogenic diet resulted in a significant decrease of total cholesterol and
TAG level when compared to control group. However, total cholesterol and TAG level
decrease did not influence the size of atherosclerotic lesions. Stereology also showed
insignificant VCAM-1 expression after the MDOC™ administration. The aim of our next
studies was to find out the possible mechanism of hypolipidemic action of MDOC™ and
whether MDOC™ possesses effect as a soluble dietary fiber. Determination of MDOC™

influence on cholesterol absorption in the small intestine in C57BL/6J mice showed that this
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substance did not affect this process compared with positive control (Ezetimibe group).
Results also showed that neither MDOC™ nor pectin (control group as a soluble fiber)
affected bile acid elimination in cholesterol-fed C57BL/6J mice. Contrary, we demonstrated
that MDOC™ and pectin significantly decrease cholesterol content in the liver when
compared with control animals. /# vivo analysis revealed increased fermentation in the large
intestine after the MDOC™ administration. Moreover, in vitro experiment showed that
MDOC™ is a fermentable substance under the conditions mimicking the conditions in the
large intestine. MDOC™ probably acts increase the SCFAs production, which in turns
inhibits the synthesis of cholesterol in the liver. This mechanism of action is of MDOC™ may
be species-/strain-specific to mice, and therefore other studies with MDOC™ in different
species, e.g., rats or guinea pigs, have to confirmed to reveal other possible mechanism of
hypolipidemic effect of MDOCT™,
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