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Souhrn

Chronické rany ptedstavuji zavazny socio-ekonomicky problém. Pfi¢in, pro¢ se rana zcela nezhoji nebo
je hojeni protrahované, je cela fada. Jednim z vyznamnéjSich diivodi je infekce rany. V diisledku bakterialni
infekce jsou také zvySené hladiny proteinaz, které degraduji mezibunéénou hmotu.

Kwvtli snizeni bakterialni naloze jsou chronické rany osetiovany antiseptiky. To jsou antimikrobialni latky
pusobici prevazné nespecifickymi mechanismy. Tato neselektivita pfedstavuje vyhodu, ale i nevyhodu.
Kromé¢ bakterii jsou antiseptiky zasazeny 1 hostitelské bunky v ran€. Poskozeni onéch hostitelskych bunék
vSak komplikuje zaceleni rany. Toto nespecifické poskozeni eukaryotickych i prokaryotickych bunck je
zpusobeno i1 pravdépodobné nejrozsifenéjSim antiseptikem v 1€cb¢ chronickych ran — stiibrem.

Disertacni prace se komplexné veénuje efektim, které stiibro vyvolava v in vitro kontextu co
nejrelevantnéjSimu chronické ran€. Byly srovnavany vlastnosti ¢tyf komercné dostupnych kryti chronickych
ran obsahujicich stfibro. Sledovali jsme jejich antimikrobialni plisobeni a cytotoxicitu. Bylo také zméteno
mnozstvi stiibra obsazeného v jednotlivych krytech. Zjistili jsme, Ze mnoZstvi stiibra neodpovidé ptimo jeho
antimikrobialni aktivité. Také v mife cytotoxicity byly pozorovany rozdily. Ukazali jsme, ze stfibro z krytd
pronikéd do praseci dermis ex vivo. S prunikem stiibra do kize byl spjat i narist DNA poskozeni a genové
exprese charakteristické pro stresovou odpovéd’. Ukdzali jsme, ze stiibro mé schopnost snizovat prozanétlivou
odpovéd’ neutrofilt (u monocytl se efekt neprojevil), ovSem za cenu jejich bunééné smrti.

V lidskych chronickych ranach byla sledovana distribuce stfibra po dvou a Sesti tydnech 1é¢by komeréné
dostupnym krytem se stfibrem. Stfibro bylo nalezeno v makrofazich, asociované s mezibuné¢nou hmotou a
okolo kapilar. Vedle krytu se stfibrem bylo na ranu aplikovano také kryti obsahujici antiseptikum oktenidin
dihydrochlorid a kyselinu hyaluronovou. Na histologické trovni bylo zjiSténo, ze se rdny hojily rychleji
krytem obsahujicim oktenidin a kyselinu hyaluronovou. RovnéZ byla spodina ran méné povlekla pti pouziti
krytu s oktenidinem a hyaluronanem. Genova exprese metalothioneind byla zvySena v ¢astech ran 1é¢enych
stiibrnym krytem.

Antiproteindzova aktivita antiseptik stiibra, oktenidinu, chlorhexidinu a jédu proti eukaryotickym a
prokaryotickym proteindzam byla sledovana pomoci Zelatinové zymografie a fluorogenni metody. VSechna
Ctyf1 antiseptika sniZila v zavislosti na davce aktivitu sledovanych proteindz. Rozdil mezi antiseptiky byl
patrny u sniZeni aktivity endogennich proteindz v prasec¢i kizi. Nejvice inhibovalo proteindzy stiibro, poté
chlorhexidin, jod a poté oktenidin. Tyto vysledky odrdZeji ziejmé schopnost antiseptik pronikat skrz
mezibunécnou hmotu.

Stiibro pronikd do ran a mé vice nez jen antimikrobidlni aktivitu. Pfi jeho pfedepisovani je na misté
obezfetnost a volba expozice rany jen po nezbytné nutnou dobu, pifipadné volba jiného antiseptika

v

s ptiznivéjSimi vlastnostmi (napf. oktenidin dihydrochloridu).



Summary

Chronic wounds pose a socioeconomic problem and burden to patients worldwide. There are several
causes of wound chronicity. One of the major issues of the non-healing state of a wound is its infection, which
raises proteolytic activity in the wound.

Antiseptics are used to lower the bacterial burden in chronic wounds. Antiseptics exert a nonspecific mode
of action, which may be their asset as well as drawback. Apart from bacteria, host cells are caught in the
crossfire as antiseptics may also damage eukaryotic cells. Silver, one of the most favourite antiseptics on the
wound-healing market, is also suspected of inducing nonspecific damage to eukaryotic and prokaryotic cells.

This doctoral thesis is aimed at investigating the multitude of effects that silver may exhibit. Four
commercially available wound healing dressings impregnated with silver were compared side-by-side. The
antimicrobial properties of the dressings, as well as their cytotoxicity were investigated. The silver content in
the dressings or dressing extracts was evaluated with ICP-OES. We observed that the antimicrobial activity
did not directly correspond to silver content.

Similarly, the dressing extracts differed in their cytotoxic effect. We showed that silver penetrated the
porcine dermis and caused DNA damage and the upregulation of stress-response genes. We showed that silver
may decrease proinflammatory response of neutrophils (in contrast to monocytes) caused by cell death.

We investigated the distribution of silver in chronic human wounds treated with a silver dressing and a
dressing with octenidine in different parts. Silver was observed in macrophages, as well as associated with
ECM and capillaries. The wounds healed faster under the dressing with octenidine, where inflammation
receded faster, and collagen matured more prominently. Wound slough decreased more prominently in the
parts treated with the dressing with hyaluronan and octenidine. The gene expression of metallothioneins was
increased in the parts of the wounds treated with the silver dressing.

The antiprotease activity of silver lactate, octenidine dihydrochloride, chlorhexidine digluconate and
povidone-iodine was evaluated using gelatin zymography and a fluorogenic method. All four antiseptics
decreased protease activity dose-dependently. The antiseptics inhibited endogenous proteases in porcine skin.
The proteases were inhibited by silver, chlorhexidine > iodine > octenidine.

Silver penetrates into wounds and exerts more than just antimicrobial activity. The prescription of wound
healing dressings with silver should be limited to the necessary period only, or dressings with other antiseptics

(octenidine dihydrochloride) should be considered
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1. UVOD

1.1. Chronicka kozni rana

Chronické rany ziistavaji nezhojené déle nez Ctyfi tydny (PospiSilova nedatovano). Maji ptivod v fadé
pricin, naptiklad vendzni, arterialni, infek¢ni, hypertenzni, trombangiitis obliterans, atrophie blanche, krevni
poruchy, neuropatie, autoimunni, metabolické (diabetické), tlakové (dekubity), arteficialni, nadorové nebo
vrozené defekty (Pospisilova nedatovano).

Chronické rany se déli podle etiologie na ulcus cruris venosum, ulcus cruris arteriosum, dekubitus,
diabeticky vied, chronickou posttraumatickou ranu, chronickou ranu zpusobenou zafenim nebo nadorem

(Pokorna a Mrazova 2012). U nekterych ran hovofime o smisené etiologii.

1.2. Antiseptika

Jednim z komplikujicich faktor hojeni rany jsou bakterie. Pro 1écbu infekce v chronickych ranach roste
pouziti antiseptik. Jedna se prakticky o navrat antiseptik, kterd se pouzivala pted objevenim antibiotik. Mezi
n¢ patii stiibro, jod a chlornany. Doslo k vylepSeni forem téchto antiseptik, coz zlepsilo jejich vyuzitelnost.
Komplexace jodu do polyvinylpyrolidonu (PVP-I) vedla k prodlouzeni uvolnéni jodu. Vytvofenim nanocastic
stiibra doslo k jejich zvysené antimikrobialni ucinnosti, stejné tak byla zvySena antimikrobidlni uc¢innost v
kombinaci antibiotika sulfadiazinu se stfibrem (SSD). U chlornanti (kyseliny chlorné) bylo dosazeno
stabilizace v roztoku pro praktické pouziti. Krom¢ toho byla objevena jind, dnes bézna antiseptika jako
chlorhexidin diglukonat, oktenidin dihydrochlorid, polyhexamethylen biguanid (PHMB), triklosan a dalsi
(McDonnell a Russell 1999).

Nicméné ne vSechna dostupnd antiseptika jsou doporucovana pro lé€bu chronickych ran (Kramer et al.
2018). VSechna mohou vyvolat podrazdéni kiGze. Nicméné né&kterd z nich (chlorhexidin, PHMB) byla
spojovana se zvySenym vyskytem kontaktni alergické dermatitidy (Lachapelle 2014). Vuc¢i nckolika
antiseptikiim (stfibro, triklosan, chlorhexidin, kvarterni amoniové soli) byla nalezena bakteridlni rezistenci,

kdezto u jinych to nebylo pozorovano (PVP-I) (Lachapelle et al. 2013).

1.3. Stiibro v lécbé chronickych ran

Stiibro bylo empiricky pouZivano jako antimikrobidlni latka po tisicileti. Dnes jsou jim oSetfovany povrch
fady materiali, které maji plnit také antimikrobidlni funkci. Takovou skupinou materidli jsou 1 kryty ran.
Sttibro je u¢inné proti Sirokému spektru aerobnich, anaerobnich, gramnegativnich 1 grampozitivnich bakterii
(Barnea et al. 2010; McShan et al. 2014).

Kvili nespecifickému mechanismu Uc¢inku je stiibro (a v rizné mife 1 jina antiseptika) toxické pro
hostitelské buniky (napf. fibroblasty, keratinocyty, a leukocyty) (Punjataewakupt et al. 2019). Stiibro je té¢zky
kov, ktery se v organismu vyskytuje normaln€ pouze ve stopovém mnozstvi, a neni organizmem odbouravano.

Stiibro mlZe pronikat skrz poruSenou kiZi. Pacienti 1é¢eni kryty obsahujicimi stfibro méli zvySenou

hladinu stiibra v krevnim séru, ale i v jatrech, ledvinach a jinych organech. (Rigo et al. 2013; Coombs et al.
6



1992; Hadrup et al. 2018a). U pacientii s popaleninami se hladina stfibra v krevnim séru pohybovala podle
velikosti popalené a 1écené plochy od 2 do vice jak 200 pg/l (Coombs et al. 1992).

Studii ukazujicich distribuci stiibra v lidské chronické rané je velmi malo. V nedavné studii ukazal Roman
a kol. distribuci stfibra a jeho kolokalizaci (na co se pravdépodobné vaze) v chronickych ranach Ctyt pacientti

(Roman et al. 2020).

1.4. Oktenidin — antiseptikum pouzivané v lécbe chronickych ran

Relativné nové antiseptikum oktenidin, ktery predstavuje kationickou, povrchové aktivni latku, je
pouzivan také pti 1écbé chronickych ran (Hiibner et al. 2010). Oktenidin naruSuje bakteridlni bunécné
membrany skrze destabilizaci fosfolipidii (Kodedova et al. 2011; Malanovic et al. 2020). Bunétna smrt
vyvolana oktenidinem nastava jinym mechanismem nez u stfibra. Oktenidin je efektivni vici rezistentnim
bakteriim (MRSA, VRE) dokonce i kdyz jsou v biofilmovém fenotypu (Giinther et al. 2021). Oktenidin je
povazovan za bezpecné antiseptikum, nevyvolava poskozeni kiize v pted¢asné narozenych novorozencich, ani
nevyvolavéa nezadouci efekty pii aplikaci do chronické rany (Biihrer et al. 2002; Vanscheidt et al. 2012).

Oktenidin navic vykazuje nizkou penetraci skrz kiizi v ex vivo podminkéch (Stahl et al. 2011).

1.5. ZvySend proteolytickd aktivita v chronickych randch

Dalsim faktorem komplikujicim hojeni chronickych ran je kromé bakterii zvySend proteolyticka aktivita
proteinaz (piredevsim matrix metaloproteindz, MMPs). Aby mohlo hojeni zdarné¢ pokracovat, nadmérna
proteolyticka aktivita musi klesnout (Rayment et al. 2008). V neddvné metaanalyze byla zvySena aktivita
proteinaz nebo zvyseny pomeér proteindz k inhibitortim proteindz spojeny se statisticky vyznamnym zhorSenim
hojeni chronickych ran (Westby et al. 2020). Naopak zvySené mnozstvi inhibitorti proteindz bylo spojeno se
zlepSenym hojenim chronickych ran. Kromé proteindz produkovanych pacientovymi buiikami, ptispivaji ke
zvySené proteolytické aktivité v rané bakterie, které produkuji své proteindzy. Bakteridlni proteindzy mohou
synergicky s hostitelskymi proteindzami pfispivat k degradaci nové vytvofené granulacni tkané a rstovych
faktori (McCarty a Percival 2013).

Byly vyvinuty kryty zaméfené na sniZeni aktivity hostitelskych metaloproteinaz a serinovych proteinaz
(napf. neutrofilové elastazy a kathepsinu G). Toho je mozné dosahnout nespecifickou vazbou proteindzy na
bandaz (McCarty et al. 2015) nebo zakomponovani alternativni §tépitelné “navnady” ve formé kolagenového
substratu (Kloeters et al. 2016). Bylo ukazano, Ze jod inhibuje ranové proteindzy (Eming et al. 2006) a

chlorhexidin inhibuje matrix metaloproteinazy (Trufello et al. 2014).



2. HYPOTEZY A CILE PRACE

Stiibro je pouzivano v riznych forméch v fadé komeréné dostupnych kryth k 1é¢bé chronickych koznich
ran, protoze ma prokazané antimikrobidlni Gc¢inky. Tyto Gcinky nejsou specifické pro bakterie, postihuji i
eukaryotické buniky. To muze vést ke zbrzdéni hojeni rany, v zavislosti na fad¢ jinych okolnosti, naptiklad
zda stiibro prochazi do rany. Cast efektd stiibra je dana jeho vazbou na proteiny, jejichz funkce je tim
naruSena. Kvili nespecifické interakci stiibra s proteindzami miize dojit k ovlivnéni aktivity téchto enzymt.

Byly proto stanoveny nasledujici hypotézy (H) a z nich vychazejici cile (C).

H1: Stiibro z kryt pouzivanych pro 1€cbu chronickych ran se bude projevovat antimikrobialné a cytotoxicky.
C1: Sledovat, zda se 1i8i cytotoxicita stfibra v zavislosti na jeho antimikrobidlni u¢innosti.

C2: Detekovat, jestli stfibro pronikéd do dermis a jestli zde dochézi k cytotoxickym efektim.

H2: Bude pozorovan rozdil v hojeni chronické rany léCené z Casti krytem se stiibrem a z ¢asti krytem
s oktenidinem.

C1: Urcit distribuci stiibra v chronické ran¢ beéhem jejiho hojeni.

C2: Sledovat zakladni parametry hojeni — granulaci a zanét a porovnat mezi sebou ¢asti ran léené

rozdilnymi kryty.

H3: Stiibro bude snizovat aktivitu proteindz relevantnich pro hojeni chronickych ran.
C1: Urcit aktivitu lidskych a bakteridlnich proteinaz za pfitomnosti stiibra i jinych antiseptickych latek
in vitro.

C2: Zjistit, zda stiibro mize inhibovat endogenni proteinazy v kizi ex vivo.



3. MATERIAL A METODIKA
PIné znéni metod a materidlt je k dispozici v disertacni praci nebo v publikacich, z nichz tato prace
vychazi (Pavlik et al. 2019; NesSporova et al. 2020; Pavlik et al. 2021). Zde jsou uvedeny predevsim metody,

které nejsou bézné pouzivany a jsou specifické pro pochopeni vysledkd.

1.6. Testované bandaze

Byly porovnéany tyto bandaze obsahujici stibro: Acticoat (Smith&Nephew, Velka Britanie; zkratka uzivana
v této praci je Ac), Aquacel Ag+ Extra (Convatec, Velka Britanie; zkraceno zde jako Aq), Silvercel Hydro-
Alginate (Systagenix, Velka Britanie; zkratka uzivana v této praci je Sc) a Ialugen Plus (IBI, Ceska republika;
zkratka uzivana v této praci je la).

Ostatni chemikalie byly zakoupeny od Sigma—Aldrich (St. Louis, USA), pokud neni uvedeno jinak.

1.7. Priprava vyluhu bandazi

V n¢kolika testech bylo nutné sledovat efekty vyluha z krytd, protoze nebylo mozné pouzit pevnou formu
samotnych krytl. Tyto vyluhy byly pfipraveny z fyziologického roztoku (0,9% (w/v) NaCl) nebo kultivaéniho
média s 10% fetdlnim bovinnim sérem (FBS). Na 4 ml roztoku byl pfidan 1 cm? krytu. Luhovani probihalo
po 72 hodin pti pokojové teploté za neustalého tiepani. Extrakty byly sterilizovany prichodem pies 0,2 pm

filtr a uchovany pti 4 °C.

1.8. Kultivace kiize ex vivo

Usi z vepti (zdroj Bocus, viz vySe) byly zpracovany cerstvé po pordzce (1-2 hod), coz se ukdzalo kritické pro
opakovatelnost experimentu. USi byly dikladn€¢ omyty mydlem a roztokem Betadine (Egis Pharma,
Mad’arsko) a oplachnuty vodou. Z vnitini strany boltcii byly vyfiznuty kousky kiize (1x1 cm) a inkubovany
v antibiotickém roztoku (penicilin-streptomycin, 10 000 U/ml penicilin, 10 mg/ml streptomycin) 30 min pfi
37 °C za atmosferického obsahu Oz a CO,. Vzorky s ponechanou epidermis byly inkubovany dermalni stranou
vzhiiru v Sestijamkovych kultiva¢nich destickach s 3 ml NHDF ristového média s 10% FBS. Na kize byly
vlozeny ¢tverecky testovanych krytl nebo gazy o velikosti 1x1 cm. Ke zvlh¢eni ¢tvereckt bylo pouzito 300
pl kultivaéniho média. Vzorky byly inkubovany po 24 nebo 48 h. Nasledné byla kiize oplachnuta v PBS a
kazda kiZe byla roztfeténa. Prvni ¢ast byla vlozena do 4% paraformaldehydu a uchovéavana pti 4 °C, druha
¢ast urcend pro analyzu Westernovym pienosem byla Sokové zmrazena v tekutém dusiku a posledni ¢ést
slouZici pro analyzu genové exprese byla inkubovana pies noc pii 4 °C v roztoku RNAlater (Thermo Fisher

Scientific) a nasledn€ uchovavana pti -80 °C.

1.9. Imunohistologické a histologické barveni

Pro barveni stiibra byla pouzita stfibrna autometalografie (Danscher et al. 1994). Marker DNA poskozeni

YH2AX byl detekovan imunofluorescenci (1:1000, ANTI-PHOS-HIST H2A.X S139, klon JBW301,



Millipore, MA, USA). Inkubace se sekundarni protilatkou probihala po dobu 1 h (1:10 000, ab150114, Abcam,
Cambridge, Velka Britanie).

1.10. Protokol in vivo studie

Po debridementu byla rana kazdého pacienta pomysiné rozdélena na dvé ¢asti, které byly randomizovéany
pro lécbu. Rany byly 1éCeny krytem OCT-HA (Sorelex, Contipro a.s, Dolni Dobrouc, Czech Republic) a Ag-
CMC (Aquacel Ag+, Convatec, Berkshire, Velkd Britanie). Oba kryty byly kryty sekunddrnim obvazem —
sterilni gazou, ktery byl ménén kazdy den. Bylo ovéfeno, Ze se primarni kryty nemohou v rdmci rany
pohybovat mimo uréenou oblast, a tak potencidlné ovlivnit hojeni ran mimo zamyslenou oblast rany. Posunuti
krytu bylo mén¢ pravdépodobné také proto, ze byli pacienti hospitalizovani béhem celé 1écby. Procentualni
pokryv rany povlakem byl urcen 0., 2., 4. a 6. tyden 1écby. Pomoci bioptického prubojniku (4 mm, Kai
Medical, Seki, Japonsko) byly odebirany vzorky rany po lokalnim umrtveni (1,8 mL roztoku Marcaine 5 minut
pred odbérem) v 0., 2. a 6. tydnu. Biopsie byly odebirany co nejdale od ¢asti 1é¢ené druhym krytem, aby bylo
pfedchazeno vzdjemnému ovlivnéni pozorovanych veli¢in. Stiibra autometalografie vzorki z OCT-HA casti
ran potvrdila, Ze stfibro z Ag-CMC krytu neprosaklo do ¢asti 1écenych OCT-HA. Biopsie byly odebirany
minimalné 3 cm od mista pfedchozi biopsie, aby byl minimalizovan mozny efekt zpiisobeny hojenim blizkého
odbérového mista. Odbér biopsii z rany neovlivnilo celkové hojeni (Panuncialman et al. 2010). Piesto byla

mista po odbéru biopsii sledovana, jestli v nich nedochézelo ke komplikacim hojeni.

1.11. Histologické hodnoceni

Nésledujici parametry byly hodnoceny histopatologem, jemuz nebylo zndmo, které vzorky patii ke které
1€¢bé pomoci mikroskopu Olympus BX51 (Olympus, Tokyo, Japonsko).

Histopatologické skoére bylo urceno souctem Sesti parametrit (Tabulka 1). Parametry 1 az 4 byly
hodnoceny ve vzorcich barvenych hematoxylinem a eosinem, parametry 5 a 6 byly hodnoceny ve vzorcich
barvenych Massonovym trichromem. Stav hojeni podle histologie je mozno rozdé&lit podle skore do tiech

kategorii jako horsi (6—-11), sttedni (12—15), nebo dobry (16-20).
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Tabulka 1. Histopatologické skore podle Sultany a kol. (Sultana et al. 2009). Tyto parametry byly pouzity
k hodnoceni biopsii ran sedmi pacientd, ktefi dokoncili studii, histologem neobeznamenym s pfifazenim
vzorkl k experimentalnim skupinam.

Parametr Semikvantitativni skore
1 - Mnozstvi granula¢ni tkané 1 —vysoké, 2 — stfedni, 3 — ojedinéle, 4 - nepfitomno
2 - Zanétlivy infiltrat 1 — vysoké, 2 — stfedni, 3 — malé mnozstvi bunék
3 - Orientace kolagennich vladken 1 — vertikalni, 2 — smiSena, 3 - horizontalni
4 - Vzor kolagennich vlaken 1 —retikulérni, 2 — smiSeny, 3 - snopcovity
5 - Mnozstvi ¢asného kolagenu 1 — znacné, 2 — stfedni, 3 — minimalni, 4 - nepfitomny
6 - Mnozstvi pozdniho kolagenu 1 — zna¢né, 2 — stfedni, 3 — minimalni

Mira povlaku rany byla hodnocen v fezech barvenych hematoxylin-eozinem na semikvantitativni Skale
jako 1 — vysoka, 2 — stfedni, 3 — nizkd, 4 — fokélni, 5 — nepfitomna. Stupné 1-3 predstavovaly povlak, ktery

pokryval celou spodinu rany v hodnoceném vzorku.

1.12. Zdroje proteinaz

Izolaty z lidskych chronickych ran bakterii druhli Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Serratia marcescens a Serratia liquefaciens byly pouzity jako zdroje proteinaz (Kucera et al. 2014). Bakterie
byly inokulovany do Boltonova média (Merck Life Science, Némecko) s 2% Zelatinou (Thermo Fisher
Scientific, USA) a kultivovany ptes noc (37 °C, 150 rpm). Kultury v¢etné¢ média byly dvakrat zamraZeny a
rozmrazeny a byl tak ziskan supernatant obsahujici bakterialni proteinazy.

Lidské neutrofily byly izolovany z periferni krve na Ficoll-Paque gradientu (Merck Life Science,
Némecko) podle protokolu vyrobce a nasledné lyzovany dvéma cykly zmrazeni a rozmrazeni. Lyzat byl
centrifugovan (2000 g, 10 min) a byl pouzit supernatant. Keratinocytarni a fibroblastové proteinazy byly

indukovany pouZitim UV-B a nésledné¢ bylo pouzito kultiva¢ni médium.

1.13. Zymografie in situ

Vzorky praseci kiize inkubované s antiseptiky ve Franzovych celach s antimikrobidlnimi latkami nebo
proteindzovymi inhibitory byly oplachnuty v PBS, fixovany v zinkovém pufru a zpracovany podle postupu
popsanému Vv jiném c¢lanku (Hadler-Olsen et al. 2010). Kryotfezy byly inkubovany s DQ Zzelatinou jakozto
fluorescenénim substratem po 1 h pfi 37 °C nebo pii -20 °C (kontrola nespecifického barveni). Rezy byly
nasledné skenovany fluorescenénim mikroskopem (Eclipse-Ti, Nikon, Japan). Intenzita fluorescence byla
zméfena ve Ctverci o definovaném rozméru v programu Fiji. Primérné intenzita fluorescence pro kazdou

experimentalni skupinu (n = 4) byla porovnéna s kontrolou ovlivnénou PBS (n = 4).
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2. VYSLEDKY

V této praci jsme sledovali Ctyfi zastupce komeréné dostupnych krytd chronickych ran se stiibrem -
Aquacel Ag Hydrofiber (Aq), Acticoat (Ac), lalugen (Ia) a Silvercel Hydroalginate (Sc). Jen nékteii vyrobci
uvedli mnozstvi stiibra v bandazich. Toto bylo zveifejnéno jen pro Aq a Ia, které obsahovaly shodn¢ 0,12 mg

Agna 1 cm? krytu. Proto jsme uréili mnoZstvi stifbra v Ac a Sc pomoci ICP-OES (Nesporova et al. 2020).

2.1. Antimikrobialni ucinnost studovanych bandazi

Antimikrobidlni u¢inek krytl proti béznym patogenim ran — Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus
aureus — byl testovan nejprve difizni metodou na agaru. Okolo vSech krytii se stiibrem se vytvotily zony
inhibice bakterialniho ristu (Ne$porova et al. 2020). Ia vytvofil nejvétsi inhibiéni zonu. Zadné vétsi rozdily
mezi efektivitou vic¢i grampozitivnimu S. aureus a gramnegativni P. aeruginosa jsme nepozorovali.

Bandaze byly extrahovany do média s FBS. Minimalni inhibi¢ni koncentrace daného extraktu byla ta, jez
dokézala zabranit viditelnému ristu bakterii. Tabulka 2 ukazuje, ze antimikrobidlni efekty extraktl kryth
odpovidaji do jisté miry mnozstvi stiibra, které¢ se do média extrahovalo. Vyjimkou je Aq. Extrakt Sc byl
antimikrobialn¢ stejné ucinny jako Aq, ale Aq extrakt obsahoval pétkrat vice stfibra. Sc byl ale méné
cytotoxicky nez Aq. Vyluhy z Ia a Ac inhibovaly riist bakterie S. aureus a byly dvakrat ucinnéjsi nez Sc nebo
Aq proti P. aeruginosa. la obsahujici dvakrat vétsi mnozstvi stiibra nez Ac byl stejné antimikrobialné ucinny

jako Ac.

Tabulka 2. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) stiibra vyluhovaného z krytt. Kryty byly inkubovany tii
dny v DMEM médiu s 10% FBS. MIC byla stanovena dilu¢nim testem. Tabulka ukazuje fedéni extraktu, které
bylo Uc¢inné v prevenci ristu bakterii. V zadvorkach jsou uvedena mnoZstvi stiibra odpovidajici MIC urcena
dle ICP-OES.

MIC tedéni eluatu (odpovidajici koncentraci Ag v pg/mL)

Kryt
S. aureus P. aeruginosa

Aq _(>18,1 £5,6) 1% (18,1 + 5,6)

Ac 1% (21,8 + 4,4) 2% (10,9 +2,2)

Sc - (>3,5+04) 1x (3,5 0,4)

Ia 1% (45,9 + 23,0) 2% (22,95 + 11,5)

2.2. Srovnani cytotoxicity ruznych stribrnych krytu in vitro

Dale jsme urcili cytotoxicitu stfibra z krytl vi¢i primarnim lidskym dermalnim fibroblastim (NHDF) a
lidské linii keratinocyti HaCaT. Nejprve byla stanovena cytotoxicita stfibra eluovaného do média s FBS
pomoci MTT testu, Obrazek 1. VSechny testované extrakty krytl byly statisticky vyznamné (p <0,05) toxické
vici HaCaT keratinocytim v poradi od nejtoxictéjsiho: Aq = Ac > Ia> Sc. Toxicita se u fibroblastl projevila
statisticky vyznamné pro extrakty z Aq, Ac a la, zatimco Sc byl toxicky v mensi mife po 24hodinové inkubaci.

Poradi toxicity pro fibroblasty bylo: [a>~Ac>Aqg>Sc.
12



20 A

< i I i
A e
> il
£ -20 4 ! y
—] *
.(-3 .40 4 . *t* * %
> . *** * T
g -60 o - | ; *
O %
£ -80 A *k * *** *
N T 1 *k *
-100 A «x o o *x
*1* *3:;* ¥
-120 4 **
1x 2% 5x  10x | 1x 2x 5x  10x | 1x 2x 5x  10x | 1x 2x 5x  10x
Ac Aq la Sc
024h @48h m72h
B 4.
20 A
o il
> 01 "" Il I il T il I |||"|l filll il
2 20 -
3 * ¥
& -40 A | *
S
© -60 - *
c *
,g -80 1 1§ ! F l *
N - wk *‘;* wx % *
100 ~ *':‘* **** *k e M
-120 A
1x 2% 5x  10x | 1x 2x 5x  10x | 1x 2% 5x  10x | 1x 2x 5x  10x
Ac Ag la Sc

0O24h @48h M72h

Obrazek 1. Cytotoxicita a kontaktni inhibice vyvolana stfibrnymi kryty. Zména viability HaCaT keratinocyta
(A) nebo NHDF fibroblastt (B) po 24, 48 a 72 hodinach ovlivnéni bun¢k vyluhy bandazi pomoci MTT testu.
Vyluhy byly pouzivané nefedéné (1x) az 10x fedéné. Sloupce ukazuji pruméry ze tfech nezavislych opakovani
+ SD. **p < 0,01, *p < 0,05. (C) Kontaktni inhibice bun&k linie HaCaT po $estihodinové inkubaci s 1 cm?
bandaze. Bila mista jsou v misté¢ mrtvych buné¢k. Obrazky ilustruji vysledek ze tiech nezavislych opakovani.

2.3. DNA poskozeni vlivem stribrnych krytii

Dale bylo sledovéno, jestli stfibro pronikd do dermis a miZe zde vyvolat DNA poSkozeni a stresovou
odpovéd’. Kozni explantaty praseci kiize se zachovalou epidermis (jeji odstranéni by samo o sobé mohlo
vyvolat bunécny stres) byly kultivovany dermalni stranou nahoru s pfiloZenou testovanou bandazi po 24 nebo
48 h. Poté byla ¢ast kiiZze zpracovana na histologické hodnoceni. Jak ukazuje detekce stiibra pomoci stfibrné
autometalografie, sttibro bylo pfitomno pfevazné v dermélnich castech explantatd, které byly v kontaktu
s bandazi (horni cast histologickych snimkt), viz Obrazek 2. Avsak intenzita barveni stfibra se zna¢né lisila
mezi jednotlivymi kryty. Nejvy$si mira stfibrného signalu byla patrna u Ia, dale pak u Ac. Aq a Sc vykazovaly
podobnou hladinu, kterd byla vy$si nez u kontroly. Toto pofadi intenzity signalu stfibra zhruba odpovidalo i
mnozstvi stiibra detekovaného pomoci ICP-OES u kiizi inkubovanych s kryty ve Franzovych celéach.

Autometalografie mlize ale zvyraznit signal u stfibrnych soli (napt. SSD v Ia) nez u stfibrnych nanocastic,

protoze pii stejném mnozstvi sttibra miize byt stiibrna stl rozprostfena rovnomeérné;ji.
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Obrazek 2. DNA poskozeni v prasec¢i kiZi ex vivo vlivem inkubace s banddZemi obsahujicimi stibro. Kiize
byla inkubovéana se stfibrnymi banddZemi nebo gézou (kontrola) po 24 nebo 48 h. (A) Prifez vzorky ukazujici
pronikani stfibra detekovaného stfibrnou autometalografii. Kryty byly umistény na dermadlni stranu kize
(horni okraj snimkt kliZi) a inkubovany 24 h. Hnédocerné zabarveni ukazuje stiibro proniklé do kiize. Lokalné
zvySené barveni sttibra je oznaceno (#). Métitko odpovidd 1 mm. (B) Prvni fada snimkl ukazuje yYH2AX
(Cervené) barveni v klizi ovlivnéné 24 h sttibrnymi kryty. Spodni fada ukazuje odpovidajici ¢asti kiize bez
primarni protilatky. Na vSech snimcich jsou vidét jadra barvena DAPI (modra). Métitka odpovidaji 200 pm.
(C) Reprezentativni Western blot yYH2AX a B aktinu. (D) Graf zndzorfiujici primérné mnozstvi (= SD) YH2AX
ze Sesti nezavislych opakovani. *p <0,05, Studentiiv t-test vzhledem ke kontrole v pfislusném case. (E)
Relativni exprese genlt GADD45G, DNAJA1, HSPH1 a PLK3 v kizich ovlivnénych 24 nebo 48 h stiibrnymi
kryty. Graf ukazuje priimér + SD ze $esti nezavislych opakovani, pficemz *p < 0,05, *p <0,001, Studentiv t-
test ke kontrole v ptislusném case.
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YH2AX, coz je marker DNA zlomu v obou fetézcich, bylo detekovano v fezech imunofluorescenci
(Obrazek 2B). Jak je videt na snimcich explantatii inkubovanych se sttibrnymi kryty, jaderny signal YH2AX
vzrostl. Tento signdl DNA poskozeni se zvysil i u bunék, které nebyly v pfimém kontaktu s banddzemi, ale
byly ,,ukryté” v mezibunééné hmoté. Mnozstvi YH2AX bylo zjiSténo v jiné ¢asti kazdého vzorku kaze
stanovenim proteini metodou Western blot (Obrazek 2C-D). Vysledky z Western blotu odpovidaly
mikroskopickému pozorovani a ukéazaly, ze DNA poskozeni bylo statisticky vyznamné (p < 0,05) zvySeno u

vSech krytl se stfibrem po jednom dni inkubace a po dvou dnech inkubace pro Ac a Aq.

2.4. Genova exprese stresovych genii vyvoland stribrnymi kryty

Pro detailn€j$i zjisténi rozsahu zmén zplsobenych stiibrnymi kryty bylo provedeno sledovani genové
exprese (Obrazek 2E). Geny, které byly sledovany, byvaji zvySené za podminek bunécného stresu (PLK3,
GADDA45G) nebo hraji roli v odpovédi na tepelny Sok (DNAJA1, HSPHI1). Vyznamny nartst (p < 0,05)
exprese téchto gent byl zjistén po 24 h inkubaci u vSech bandézi se stfibrem. Po 48 h inkubaci byl u kazdé

bandaze zvyseny vyznamné (p < 0,05) alespoii jeden z vySe uvedené skupiny genil vzhledem ke kontrole.

2.5. Distribuce stribra v chronickych ranach

Na ex vivo urovni bylo ziejmé, Ze stfibro pronikd do dermis, ¢imz bylo do urcité miry simulovéno
vstiebavani stiibra do chronické rany. Nésledujicim krokem bylo potvrzeni pozorovani in vivo.

Pacienti s pomérné rozsahlymi bércovymi viedy byli na poloving rany 1é¢eni bézn¢ dostupnym krytem z
karboxymetyl celulézy obsahujicim stfibro (Aquacel Ag+ Extra, zkracovano déle jako Ag-CMC) a na casti
rany krytem obsahujicim lyofilizat oktenidinu a hyaluronanu na polyesterové matrici (Sorelex, dale OCT-
HA). Z ran byly odebirany biopsie pied zacatkem 1éCby, po dvou a po Sesti tydnech 1éCby. Distribuce stibra
byla sledovana pomoci stiibrné autometalografie (Obrazek 3). Ackoliv nebyl signal stiibra patrny pied 1é€bou
(Obrazek 3A), stiibro bylo po dvou a Sesti tydnech detekovéno relativné hluboko (vice jak 2 mm) v granulacni
tkani (Obrazek 3B-C). Distribuce stiibra byla heterogenni. S postupem novotvorby cév dominovala pozitivita
stfibra okolo adventicidlni a periadventicidlni tkan€ (Obréazek 3D). S postupnou maturaci tkan¢ byla stale vice
patrnd vazba stfibra na filamentarni slozZky ECM, zatimco pozitivita okolo cév byla patrnd méné nez

v CasnéjSich stadiich (Obrazek 3E-F).
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Obrazek 3. Distribuce stiibra v chronické ran€. Biopsie z ¢asti rany lé¢ené Ag-CMC (zena, 83 let). Horni
rada obrazkii ukazuje biopsie orientované spodinou rany vzhiiru. (A) Tkan pied 1é¢bou Ag-CMC. Vzorek je
ohranicen ¢ernou ¢arou nakreslenou po nasnimani obrazu, aby byla tkan odliSena od pozadi. (B) Biopsie z rany
stejné pacientky 1é¢ené po dva tydny a (C) po Sest tydni 1écby Ag-CMC. Méfitka v obrazcich A az C
odpovidaji 1 mm. (D) Signdl sttibra byl patrny okolo cév v periadventicidlnim prostoru (vzorek muz, 68 let).
(E) Jak se rdna hojila, pozitivita okolo cév byla méné patrné a nasledné (F) dominovala vazba stiibra na ECM.
Obrazky (E) a (F) jsou zvétSené casti vzorki (B) a (C) z ¢asti zndzornénych obdélniky. M¢titka v D az F
odpovidaji 50 pm.

Stiibro bylo téZ detekovano ve fagocytech (Obrazek 4A) v oblasti se zvySenym vyskytem makrofagii
pozitivnich na CD68 (Obrazek 4B-C). Fagocyty nebyly dudlné znaceny na piitomnost stiibra a CD68 kviili
nekompatibilité obou histologickych postupt. Mnozstvi fluorescencniho CD68 signalu bylo ur¢eno pomoci
analyzy IHF. Signal CD68 byl zvySeny v 5 ze sedmi vzorkll po dvou tydnech 1é€by Ag-CMC a ve 4 ze 7
vzorkl po Sesti tydnech 1é€by v porovnani s €asti 1écenou OCT-HA. Nicméné rozdily nebyly ani v jednom

casovém intervalu statisticky vyznamné v porovnani s hodnotami pfed zacatkem 1écby.

2.6. Srovnani hojeni v castech lécenych OCT-HA a Ag-CMC

Byl pozorovan statisticky vyznamné nizsi signal CD68 v ¢astech rany 1écenych OCT-HA oproti Ag-CMC
(Nesporova et al. 2020). Casti 1é¢ené Ag-CMC vykazaly také vy$§im mnoZstvi granulocyti (detekce aktivity
naftol AS-D chloroacetat esterdzy). Vyznamny pokles mnoZstvi granulocytll oproti zac¢atku 1écby nastal
v Castech rany léCenych OCT-HA jiz po dvou tydnech 1é€by, kdeZto u Ag-CMC byl pokles detekovan az Sesty
tyden 1écby. V ¢asti kazdé biopsie z rany byla provedena analyza genové exprese zanétlivych bunéénych
markerd (NeSporova et al. 2020). CD14, ktery je exprimovan hlavné monocyty a makrofagy, byl vyznamné
zvySen v Castech 1écenych Ag-CMC po dvou a Sesti tydnech 1é¢by oproti ¢astem rany léCenym OCT-HA.
Genova exprese markeru T lymfocytl, CD4, byla vyznamné niz$i v ¢astech 1é¢enych OCT-HA po dvou
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tydnech, a snizovala se vyraznéji nez v Castech léCenych Ag-CMC. Genova exprese CD8A byla zvySena
(statisticky ne vyznamn¢) v Castech 1éCenych Ag-CMC. CD3E, ktery je exprimovan obéma populacemi T
lymfocytti (CD4 i CDS pozitivni) byl exprimovan méné u OCT-HA ¢asti ran, ale také statisticky nevyznamné.
Sledovali jsme rovnéz expresi klasickych prozanétlivych mediator /L /B a TNF. Genova exprese obou téchto
markert klesala, s tim jak se rany hojily. Statisticky vyznamny rozdil mezi obéma kryty byl jen u TNF po
Sesti tydnech 1écby.

Obrazek 4. Stiibro ve fagocytech. Fagocyty obsahujici stfibro byly detekovany pomoci stiibrné
autometalografie (A). Odpovidajici oblast obarvena hematoxylinem a eozinem (B) a protilatkou proti CD68
a jadry znacenymi DAPI (C), (zena, 74 let). Métitka odpovidaji 100 um.

- ()

Obrazek 4. Stiibro ve fagocytech. Fagocyty obsahujici stfibro byly detekovany pomoci stiibrné
autometalografie (A). Odpovidajici oblast obarven4 hematoxylinem a eozinem (B) a protilatkou proti CD68
a jadry znacenymi DAPI (C), (Zzena, 74 let). Métitka odpovidaji 100 pm.

Kromé zanétlivych bunék jsme sledovali v obou ¢astech rany také nékolik parametrti hojeni pomoci
histologie. Parametry byly vybrany podle Sultany et al. (Sultana et al. 2009) Sledované parametry (mnozstvi
casného a pozdniho kolagenu, orientace kolagenovych vlaken, mnozstvi granulacni tkané, pfitomnosti
imunitniho infiltratu v fezech barvenych pomoci HE) byly vyjadfeny na semikvantitativni Skale a poté secteny
a vyjadieny jako skore hojeni rany. Z pribéhu tohoto skore je zjevné, Ze hojeni probihalo po dvou tydnech
1é¢by rychleji v ¢astech oSetfovanych OCT-HA (Obrazek 5). Histologické skore se zlepSilo v ¢astech 1écenych
Ag-CMC pozdéji, jak je videt z analyzy po Sesti tydnech 1écby.

Déle jsme zjistili procento kolagenu u spodiny rany v histologickych fezech pomoci obrazové analyzy
(Obrazek 5). Intenzita barveni kolagenu se snizovala s maturaci granulac¢ni tkan€. Po dvou tydnech 1écby
OCT-HA bylo vidét statisticky vyznamné zlepSeni v tomto parametru. Statisticky vyznamny pokles barveni
kolagenu nastal v ¢astech lécenych Ag-CMC az po Sesti tydnech 1€¢by.

Hojeni rany doprovéazi snizeni povlaku spodiny rany. Spodina rany lé¢end Ag-CMC byla po dvou tydnech
vyznamn¢ vice povlekla nez odpovidajici ¢ast rany 1écena OCT-HA, coZ ukazuji obrazky histologickych fezti
barvenych pikrofuchsinem (Obrazek 5A, Obrazek 6A). Makroskopické pozorovani to potvrzuje a ukazalo, ze
casti léCené Ag-CMC jsou v priméru po dvou, Ctyfech a Sesti tydnech pokryté povlakem vice nez ¢asti 1€cené

OCT-HA (Obrazek 6B-C).
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Obrazek 5. Histopatologie hojeni. (A) Reprezentativni fezy ranou (muz, 68 let) po dvou tydnech
1écby: Ag-CMC (obrazky vlevo); barveni hematoxylinem & eozinem a pikrofuchsinem. Stfedni
mnozstvi granulacni tkdné a zanétlivého infiltratu je pfitomno pod silnou vrstvou povlaku na
spodiné rany (#). Kolagen (riZzova) je orientovan pievazné vertikaln€. Shrnujici histopatologické
skore Casti této rany je podle parametri definovanych Sultanou (Sultana et al. 2009) hodnoceno
10. Pravy par obrazkii ukazuje biopsii ze stejné rany z casti lécené OCT-HA. Vrstva povlaku rany
je tenkd (#) a je provazena jen ojedinélou pritomnosti granulacni tkané a stfednim mnozstvim
zanétlivého infiltratu. Orientace kolagenu je smiSend. Souhrnné histopatologické skore casti
lécené OCT-HA bylo 12. (B) Souhrnné skore histologickych parametrii. Vyssi skore znaci
pokrocilejsi hojeni. *p < 0,05, n = 7, Wilcoxontv parovy test. (C) Pocitacova analyza obrazu
intenzity kolagenu barveného Van Giesonovym pikrofuchsinem. Intenzita barveni kolagenu se
snizuje s hojenim rany. Obrazek z rany lécené OCT-HA a barvené pikrofuchsinem ukazuje Ctyti
intenzivnéji zbarvené linie, které vznikly jako artefakt pii ptipravé vzorku. Sloupce ukazuji
pramér = SD. *p < 0,05, n =7, Wilcoxonlv parovy test. Méfitka odpovidaji 500 pm.

Stiibro (a jiné kovy) indukuje zvySeni genové exprese metalothioneind, ¢imz buiiky snizuji toxicitu tohoto
kovu. Proto jsme sledovali genovou expresi MTIG a MTIH. Zjistili jsme, Ze jejich exprese byla zna¢né
zvySend v randch léCenych krytem se stiibrem. Toto zvySeni bylo statisticky vyznamné u MT/H po dvou

tydnech 1é€by ve srovnani s [é€bou OCT-HA (NeSporova et al. 2020).
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Obrazek 6. Povlak spodiny rany. (A) Povlak byl hodnocen v IHC fezech na semikvantitativni Skale (vysoky
1 — nepfitomny 5) a vyjadien jako median + IQR. *p < 0,05 Wilcoxoniv parovy test. (B) Makroskopicky
ptehled hojeni pod kryty Ag-CMC a OCT-HA a kvantifikace povlaku rany (Zena, 83). Polovina rany byla
lécena krytem Ag-CMC a polovina krytem OCT-HA. Fotografie ukazuji ranu pfed zacatkem 1écby, pii prvni
aplikaci krytt, po dvou a Sesti tydnech po 1é¢bé. (C) Hodnoceni makroskopie povlaku spodiny rany. Primér
+ SD. *p < 0,05, n =7, Wilcoxonuv parovy test.
2.7. Vliv stribra na aktivitu proteinaz in vitro

V ptedchozich ¢astech byly sledovany znamé antimikrobidlni u¢inky a méné znama aktivita stfibra v klizi.
Pro 1é¢bu ran je relevantni i aktivita stiibra a jinych antiseptik vici proteinazdm, které jsou v chronickych
ranach zvysené.

Sledovali jsme, jestli fedici fada povidon jodu (PVP-I), laktatu stfibrného (Ag), chlorhexidinu (Chl) a
oktenididinu dihydrochloridu (Oct) mtize snizovat nebo inhibovat aktivitu sav¢ich a bakteridlnich proteinaz.
Tyto testované antimikrobidlni latky mély inhibi¢ni efekt na eukaryotické i bakteridlni proteinazy (Obrazek
7). PVP-1 a Oct dosahly statisticky vyznamného (p < 0,05) sniZeni proteinazové aktivity v nejvysSich
testovanych koncentracich. Inkubace s Ag vedla k statisticky vyznamnému (p < 0,05) poklesu aktivity
bakteridlnich proteinaz ve dvou nizsich koncentracich. U nejvyssi koncentrace (7 mg/ml) byla pozorovana
vysoka variabilita. Aktivita bakteridlnich proteindz korelovala nepifimo imérné s mnoZstvim chlorhexidinu a
oktenidinu. Netedény PVP-I inhiboval bakterialni proteindzy ze vSech testovanych antimikrobidlnich latek
nejvice (49 % aktivity vic¢i kontrole). Nicméné fedéni PVP-1 dramaticky sniZilo jeho antiproteindzovou
aktivitu.

Z vysledki bylo zfejmé, ze antimikrobialni latky inhibovaly eukaryotické proteindzy vice nez bakteridlni
proteinazy. Aktivita lidskych proteinaz byla inhibovdna v zavislosti na davce, obdobn¢ jako bakteridlni
proteinazy. Oct i Ag statisticky vyznamné (p < 0,05) inhibovaly eukaryotické proteinazy ve v§ech sledovanych
koncentracich. PVP-I stejn¢ jako u bakteridlnich proteindz vykazal i u lidskych proteinaz nejvyssi inhibi¢ni
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aktivitu, kdyz snizil Zelatinolytickou schopnost proteindz na 1 % aktivity kontroly. Nicmén¢ fedéni PVP-I
opét jim zplisobenou inhibici velmi potlacilo.

Pro detailnéjsi vhled do inhibice jsme testovali jednotlivé zdroje proteinaz ve fluorogennim testu. Ten ma
vy$si citlivost nez Zelatinova zymografie a umoziuje prubézné sledovani aktivity protein (NeSporova et al.
2020). Chlorhexidin a oktenidin snizily aktivitu proteindz v zavislosti na davce, obdobn¢ jako v testu
zelatinové zymografie. Laktat stiibrny také snizil aktivitu proteindz v koncentra¢né-zavislém modu, nicméné
odchylky v aktivité pfi stejné koncentraci byly o dost vétsi nez u chlorhexidinu a oktenidinu. Sledovéani jodu
bohuzel nebylo mozné, protoze zhasi fluorescenci pouzitého substratu. Vypoctena IC50 byla pro chlorhexidin

v rozmezi 0,02 — 0,07 %, pro oktenidin 2,87 — 3,95 pg/ml a 0,04-0,30 mg/ml u laktatu stfibrného.
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Obrazek 7. Aktivita bakteridlnich a eukaryotickych proteindz inkubovanych s antimikrobidlnimi latkami
v pribéhu Zelatinové SDS-PAGE zymografie. (A) Smés bakteridlnich proteinaz byla rozd€lena na
polyakrylamidovych gelech obsahujicich Zelatinu a inkubovdna pfes noc ve vyvijecim pufru
s antimikrobidlnimi latkami o rGzné koncentraci. Hodnoty jsou vztaZzeny ke kontrole bez antimikrobiélnich
latek. (B) Aktivita eukaryotickych proteindz inkubovand obdobné jako u (A). Sloupce ukazuji primér + SD
ze Ctyfech nezavislych opakovani. *p < 0,05 (Studentliv jednovybérovy t-test viici kontrole).
2.8. Vliv stiibra na aktivitu proteindz ex vivo

Abychom rozsifili pozorovani inhibice proteinaz antimikrobialnimi latkami v polyakrylamidovém gelu a
v roztoku, zavedli jsme novy model inhibice proteindz antimikrobidlnimi latkami. Prasec¢i kiize byla
inkubovana s testovanymi latkami ve zkumavce a homogenizovana. Proteindzova aktivita v homogenatu byla
urcena pomoci zelatinové zymografie (Obrazek 8). Zjistili jsme, Ze také v tomto modelu inhibuji Oct, Ag a
Chl endogenni proteinazy prase¢i kiize. Podobné inhiboval proteindzy v kiizi 1 komeréni roztok pozitivni
kontroly s inhibitory proteinaz. Koncentrace PVP-I vedouci k inhibici proteindz v gelu (10%) nebyla uc¢inna
v k@izi. Tam byla u¢inny 100% PVP-1. Dale byly praseci kiize inkubovany s antiseptiky ve Franzové¢ difuzni
cele, kde antiseptika plisobila jen z jedné (dermalni) strany. Toto usporadani je blizsi situaci, kdy antiseptika
v bandazi ptisobi na ranu také jen v jedné plose. Rezy takto inkubovanymi kizemi byly inkubovana
s fluorescen¢ni Zelatinou, kterd umoznila pozorovéani Zelatinolytické aktivity in sifu. VSechny testované
antimikrobidlni latky snizily proteindzovou aktivitu. Nicméné tento pokles byl statisticky vyznamny jen pro

100% PVP-I, Ag a chlorhexidin. Komer¢ni inhibitor proteinaz aktivitu snizil, ovSem ne statisticky vyznamné.
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Obrazek 8. Aktivita endogennich proteinaz praseci kiize po inkubaci s antimikrobialnimi latkami. (A) Cela
ktze byla ponofena do roztoku antiseptik, inkubovana, homogenizovana a proteindzova aktivita homogenatu
byla uréena pomoci Zelatinové zymografie. Sloupce odpovidaji priméru + SD z péti opakovani. (B) Kize
byly inkubovany ve Franzovych difuznich celdch (dermalni stranou nahoru) a analyzovany pomoci in situ
zymografie. Tmavsi intenzita fezu odpovida vyssi aktivité proteindz. Kazdy vzorek byl vyvijen
s fluorogennim substratem pii 37 °C (horni z dvojice fezli u kazdé latky) nebo pii -20 °C (spodni z dvojice
feztl, kontrola). Ctverce ukazuji oblasti, v nichz byla méfena intenzita fluorescence pomoci obrazové analyzy
(n=135). (C) Kvantifikace in situ fluorescence pomoci obrazové analyzy vzhledem k PBS. *p <0,05 (Studenttiv
jednovybérovy t-test k PBS). Pozitivni kontrola byla smés proteindzovych inhibitorti (P. Inh.).
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4. DISKUZE

2.9. Invitro a ex vivo antimikrobidlni a cytotoxicke efekty stribra

Abychom korelovali cytotoxické efekty sledovanych krytl s jejich uc¢innosti, méfili jsme antimikrobialni
aktivitu pomoci mikrodilu¢ni metody. Ziskana data ukazuji, ze razné kryty obsahujici iontové stiibro (Sc a
Aq) byly obdobné¢ ucinné, i kdyz se lisily v toxicité. To naznacuje, ze antimikrobidlni uc€innost a cytotoxicita
jsou v komplexnéj§im vztahu. Grampozitivni S. aureus byl odoln€jsi vaci stiibrnym extraktim nez
gramnegativni P. aeruginosa. To potvrzuje predchozi publikované vysledky (Dakal et al. 2016; Viet al. 2018).

Toxicita stiibrnych krytii byla zavisla na obsahu stiibra jen Caste¢né. SpiSe toxicita odpovidala mife
uvolnéni stiibra do média. Burd a kol. dospéli k obdobnému zavéru (Burd et al. 2007). Méné cytotoxicky kryt
Sc byl v antimikrobidlnich testech relativné G¢inny, coz také ukazuje, ze antimikrobialni aktivita neodpovida
pfimo cytotoxicité.

Schopnost stiibra pronikat do a skrz dermalni mezibunéénou hmotu byla sledovana na praseci kiizi. Ta ma
podobnou strukturu jako lidsk4 dermis. Nicméné granulacni tkan rany se presto podstatné 1isi od neporusené
dermis. Mnozstvi stiibra detekovaného v kiizi nebo akceptorovém roztoku nekorelovalo s koncentraci stfibra
k bandazich, ale relativné odpovidalo spiSe mnozstvi stiibra extrahovaného do média s proteiny. Mira extrakce
stiibra do média s FBS také korelovala s cytotoxicitou a mnozstvim DNA poskozeni vyjadien¢ho zvySenym
signalem YH2AX. SSD pronika skrz neporusenou kiizi minimalné, a proto jsou v kombinaci se SSD pouZivany
latky podporujici penetraci skrz kiizi tam, kde je to vyhodné (Moghimi et al. 2009). Vysoky obsah glycerolu
jiz ukézalo, Ze stfibro (Ag’ nebo Ag") miize pronikat skrz poskozenou kiizi a dostat se do krevniho ob&hu
(Brouillard et al. 2018; Lariviere et al. 2011; Kuwagata et al. 2017) nebo do ktize ex vivo (Holmes et al. 2016).
Larese a kol dokonce pozorovali prinik stfibra ve formé nanoc¢éstic na neporusenou lidskou ktizi v ex vivo
podminkach (Larese et al. 2009).

Detekovali jsme stiibro v koZnich explantatech pomoci autometalografie histologickych fezii. Stiibro bylo
akumulovano hlavné na okraji tkané po aplikaci Sc, ale bylo detekovatelné i v hlubSich vrstvach, okolo
krevnich kapilar. To byl jev pozorovany i v pfipad¢ aplikace ostatnich krytii. Fredriksson a kol. pozorovali
stiibro v obdobnych ¢astech ktize, na kterou ex vivo aplikovali Aq, Ac, SSD, nebo AgNOs3 (Fredriksson et al.
2009). Ve zmitlované studii byla pozorovana také zpomalend reepitelizace. V naSich experimentech se ukézala
korelace miry priiniku stfibra do kiiZe se zvySenym mnozstvim fosforylace histonu H2ZAX (YH2AX) 1 hloubéji
v dermis. Indukce tohoto markeru oxidativniho stresu a DNA poskozeni stiibrem bylo pozorovéno in vivo
(Choi et al. 2010; Mao et al. 2018) a in vitro (Ahamed et al. 2008). Zhao a kol. pozorovali v in vitro systému,
ze mnozstvi YH2AX bylo piimo zavislé na davce stiibra (Zhao et al. 2014). V naSem ex vivo experimentu
zpusobily bandaze se stiibrem krom¢ akumulace stiibra také nartist yH2AX. Stresova odpoveéd’ tkané byla téz
spojena s nartistem transkripce geni spojenych s odpovédi na poSkozeni DNA a proteind. Nartist exprese genti

GADD45G, DNAJA1 a HSPHI1 byl pozorovan u rakovinnych bunék, na né€z byly aplikovany stfibrné

22



nanocastice (Gurunathan et al. 2018; Dwivedi et al. 2015; Kawata et al. 2009). PLK3 je aktivovéana
genotoxickymi 1 jinymi stresovymi stimuly. Hyperosmoticky stres vedl k aktivaci PLK3 u epitelidlnich bunék
rohovky, coz vedlo k fosforylaci H2AX (Wang et al. 2014). Negativni role PLK3 v hojeni rohovky byla
rovnéz publikovana (Lu et al. 2010).

2.10. Stribro v chronickych ranach

Stiibro bylo detekovano pomoci stiibrné autometalografie v granula¢ni tkani chronickych ran do hloubky
pfiblizné 2 mm. Rigo a kol. detekovali az 4 mm hluboko stiibrné nanocastice uvolnéné z krytu Acticoat Flex
3 aplikovaného na popaleninu. V této studii byla pouzita jind technika — transmisni elektronova mikroskopie
(Rigo et al. 2013). V nasi studii jsme aplikovali kryt obsahujici chlorid stiibrny, ktery mize penetrovat jinou
mérou oproti stiibrnym nanocasticim. Bylo ukézéno, ze tvar nanocastic ovliviiuje penetraci skrz kuzi.
Nanocastice ve tvaru ty¢inek penetrovaly efektivnéji skrz mysi kizi do krevniho fecisté oproti kulickdm nebo
jehlantim (Tak et al. 2015). Roman a kol. detekovali vétSinu stiibrnych nanoc¢astic v chronické ran€ do hloubky
1,5 mm (Roman et al. 2020).

Pozorovali jsme silnéjsi barveni stfibra na elastickych a kolagennich vldknech a lokalizaci podél kapilar v
granulaéni tkani chronickych ran. Obdobna distribuce stiibra byla pozorovana také v jinych studiich
zabyvajicich se argyrii v oku zptisobené aplikaci kapkami obsahujicimi stiibro, ptipadné argyrii zptisobené v
disledku akupunktury stfibrnych jehel (Hadrup et al. 2018b). Je vSak potfeba mit na paméti, ze argyrie, pfi
niZ jsou vytvafeny nerozpustné sttibrné utvary, je ponckud extrémni (ale presto dokumentovany i v hojeni
chronickych ran (Trop et al. 2006)) ptipad dlouhodobé expozice sttibru.

Zvysena pritomnost stiibra okolo kapilar pozorovana v této studii a citovanych studiich naznacuje pasivni
eliminaci stfibra z ran do krve. V jiné studii bylo uk4zéano, Ze stfibro se vaZe na sérové proteiny, napt. albumin,
a také na glutathion (Mulley et al. 2014). ZvySena hladina sérového albuminu u pacientl s chronickymi ranami
slouzi jako ochrana proti zvySené hlading stfibra v krvi (Brouillard et al. 2018). Specia¢ni analyza stiibra
ukazand v praci Romana a kol. naznacuje, Ze se stiibro vaze na chlorid v nejvyssi vrstve rany (do 45 pm) a na
glutathion v hlubsich ¢astech rany.(Roman et al. 2020) Komplexy sttibra s proteiny proto mohou pomahat
odstranéni stfibra z ran.

Dalsi zpiisob, jak je stfibro odstrafiovano z ran, predstavuje fagocytdza. Pozorovali jsme v ranach bunky
(pravdépodobné makrofagy) siln€ pozitivni na stiibro. Makrofagy jsou schopny pohlcovat sttibrné nanocastice
(Dalzon et al. 2020). In vitro studie ukazaly, ze fagocytoza sttibrnych nanoc¢astic zvysila zanétlivou odpoveéd
a poSkodila makrofagy (Brzicova et al. 2019; Paul et al. 2015). Je tudiZ moZné, Ze makrofagy v chronickych
randch fagocytované stiibro poskozuje. Disledkem by pak bylo, Ze rany oSetfené stiibrem potiebuji vice
makrofagii, aby byly zajistény i jiné funkce, napt. odstranéni debris a ucast v jinych procesech hojeni ran.
Souza a kol. ukazali zvySeni po¢tu makrofagi béhem granulac¢ni fdze hojeni popélenin krys po aplikaci SSD

(sulfadiazinu stiibrného) (Souza et al. 2017).
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Detekovali jsme rozdily mezi obéma kryty hlavné po dvou tydnech 1é¢by. Po Sesti tydnech 1écby nebyl
nalezen vyrazny rozdil mezi Ag-CMC a OCT-HA v intenzité barveni kolagenu a poc¢tu neutrofilti. Co se tyce
intenzity barveni kolagenu, minimum tohoto parametru (¢im niz$i, tim lepsi) bylo dosazeno v ¢éstech ran
lécenych OCT-HA jiz po dvou tydnech, po dalsi ¢tyfi tydny se nezménilo. To naznacuje, Ze tento parametr
dale v prabéhu hojeni neklesa. Casti 1é¢ené Ag-CMC dosahly minima barveni kolagenu vyznamné pozdé&ji.

SniZeni poc¢tu neutrofilti v ¢astech rany OCT-HA nastalo druhy tyden a pokracovalo 1 do Sestého tydne
1écby. V castech rany lé¢enych Ag-CMC byl pozorovan nartist v poctu neutrofilti po dvou tydnech a poté
pokles na hodnoty srovnatelné s OCT-HA ¢astmi rany. Je mozné, ze rychlejsi Gstup zanétu v jedné Casti rany
mohl urychlit snizeni zanétu v druhé ¢asti. A tak by hojeni ran diky parakrinni signalizaci konvergovalo. Byla
publikovana studie transplantace granula¢ni tkdn€ za ucelem urychleni hojeni problematickych casti rany
(napf. na obnazenou kost) (Winter a Haas 2000). Chen a kol. izolovali buniky z hojici se granulacni tkdné¢

kontrolnich mysi a injikovali je do okraje rany my$i ozafenych gamma zatfenim (Chen et al. 2015).

2.11. Vliv stiibra a jinych antiseptik na proteindzy

Ukézali jsme, ze PVP-I, laktat stfibrny, chlorhexidin diglukonat a oktenidin hydrochlorid vykazuji
antiproteindzové aktivity v in vitro a ex vivo experimentalnich systémech. Inhibicni efekty byl zavisly na
davce antiseptika a projevil se vyraznéji u eukaryotickych proteinaz.

U jodu bylo diive ukazdno, Zze miize inhibovat lidskou neutrofilovou elastdzu, plasmin, matrix
metaloproteinazy a proteinazy v exsudatech z lidskych chronickych ran (Eming et al. 2006). Tento efekt byl
rovnéz pozorovan v zavislosti na ddvce PVP-I. Jina studie ukdzala, Ze kryty, z nichZ se uvoliloval jod, byly
ucinné v inhibici kolagenazy nebo papainu (Shi et al. 2010). Nase vysledky tato pozorovani potvrzuji a
roz$ifuji paletu enzymu inhibovanych jodem o bakterialni proteindzy z chronickych ran. Obvykla koncentrace
jodu pouzivana v roztoku povidonu jodu je 5 — 10 %. Nase vysledky ukazuji, Ze 1 1% koncentrace PVP-I je
dostatecna pro inhibici bakteridlnich a eukaryotickych proteinaz. Nicméné podstatné vyssi koncentrace (10%)
byla potieba pro inhibici endogennich proteindz v praseci kizi. J6d oxiduje fadu aminokyselin skrz kovalentni
modifikaci, ¢imz narusuje aktivitu enzymt a dokonce je muze vysrazet (Ramachandran 1956). Stabilita jodu
a jeho tékavost je problematicka. Nase vysledky to potvrzuji — koncentrovanéj$i PVP-I lépe inhiboval
proteindzy. S vys§§im fedénim ale pfiSel rapidni (nelinedrni) pokles antiproteinazové aktivity. T€kavost jodu a
jeji dusledek pro antiproteindzovou aktivitu (ale zfeyjmé 1 antimikrobialni aktivitu) by mohla byt predmétem
optimalizace vyvijenych pokro¢ilych krytt ran, které uvolnuji jod.

Jak jiZ bylo uvedeno dfive, stfibro je pouzivano v krytech ran v rtizné formé (soli, oxysoli, nanocastice).
Nicméné klicova pro antimikrobialni piisobeni je koncentrace stiibrnych iontli (Tseng a Liao 2011). Rizné
bandaZe uvoliyji stiibro riznym zplsobem, coZ ma za nasledek 1 rozdil v jeho dostupnosti pro inhibici
proteinaz. V ptedchozi studii bylo ukdzano, Ze nitrat stiibrny (ve vysSich koncentracich nez laktat sttibrny
v naSich experimentech) inhiboval MMP-2, MMP-8 a MMP-9 o vice nez 90 % (Mei et al. 2012). Studie

srovnavajici inhibici enzyml pouzivanych pro debridement (papain a kolagendza) vyvolana kryty
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s antiseptiky ukazala, Ze kryt s nanokrystalickym stfibrem inhiboval aktivitu kolagendzy o 52 % a papainu o
12% (Shi et al. 2010). Mira inhibice nanokrystalickym stfibrem byla podstatn€ mensi nez u dvou prostiedkli
uvolnujicich jod. Stiibro inhibovalo trypsin a chymotrypsin vratnym zptsobem a tento efekt byl potlacen,
kdyz byly ptitomny chloridové ionty a doslo k precipitaci AgCl (Ballinger et al. 1982). Proto jsme nahradili
Tris-HCI ve vyvijecim pufru HEPES pufrem a inkubovali praseci kiizi ve vodném roztoku laktatu sttibrného.
Rovnéz jsme odsolili substrat DQ Zelatinu a roztoky proteinaz. Také jsme pouzili pufry bez chloridovych soli
nebo demineralizovanou vodu.

O chlorhexidinu bylo zjisténo, Ze ma schopnost inhibovat matrix metaloproteindzy v dutiné ustni a
bakterialni proteinazy v dentalnim plaku (Beighton et al. 1991; Gendron et al. 1999). Efektivni inhibi¢ni
koncentrace chlorhexidinu in vitro se pohybuje od 0,0001% pro MMP-2 az vice jak 0,02 % pro aktivovanou
MMP-8§ a u bakteridlnich proteinaz zavisi na konkrétnim bakteridlnim kmenu (Beighton et al. 1991; Gendron
et al. 1999).

Navzdory tomu, ze jsme ukézali inhibicni efekt vybranych antimikrobidlnich latek a hovoii o ném 1
literatura, ziistava otdzkou, jak se tyto vlastnosti projevi v komplexnim prostfedi chronické rany. Zaprvé neni
jasné, do jaké hloubky by mély byt proteinazy inhibované. Pouze nékolik studii sledovalo proteolytickou
aktivitu hloubéji v chronické ranég, kde jsou proteinazy v jistém smyslu chranény pied pfimym kontaktem
s antiseptiky zrany. Vé&tSina studii sledujici modulaci proteindzové aktivity se zaméfuje na proteindzy
v exsudatu (McCarty a Percival 2013; Mirastschijski et al. 2002). V nasi studii jsme se na tento nedostatek
informaci zam¢fili a ukazali jsme, Ze chlorhexidin diglukonat a laktat stfibrny mohou pronikat do kiize a
inhibovat zde pfitomné proteindzy. K tomuto jevu dochazi, kdyz je kiize ponofena do roztokl téchto
antimikrobialnich latek, nebo 1 v ptipad€ ¢astecného kontaktu s kiizi ve Franzové cele. Byla publikovdna
studie, kterd ukdzala rychlejs$i hojeni rany, kdyz byly proteindzy absorbovany do krytu z regenerované
celulozy (Kloeters et al. 2016). K pozitivnimu efektu doslo, 1 kdyz absorpce proteinaz zjevné nastala jen na
povrchu rany. Mizeme tedy byt optimistiCti, Ze redukce proteindzové aktivity 1 pomoci sledovanych

antiseptickych latek povede ke zlepSeni hojeni ran.
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5. ZAVERY

Ve studii (NeSporova et al. 2020) jsme sledovali efekt ctyt kryth chronickych ran. Pomoci ICP-OES jsme
urcili koncentraci stiibra v krytech, u nichZ vyrobce tuto hodnotu neuvadél. Cytotoxicita byla zjiSténa pomoci
metody MTT na linii lidskych keratinocyti a mysich fibroblasti a dalSimi metodami na erytrocytech a
imunitnich bunkéach. Antimikrobidlni G¢innost byla sledovana ve vyluzich krytl pomoci mikrodilu¢ni metody
a pomoci pfimého kontaktu bandaze s bakteriemi. Korelovali jsme fyzikalné-chemické vlastnosti stiibra
obsazeného v bandazich a jeho toxické a antimikrobialni pisobeni v in vitro a ex vivo systémech. Detekovali
jsme pronikani stiibra z kryt do praseci dermis pomoci stfibrné autometalogratie. Mira DNA poskozeni byla
urc¢ena mnozstvim YH2AX v kiizi metodami IHF a WB.

1. H1-C1 Cytotoxicita se u sledovanych ¢tyfech krytl ran projevila u keratinocytl, fibroblastii i
erytrocytl, ale nebyla pfimo imérna antimikrobidlni G¢innosti. Pofadi od nejcytotoxictéjsiho krytu
bylo: Ialugen>Acticoat>Aquacel>Silvercel. Od nejucinnéjSiho proti bakteriim je sefazeno v tomto
potadi: lalugen ~ Acticoat > Aquacel ~ Silvercel. U neutrofild jsme pozorovali sniZzenou prozanétlivou
aktivitu po ovlivnéni roztoky se sttibrem vyluhovanym z krytii, nicméné to bylo zfejmé zptisobeno

cytotoxicitou stfibrnych krytt.

2. H1-C2 Ukazali jsme, Ze stibro difundovalo do praseci dermis, kde indukovalo DNA poskozeni
a stresovou odpovéd’. Byl rozdil v mife pronikdni stiibra do kize mezi testovanymi banddzemi,

nicméné stiibro pronikalo do dermis ze vSech Etyf zkoumanych kryta.

Vysledky ukazané v této praci ziejmé poprvé predstavuji takto metodicky rozsahlé sledovani vlastnosti
komerénich kryt se stifibrem. Rozsifili jsme tim jiz publikovand pozorovani cytotoxicity stfibra v in vitro
podminkach o cytotoxické efekty v ex vivo. Proklamovany protizanétlivy efekt stiibra na rany miZze byt
zpiisoben jeho cytotoxicitou vici zanétlivym buiikdm. Za nejcennéj$i pozorovani povazujeme, Ze stiibro
pronikéa do dermis, kde zptisobuje DNA poskozeni.

Na vysledky ziskané na ex vivo klizich navazuje vyzkum publikovany v dalSim ¢lanku Pavlik et al. (2021).
Zde jsme sledovali distribuci stfibra a hojeni ran makroskopicky, na tirovni histologie (zanét a granulace) a
genove exprese vybranych markeri (zdnét a granulace).

3. H2-C1 Stiibro z krytu Aquacel Ag+ proniklo i1 do lidskych chronickych ran. Jeho distribuce

byla spjatd zejména s vldkny mezibunéné hmoty a s periadventicialnim prostorem. Stiibro bylo
detekovano i v makrofazich. O reakci rany na pfitomnost stiibra svéd¢i 1 zvySena genova exprese

metalothioneinu.

4. H2-C2 Byly pozorovéany rozdily v rychlosti hojeni ¢asti ran léenych rliznymi kryty. Kryti
s oktenidinem (Sorelex) podporovalo rychlejS$i maturaci mezibunééné hmoty a ustup zanétu oproti
krytu se sttibrem. K posunu v hojeni doslo 1 v ¢astech rany 1écenych krytem se sttibrem, ale az mezi
druhym a Sestym tydnem lécby. I na makroskopické urovni vypadaly rany lécené krytem

s oktenidinem Iépe (byly méné povleklé a granulacni tkan byla Ziveé Cervend).
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To, ze stiibro pronikéd i do lidské chronické rany odpovida publikovanym pozorovanim zvysené hladiny sttibra
v krvi a organech pacientii nebo experimentalnich zvitat 1é€enych kryty se stfibrem. NaSe studie ukazala
hloubku priniku stfibra do rany a naznacuje dva mechanismy jeho odstrafiovani z rany — nasavanim do
cévniho systému a skrz fagocytézu realizovanou makrofagy. Rychlejsi ustup zanétu v ¢astech lécenych
krytem s oktenidinem zde ziejmé koreluje 1 s lepSi maturaci tkan€ a mensim pokrytim rany fibrinem.
V posledni studii, ktera je podkladem této disertacni prace (Pavlik et al. 2019), jsme se vénovali vlivu stfibra,
oktenidinu, jodu a chlorhexidinu na aktivitu proteinaz. Tyto proteinazy pochdzely z eukaryotickych zdroju i
z bakterii izolovanych z chronické rany. Byla sledovéana aktivita proteindz inkubovanych s antiseptiky v in
vitro podminkach na Zelatinové zymografii a pomoci fluorogenni metody. Dale pak byly sledovany proteinazy
v ex vivo kizi inkubované s antiseptiky pomoci fluorescencni mikroskopie.
5. H3-C1 Stiibro inhibovalo tadu eukaryotickych i prokaryotickych proteindz v in vitro
podminkach. Tato inhibice byla zavisla na koncentraci. U jodu byla pozorovéna vyraznd inhibice

proteinaz, ale inhibice se snizila s fedénim vyraznéji nez u jinych antiseptik.
6. H3-C2 Inhibice endogennich proteindz stiibrem se projevila i na praseci klizi ex vivo.

Kromé stiibra jsme ve studii ukazali, ze také povidon jod, chlorhexidin diglukonat a také oktenidin
hydrochlorid inhibuji bakteridlni a eukaryotické proteinazy, které jsou relevantni pro 1é¢bu ran. Bylo vidét, ze
tato antiseptika maji riznou schopnost pronikat do dermis a inhibovat tamni proteinazy. Prestoze je nutné tato
pozorovani ovétit in vivo, jsou zde divody, pro¢ by ur€itymi antiseptiky mohla byt kromé redukce bakterii
také snizena nadmeérna aktivita proteindz. Vyvijené pokrocilé kryty ran mohou byt tak optimalizovany, aby
zajistily dostate¢ny antimikrobidlni i antiproteinazovy efekt antiseptik.

Ackoliv je tézké modelovat hojeni chronickych ran in vitro a ex vivo, vétime, zZe nami ziskané vysledky
pfinaseji vyznamné a nové poznatky o mechanismech aktivity stiibra a mohou byt extrapolovany do 1écby
ran, coz ukazuje piedevsim druhd ¢ast této prace — in vivo studie. Déle nase vysledky ukazuji, Ze je nezbytné
pouzivat komplexni metodologii pro urceni U€innosti a bezpecnosti krytl ran, protoze tyto veli¢iny spolu
souviseji ale ne pfimo timérn€. Stiibrné kryty zaroven piisobi na viabilitu bakterii, zanétlivych, stromalnich 1
epidermalnich bunék. NaSe data potvrzuji doporuceni, ze by kryty ran se stfibrem mély byt aplikovany na
infikované rany, a ne na hojici se rany, jimz by toxicita stfibra mohla uskodit. Alternativou je pouZiti jiného

antiseptika, naptiklad oktenidinu.
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