Univerzita Karlova
3. lekarska fakulta

OP‘E TERT’A@

\>
& (’

Q

S
Sivnst™™

ULTA
< anC Tig ,

S
O&"o

77,01 Se 3‘3&\(\

Antimikrobidlni, cytotoxické a antfiproteindzové
vlastnosti stribra pouzivaného pro IeCbu
chronickych infikovanych ran

Disertacni prace

Mgr. Vojtéch Pavlik

Skolitelka: doc. MUDr. Monika Arenbergerovd, Ph.D.

Praha 2021






Identifikaéni zaznam:

PAVLIK, Vojtéch. Antimikrobidlni, cytotoxické a antiproteindzové vlastnosti stiibra
pouzivaného pro lécbu chronickych infikovanych ran. [Antimicrobial, cytotoxic, and
antiprotease effects of silver used for treatment of infected wounds]. Praha, 2021. 115 stran.
Disertacni prace. Univerzita Karlova v Praze, 3. 1ékafské fakulta, Dermatovenerologicka klinika

FNKV. Skolitel: doc. MUDr. Monika Arenbergerova, PhD.
Klicova slova: antiseptika, stfibro, oktenidin, cytotoxicita, chronicka rana, inhibice proteinaz

Keywords: antiseptics, silver, octenidine, cytotoxicity, chronic wound, protease inhibition



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem zavérecnou praci zpracoval samostatné a Ze jsem fadné uvedl a
citoval vSechny pouzit¢ prameny a literaturu. Soucasn¢ prohlasuji, ze prace nebyla vyuzita
k ziskani jiného nebo stejného titulu.

Souhlasim s trvalym ulozenim elektronické verze mé prace v databdzi systému
meziuniverzitniho projektu Theses.cz za ucelem soustavné kontroly podobnosti kvalifikacnich

praci.

V Usti nad Orlici, 28. 9. 2021

Mgr. Vojtéch Pavlik



Podékovani

Dékuji vSem kolegim a mentoriim (bylo jich mnoho), od kterych jsem se mohl udit a
posouvat se dal ve védecké praci. Také diky vSem, ktefi mi vysli vstiic a umoznili doktorské
studium jak na stran¢ zameéstnavatele (Contipro a.s., Mgr. Kristina NeSporova, Ph.D., doc.
RNDr. Vladimir Velebny, CSc.), tak na strané¢ fakulty (doc. MUDr. Monika Arenbergerova,
Ph.D.). Diky mé rodin¢ za podporu a trpélivost. Diky ptateltim, Ze se neptali ptili§ Casto, jestli uz

jsem skoncil.






Seznam zKkratek

Ag-CMC zkratka krytu se stiibrem s karboxymethyl celul6zou, Aquacel Ag+

Ac Acticoat

Ag Aquacel Ag+

ATP adenosin trifosfat

AU arbitrary unit, relativni jednotka

BCA kyselina bicinchoninova

BSA bovinni sérum albumin

CEAP klasifika¢ni standard zilni nedostate¢nosti
CI konfiden¢ni interval

DAPI 4',6-diamidin-2-fenylindol, fluorescen¢ni barvivo
DCF 2',7'-dichlorodihydrofluorescein

DFU diabeticky vied

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO dimethyl sulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

ECM mezibunééna hmota

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
EDX Energy-Dispersive X-ray spektroskopie
FBS fetalni bovinni sérum

H2AX histon H2AX

HA kyselina hyaluronova

HRP kienova peroxidaza

IC50 50% inhibic¢ni koncentrace

ICP-OES emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
[HC imunohistochemicka detekce

IHF imunohistofluorescence

LDH laktat dehydrogenéza

LDL lipoprotein s nizkou hustotou

LPS bakterialni lipopolysacharid

MAT monocyty aktivujici test

MHC hlavni histokompatibilni komplex

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

MMP matrix metaloproteinaza



MRSA
MTT
MWCO
NHDF
OCT-HA
PAGE
PBS
PCR
PFA
PHMB
PMA
PVP
RLU
ROS
RPMI
RT
SASP
Sc

SD
SDS
SEM
SSD
TIMP
TMB
VAS
VLU
VRE

methicilin-rezistentni zlaty stafylokok
methyl-thiazolyl-tetrazolium

velikost molekul prochéazejici filtrem
normalni lidské fibroblasty

kryt s oktenidinem a kyselinou hyaluronovou, Sorelex
polyakrylamidova gelova elektroforéza
fosfatovy pufr

polymerazova fetézova reakce
paraformaldehyd

polyhexanid, polyhexamethylen biguanid
forbol 12-myristat 13-acetat

polyvinyl pyrolidon

relativni jednotka luminescence

reaktivni kyslikové intermediaty
Rosewell Park Memorial Insitute medium
pokojova teplota

sekretom typicky pro senescentni bunky
Silvercel

smérodatna odchylka

dodecyl sulfat sodny

sttedni chyba pruméru

sulfadiazin stfibrny

tkanovy inhibitor metaloproteinazy
tetramethyl benzidin

vizualni analogova Skala

bércovy vied

enterokok rezistentni na vankomycin



Souhrn

Chronické rany piedstavuji zdvazny socio-ekonomicky problém. Pfi¢in, pro¢ se rana
zcela nezhoji nebo je hojeni protrahované, je cela fada. Jednim z vyznamnéjSich divodu je
infekce rany. Ta podporuje prozanétlivou odpovéd organizmu, kterd mimo jiné brani postupu
rany do dalSich fazi hojeni. V dusledku bakteridlni infekce jsou také zvySené hladiny proteinaz,
které degraduji mezibunéénou hmotu. Navic fada bakterii produkuje vlastni proteinazy, aby si
zajistily ziviny a zvysily svou virulenci.

Kvuli snizeni bakteridlni néloze jsou chronické rany oSetfovany antiseptiky. To jsou
antimikrobialni latky putsobici prevazné nespecifickymi mechanismy. Tato neselektivita
predstavuje vyhodu, ale i nevyhodu. Kromé bakterii jsou antiseptiky zasazeny i hostitelské
buiikky v rané. PoSkozeni onéch hostitelskych bunc¢k vSak komplikuje zaceleni rany. Toto
nespecifické poskozeni eukaryotickych i prokaryotickych buné€k je zptisobeno i1 pravdépodobné
nejrozsifenéjSim antiseptikem v 1é€be chronickych ran — stiibrem. Jeho efekt byl v této indikaci
prokazéan fadou klinickych studii.

Disertacni prace se komplexné€ vénuje efektlim, které stiibro vyvolava v in vitro kontextu
co nejrelevantnéj$§imu chronické ran€. Byly srovnavany vlastnosti ¢tyf komeréné dostupnych
kryti chronickych ran obsahujicich stiibro. Sledovali jsme jejich antimikrobidlni pisobeni na
planktonické bakterie v roztoku a v kultufe na Petriho misce. Bylo také zméfeno mnozstvi stfibra
obsazen¢ho v jednotlivych krytech. Zjistili jsme, ze mnozstvi stfibra neodpovida ptimo jeho
antimikrobialni aktivité. Také v mife cytotoxicity byly pozorovany rozdily, neyméné cytotoxicky
byl kryt Silvercel. Tento prostiedek ale také patiil mezi nejméné antimikrobidlné ucinné.
Abychom zjistili, jak jsou in vitro vysledky na bunkach relevantni k cytotoxicité¢ v tkanich,
aplikovali jsme stfibrné kryty na dermis praseci kiize ex vivo. V dermis jsme detekovali prinik
sttibra pomoci ICP-OES 1 histologicky autometalografickou metodou. S prinikem sttibra do
kize byl spjat 1 nartist DNA poSkozeni a genové exprese charakteristické pro stresovou odpovéd'.
To, Ze stiibro obsazené v krytech je schopné vyvolat oxida¢ni poSkozeni a DNA zlomy, jsme
potvrdili na bunkéach, ke kterym byly pfidany vyluhy z kryti. Ukazali jsme, Ze stfibro ma
schopnost snizovat prozanétlivou odpovéd’ neutrofilti (u monocyta se efekt neprojevil), ovSem za
cenu jejich bunééné smrti.

V lidskych chronickych ranach byla sledovéana distribuce stfibra po dvou a Sesti tydnech
1écby komeréné dostupnym krytem se stiibrem. Sttibro bylo nalezeno v makrofazich, asociované
s mezibunécnou hmotou a okolo kapilar. Vedle krytu se sttibrem bylo na ranu aplikovano také

kryti obsahujici antiseptikum oktenidin dihydrochlorid a kyselinu hyaluronovou. Na histologické



urovni bylo zjiSténo, Ze se rany hojily rychleji krytem obsahujicim oktenidin a kyselinu
hyaluronovou. Rovnéz byla spodina ran méné povlekld pii pouziti krytu s oktenidinem a
hyaluronanem. Genova exprese metalothioneint byla zvySena v ¢astech ran 1éCenych stiibrnym
krytem.

Antiproteindzova aktivita byla sledovana u stfibra ve formé& soli — laktatu stfibrného.
Laktat stfibrny inhiboval lidské neutrofilové proteindzy, MMP-2 proteindzu, fibroblastové a
keratinocytarni proteinadzy a bakterialni proteinazy. Efekt byl pozorovan v zavislosti na davce
stiibra. Nebyl pozorovan specificky inhibi¢ni efekt stfibra na sledované proteinazy. Zjistili jsme,
ze stiibro také inhibovalo endogenni proteindzy v praseci kizi ex vivo. Obdobné jako u
komer¢nich kryth bylo tedy ukdzano, ze sttibro ve forme soli laktatu stiibrného mtize pronikat do
praseci kiize a ptsobit v ni.

Stiibro se hojné pouziva v krytech chronickych ran pro své dobré antimikrobidlni
vlastnosti. Nase vysledky cytotoxicity, distribuce stiibra v ran¢ a antiproteindzové aktivity vSak
ukazuji, Ze plisobeni sttibra ma mnoho dalSich aspektli kromé& zamysSleného antimikrobidlniho.
Inhibice nadmérné aktivity proteindz je v pfipadé chronickych ran vniméana jako pozitivni,
cytotoxicita vici stroméalnim nebo imunitnim buiikdm jako negativni. Ukazali jsme, Ze stiibro
pronikd do dermis, ¢imz jsme simulovali v laboratornich podminkach expozici ran stiibrnym
krytim. Tato pozorovani byla potvrzena i na ranach pacientli. Nase vysledky dopliuji informace
ziskané z klinickych praci ukazujicich zvySenou hladinu stiibra v krvi a orgénech u pacientd,
jejichz rany byly léCeny kryty se stiibrem. Je tedy na misté zvazit v dané situaci pouziti krytu se
sttibrem po nezbytné kratkou dobu, nebo zvolit jiné antiseptikum, které je 1épe tolerovano (napf.

oktenidin dihydrochlorid ¢i polyhexanid).



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. Bacteria provoke a proinflammatory response, which disrupts the proper
sequence of wound healing phases. Also, inflammation raises the production and activity of
proteases. These enzymes digest the extracellular matrix, resulting in deceleration or hindrance
of granulation tissue maturation. In addition to the inflammation-induced proteases, some
bacterial species produce proteases that contribute to tissue degradation and increase bacterial
virulence.

Antiseptics are used to lower the bacterial burden in chronic wounds. Antiseptics act non-
specifically, which may be their asset as well as drawback. They act as a double-edged sword.
Antiseptics act on bacterial cells. However, host cells are caught in the crossfire as antiseptics
may damage eukaryotic cells as well. The damage of eukaryotic cells complicates wound
closure. Silver is probably the most used antiseptic to treat chronic wounds. Silver is also
suspected of inducing nonspecific damage to eukaryotic as well as prokaryotic cells.

This doctoral thesis is aimed at investigating the multitude of effects that silver may
exhibit. We chose in vitro settings mimicking specific aspects of chronic wounds. Four
commercially available wound healing dressings impregnated with silver were compared side-
by-side. The antimicrobial properties of the dressings were compared in planktonic bacteria in
liquid culture as well as seeded on a Petri dish. 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. The least cytotoxic and
also one of the least antimicrobial efficient was Silvercel. We applied the silver dressings onto
porcine dermis to evaluate the relevance of our in vitro cytotoxicity observations. We detected
silver with ICP-OES and with a histological method — silver autometallography. Silver
penetrated into the skin and caused DNA damage and the upregulation of stress-response genes.
We further confirmed that silver from the dressing extracts induced oxidative stress and DNA
breaks using cultured skin cells. We showed that silver may decrease proinflammatory response
of neutrophils (in contrast to monocytes) while concomitantly increasing their 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 in the parts treated with the dressing with hyaluronan and octenidine
more prominently. The gene expression of metallothioneins was increased in the parts of the
wounds treated with the silver dressing.

The antiprotease activity was observed using the salt of silver — silver lactate. Silver
lactate inhibited proteases produced by human neutrophils, fibroblasts, and keratinocytes, as well
as recombinant MMP-2 and trypsin. Also, silver lactate inhibited bacterial proteases produced by
species isolated from chronic wounds. The inhibitory effect was dose-dependent. However, we
did not observe any specificity towards any of the tested proteases; the proteases were inhibited
within a similar concentration range. As a next step, we observed inhibition of endogenous
proteases in porcine skin by silver lactate. Again, we showed that silver may penetrate the
dermis.

Silver is widely used in wound dressings due to its well-documented antimicrobial
properties. The inhibition of excessive protease activity in chronic wounds is considered
beneficial. Cytotoxicity towards stromal or immune cells is negative. We showed that silver
penetrated into the dermis, which we compared in laboratory settings to the exposition of chronic
wounds to silver dressings. Silver penetration through extracellular matrix tissue was
subsequently confirmed in chronic human wounds.

We revealed some of the silver (side) effects, but there may be indeed more (effect on
inflammatory mediators, growth factors etc.) that may play a role in chronic wound healing.
However, the respective side effects are hard to observe or dissect from other events (i.e.
ongoing inflammation) due to the complex nature of the chronic wound and its underlying
causes.

Our results complement published clinical observations, which showed silver in the blood
and organs of patients treated with silver dressings. One should consider applying a silver-
impregnated dressing for a minimum period or choosing another antiseptic with a better

cytotoxicity profile (i.e. octenidine dihydrochloride or polyhexanide).
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1. LITERARNI UVOD

1.1. Akutni rana a jeji hojeni

Réna je charakterizovana jako poruseni integrity kozniho krytu. NaruSeni koZzniho
povrchu je spojeno se ztratou kozni integrity, kterd mize zasahnout rizné¢ hluboko do podkozi
(Pospisilova nedatovano). Akutni rany vznikaji v disledku mechanického, termického nebo
chemického poskozeni.

Hojeni akutni rany se odehravad v nékolika prekryvajicich se fazich. Nejprve nastava
zéstava krvaceni nasledovana zanétlivou fazi. Ta se projevuje klasickymi Celsovymi znaky a je
odpovédi tkan€ na jeji naruseni. Béhem zanétu by mélo dojit k odstranéni bunécného debris a
zabranéni infekce rany (Wilkinson a Hardman 2020). NaruSené keratinocyty uvolni z
cytoplazmy prozanétlivy IL-1B a krevni desti¢ky jsou pfi agregaci zdrojem ristovych faktori
(napt. TGF-B) (Eming et al. 2007). U nezasazenych okolnich endotelidlnich bun¢k vyvolaji
parakrinn¢ se S§ifici cytokiny expresi povrchovych adhezivnich molekul, které piispivaji k
diapedéze neutrofili a ostatnich leukocytti do postizené oblasti (Tonnesen 1989; Wright et al.
2010). Neutrofily jsou hlavni soucasti prvotni odpovédi organismu na hrozici bakterialni infekei.
Neutrofily jsou chemotakticky vlakédny do mista pasobeni faktory produkovanymi samotnym
organismem nebo latkami bakteridlniho pivodu. Z cytoplazmatickych granuli neutrofild se
uvoliiuje myeloperoxiddza, matrix metaloproteindzy (MMP), fosfolipdzy a prozanétlivé cytokiny
(Eming et al. 2007). Neutrofilni granulocyty rovnéz spolupracuji s T-lymfocyty prezentaci
antigeni v MHC komplexech II. tfidy na svém povrchu. Neutrofily se tak pfimo 1 nepfimo
podileji na destrukci pfipadnych mikroorganizmii a odstraiiuji bunécnou debris. Zaroven ale
mohou poskozovat okolni zdravé burnky.

V priibéhu dvou dna do rany migruji pod vlivem prozanétlivych molekul (napt. MIP-1a,
MCP-1, CCL5) ve vétsim mnozstvi monocyty, které diferencuji v makrofagy a doplni tak pocty
jiz ptitomnych tkanovych makrofagi (Henderson et al. 2003). Makrofagy dale produkuji pro a
protizanétlivé cytokiny (napt. IL-1, TNFa, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18, MIP-1a a interferony),
jejichz exprese se v pribéhu hojeni rany méni. Makrofagy fagocytuji bunééné zbytky a mikroby
a na svém povrchu vystavuji komponenty bakterii, hub a virt,, ¢imz ptispivaji k adaptivni
odpovédi imunitniho systému prezentaci antigenli lymfocytim (Pliddemann et al. 2011).
Makrofagy se podileji na potlaceni zanétu; prozanétlivé makrofagy I. typu jsou nahrazovany

V zénétlivé imunitni odpovédi proti patogenim se uplatituji kyslikové radikdly (ROS),
které zahrnuji superoxidové anionty (O: ), hydroxylové radikaly (OH"), kyselinu chlornou
(HCI10), peroxid vodiku (H20>) a peroxynitril (ONOQO™). Tyto molekuly jsou produkovany fadou
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enzymu: xanthin oxidézou, lipoxygenazou, cyklooxygenazou, myeloperoxiddzou, NO syntdzou a
NADPH oxidazou. Pivodcem ROS v ran¢ jsou hlavné leukocyty, v nichz probiha oxidativni
vzplanuti (Schifer a Werner 2008). Kyslikové radikaly slouzi jako nespecifické antimikrobiélni
latky, jejichz nedostate¢na produkce vede k vyssi nachylnosti k bakterialnim infekcim (Bryan et
al. 2012). Za normalnich okolnosti slouzi ROS k debridementu — odstranéni poskozenych
molekul mezibunécné hmoty a nekrotickych bunék. ROS také ovliviiuji bunécnou signalizaci a
prabéh zanétu. Kyslikové radikdly potencuji aktivitu nékterych proteindz a inaktivuji
proteindzové inhibitory (Anderson et al. 1991).

Ranovy defekt je vypliiovan granulaéni tkéni, ktera se skladd z kolagenovych vlaken,
fibronektinu, glykopolysacharidii a polysacharidi (napft. kyseliny hyaluronové) (Singer a Clark
1999). Vrané se méni slozeni mezibunétné hmoty, které ma jinou poddajnost a signdlni
vlastnosti pro stromalni bunky. Kolagen I a decorin s lumikanem (SLRP, glykoproteiny bohaté
na leucin) omezuji bunécnou migraci (Smith et al. 2006; Rodriguez et al. 2010). Tyto proteiny
jsou nahrazeny nejprve poddajnym fibrinem v pribéhu hemostdze a nasledné fibronektinem,
kolagenem III a tenascinem C, které ptfedevSim tvoii nezralou granulacni tkan (Wells et al.
2016).

Mezibunéénd hmota vaze a chrani rustové faktory pred proteindzami. Zaroven jsou tyto
signalni molekuly sekvestrovany a proteindzy je rozSt€penim stavajici mezibunécné hmoty
mohou zpfistupnit pro vazbu na bunééné receptory. Mezibunéénd hmota je produkovéana
fibroblasty, které do spodiny rany migruji z okolni tukové a vazivové tkané, ptipadn€ se in situ
pfeménuji  epitelidlné-mezenchymalnim piechodem z epitelialnich bunék nebo z tkanovych
mezenchymalnich bunék (Spyrou et al. 1998). Infiltrace spodiny rdny fibroblasty je vyrazné
ovlivnéna 1 pfitomnosti makrofaghi produkujicich cytokiny — experimentdlni rdny morcat
osetfené antimakrofagovym sérem vykazovaly snizenou chemoatrakci fibroblastii a snizenou
fibrozu (Leibovich a Ross 1975).

Fibroblasty jsou stimulovdny pfitomnymi rGstovymi faktory (napt. FGF, PDGF)
k proliferaci a produkci mezibunééné hmoty (Barrientos et al. 2008). Produkce mezibunécné
hmoty fibroblasty je také stimulovana jejich kontaktem s fibronektinem a fibrinem pomoci
integrinovych receptorti. SloZeni okolni mezibunééné hmoty ovliviiuje expresi specifickych
integrinovych receptori v membrané fibroblasti (Xu a Clark 1996). V Casné fazi produkuji
fibroblasty a myofibroblasty provizorni matrix sestavajici z tenascinu, fibronektinu a zvySeného
mnozstvi kolagenu III (Loots et al. 1998; Xue a Jackson 2015). Pozdé&ji se zvyrazni pomér
produkce kolagenu I vigi kolagenu III. Cast fibroblasti je stimulovana faktorem TGF-B
k pfeméné na myofibroblasty. Ty poté kontrahuji okraje rdny a zmenSuji tak prostor, ktery je

potieba vyplnit granulacni tkani a produkuji mezibunéénou hmotu (Gabbiani 2003).
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Hypoxické podminky a rtstové faktory (HIF, VEGF, angiopoietin aj.) stimuluji
neovaskularizaci, kterda mé zajistit dostateCnou zdsobu zivin ve vznikajici granulacni tkani.
Endotelialni buiiky jsou témito rastovymi faktory stimulovany k proliferaci, migraci a tvorb¢
novych kapildr. Po tvorbé fibrinové zatky endotelidlni buiiky migruji do perivaskularniho
prostoru. To je stimulovano absenci okolnich endotelialnich bun¢k a organizované mezibunécéné
hmoty (Arnold et al. 1987). Endotelidlni buniky produkuji matrix metaloproteinazy, kterymi si
pripravuji cestu v provizorni matrix a bazalni membrané (Kdhédri a Saarialho-Kere 1997).
Destickovy rustovy faktor PDGF atrahuje pericyty a buiniky hladkého svalstva, ¢imz se zvySuje
soudrznost kapilarni sit¢ (Barrientos et al. 2008). Postupem hojeni granulacni tkdn maturuje,
ziskava na pevnosti, pfeménuje se na jizvu a redukuje se i kapilarni sit’. To je pravdépodobné
fizeno produkci cytokinli angiostatinu, endostatinu a angiopoietinu (Singer a Clark 1999).
Nadbyte¢ny pocet fibroblastli, myofibroblasti a cévnich bunék je snizen apoptézou
(Desmoulicre et al. 1995). S rezoluci zanétu klesd v rané pocet zanétlivych bunék, které jsou
hlavnim zdrojem mitogennich cytokint a ristovych faktort. Navic nadbytecné rlstové faktory
mohou byt Stépeny matrix metaloproteinazami, které remodeluji jizevnatou tkan. Zbylé
fibroblasty reformuji kolagenni vldkna do provdzanych svazkt, ¢imz ziskdva jizva mechanickou
odolnost (Toriseva a Kidhéri 2009). Kromé vyplné¢ defektu dochédzi i k reepitelizaci rany.
Prozanétlivé cytokiny a rastové faktory (nejcastéji tyto — IL-1, TNFa, TGFB, EGF, HG-EGF, IL-
8, IFNy) aktivuji keratinocyty na okrajich rany. Ty zacnou proliferovat, zméni expresi integrinti
a zacnou produkovat matrix metaloproteinazy, jimiz Stépi laminin a naruSuji tak
hemidesmosomy a kontakt s bazalni laminou. Keratinocyty z okraji tak migruji do stfedu rany,
pfi¢emZ odd¢li strup od granulaéni tkdné (Tsuruta et al. 2011). Po potazeni rany zakladem nové
epidermis se keratinocyty pfestavaji délit a migrovat, pravdépodobné zvySenou koncentraci

TGF-B produkovaného fibroblasty, a stratifikuji (Freedberg et al. 2001).

1.2. Chronicka koZni rana

Chronické rany zistavaji nezhojené déle nez Ctyfi tydny (PospiSilova nedatovano). Maji
puvod vftadé piicin, naptiklad venodzni, arteridlni, infekéni, hypertenzni, trombangiitis
obliterans, atrophie blanche, krevni poruchy, neuropatie, autoimunni, metabolické (diabeticke),
tlakové (dekubity), arteficidlni, 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 zpisobenou
zéfenim nebo nadorem (Pokornd a Mrazova 2012). U nékterych ran hovofime o smiSené

etiologii.
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1.2.1. Diabetické viedy

Nedavna studie diabetickych viedd uvedla prevalenci celosvétového priméru 6,3 %
(Evropa 5,1%, Severni Amerika 13 %) (Sen 2019). Diabetické viedy se objevuji Castéji u
pacientt s diabetes mellitus typu 2 nez u diabetu typu 1 (Sen 2019). V nemalé ¢asti ptipadua (4,7
— 43%, v CR 23,1 %) dochazi k amputaci (Costa et al. 2017; Jirkovska et al. 2016). Existuje
n¢kolik skal klasifikace diabetickych viedd. Nejrozsitenéjsi je Wagnerovo skore, kde 0 odpovida
povrchové ulceraci, 1 — hlubsi ulcerace (penetrujici do subkutanni tkané), bez zavaznéjsi infekce,
2 — hluboké ulcerace (pod plantarni fascii, penetrujici do kosti a kloubil) a/nebo povrchova
ulcerace povrchovéjsi, ale se zavaznou infekci, 4 — lokalizovand gangréna, 5 — gangréna celé
nohy (Jirkovské et al. 2016). Oproti zilnim bércovym viedim diabetické rany postihuji ¢asto
¢asti nohy, kde dochazi k tlaku a mikrotraumatiim — naptiklad na chodidlech. Problematicka je i
nadvaha a sni spojené nadmérny tlak na koncetiny. Dilezitou soucasti 1écby je spoluprace
pacienta s lékafem a ochrana rany a jejiho okoli vhodnou obuvi nebo jinymi pomickami (oft-
loading). Vyznamnymi pfitéZujicimi faktory v 1é€bé diabetické nohy vedoucim k veEtsi
pravdépodobnosti amputace jsou chudokrevnost, ischemicka choroba dolni koncetiny, arterialni
hypertenze a vyssi vék (Costa et al. 2017). Prokrveni neblaze ovliviiuje koufeni, coz je dalsi
z ptitézujicich faktort hojeni diabetického viedu. Patofyziologie diabetickych viedli zahrnuje
neuropatii, makro- i mikroangiopatii. Neuropatie, neboli ztrata citlivosti, vede k tomu, Ze
postizeny si neuvédomi, Ze je zranén, nebo nevénuje zranéni dostateCnou pozornost a nedojde k
v€asnému oSetieni rany. Neuropatie hraje roli i v Charcotové noze, kdy dochazi
k mikrotraumatlim a deformaci chodidla. Neléena rana se zvétsi a infikuje se. V disledku
zvySené hladiny glukozy vznikaji v tkédnich produkty pokrocilé neenzymatické glykace (AGE)
vznikajici z produkt Amadoriho reakce. Imunitni systém ma do urcité miry schopnost tyto latky
odstranit, ale v pfipadé¢ dekompenzovaného diabetu je rychlost jejich vzniku vyrazné vyssi.
Neenzymatické glykaci podléhaji i LDL a sérové proteiny, které aktivuji endotelidlni buiiky a
vedou k tvorbé mezibunécné hmoty, coz vede ke snizeni pruznosti cév (Kennedy a Lyons 1989;
Schalkwijk et al. 2002). Ke sniZeni pruznosti nejen mezibunééné hmoty okolo cév milize vést
provazani kolagennich vlaken, ke kterému dochézi také v disledku neenzymatické glykace
(Kennedy a Lyons 1989). Vétsi rigidita kolagenu muize byt také pii¢inou nizs$i pohyblivosti
kloubt diabetikti. Pfi¢ina diabetické neuropatie neni piesné objasnéna, ale AGE produkty vedou
k demyelinizaci perifernich nervii a naruSuji regeneraci nervi (Sugimoto et al. 2008). DalSimi
faktory, které pftispivaji k neuropatii senzorickych a motorickych nervli jsou aktivace protein
kindzy C, naruSeni metabolismu mastnych kyselin, aktivace polyolové drahy a hexosaminové

drahy aj. (Noor et al. 2015).
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1.2.2. Bércové viedy zilniho piivodu

Prevalence bércovych viedi se pohybuje okolo 2% a stoupd nad 5% s veékem
prekracujicim 65 let (Raffetto et al. 2021). Chronické rany se Casto objevuji u starSich pacientt,
ktefi maji naruSeny imunitni systém, snizenou pohyblivost a poruchu zilniho fecisté¢ v oblasti
bérce. Posledni jmenovany faktor je pro tvorbu zilnich bércovych viedl kriticky. Podle CEAP
klasifikace, ktera se rozdé¢luje klinicka stddia chronické zilni nedostate¢nosti do sedmi kategorii
(EKIGf et al. 2004). Priciny vzniku chronické Zilni insuficience jsou multifaktoridlni a kombinuji
vrozené dispozice s vn¢j$imi vlivy. Jsou to dédi¢nost, obezita, dlouhé stani nebo sezeni na zidli,
nedostatek dietni vlakniny/zacpa, nedostatek pohybu, koufeni a u Zen pocet t¢hotenstvi, peroralni
antikoncepce, noseni vysokych podpatkti, podvazkd nebo korzetu (Musil 2005; Raffetto et al.
2021). Pti chronické zilni nedostateCnosti je naruSen navrat vendzni krve a dochdzi k Zilni
hypertenzi a refluxu a obstrukci zil. Postizen byva jak povrchovy (v. saphena magna a v.
saphena parva) tak hluboky systém zil bérce (Zily bérce, poplitedlni Zila) a perforatory. Reflux
krve v dasledku chlopenni insuficience nebo obstrukce (posttrombotické zmény zuzujici Zilni
prasvit) nebo kombinace refluxu a obstrukce vedou k hromadéni krve a vzestupu zilniho tlaku
(Musil 2005). To se projevuje nizkym indexem kotnik — paZze. Za normalnich podminek Zilnimu
navratu piispiva stah svall v lytku, ktery poméahd vypuzeni krve z hlubokych 7zil bérce.
Inkompetence hlubokych zil je zpocatku kompenzovana stahem lytkového svalu, ale postupné
dochazi k sekundarni inkompetenci chlopni perforatori a ptenosu tlaku z hlubokého do

povrchového zilniho systému (Raffetto et al. 2021).

1.2.3. Patologické zmény v hojeni bércovych vieda

U 7zil pacientii s bércovymi viedy a chronickou Zilni nedostate¢nosti dochéazi k tvorbé
fibrinové manzety. Podle plvodni teorie méla tato manzeta vznikat v disledku zvySené
permeability zil a (neorganizovanému) ukladani fibrinu. Nicméné fibrinovd manzeta je
organizovand struktura z fibrinu, kolagenu a lamininu, v niz jsou pfitomné leukocyty, coz spiSe
nasvédéuje, ze vznika aktivné ve fibrotickém procesu (Herrick et al. 1992). Zily pacienti
s chronickou Zilni nedostatecnosti mohou byt poskozovany stfidanim ischemické a reperfuzni
faze. Béhem ischemické faze dochazi u bunék bez kysliku k aciddze, snizenému obsahu ATP a
zvySeni hypoxanthinu a adhezivnich molekul pro leukocyty (Mustoe 2004). Po obnové krevniho
toku dojde k zachytu leukocytli a uvolnéni prozanétlivych mediatort. Pti pfeméné hypoxanthinu

na xanthin jsou uvolnény kyslikové radikaly (Eltzschig a Collard 2004).
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Z histopatologického hlediska je v okrajich nehojicich se bércovych viedl snizend
celkova bunécnost a vaskularni proliferace. Je také snizena produkce kolagenu, avSak chronické
nehojici se rany se vyznacuji zvySenym mnozstvim denznich fibrilarnich vlaken.

Rovnéz pritomnost zanétlivého imunitniho infiltratu (neutrofily, makrofagy a B
lymfocyty) je v chronickych randch vétsi (Loots et al. 1998). Leukocyty jsou zachycovany a
aktivovany ve fibrinové manzet¢ (Smith et al. 1988). Dochazi k jejich aktivaci a uvolnéni
prozanétlivych cytokinii a mediatorii a matrix metaloproteindz, které narusuji zilni sténu a
indukuji dal$i zachyt imunitnich bunck, takze dochéazi k nartistu zanétu (Raffetto et al. 2021).

Samotné imunitni buiiky jsou v ranach zdrojem proteinaz — v exsudatech z chronickych
ran byla nalezena zvySena hladina neutrofilové elastazy (Grinnell a Zhu 1996). Imunitni bunky
navic indukuji expresi proteindz u fibroblasti (Distler et al. 2005). Nejspi§ proto je
v chronickych ranach pozorovana zvySena exprese matrix metalloproteinaz (Herrick et al. 1992;
Toriseva a Kdhari 2009). A¢ jsou matrix metaloproteindzy ptitomny v akutnich i v chronickych
ranach, ve stromalni ¢asti chronické rany byly MMP-1 a MMP-3 zvySené oproti akutnim ranam
a v epidermalni ¢asti chybéla exprese inhibitoru matrix metalloproteindz TIMP-1 (Saarialho-
Kere 1998). Krom¢ matrix metalloproteindz bylo v chronickych randch ukazéno i zvySeni
aktivity proteinazy urokindzového plasminového aktivatoru (uPA) v bazi zilnich bércovych
viedl oproti okolni kiizi (Rogers et al. 1999).

Krom¢ zvySené aktivity proteindz je v chronickych ranach (bércovych viedech) i
narusena produkce mezibunééné hmoty. Jak bylo vySe zminéno, jako jeden ze znakl
chronickych ran na histologické urovni byla ukdzana ptitomnost fibrinovych manzet (fibrin cuff)
okolo kapilar. Tyto struktury jsou charakteristické piitomnosti silného ohraniceni kapilar
tvofeného fibrinem, lamininem, tenascinem a kolageny I a IIl. Postupem hojeni fibrinové
manzety mizi. NaruSeni produkce mezibunééné hmoty bylo také zjisténo v ptipadé
proteoglykanti glypikanu a syndekanu 1 a 4; ty jsou v normalni kiizi produkovany do okoli
keratinocytli, kdezto v chronickych ranach byly tyto molekuly pozorovany jako intracelularni
granula keratinocytd (Lundqvist a Schmidtchen 2001). Ve srovnani s akutnim hojenim
ran chronické rany bércovych a diabetickych viedi vykazovaly abnormalné vysokou produkci
fibronektinu, chondroitin sulfatu a tenascinu, coz spi§ odpovidalo rané fazi hojeni akutnich ran
(Loots et al. 1998).

Béhem fyziologického zanétu i pii dlouhotrvajicim chronickém zanétu v bércovych
viedech jsou enzymaticky produkovany kyslikové radikaly. Rovnéz bylo ukazano, Ze
v chronickych nehojicich se randch je zvySena hladina Zelezo vézajiciho proteinu ferritinu
(Yeoh-Ellerton a Stacey 2003). Hojeni chronickych ran bylo doprovdzeno snizenim

hemosiderinovych depoti v randch (Herrick et al. 1992) a snizenim koncentrace ferritinu
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v exsudatu z rany (Yeoh-Ellerton a Stacey 2003). Z hlediska tvorby kyslikovych radikala to
muze hrat vyznamnou roli, protoze volné Zelezo prochazi cykly oxidace a redukce a dochazi ke
vzniku kyslikovych radikdli. Experimentdlné bylo na mySich ukdzano, ze pii blokaci
antioxidativnich enzymu dojde k poruse hojeni a zéstavé v zanétlivé fazi, coz velmi pfipomina
situaci v lidskych chronickych ranach (Dhall et al. 2014).

O zvySeném kyslikovém stresu v bércovych viedech svéd¢i i nadmérné hodnoty 8-
isoprostanu, ktery vznika in vivo peroxidaci z arachidonové kyseliny (Yeoh-Ellerton a Stacey
2003). Rozdilné vysledky ukézala jina studie — ani produkt lipidové oxidace malondialdehyd ani
karbonyl vznikajici v disledku proteinové oxidace nebyly rozdilné mezi exsudaty z akutnich a
chronickych ran (Moseley et al. 2004). Vzhledem k nejednoznacné roli ROS v chronickych
ranach jsou tedy potieba dalsi studie.

Ob¢ vySe uvedené prace zkoumaly markery oxidacniho stresu v exsudatu z rany. Je
pravdépodobné, ze hladina kyslikovych radikalti bude vyssi v lizku rany a bude ovliviiovat
rezidentni fibroblasty. Ty poté vstupuji do senescentniho stavu, kdy se samy stavaji zdrojem
prozanétlivych molekul (Shelton et al. 1999; Coppé et al. 2008); uvoliluji soubor takzvanych
SASP proteint (senescence associated secretory phenotype). Patii mezi n¢ fada prozanétlivych
intermediatd (IL-1a, IL-1b, IL-6, IL-8), rustovych faktort (FGF, VEGF, KGF) a proteindz
(MMP-1, -3, -10, uPA). Jist¢ neni ndhodné, Ze exprese téchto proteini byla zvySena
v chronickych randch a zdrojem mohou byt zvelké ¢éasti pravé senescentni fibroblasty.
Pfitomnost fibroblastli vykazujicich senescentni znaky (omezené schopnost proliferace in vitro,
zvySena aktivita -galaktosidazy a prozanétlivy profil) byly ukazany na biopsiich z chronickych
ran (Berg et al. 1998) i na ex vivo kultivovanych fibroblastech (Wall et al. 2008). Rovnéz bylo
ukdzano, Ze senescentni fibroblasty maji naruSenou tvorbu mezibunééné hmoty — nadmérné
produkuyji fibronektin (Mendez et al. 1998). Toto naruseni produkce granula¢ni tkané fibroblasty

muze byt spojeno se snizenou odpovédi na riistovy faktor TGF-f (Cowin et al. 2001).

1.2.4. ZvySena proteolyticka aktivita v chronickych ranach

DalS8im faktorem komplikujicim hojeni chronickych ran je zvySend proteolyticka aktivita
proteinaz (pfedev§im matrix metaloproteindz, MMPs). Aby mohlo hojeni zdarn€ pokracovat,
nadmérna proteolytickd aktivita musi klesnout (Rayment et al. 2008). Kromé proteinaz
produkovanych pacientovymi bunkami, pfispivaji ke zvySené proteolytické aktivité v rané
bakterie, které produkuji své proteindzy. Bakteridlni proteindzy mohou synergicky s
hostitelskymi proteinazami piispivat k degradaci nové vytvorené granulacni tkané€ a rlstovych

faktorti (McCarty a Percival 2013).
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Je proto dulezité regulovat nadmérnou proteolyzu v randch. Kvuli zadvaznosti disledka
zvySené proteinazové aktivity byly vyvinuty kryty zaméfené pravé na snizeni aktivity
hostitelskych metaloproteindz a serinovych proteinaz. Toho je mozné dosahnout nespecifickou
vazbou na bandaz (McCarty et al. 2015) nebo zakomponovani alternativni “ndvnady” ve formé
kolagenového substratu (Kloeters et al. 2016).

V nedavné metaanalyze byla zvySena aktivita proteindz nebo zvysSeny pomeér proteinaz k
inhibitorim proteinaz spojeny se statisticky vyznamnym zhorSenim hojeni chronickych ran
(Westby et al. 2020). Naopak zvySené mnozstvi inhibitord proteinaz bylo spojovano se

zlepSenym hojenim chronickych ran.

1.2.5. Bakterie jako komplikujici faktor hojeni

V chronickych randch se vyskytuji komenzalni rody bakterii, které relativné bézné
osidluji kazi a slizni¢ni povrchy (napt. Corynebacterium, Staphylococcus, Cutibacterium),
(Wolcott et al. 2016). Vedle toho se do rany dostavaji na kiizi pomérné¢ Casto vyskytujici se
nepatogenni nebo potencidlné patogenni bakterie jako naptiklad Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Escherichia coli (Bessa et al. 2015). VétSina
infekci akutnich a chronickych ran obsahuje konsorcia aerobnich a anaerobnich bakterii. U
akutnich ran ov§em mikrobidlni slozeni v ran¢ konverguje k mikrobiomu na okolni kizi, coz je
rozdilné oproti chronické ran¢ (Bartow-McKenney et al. 2018). V jinych studiich byly v
chronickych ranach dale nalezeny bakterie rodd Peptoniphilus, Serratia, Finegoldia,
Enterobacter a Stenotrophomonas a druhy Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae a
Enterococcus faecalis (Dowd et al. 2008). Dalsi studie ukazala, Zze slozeni bakteridlniho
spoleCenstvi rdny nebylo podminéno druhem rany (VLU, DFU, PU) ani demografii pacient
(Wolcott et al. 2016). VétSina studii se shodne na tom, Ze prevazujicimi druhy v chronickych
ranach jsou S. aureus a P. aeruginosa (Rahim et al. 2017).

Patogenni i nepatogenni bakterie kolonizuji hostitele a ve vétSin¢ ptipadti nezpusobuji
patologii, a naopak miZou kladné plisobit na stimulaci imunity hostitele. Pferod komenzalniho
fenotypu téchto bakterii v patogenni mize byt zavisly na kontextu, jak ukazuje Obrazek 1 (Chen
et al. 2018).

Bylo ukazano, Ze vztah mezi bakteridlnimi druhy je v chronickych ranach komplexni. Ve
studii Verbanice a kol. byla pfitomnost fakultativnich anaerobil (rody Enterobacter a Proteus) a
aerobl (rody Pseudomonas a Staphylococcus) signifikantn€é asociovand se zhorSenym hojenim
chronickych ran (Verbanic et al. 2020). Naopak z této studie vyplyva, ze rody Anaerococcus,
Peptoniphilus, Corynebacterium a Serratia jsou ptitomny ve zvySené¢ miie u chronickych ran,
které se hoji lépe.
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a Patogenita zavisla na kontextu
Mutualisticky Patogenni

Tt Tt
Imunitni uceni

Ziviny Rezistence k patogen(im Zanét Invaze
Antimikrobialni obrana

PoruSeni bariéry

Homeostaza Imunosuprese
b S. epidermidis
Komenzalismus Tvorba biofilmu na implantatu
Genova exprese Imunosuprese hostitele

] J

o ©

Kolonizace Hojeni rany Novorozenecka sepse
Rezistence Imunitni uéeni Infekce implantatu
S. aureus
Komenzalismus Virulence
Genova exprese Genova exprese

! l l !
@ © O o

Kolonizace Interakce s Relaps Infekce
nozder korynebakteriemi atopické  (abscesy,
dermatitidy cellulitis, aj.)

Obrazek 1. Patogenita bakterii zavisla na kontextu. (A), Mikrobi vykazuji spektrum patogenity
v zavislosti na kontextu. Naptiklad poruseni bariéry kiize nebo sliznice, pfipadné imunosuprese
muze vést mikroorganizmy k patogennimu chovani, zatimco za homeostazy se chovaji
mutualisticky. Mikroorganizmy se mohou ovlivilovat navzajem a stimulovat se k mutualismu
nebo patogenité. Za symbiotickych podminek hostitele s mikroorganismem poskytuje hostitel
ziviny, zatimco mikroorganizmus pfispiva k epitelidlni a imunitni homeostdze a zvySeni
odolnosti vii¢i patogenim skrz produkci mikrobidlnich produkt a obsazeni metabolickych nik.
V patogennim vztahu pronikd mikroorganismus skrz epitel, zplsobuje zanét, a obcCas tuto
zanétlivou odpoveéd’ vyuziva i1 ve sviyj prospéch. (B), S. epidermidis a S. aureus jsou ptikladem
kontextualni patogenity; S. epidermidis v zakladu vykazuje mutualistické chovani, kdezto S.
aureus je spiSe patogenni. Upraveno podle Chen et al. (Chen et al. 2018)
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Jind studie podtrhuje, Ze vyvoj chronickych ran (DFU) je dynamicky. A ¢im castéji
dochazelo ke zménam slozeni bakteridlniho spolecenstvi v Case, tim 1épe se rany hojily (Loesche
etal. 2017).

Z vyse uvedeného je jasné, ze pohled na bakterie v rané neni ¢ernobily. Pfesto je snaha na
chronickou ranu vykazujici znaky infekce aplikovat antimikrobialni latky.

Jak bylo uvedeno vyse, chronicka rana je muiltifaktoridlni onemocnéni, jehoz vyznamnou
komplikaci je bakterialni infekce (Bjarnsholt 2013; Davis et al. 2008; Harrison-Balestra et al.
2003). Prostfedi oteviené rany predstavuje pro bakterie idedlni prosttedi, jelikoz zde maji
optimalni teplotu, vlhkost a dostupné ziviny. Pfesto jsou vrané¢ nalézdny bakterie ne
v planktonickém fenotypu, jak jsou znamy pfedevSim z laboratornich podminek, ale v jim
vlastnim fenotypu — biofilmu. Bylo ukdzano, ze biofilm byl pfitomen v 60 % chronickych ran a
jen u 5 % akutnich ran (James et al. 2008). Bakterie v biofilmovém fenotypu maji oproti
planktonickym bakteriim zménény metabolismus, jsou odolngjsi vuci antibiotikim a i1 pied
imunitnim systémem hostitele je ochrainuje extracelularni polymerni substance, kterou si bakterie
produkuji a v niz se mnozi. Bakterie vétSinou tvoii vicedruhovy biofilm, ktery ovliviiuje hojeni
ran nepiiznivéji nez jednodruhovy biofilm (Metcalf a Bowler 2013). Bakterie v biofilmu
podnécuji v chronickych ranach zanét a tvorbu prozanétlivych cytokind at’ uz aktivné produkci
virulentnich faktort, tak i pasivné, napt. LPS z bakteridlni bunééné stény indukuje prozanétlivou
odpovéd’ (Ciornei et al. 2010). Proteindzy jsou produkovany jednak leukocyty pfitomnymi
v dtsledku zvysSeného zanétu ale také nekterymi bakterialnimi druhy v rané. Vysledkem je pak
nadmérné Stépeni provizorni matrix. Jeji fragmenty potom stimuluji stromalni buiiky k produkei
matriceluldrnich proteini a lakaji dalsi prozanétlivé leukocyty, ¢imz se cely proces akceleruje.
Neni jasné, zda je spousté¢em degradace ECM pocatecni bakteridlni infekce, nadmérny
bakterialni infiltrat nebo naruseny obrat mezibunécné hmoty (Wells et al. 2016).

Bakteriim jako komplikujicimu (nebo prognostickému) faktoru hojeni chronickych ran
byla a je vénovéana velka pozornost. Nicméné nedavno bylo uk4zéno, Ze vyznamnou roli v
chronickych randch mohou hrét plisné, které v nich tvofi mykobiom (Kalan et al. 2016). Dale byl
asociovan pomér zastoupeni druhi z rodu Ascomycota ku Basidiomycota k vysledku hojeni ran.
Tento pomér byl statisticky vyznamné vyssi u ran, které se hojily déle nez osm tydnli a niz$i u
ran, které se hojily do ¢tyf tydnd. V této studii bylo ukdzano, Ze izolaty nckterych bakterii a hub
spoluvytvafi polymikrobidlni biofilmy. Nicméné v navazujici studii sledujici pomérné
zastoupeni mikrobialnich druhi pomoci sekvenovani DNA bylo ukazano, Ze co do mnozstvi
prectenych sekvenci je bakteridlni DNA stokrat vic nez DNA pochazejici z hub, prvokil nebo
virt (Kalan et al. 2019). Také s rychlosti hojeni byl nejsilnéji asociovan druh S. aureus, ktery

ranu osidloval. Dliraz na hlavni roli bakterii nad ostatnimi mikroorganizmy v hojeni chronickych
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ran bude tedy nejspiSe spravny. Nicmén¢ i zde se ukazuje a v budoucnu nejspis jesté ukaze
komplexita vztahii mezi mikrobialnimi fiSemi a viry v ovlivnéni prostiedi chronické rany.

Vztah mezi mnozstvim bakterialni naloze a hojenim chronické rany neni jasny. Stejné tak
ne vzdy odpovidd mnozstvi bakterii v ran¢ a klinickd manifestaci infekce (Gottrup et al. 2014).
Obecné se doporucuje snizit antimikrobialni zatéz rany k podpote hojeni, kdyz je infekce v rané
zjevna (Gottrup et al. 2014). Ve sniZzeni antimikrobidlni zatéze byla a jsou pouzivana topicky
aplikovana antibiotika. To se vSak vzhledem ke snizené ui€innosti antibiotik na bakterie pfitomné
v biofilmu a rostoucimu rozsifeni odolnosti bakterii na antibiotika nedoporucuje u ran, kde se
infekce klinicky neprojevuje (Lipsky et al. 2016). Jako G¢inny ve snizeni mikrobidlni zatéze se
ukazuje debridement, ktery poskytuje “léCebné okno” pro aplikaci antimikrobidlnich latek,

vcetn¢ antibiotik (Wolcott et al. 2010; Kalan et al. 2019).

1.3. Antiseptika

Pro 1é¢bu infekce v chronickych ranach roste pouziti antiseptik. Jedna se prakticky o
navrat antiseptik, kterd se pouZzivala pied objevenim antibiotik. Mezi né 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 antimikrobidlni Gi¢innosti, stejné tak byla
zvySena antimikrobidlni Gc¢innost v kombinaci antibiotika sulfadiazinu se stfibrem (SSD). U
chlornant (kyseliny chlorné) bylo dosazeno stabilizace v roztoku pro praktické pouziti. Kromé
toho byla objevena jina, dnes b&ézna antiseptika jako chlorhexidin diglukonat, oktenidin
dihydrochlorid, polyhexamethylen biguanid (PHMB), triklosan a dal$§i (McDonnell a Russell
1999).

Nicméné ne vSechna dostupné antiseptika jsou doporucovana pro 1é¢bu chronickych ran
(Kramer et al. 2018). VSechna antiseptika mohou vyvolat podrazdéni kiize. Nicméné néktera
antiseptika (chlorhexidin, PHMB) ukézala zvySeny vyskyt kontaktni alergické dermatitidy
(Lachapelle 2014). Neéktera antiseptika vyvolavaji bakteridlni rezistenci (stiibro, triklosan,
chlorhexidin, kvarterni amoniové soli), kdezto u jinych to nebylo pozorovano (PVP-I)

(Lachapelle et al. 2013).

1.4. Stribro v 1é¢bé chronickych ran

1.4.1. Formy stiibra uzivané v prostiedcich pro 1écbu ran
Stiibro bylo empiricky pouzivano jako antimikrobidlni latka po tisicileti. Dnes je jim
oSetien povrch fady materidli, které maji plnit také antimikrobidlni funkci. Jednou takovou

skupinou materialt jsou kryty ran. Stfibro se pouziva ve formé soli, které obsahuji iontove
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stiibro (Ag", Ag®’, Ag®"), ale také ve formé& stiibrnych nanogastic (AgNP) obsahujicich hlavné
neiontové stiibro (Ag’). Aby se projevila hlavni biologicka aktivita, Ag’ se oxiduje na Ag".
Nicméné 1 AgNP za anaerobnich podminek vykazuji antimikrobidlni aktivitu(Xiu et al. 2011).
Oxidace stfibra je silné ovlivnéna chemickym slozenim biologického média, ve kterém se sttibro
nachazi, a také osvétlenim (McShan et al. 2014). Mnozstvi uvolnéného stiibra z nanocastic se lisi
v zavislosti na velikosti Castice (z menSich se uvoliiuje pomérné veétsSi mnozstvi nez z vétsich
nanocastic), vytvoieni proteinové korony, pH a pfipadnych dalSich modifikaci nanocastic

(Cameron et al. 2018).

1.4.2. Interakce sttibra s biomolekulami

Stiibrné nanocastice, které se dostanou do buiiky, se nejprve méni z elementélniho stiibra
(Ag0) na stiibrné ionty (Ag+t), které se potom oxiduji na Ag-O- a nakonec na sulfidy Ag-S-
reakci naptiklad s cysteiny (Wang et al. 2015).

Stiibro interaguje se sulthydrylovymi skupinami protonovaného i deprotonovaného
cysteinu a také s jinymi aminokyselinami (Buglak et al. 2019). Touto vazbou narusuje strukturu
a funkci fady proteind.

Ag" se také vaze na nukleosidy a na DNA, ¢imZ narusuje replikaci a mtze dojit k zastave

bunécného cyklu, kdyz je poruseni DNA rozsahlé (Russell a Hugo 1994).

1.4.3. Antimikrobidlni vlastnosti stfibra
Stiibro je UCinné proti Sirokému spektru aerobnich, anaerobnich, gramnegativnich i
grampozitivnich bakterii (Barnea et al. 2010; McShan et al. 2014). Uginnost stiibra je vyssi proti

G- ve srovnani s G+ bakteriemi (Ke¢dziora et al. 2018).

Antimikrobidlni aktivita stfibra zavisi na chemickém slozeni krytl ran, které ho obsahuji
(pfidavné sorbenty, biologicky aktivni latky, biomolekuly nebo (bio)polymery) a chemickém
sloZeni okoli, do kterého se stfibro uvoliiuje. Antimikrobidlni plisobeni stfibra na bakterie neni
stale uplné pochopeno. Mechanismus se lisi také podle formy sttibra. Stfibrné nanocastice bud’
pronikaji do bun&k a tam plsobi hlavn& uvolnénim Ag" nebo (v mensi mife) pisobi jinymi

mechanismy (Wang et al. 2015; Mijnendonckx et al. 2013), jak je uvedeno na Obrazek 2.

Jak jiz bylo zminéno vySe, stiibrné ionty interaguji s biomolekulami a narusuji strukturu a
funkci DNA, ribozom, proteinovych receptorti a pump, enzymil aj. Buné¢né membrany jsou
propustné a dochazi k naruseni prostiedi uvnitt bunék. KdyZz dojde k poruSeni enzymii dychaciho
fetézce, buiiky produkuji zvySené mnozZstvi reaktivnich kyslikovych intermediati (ROS), a tim

dale dochazi k oxidativnimu poskozeni proteinli, DNA, RNA a lipid (Zhu et al. 2014; McShan
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et al. 2014). Muize dochézet i k naruseni glykolyzy a Krebsova cyklu tim, ze stfibro interaguje s

enzymy zapojenymi do téchto procesi (Wang et al. 2019). A také stiibrné ionty reaguji

s glutationem, ¢imz je snizena bunécna vnitini antioxida¢ni ochrana.

OXYGEN
SPECIES

DNA poskozeni

bilkoviny

Obrazek 2. Mechanismy antimikrobidlniho piisobeni stiibra. Na bunééné membrané interaguje
stiibro s proteiny a naruSuje jeji strukturu a funkce. Uvnitf buiiky dochazi po interakci s proteiny
ke zvySenému oxidaénimu stresu a k pfimému i nepfimému poskozeni DNA (upraveno podle
Mijnendonckx et al. 2013).

Pti testovani a interpretaci vysledki in vitro Gi¢innosti a toxicity je potfeba mit na paméti,
ze stiibro interaguje s celou fadou molekul, takze zjisténi jeho antimikrobidlniho nebo
cytotoxického ucinku v in vitro podminkach mize byt ovlivnéno naptiklad sloZenim média. Bylo
ukéazéano, ze glutation, cystein a krevni sérum nékolikanasobné snizuje antimikrobiélni aktivitu a
cytotoxické ptisobeni AgNOs i krytli ran obsahujicich stfibro (Mulley et al. 2014; Hidalgo a
Dominguez 1998).
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1.4.4. Cytotoxické efekty stiibra

Stiibro je tézky kov, ktery se v organismu vyskytuje ve stopovém mnozstvi. Na rozdil od
nekterych jinych tézkych kovi (méd’, zinek, kobalt ¢i chrom) nepatii stiibro mezi biogenni
prvky. Neni vSak ani tak toxické jako jiné t¢zké kovy (rtut’ ¢i arsen). Presto je stiibro latka, u
které jsou znadmy piipady akutni otravy a také nezddoucich reakci organismu pii jeho
dlouhodobém uzivani. Asi nejznamé;jsi, avSak z hlediska Cetnosti vyskytu v 1é€bé ran nejméné
podstatna, je tzv. argyrie, tedy tmavé zbarveni kiize a vlasi nasledkem ukladani dlouhodobé
prijimaného stiibra do klize a jinych tkani. U topicky aplikovaného stiibra nebyl rozvoj argyrie
pozorovan s vyjimkou dlouhodobého topického pouziti SSD (Fisher et al., 2003, Isak et al.,
2019), nebo pii kratkodobé 1€cbé krytem Acticoat u pacienta popaleného na 30 % plochy téla
(Trop et al. 2006).

Antiseptika mohou byt toxicka pro hostitelské¢ buiiky nebo tkéné (napt. fibroblasty,
keratinocyty, a leukocyty) a stfibro neni vyjimkou (Punjataewakupt et al. 2019). Cytotoxicita
stiibra se odviji od délky inkubace, jeho koncentraci, pH prostiedi, typu a slozeni prostfedi,
teploté a je rozdilnd u jinych typl bunck (AshaRani et al. 2009; Punjataewakupt et al. 2019;
Zhang et al. 2014). Bylo ukazano, ze toxicita stfibra se v podstaté neli$i u bunék bakterii, prvok,
hub, zivoc¢ichli a pohybuje se fadoveé okolo 10 pug/ml (Vazquez-Mufioz et al. 2017). Toxické
koncentrace stiibra AgNOs3 u lidskych dermalnich fibroblastl se pohybuji okolo 1,4 — 60 pg/ml
(Hidalgo a Dominguez 1998; Miiller a Kramer 2008). U nanocastic stiibra to je v rozmezi 15 —
25 pg/ml (Shin et al. 2007; Szmyd et al. 2012). Antimikrobidlni a cytotoxické plsobeni
sttibrnych nanocastic bylo neddvno publikovano ve velmi rozsahlém piehledném ¢lanku (Liao et
al. 2019).

Jak vyplyva z mechanismu pusobeni stfibra, hlavni efekty (interakce s proteiny, produkce
ROS, interakce s DNA) jsou nespecifické a nezavislé na organizmu (Dakal et al. 2016; Manke et
al. 2013; Rinna et al. 2015; Vimbela et al. 2017; Zhang et al. 2016). Na zaklad¢ literatury lze
konstatovat, Ze stiibro je cytotoxické, a mechanismy toxicity stiibra lze shrnout do té&chto bodu:

a) vyvolani oxidativniho stresu podporou vzniku reaktivnich kyslikovych radikald,
b) naruseni aktivity mitochondrii,

¢) poskozeni bunééné membrany

d) naruseni spravné novotvorby bunécénych proteint

e) bunécna smrt apoptoézou a autofagii,

f) spusténi prozanétlivé bunécné signalizace,
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g) poskozeni DNA,
h) stimulace prozanétlivé a profibrotické odpovédi fibroblastii a

1) v disledku vazby a odstranéni tézkého kovu je zvySena exprese metalothioneini a hem

oxidazy 1.

1.4.5. DNA poskozeni vyvolan¢ stfibrem

Stiibrné ionty interaguji s guaninem a adeninem v DNA (Arakawa et al. 2001). Stejn¢ tak
nanocCastice stfibra interaguji s DNA a vmezefuji se mezi interagujici patra (Pramanik et al.
2016). Stiibrné nanocastice posSkozuji DNA ziejm¢ hlavné skrze zvySenou koncentraci ROS.
Pridavek N-acetyl-cysteinu k bunikdm, ktery ptsobi jako antioxidant a zaroven se na n€¢j miizou
vazat Ag" ionty, vyrazné omezil miru apoptozy (Foldbjerg et al. 2011). Oxidativni poskozeni
DNA v disledku zvySené hladiny ROS miiZze byt podpoteno také vycerpanim redukovaného
glutationu a naruSenim mitochondrii (Piao et al. 2011). V jiné studii bylo ukézano, Ze ptidavek
AgNP zplisobuje mutagenitu, kterd se projevuje tvorbou mikrojader (Kawata et al. 2009).
Nanomateridl ze stiibra zptsobil dvoutetézcové zlomy v DNA (Yamani et al. 2017). DNA
poskozeni vyvolané AgNP vedlo k dvoufetézcovym zlomim projevujicim se ndristem

fosforylace histonu H2AX a ptitomnosti RADS51 (Karlsson et al. 2014).

1.4.6. Pronikani stfibra do rany

V pripadé topického pouziti stiibra je pravdépodobnost systémové toxicity ¢i vzniku
argyrie zanedbatelnd. OvSem lokalni poSkozeni tkané je mozné diky schopnosti stiibra
penetrovat 1 skrz neporuSenou kuzi. George et al. prokdzal na zdravych dobrovolnicich s
neposSkozenou bariérovou funkci kiize, Ze nanokrystalické sttibro z bandaZzi ur¢enych na hojeni
chronickych ran je schopno béhem 5 dnii penetrovat skrz epidermis do hlubsich vrstev dermis. V
séru nebyla zvySend hladina stfibra zaznamendna (George et al. 2014). V pfipad¢ kize
poskozené, s vyrazné zhorSenou bariérovou funkci, lze predpokladat, ze absorpce a penetrace
sttibra bude zvysSena. Toto bylo ukézéano in vitro (Larese et al. 2009). Jini autofi detekovali a
kvantifikovali mnoZstvi topicky aplikovaného stiibra ve zvifecich ranach a organech (Constable
et al. 1967; Barillo et al. 2020; Pfurtscheller et al. 2014). Pfurtscheller a kol. pouzili model
popaleninové rany u potkana. Popéleniny byly léceny kazdy tyden pievazem krytem
s nanostfibrem Acticoat nebo pé€nou se siranem stiibrnym od vyrobce Mepilex (Pfurtscheller et
al. 2014). Po tfech tydnech vzrostla hladina sérového stfibra na 80 mg/kg a byla detekovatelna
(10-50 mg/kg) az do Sestého tydne, kdy byla zvifata utracena. Pacienti 1éCeni kryty obsahujicimi
stiibro méli zvySenou hladinu stfibra v krevnim séru, ale i v jatrech, ledvinach a jinych orgénech.
(Rigo et al. 2013; Coombs et al. 1992; Hadrup et al. 2018a). U pacientl s popaleninami se
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hladina stfibra v krevnim séru pohybovala podle velikosti popalené a 1écené plochy od 2 do vice
jak 200 pg/l (Coombs et al. 1992).

Stiibro se vaze na sérovy protein albumin a tripeptid glutation a miize byt tak pfenaseno
krvi k ledvinam, jatrim a sleziné (Mulley et al. 2014). U pacientd 1écenych stiibrnymi kryty byla
pozorovana zvySena hladina krevniho albuminu (Brouillard et al. 2018). To mélo protektivni
efekt proti zvySenému kolovani stfibra v krvi. DalSim z pfedpokladanych faktorti zvySujicich
absorpci stiibra je vaskularizace rany, protoze vyssi absorpce byla pozorovana u granulujicich
ran (Brouillard et al., 2018). Eliminace stiibra z krevniho ob&hu trvala u nékterych pacientt vice
jak dva mésice po skonceni 1écby stiibrnymi kryty.

Studii ukazujicich distribuci stiibra v lidské chronické rané¢ je velmi malo. Tyto
informace jsou vSak zasadni k pochopeni mechanismu a kinetiky prostupu stfibra z krytu az do
ob¢&hu a potazmo i orgdnt pacientii. Jedna prace ukazala distribuci stfibra v biopsii z pacientovy
popéleniny (Rigo et al. 2013). Stiibro z krytu Acticoat bylo nalezeno 4 mm hluboko v pacientové
rang. V nedavné studii ukdzal Roman a kol., kde je distribuovano stiibro a s ¢im kolokalizuje (na
co se pravdépodobné véaze) v chronickych ranach c¢tyt pacienti (Roman et al. 2020). Stiibro
proniklo pfiblizné 1,5 mm hluboko. Vysledky speciaéni analyzy' stiibra, které tato studie
prinesla, ukazuji, Zze v nejvrchnéjsi vrstvé rany (do 45 pm) je stiibro vazdno na chloridy.

Hloubé¢ji je stiibro vdzano na glutation.

1.4.7. Vliv stiibra na hojeni ran

Nadworny a kol. indukovali u prasat dermatitidu aplikaci dinitrochlorbenzenu (Nadworny
et al. 2010b). Poté sledovali vliv nanokrystalického stfibra v roztoku o rizném pH na znaky
zanétu. Zvifata 1é¢end roztoky o pH 7 a 9 m¢éla statisticky vyznamné nizsi zanét. Jako kontrolu
vSak v této studii pouZzivali destilovanou vodu bez upraveného pH. Thomason a kol. pozorovali u
mySich ran, které lécili oxysolemi stiibra, snizeni zanétu (Thomason et al. 2018a). Také
Lansdown a kol. zjistili snizeny zanét v potkanich ranach 1é€enych SSD. V jiné studii stfibrné
nanocastice v gelu z chitosanu a kolagenu podporovaly hojeni a vedly u potkanich ran ke snizeni
poctu bunék pozitivnich na CD68 (pfedev§im makrofagy) a hladin prozanétlivych cytokint (You
et al. 2017a). V chronickych lidskych ranach vedla aplikace SSD ke sniZeni poctu neutrofili a
makrofagi s tim, jak se rany hojily (Fumal et al. 2002a). Nicméné skupiny ran lé¢enych PVP

jodem nebo chlorhexidin diglukonatem vykazovaly v této studii jeSte¢ rychlejsi sniZzeni poctu

! Speciaéni analyza je metoda identifikace a stanoveni riiznych chemickych forem ur¢itého prvku v roztocich a
pevnych vzorcich nebo urceni jeho prostorového rozlozeni v pevnych latkach. PrE:C7950 Speciacni analyza —
Informace o predmétu [online] [vid. 2021b-09-06]. Dostupné z: https://is.muni.cz/predmet/sci/podzim2012/C7950
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prozanétlivych bunék nez SSD. Pii 1écbé viedl podtlakovou terapii vedlo pouziti houbicek se
stiibrem ke sniZzeni antimikrobidlni zatéze rany ve srovnani s kontrolni skupinou pouzivajici

houbicky bez stiibra (Hahn et al. 2019).

rrrrr

-----

nanocCastic stfibra vysvétlit. Opét na modelu kontaktni dermatitidy prasete 1écené nckolika
formami stfibra Nadworny sledovala zénétlivé markery (Nadworny et al. 2010a). Nicméné
nanokrystalické tvofilo jen vrstvu v epidermis a nepronikalo do dermis. Autofi tak vysledky

Na druhou stranu byly publikovany studie, kde stiibro mélo negativni efekty na hojeni
ran. Sulfadiazin stfibrny zpomalil hojeni u modelu popaleniny u potkana oproti kontrole oSetfené
pouze fyziologickym roztokem (Maghsoudi et al. 2011). V jiné studii bylo zjisténo, ze SSD
zpomaluje hojeni u mysSich popdlenin tim, Ze zvySuje mnozstvi neutrofili a snizuje pocet
makrofagl v rané (Rosen et al. 2015a). Qian a kol. ukazali, Ze SSD sniZuje rychlost epitelizace a
zvySuje tvorbu hypertrofické jizvy u plnoprofilové kralici rany (Qian et al. 2017). U
plnoprofilové excizni mysi rany doslo po aplikaci nékterych kryti obsahujicich stfibro ke snizeni
rychlosti epitelizace. Metaanalyza sledujici popéaleniny u déti ukézala, Ze aplikace SSD neméla
pozitivni vliv na sniZeni infekce rdny a naopak vedla k pomalejSimu hojeni a delSimu pobytu
v nemocnici s vice ptevazy (Rashaan et al. 2014). Chaby a kol. prezentovali pfipadovou studii,
kde u pacientky s pyoderma gangrenosum lécenou sulfadiazinem stifibrnym nastalo ledvinné
selhani, jehoZ projevy zacaly odeznivat po vysazeni SSD (Chaby et al. 2005).

Klinické studie porovnavajici efektivitu kryth se stiibrem s kryty s jinymi antiseptiky
davaji nejednoznaéné vysledky. Ve srovnadni krytu s polyhexanidem a biocelulézou (Suprasorb
P) vykazovaly horsi vysledky riizné kryty se stiibrem (Acticoat, Biatain Ag, Aquacel Ag,
Silvercel, Urgotul Ag) (Eberlein et al. 2012). U krytu s PHMB dosSlo rychleji ke sniZeni
bakterialni zat€ze a tim 1 k bolestivosti rany (VAS skoére). V jiné klinické studii srovnavajici
antisepticky roztok s oktenidinem a sttibrny kryt (Aquacel Ag) bylo pozorovano rychlejsi hojeni
u oktenidinové skupiny (Krasowski et al. 2015a). V této studii bylo pozorovano i statisticky
nevyznamné (Cast vzorkd byla znehodnocena pii zpracovani) snizeni bakteridlni zatéze u
oktenidinu vs. stfibro. V jiné randomizované kontrolované studii vykazovala lepsi efekt na
hojeni kyselina borita oproti dusi¢nanu stiibrnému (Kapukaya a Ciloglu 2020).

Vysledky ztéchto studii souhlasi s Cochrane metaanalyzou, kterd vidi pouzivani
topickych antiseptickych produktli jako pozitivni pro rychlejsi uzavirdni rany (Dumville et al.

2017). Zaroven byly malé rozdily mezi antimikrobidlnimi latkami, takZe nevyzniva jednoznacéné,
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ze by stiibro ¢i jiné antiseptikum bylo U¢inngj$i. Autoii Cochrane ptehledu uvadéji, Ze studie

hojeni ran jsou Casto Spatné navrzené a nesou s sebou riziko podjatosti (bias).

1.4.8. Antiproteinazové vlastnosti stiibra

Stiibro mé publikované antiproteinazové vlastnosti, 1 kdyz publikaci je velmi poskrovnu.
V roce 1971 byla ukazana inhibice trypsinu stiibrem (Berezin et al. 1971). Krystalograficka
studie ukéazala misto, kam se vaze stfibrny iont a trypsin tim inhibuje (Chambers et al. 1974).
Zaroven ve studii Chambers implikuje, ze stfibro mlze byt inhibitorem i jinych serinovych
proteindz. Neddvnd studie ukézala inhibici aspartylové proteindzy viru HIV nanocasticemi
stiibra (Shing et al. 2014). Kolagenaza I z klostridia (smés metaloproteindz) byla inhibovana
sttibrem, které obsahuje kryt Acticoat (Shi et al. 2010). Nicméné Acticoat ve stejné studii
inhiboval papain pouze o maximalné 15 %. V Ié€bé stomatologickych obtizi byva cilem 1
redukce zvysené aktivity MMP. Proto se také vénuje pozornost schopnosti antiseptik proteindzy

inhibovat. Bylo ukazano, ze i stfibro mtze inhibovat MMP (Mei et al. 2012).

1.5. Oktenidin — antiseptikum pouzivané v 1écbé chronickych ran

Relativné nové antiseptikum oktenidin, ktery pfedstavuje kationickou, povrchové aktivni
latku, je pouzivan také pii 1écbé chronickych ran (Hiibner et al. 2010). Oktenidin naruSuje
bakterialni bunééné membrany skrze destabilizaci fosfolipidi (Kodedova et al. 2011; Malanovic
et al. 2020). Bunécénd smrt vyvolana oktenidinem nastdva jinym mechanismem nez u stiibra.
Oktenidin je efektivni vic¢i rezistentnim bakteriim (MRSA, VRE) dokonce i kdyz jsou
v biofilmovém fenotypu (Giinther et al. 2021). Oktenidin je povazovan za bezpecné
antiseptikum, nevyvoldva poskozeni kize v pfedasné narozenych novorozencich, ani
nevyvolava neZzadouci efekty pfi aplikaci do chronické rany (Biihrer et al. 2002; Vanscheidt et al.
2012a). Oktenidin navic vykazuje niZ$i penetraci skrz kizi v ex vivo podminkéch (Stahl et al.
efekty zahrnovaly sniZzeni prozanétlivé odpovédi Langerhansovych bunék na poranéni kuze
(Nikoli¢ et al. 2019). Oktenidin navic pfispiva hojeni chronickych ran skrz inhibici produkce a
aktivity MMP a dalSich eukaryotickych proteinaz (Seiser et al. 2021; Pavlik et al. 2019). Nékteré
bakterie produkuji proteinazy slouZzici jako virulencni faktory pfispivajici k degradaci granulacni
tkané€ rany. Oktenidin inhiboval proteinazy produkované bakteriemi izolovanymi z chronickych
ran (Pavlik et al. 2019). Souhrnn¢ lze fici, Ze oktenidin pozitivné ovlivituje hojeni lidskych

chronickych ran (Himmerle a Strohal 2016; Vanscheidt et al. 2012b).
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1.6. Hyaluronan v hojeni a 1é¢bé ran

Hyaluronan (kyselina hyaluronova, HA) je nevétveny polysacharid a pfirozena soucast
ktze, ktera zajist'uje jeji viskoelasticitu. Kromé strukturni role hraje hyaluronan roli v hojeni ran
a ovlivituje zanét, epitelizaci, granulaci a produkci ECM zprostfedkovanou fibroblasty (Ghatak
et al. 2015). Sitovany HA mize regulovat pocet zanétlivych bunék v misté zanétu (Petrey a de la
Motte 2019). Hyaluronan se §tépi (enzymaticky nebo neenzymaticky) béhem zanétu na nizsi
molekulové hmotnosti. Vysledny nizkomolekularni HA vykazuje jiné signaliza¢ni vlastnosti a
muze zvysit zanét a angiogenezi (Cyphert et al. 2015). Syntéza hyaluronanu je spusténa v ¢asné
fazi hojeni rany. Jeho zvySend syntéza je udrzovana déle v bezjizevném hojeni fetdlnich ran v
porovnani s hojenim u dospé€lych jedincii (Longaker et al. 1991). Navic topicka aplikace
hyaluronanu do lidskych ran zlepsuje vzhled jizev (Mahedia et al. 2016; Monavarian et al. 2019).
Keratinocyty migruji vice, kdyz je k nim ptiddna HA v in vitro podminkach. Pfidavek HA do
akutnich ran vedl k rychlejsi epitelizaci mySich akutnich ran (Catanzano et al. 2015). Kdyz
keratinocyty nemohly vézat HA (podminény knockout receptoru pro hyaluronan CD44),
reepitelizace probihala pomaleji (Shatirishvili et al. 2016). Lécba hyaluronanem vyznamné

zlepsuje hojeni lidskych chronickych ran, popélenin a akutnich ran (Voigt a Driver 2012).
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2. HYPOTEZY A CIiLE PRACE

Stiibro je pouzivano v riznych formach v fadé¢ komeréné dostupnych kryth k lécbé
chronickych koznich ran, protoze ma prokdzané antimikrobialni ucinky. Tyto U¢inky nejsou
specifické pro bakterie, postihuji i eukaryotické bunky. To mlze vést ke zbrzdéni hojeni rany,
v zavislosti na fadé jinych okolnosti, napiiklad 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 muze dojit k ovlivnéni aktivity téchto enzymu. Byly proto stanoveny nésledujici

hypotézy (H) a z nich vychazejici cile (C).

HI: Stiibro z kryti pouzivanych pro 1é€bu chronickych ran se bude projevovat antimikrobidln¢ a
cytotoxicky.
C1: Sledovat, zda se 1i8i cytotoxicita stiibra v zavislosti na jeho antimikrobidlni i¢innosti.
C2: Detekovat, jestli stiibro pronikd do dermis a jestli zde dochazi k cytotoxickym

efektim.

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

C1: Urcit distribuci stiibra v chronické rané béhem jejiho hojeni.

C2: Sledovat zakladni parametry hojeni — granulaci a zdnét a porovnat mezi sebou casti

ran lé¢ené rozdilnymi kryty.

H3: Stiibro bude sniZovat aktivitu proteinaz relevantnich pro hojeni chronickych ran.
C1: Urcit aktivitu lidskych a bakteridlnich proteindz za pfitomnosti stfibra 1 jinych
antiseptickych latek in vitro.

C2: Zjistit, zda stfibro miiZe inhibovat endogenni proteinazy v kizi ex vivo.
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3. METODY

Vsechny metody byly provedeny podle odpovidajicich smérnic a regulaci. V ptipadé

prace s lidskym materidlem (krev, ktize) byl ziskan od dobrovolnikll informovany souhlas.

3.1. Testované bandaze
Byly porovnany tyto bandaze obsahujici stfibro: Acticoat (Smith&Nephew, Velka
Britanie; zkratka uzivana v této praci je Ac), Aquacel Ag+ Extra (Convatec, Velk4 Britanie;
zkraceno zde jako Aq), Silvercel Hydro-Alginate (Systagenix, Velkéd Britanie; zkratka uzivana
v této praci je Sc) a Ialugen Plus (IBI, Ceska republika; zkratka uZivana v této praci je Ia).
Ostatni chemikalie byly zakoupeny od Sigma—Aldrich (St. Louis, USA), pokud neni

uvedeno jinak.

3.2. Priprava vyluh bandazi

V nékolika testech bylo nutné sledovat efekty vyluhii z krytli, 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% fetalnim bovinnim sérem (FBS). Na 4 ml
roztoku byl pfiddan 1 cm? krytu. Luhovani probihalo po 72 hodin pfi pokojové teploté za

neustalého tfepani. Extrakty byly sterilizovany prichodem pies 0,2 um filtr a uchovany pii 4 °C.

3.3. Urceni koncentrace stiibra ve vyluzich

Koncentrace stfibra v krytech a jejich extraktech byla zméfena pomoci ICP-OES.
Koncentrace sttibra byla také urena v praseci kizi ex vivo. Vzorek o hmotnosti 10-70 mg byl
pfenesen do zkumavky z PTFE (polytetrafluorethylenu). Poté byl pfidan 1 ml koncentrované
kyseliny dusi¢né (Analytika sr.o, Ceska republika), 0,8 ml koncentrované kyseliny
chlorovodikové (Analytika s.r.o, Ceska republika) a 0,2 ml peroxidu vodiku (p.a. 30 %, Penta
s.r.o, Ceska republika). Vzorek byl degradovan pii 150 °C po dobu péti minut a nasledné pti 200
°C po 10 minut pomoci mikrovin. Po degradaci byl vzorek kvantitativné pfenesen za pouziti 0,2
ml peroxidu vodiku a demineralizované vody.

ICP-OES analyza byla provedena pomoci pfistroje vybaveného pneumatickym
zmlzovacem a cyklonickou mlznou komorou (Radial 725, Agilent Technologies, Australie).
Kvantifikace byla provedena pomoci externi kalibrace. Spolehlivost a pfesnost metody byly
uréeny pomoci standardniho piidavku referenéniho roztoku Ag (Analytika s.r.o, Ceska

republika).
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3.4. Skenovaci elektronova mikroskopie

Skenovaci elektronova mikroskopie byla provedena pomoci pfistroje Zeiss Ultra Plus
(Zeiss, Némecko). Vzorky byly pokoveny tenkou vrstvou Au/Pd v napraSovacim zafizeni
Quorum SC7620. Snimky byly ziskany pomoci dvou sekundarnich elektronovych detektori
InLens a SE2 pro ziskani vysSiho, respektive niz§iho zvétSeni. Skenovaci parametry byly
nastaveny takto: urychlovaci napéti 3,5 kV; proud sondy 36 pA a tlak v komoie ~ 7x107 Pa.

EDX snimky byly ziskany pomoci pfistroje Zeiss Ultra Plus. Rentgenové mapy a spektra
byly ziskany detektorem X-Max" 80 (Oxford Instruments, Velka Britanie). Byly pouzity tyto
parametry snimkovani EDX: urychlovaci napéti 10 kV; proud sondy 300 pA; pracovni

vzdalenost 8,5 mm; ¢as zpracovani 4 [AU].

3.5. ZkousSka primé oxidacni aktivity bandazi

Tvorba ROS v bezbunéénych podminkach byla testovana za pouziti 3,3',5,5'-tetramethyl-
benzidinu (TMB), ktery je substratem kienové peroxidazy (HRP). Z testovanych kryti byla
vyrazena kolec¢ka o priméru 6 mm. Pracovni roztok vznikl smichanim 0,1 mg/ml TMB (zé4sobni
roztok ¢ = 1 mg/ml v DMSO) v poméru 1:9 s 0,05 M citrat fosfatovym pufrem (pH = 5) a HRP
(vysledna koncentrace 0,16 TU/mL). Kazdy kousek krytu byl ponofen do 0,5 ml pracovniho
roztoku a alikvoty po 25 ul byly odebirany v ¢asech 0, 5, 7,5 a 10 min. IThned po odebrani byly
alikvoty smichdny v poméru 1:1 s0,16M H>SOs4 a byla zméfena absorbance pifi 450 nm
s referen¢ni vlnovou délkou 540 nm v pfistroji NanoDrop OneC (ThermoFisher Scientific,

USA). Jako pozitivni kontrola byl pouzit 30% H>O.. Signal pozadi byl odecten v slepém vzorku.

3.6. Test pronikani stiibra skrz praseci kuzi ex vivo

K vyzkumu pronikani stfibra do praseci kiize zbavené epidermis jsme pouzili statickou
Franzovu celu. Praseci usi s nespatenou kiizi byly ziskany z nedalekych jatek (Bocus, Letohrad,
Ceska republika) a z vnitfku boltce byla vyfiznuta kéize. Chlupy byly oholeny a kize byla
inkubovéna v horkém fosfatovém pufru (PBS, 60 °C, 90 s) a pokozka byla nasledné sloupnuta.
Primérnd tlouStka klze zbavené epidermis byla 2 mm. Kousky kiize byly vlozeny do
Franzovych cel a prekryty sledovanymi kryty nebo gazou, kterd slouZzila jako kontrola. Do
donorové komory cely bylo pfidano 0,3 ml kultiva¢niho média NHDF (normal human dermal
fibroblast) s 10% FBS. Akceptorovd komora byla naplnéna 0,7 ml kultivaéniho média.
Franzovy cely s kiizemi byly inkubovany pii 37 °C po 24 nebo 48 hodin. Po této dob¢ byly kize
oplachnuty v PBS. V kliZi a akceptorovém roztoku bylo stanoveno stiibro pomoci ICP-OES. Pro

kazdy vzorek byla provedena tfi opakovani.
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3.7. Kultivace kiiZe ex vivo

Usi z vepit (zdroj Bocus, viz vySe) byly zpracovany cerstvé po porazce (1-2 hod), coz se
ukazalo kritické pro opakovatelnost experimentu. USi byly dikladn¢ omyty mydlem a roztokem
Betadine (Egis Pharma, Mad’arsko) a oplachnuty vodou. Z vnitini strany boltcti byly vyfiznuty
kousky kiize (I1x1 cm) a inkubovany v antibiotickém roztoku (penicilin-streptomycin, 10 000
U/ml penicilin, 10 mg/ml streptomycin) 30 min pii 37 °C za atmosférického obsahu O, a CO,.
Vzorky s ponechanou epidermis byly inkubovany dermalni stranou vzhlru v Sestijamkovych
kultivacnich destickach s 3 ml NHDF rustového média s 10% FBS. Na kize byly vlozeny
ctverecky testovanych kryti nebo gazy o velikosti 1x1 cm. Ke zvlhéeni ¢tvereckli bylo pouzito
300 pl kultivaéniho média. Vzorky byly inkubovany po 24 nebo 48 h. Nasledné byla kize
oplaichnuta vPBS a kazdd klUze byla roztfeténa. Prvni cast byla vlozena do 4%
paraformaldehydu a uchovavana pti 4 °C, druha ¢ast urcend pro analyzu Westernovym pienosem
byla Sokové zmrazena v tekutém dusiku a posledni ¢ast slouzici pro analyzu genové exprese byla
inkubovéana pfes noc pii 4 °C v roztoku RNAlater (Thermo Fisher Scientific) a nasledné

uchovavana pii -80 °C.

3.8. Imunohistologické a histologické barveni

Pro barveni stfibra byla pouzita stfibrna autometalografie (Danscher et al. 1994a).
Obrazky byly vyfoceny pomoci mikroskopu Eclipse 50i s DS-Fil kamerou (Nikon, Yokohama-
Shi, Japonsko). Marker DNA poskozeni YH2AX byl detekovan imunofluorescenci. Histologické
fezy byly odparafinovany na sklech Superfrost Plus (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) a inkubovany pfes noc v primarni protilatce (1:1000, ANTI-PHOS-HIST H2A.X S139,
klon JBW301, Millipore, MA, USA). Inkubace se sekundarni protiladtkou probihala po dobu 1 h
(1:10 000, ab150114, Abcam, Cambridge, Velk4 Britanie). Obarvené fezy byly montovany na
sklicka pomoci ProLong Diamond Antifade Mountant obsahujici DAPI (ThermoFisher
Scientific). Snimky byly ziskany pomoci fluorescencniho mikroskopu Nikon Eclipse Ti (Nikon,

Y okohama-Shi, Japonsko).

3.9. Analyza genova exprese pomoci real-time PCR

Z praseci kuze byla po inkubaci s kryty obsahujicimi stfibro izolovana RNA, nasledné
piepsana cDNA a provedena qPCR (kvantitativni polymerdzové fetézova reakce) obdobn¢, jak
bylo popséno v jiné praci (Klein et al. 2018a). Pro qPCR byly pouzity tyto TagMan sondy
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA): DNAJA1l, Ss04326380 gl; PLKS3,
Ss03375596 ul; HSPHI1, Ss03388958 ml; GADD45G, Ss04246840 gl. RPLI13A,

Ss03376908 ul. Hodnoty prahového cyklu byly normalizovany vii¢i genu RPL13A a vztazeny
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k normalizovanym hodnotam u kontrolnich vzorkd inkubovanych s gdzou (24 nebo 48 h) pomoci
2724 metody (Livak a Schmittgen 2001a). Primérné genové exprese byly ziskany zméfenim
Sesti nezavisle inkubovanych vzorkl. Statistickd vyznamnost rozdili v genové expresi v dany

¢as vici prislusné kontrole byla ur¢ena Studentovym t testem.

3.10. Western blot

Nejprve byly pfipraveny homogenaty tkani prase¢iho ucha. Zmrazené vzorky byly
nakrajeny v kapce lyzaéniho pufru (50mM Tris pH 8; 150mM NaCl; 1% Triton X-100; 0,5%
deoxycholat sodny; 1% dodecyl sulfat sodny; 4% urea) a nasledné homogenizovany v 350 pl
lyzaéniho pufru pomoci 5 mm ocelové kulicky v tkanovém homogenizatoru (TissueLyser II,
Qiagen, Hilden, Némecko) po 10 min pii 25 Hz. Vzorky byly dvakrat centrifugovany (10 000 g;
10 min) a vzdy byl pienesen do dalSiho kroku jen supernatant. Koncentrace proteinii byla
zmétena pomoci BCA metody (Thermo Fisher Scientific).

Proteiny byly rozdéleny na 4-15% gradientovém gelu pomoci SDS-PAGE a pieneseny na
membrany z polyvinyliden difluoridu. Membrany byly inkubovéany ptes noc v blokovacim pufru
(20 mM Tris; 137mM NaCl; 0,05% Tween 20; 5% prasek suSené¢ho nizkotu¢ného mléka)
s protilatkou proti fosforylovanému histonu H2A. X (20E3) (1:1000; Cell Signaling, USA). Na
odstiizené ¢asti membrany byl detekovan B-aktin, ktery byl pouzit jako kalibrace nandsky vzorka
(1:2000; Santa Cruz, USA). Primarni protilatky byly detekovany pomoci sekundarnich protilatek
s HRP proti krali¢im nebo myS$im imunoglobulinim pomoci chemiluminiscence (Clarity
Western ECL substrate; Bio-Rad, USA). Signal byly detekovan a vyhodnocen pfistrojem

Alliance 9.7 Chroma Chemiluminescence Imaging System (UVItec Limited, Velka Britanie).

3.11. Antibakterialni aktivita vyluhii bandazi

Ptimé antimikrobidlni efekty sledovanych kryti byly porovnany pomoci metody diftize
v agaru. Vzorek (1 cm?) kazdého krytu byl inkubovan na &erstvé zaockované Petriho misce
inokulované bakteriemi Staphylococcus aureus nebo Pseudomonas aeruginosa, tyto kmeny byly
izolovany z lidskych chronickych ran, charakterizovany a kultivovany (Kucera et al. 2014). Dale
byla antimikrobialni u¢innost extraktd banddzi do RPMI média s 10% FBS (viz vySe) pomoci
mikrodiluéni metody (Clinical and Laboratory Standards Institute 2015). Opticka denzita zdkalu
byla zméfena destickovym pfistrojem Ensight Multimode Reader (PerkinElmer, Waltham, MA,
USA) pti 600 nm po 24 h (tfepani, 37 °C).

3.12. Kultivace eukaryotickych bunék
Lidské normalni fibroblasty (NHDF) z kiize dospé€lého byly zakoupeny od firmy Lonza

(Basilej, Svycarsko). NHDF byly kultivovany v Dulbecco’s modified Eagles low glucose médiu
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(DMEM) s ptidavkem FBS do 10 %, glutaminu (0,3 mg/ml), glukézy (4 mg/ml), penicilinu (100
jednotek/ml) a streptomycinu (0,1 mg/mL) na 75 cm? kultivaénich lahvich za 5% CO a 37 °C do
paté pasaze. HaCaT keratinocyty byly zakoupeny ze spole¢nosti Holzel Diagnostika (Kolin,

Némecko) a byly kultivovany stejnym zptisobem ale bez ptidavku glukozy.

3.13. Méreni viability

Den pied ovlivnénim bylo nasazeno pét tisic bunék na jamku 96 jamkového panelu
resuspendovanych v 200 pl kultivacniho média a inkubovano pies noc (37 °C, 5 % CO»).
Nasledujici den byly bunky ovlivnény 200 pl rizné zfedénych extraktd krytd (3.2 Ptiprava
vyluhii bandazi) odpovidajicich 100%, 50%, 20%, nebo 10% koncentraci piivodniho extraktu.
Kultivace probihala po 24, 48 a 72 h. Kontrolni buiikky byly ovlivnény pouze kultivacnim
médiem. Viabilita byla zméfena pomoci 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-tetrazolium
bromidu (MTT) (Buffa et al. 2019). Zasobni roztok MTT (20 ul; ¢ = 5 mg/ml) byl pfidan do
kazdé jamky obsahujici kultivaéni médium. Desticky byly inkubovany po 2,5 h pii 37 °C. Poté
byl roztok MTT odebran a nahrazen 220 pl lyza¢niho roztoku (1:1 propan-2-ol a DMSO, 10%
(w/v) Triton X-100 a 0.37% (w/v) HCl). Bunécna lyze probihala po 30 min za pokojové teploty
na tiepacce (150 rpm). Absorbance byla zmétfena v 570 a 690 nm pomoci EnSight Multimode
Plate Reader (PerkinElmer, USA). Data byla zpracovana v software Kaleido (PerkinElmer,
USA). Absorbance byla ur¢ena dle A = As70 — Agoo. Rozdil ve viabilité ovlivnénych bunck vici

kontrolnim buiikdm byla vyjadiena jako zména [%] = (A vzorek/A kontrola — 1) x 100.

3.14. Cytotoxicita po pfimém kontaktu bandazi s bunikami

Buiikky byly nasazeny v hustoté¢ 300 000 na jamku Sestijamkového panelu. Kultivace
probihala v kultivaénim médiu s 10% FBS pii 37 °C a 5 % CO: az do dosaZeni konfluence.
Kryty byly nastithiny na &tverce veliké 1 cm? umistény na vrstvu bunék a inkubovany
v kultivaénim médiu po Sest hodin. Kontrolni buiiky byly ovlivnény pouze médiem. Nasledné
byly bunky oplachnuty PBS a fixovany 4% paraformaldehydem (PFA) po 15 min. Buiky byly
barveny roztokem 0,1 % (w/v) krystalové violeti rozpusténé v 10% ethanolu po dobu jedné
hodiny a nasledné oplachnuty vodou. Jamky byly vyfoceny fotoapardtem Canon EOS 80D EF-S
18-55 mm f (Canon).

3.15. Imunofluorescenéni barveni

PoSkozeni DNA bylo analyzovano u NHDF bun¢k. Tyto buiky byly nasazeny na
mikroskopicka skli¢ka v Sestijamkovém panelu v hustoté 2x10°> bunék na jamku a ponechany
v inkubatoru pfes noc. Nasledujici den byly bunky ovlivnény pétkrat zfedénymi extrakty bandazi

do kultivaéniho média a inkubovéany po 24 h. Poté byly bunky fixovany 4% PFA po dobu 15
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min. Nasledovala permeabilizace (0,2% Triton X 100, 15 min) a blokovani (20% FBS, 0,3 M
glycin, 0,05% Tween 20 v PBS; 30 min). Nasledovala inkubace s krali¢i primarni protilatkou
anti-yH2AX (Cell Signaling, USA; 1:500; ptes noc pii 4 °C) rozpusténou v blokovacim pufru.
Detekce byla provedena sekundarni protilatkou konjugovanou s fluoroforem Alexa Fluor 555
(Abcam, Velka Britanie; 1:500 v blokovacim pufru; 1 h, RT). Sklicka byla zamontovana médiem
ProLong Diamond Antifade Mountant s DAPI (ThermoFisher Scientific). Po polymeraci
montovaciho média byly vyfoceny bunky za pouziti fluorescencniho mikroskopu Eclipse Ti

(Nikon). Fluorescence byla kvantifikovana pomoci software Fiji (Cepa 2018).

3.16. Méreni vnitrobunééného oxidacniho stresu

Vnitrobunécény oxidac¢ni stres byl detekovan pomoci DCF-DA proby, ktera je citliva na
celkovou koncentraci ROS v buiikach. Buiikky byly nasazeny a inkubovany pies noc v 24
jamkové desticce a poté barveny DCF-DA (1 pg/ml) po dobu 15 min a nasledn€ inkubovany s
petkrat ztedénymi extrakty pti 37 °C za 5% COs. Ovlivnéni 5 mM H»0; slouzilo jako pozitivni
kontrola. Fluorescence DCF byla snimédna kazdych 15 min béhem 90 min celkové inkubaéni

doby za pouziti zeleného filtru v pfistroji Incucyte S3 (Essen Bioscience, USA).

3.17. Oxidacni vzplanuti fagocyti v plné krvi

Nezavisla etickd komise schvélila odbér vzorkli krve pro pokusy urcujici oxidativni
vzplanuti neutrofili a MAT (Eticka komise pro vyzkum pii Masarykové Univerzité, Brno, Ceska
republika, ¢islo schvaleni EKV-2018-083). VSichni darci s odbérem pisemné souhlasili.

Oxidativni vzplanuti (produkce ROS) krevnimi fagocyty byla urcena ve zifedéné plné krvi
pomoci chemiluminiscence luminolu. Detekce signalu probihala v LM-01T destickovém
luminometru (Immunotech, Ceska republika). Reakéni smés obsahovala 6 pl plné krve v 54 ul
RPMI-1640 kultivaéniho média smichané¢ho s 60 pl extraktu z krytu do fyziologického roztoku
nebo do kultivaéniho média obsahujiciho FBS. Reakce byla inkubovéna pii 37 °C po 20 min.
Tésné pred zaCatkem meéteni byl ptidan luminol na vyslednou koncentraci 1 mM (zdsobni roztok
10 mM luminol v 0,2 M boratového pufru) (Molecular Probes, USA). Byla ur¢ena spontanni
produkce ROS a produkce ROS za sou€asné indukce opsonizovanymi zymosanovymi ¢asticemi
(OZP — 0,1 mg/mL) (Sigma-Aldrich, USA) nebo phorbol 12-myristat 13-acetatem (PMA — 0,8
uM; Sigma-Aldrich, USA). U kontrol byl misto extraktu z bandaZe pouzit fyziologicky roztok
nebo kultivaéni médium. Kazdy vzorek byl méfen soucasné v duplikatu. Chemiluminiscence
byla zaznamenéavana po 90 min pii 37 °C a byla vyjadfena v relativnich jednotkdch (RLU).

Celkové mnozstvi ROS bylo urceno integraci plochy pod kiivkou signélu chemiluminiscence.
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3.18. Monocyty aktivujici test

MAT byl proveden s plnou lidskou krvi, ktera byla 10x zifedéna fyziologickym roztokem.
Krev byla odebrana péti zdravym dobrovolnikiim, sloucena do jednoho vzorku a ziedéna
fyziologickym roztokem. Ztedéné vzorky krve byly inkubovdny s 6 mm velkymi kolecky
vyrazenymi z bandéazi ve sterilnich zkumavkéach po 24 h pti 37 °C. V druhé sérii byly vzorky
paraleln¢ inkubovany navic s bakteridlnim lipopolysacharidem (LPS, konecna ¢ = 0,25 1U/ml;
Endotoxin Standard E-Toxate; Sigma, USA), aby tak byla stimulovana odpovéd’ proti bakteriim.
Krvinky béhem inkubace sedimentovaly, ¢imz zbyla v horni fazi plazma ziedéné fyz. roztokem.
Po inkubaci bylo 200 pl zkazdého vzorku odebrano a testovano na mnozstvi IL-6 pomoci
soupravy IL-6 Human Uncoated ELISA Kit dle instrukci vyrobce (ThermoFisher Scientific,
USA). Absorbance byla zméfena pomoci destickové ¢tecky EnSight Multimode Plate Reader
(PerkinElmer, USA). Koncentrace IL-6 byla spo¢tena pomoci programu Kaleido z kalibra¢ni
ktivky (PerkinElmer, USA). Ve zbytku plazmy a sedimentovanych bunék byla ur¢ena hemolyza

a mnozstvi uvolnéné laktat dehydrogenazy (LDH).

3.19. Test hemolyzy
Hemolyza byla zjisténa ve zbytku plazmy po sedimentaci krvinek v MAT testu. Po
centrifugaci bylo 100 ul kazdého vzorku pieneseno do 96jamkové desticky a byla zmérfena

absorbance pii 550 nm. 1% Triton X-100 byl pouZit jako pozitivni kontrola hemolyzy.

3.20. Toxicita stanovena z uvolnéné LDH

Kurceni toxicity krytd se stiibrem vuci krevnim builkdm byla pouzita laktat
dehydrogenazova metoda (LDH, Cytotoxicity Detection KitPLUS, Roche, Svycarsko) podle
navodu vyrobce. Toxicita byla sledovana vici buiikam v plné lidské krvi, ktera byla s kryty
inkubovana obdobné jako v MAT testu, a vii¢i izolovanym neutrofilim. Pro korekci pozadi byly
zméfeny slepé vzorky bez LDH substratu. Vysledky jsou uvedeny jako absolutni hodnoty

optické denzity a statistickd vyznamnost rozdilu byla ur¢ena u ovlivnéného vzorku a kontroly.

3.21. Etické schvaleni

Studie byla provedena v souladu se soucasnou verzi Helsinské deklarace. Studie byla
schvalena Etickou komisi Lékatské fakulty Nemocnice v Hradci Kralové (201405 S10ZP).
Experimenty byly provedeny v souladu s pfisluSnymi doporufenimi a nafizenimi. VSichni

pacienti dali ke studii pisemny informovany souhlas.
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3.22. Vstupni a vyluéujici kritéria ucasti pacientii ve studii

Ugastnici studie byli vybrani na zakladé nasledujicich vstupnich kritérii: vék mezi 60 a 90
lety, rana na noze nehojici se nejméné Sest tydnt, velikost rany 100 az 400 cm2, ochota k tcasti
ve studii.

Vylucujici kritéria byla: autoimunitni onemocnéni, probihajici onkologicka 1écba, 1écba
antibiotiky (systémové nebo lokalné) v dob¢ kratsi nez jeden tyden pied zahajenim studie,
téhotenstvi nebo kojeni, precitlivélost na latky obsazené v sledovanych krytech, zéavislost na
drogach nebo alkoholu, poskozené ledviny nebo selhani jater, operace hluboké Zilni trombozy
nebo kieCovych zil méné nez tfi mésice pied zacatkem studie, Gi€ast v jiné studii, kterd by mohla

ovlivnit vysledek této studie.

3.23. Demografie ucastnikiu studie

Devét pacientil bylo piijato do této studie, jejiz trvani bylo stanoveno na Sest tydnti. Sedm
pacientil studii dokoncilo. Jeden pacient se zhojil dfive a jeden pacient nedokoncil studii kvili
divodiim nesouvisejicim s touto studii. Tti pacienti trpéli diabetem druhého typu. P&t pacientil
byly Zeny (72,2 + 7,6 let), ¢tyfi byli muzi (74,5 £ 11,2 let). Viedy byly zpasobeny zilni (n = 5),
nebo smiSenou s pievazujici zilni (n=4) nedostate¢nosti. Pacienti byli hospitalizovani na

dermatologickych klinikach FNKV a FN HK.

3.24. Protokol studie

Po debridementu byla rana kazdého pacienta pomysIné rozdélena na dvé ¢asti, které byly
randomizovany pro lécbu. Rany byly lé¢eny krytem OCT-HA (Sorelex, Contipro a.s, Dolni
Dobroué, Ceskéa republika) a Ag-CMC (Aquacel Ag+, Convatec, Berkshire, Velka Britanie).
Oba kryty byly kryty sekundédrnim obvazem — sterilni gazou, ktery byl ménén kazdy den. Bylo
ovéteno, Ze se primarni kryty nemohou v ramci rany pohybovat mimo urcenou oblast, a tak
potencidlné ovlivnit hojeni ran mimo zamySlenou oblast rany. Posunuti krytu bylo méné
pravdépodobné také proto, ze byli pacienti hospitalizovani béhem celé 1écby. Procentualni
pokryv rany povlakem byl uréen 0., 2., 4. a 6. tyden 1écby. Pomoci bioptického pribojniku (4
mm, Kai Medical, Seki, Japonsko) byly odebirany vzorky rany po lokalnim umrtveni (1,8 mL
roztoku Marcaine 5 minut pfed odbérem) v 0., 2. a 6. tydnu. Biopsie byly odebirany co nejdale
od casti lécené druhym krytem, aby bylo pfedchazeno vzajemnému ovlivnéni pozorovanych
veli¢in. Stiibrna autometalografie vzorkti z OCT-HA ¢asti ran potvrdila, Ze stiibro z Ag-CMC
krytu neprosaklo do ¢asti 1é¢enych OCT-HA. Biopsie byly odebirany minimélné 3 cm od mista

pfedchozi biopsie, aby byl minimalizovan mozny efekt zplisobeny hojenim blizkého odbérového
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mista. Odbér biopsii z rany neovlivnilo celkové hojeni (Panuncialman et al. 2010). Pfesto byla

mista po odbéru biopsii sledovéna, jestli v nich nedochazelo ke komplikacim hojeni.

3.25. Zpracovani histologickych vzorki

Vzorky byly fixovany ve 4% formaldehydu a nasledné odvodnény vzristajici
alkoholovou fadou a xylenem (Penta, Praha, Ceska Republika) a zality do parafinu pomoci
tkanového procesoru Leica TP1020 (Leica, Wetzlar, Némecko). Nasledné byly vzorky ochlazeny
pomoci EG1150H (Leica) parafinovaci stanice a ze vzorkl byly nakrajeny fezy o tloustce 5 um
na rotaénim mikrotomu RM 2250 (Leica). Rezy byly rehydratovany pomoci xylenu a snizujici se
alkoholové fady a deionizované vody v automatickém robotu (Aqual 29; Aqual, Brno, Ceska
republika), po ¢emz nasledovalo barveni.

Hydratované vzorky byly barveny hematoxylinem a eozinem (oboji Merck, Kenilworth,
NJ, USA) podle navodu vyrobce, dehydratovany a zamontovany do bezvodého montovaciho
média Pertex (Histolab, Véastra Frolunda, évédsko).

Pro barveni Massonovym trichromem byly vzorky hydratovany Weigertovym
hematoxylinem (50 min; Bamed, Ceské Budg&ovice, Ceska republika) a diferenciovany.
Diferenciované vzorky byly poté ponoieny do roztoku Ponceau (1% xylidin Ponceau, 1%
fosfowolframova kyselina [oboji Bamed] a 1% ledovou kyselinou octovou [Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA]) s kyselym fuchsinem (1% kysely fuchsin [Bamed] a 1% ledova kyselina octova)
po dobu 5 min, oplachnuty v demineralizované vodé€ a obarveny 1% kyseliny fosfowolframové
(5 min). Vzorky byly ponotfeny do roztoku anilinové modfi (2,5% anilinové modfi [Bamed] a
2,5% ledové kyseliny octové). Nasledna diferenciace byla provedena pomoci 1% octové
kyseliny. Vzorky byly montovany do vodného média ImmunoHistoMount (Sigma-Aldrich).

Rehydratované vzorky byly barveny pomoci Van Giesonova pikrofuchsinu (kat. ¢.
C0602; DiaPath, Martinengo, Italie) podle navodu vyrobce. Vzorky byly dehydratovany a
montovany do bezvodého média DPX (Sigma-Aldrich).

Rehydratované vzorky byly barveny pomoci naftol AS-D chloroacetat esterazové
soupravy (kat. ¢. 91C-1KT; Sigma-Aldrich) podle navodu vyrobce. Vzorky byly zamontovany
do montovaciho média ImmunoHistoMount (Sigma-Aldrich).

Stiibrnd autometalografie byla provedena podle Danschera a kol. (Danscher et al. 1994b)
Zavodnéné vzorky byly ponotfeny do 0,5% Zelatiny (Sigma-Aldrich) a ususeny pii 20°C po dobu
20 min. Skla byla poté ptfevrstvena vyvijecim Cinidlem (30% guma guar, 2,55% kyselina
citronova, 2,35% citrat sodny, 0,85% hydrochinon a 0,11% laktatu stfibrného [vSe ze Sigma-
Aldrich]) v temnu pii1 20°C po 90 min. Vzorky byly oplachovany teplou vodou z vodovodu a po
20 min byly ponofeny do 0,9% thiosiranu sodného (Sigma-Aldrich) a 0,1% ferokyanatanu
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sodného (Merck) na 19 s, oplachnuty demineralizovanou vodou, odvodnény a montovany do

roztoku Pertex.

3.26. Histologické hodnoceni

Nasledujici parametry byly hodnoceny histopatologem, jemuz nebylo znamo, které
vzorky patii ke které 1é€bé pomoci mikroskopu Olympus BX51 (Olympus, Tokyo, Japonsko).

Histopatologické skoére bylo uréeno 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 rozdélit podle skore do tfech kategorii jako horsi (6-11), stfedni (12—15), nebo dobry
(16-20).

Tabulka 1. Histopatologické skore podle Sultany a kol. (Sultana et al. 2009). Tyto parametry
byly pouzity k hodnoceni biopsii ran sedmi pacient, ktefi dokoncili studii, histologem
neobeznamenym s piifazenim vzorkd k experimentalnim skupinam.

Parametr Semikvantitativni skore
1 - Mnozstvi granulacni tkané 1 — vysoké, 2 — stfedni, 3 — ojedinéle, 4 - nepfitomno
2 - Zanétlivy infiltrat 1 — vysoké, 2 — stfedni, 3 — malé mnozstvi bun¢k

3 - Orientace kolagennich vladken 1 — vertikalni, 2 — smiSena, 3 - horizontalni

4 - Vzor kolagennich vlaken 1 — retikularni, 2 — smiSeny, 3 - snopcovity
5 - Mnozstvi ¢asného kolagenu 1 — zna¢né, 2 — stfedni, 3 — minimalni, 4 - nepfitomny
6 - Mnozstvi pozdniho kolagenu 1 — znaéné, 2 — stfedni, 3 — minimalni

Mira povlaku rany byla hodnocena v fezech barvenych hematoxylin-eozinem na
semikvantitativni Skéle jako 1 — vysoka, 2 — stfedni, 3 — nizkd, 4 — fokdlni, 5 — nepfitomna.
Stupné 1-3 predstavovaly povlak, ktery pokryval celou spodinu rany v hodnoceném vzorku.

Primérny pocet naftol AS-D chloracetdt esterdza pozitivnich bun€k v jednom
mikroskopickém poli byl uren ze snimkii ziskanych kamerou Olympus DP73 a programem
urenym pro obrazovou analyzu ImagePro 5.1. Bunky byly oznafeny a spocitany ru¢né v Sesti
nahodné vybranych polich na vzorek pti 400ndsobném zvétSeni. Sledovana byly oblast noveé

vznikajici pojivové tkdné v tésné blizkosti spodiny rany.
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Procentualni mnozstvi kolagenovych vlaken v mikroskopickém poli fezii barvenych Van
Giesonovym pikrofuchsinem bylo hodnoceno pomoci pocitacové obrazové analyzy. Pozitivita
byla detekovana v kanalech Cervené, zelené a modré barvy v rozsahu: ¢ervena 180-218, zelena
62—128 a modra 121185 a vyjadiena v procentech. Sest mikroskopickych poli bylo ndhodng
vybrano z oblasti nové vznikajici pojivové tkané blizko spodiny rany.

Distribuce stfibrnych iontti byla hodnocena v celém rozsahu biopsie ve vzorcich
barvenych stfibrnou autometalografii.

Statistickd vyznamnost rozdild histologickych parametrti byla ur¢ena Wilcoxonovym
parovym testem (IBM SPSS Statistics 24, IBM Corporation, Armonk, NY, USA). Test byl
proveden pro parametry vzorkit Ag-CMC a OCT-HA v odpovidajicich ¢asech odbéru. Rozdily

byly povazovany za vyznamné piti hladin¢ p < 0,05.

3.27. Fluorescenéni mikroskopie

Histologické tezy na sklech Superfrost PlusTM (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) byly deparafinovany a inkubovany pies noc v roztoku primérni protilatky ptes noc
(1:100, CD68 (KP1), MAS5-13324, Thermo Fisher Scientific) a nésledné inkubaci po 90 min
v roztoku sekundarni protilatky s konjugovanym fluoroforem Alexa Fluor 555 (ab150114,
Abcam, Cambridge, Velka Britanie; fedéni 1:10 000) a montovany roztokem ProLong Diamond
Antifade Mountant obsahujici DAPI (ThermoFisher Scientific). Rezy byly snimany pomoci
konfokalniho mikroskopu Leica TCS SP8 X s objektivem Leica HC PL APO CS2 (20%, 0,75
NA, vodni) pii excitaci 405 nm pro DAPI a 550 nm bilého laseru pro excitaci Alexa 555.
Snimky byly ziskany sloZenim nékolika obrazli nasnimanych v roviné z po 1,8 pm krocich
v kvantitativnim modu. Ve fluorescen¢nich kandlech byla provedena maximalni projekce
intenzity. Kvantifikace fluorescence ve vSech obrazech byla provedena pomoci programu FiJi
(Schindelin et al. 2012). Intenzita fluorescence byla sledovana ve tfech aZ péti polich pii spodiné
rany. Vysledky byly vyjadieny jako pocet pixelt nad prahem intenzity (30 ve vSech snimcich).
Tento prah intenzity byl urcen na vzorku inkubovaného pouze v sekundarni protilatce. Statisticka
vyznamnost rozdili mezi Ag-CMC a OCT-HA vdanych casech byla urena pomoci

Wilcoxonova parového testu v programu R (R Development Core Team 2018a).

3.28. Genova exprese

Izolace RNA, cDNA syntéza a qPCR analyza genové exprese byla provedena diive
popsanym zpusobem (Klein et al. 2018b). TagMan Real-Time PCR sondy (ThermoFisher
Scientific) pouzité pro qPCR byly: IL1B - Hs01555410 m1; TNF - Hs01113634 ¢g1; CD3E -
Hs01062241 m1, CD4 - Hs01058407 m1; CD8A - Hs00233520 m1; CD14 - Hs02621496 sl;
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MTIG - Hs01584215 gl1; MT1H - Hs00823168 gl1; GADD45G - Hs00198672 m1; RPL13A -
Hs04194366 gl. Hodnoty prahového cyklu sledovanych gent byly normalizovany ke genu
RPL13A a tyto normalizované hodnoty byly vztazeny k priméru biopsii dané¢ho pacienta pied

2-AACt

zahdjenim 1écby pomoci metody (Livak a Schmittgen 2001b). Statisticka vyznamnost

rozdili byla uréena Wilcoxonovym parovym testem v programu R.

3.29. Zdroje proteinaz

Izolaty zlidskych chronickych ran bakterii druhtt  Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Serratia marcescens a Serratia liquefaciens byly pouzity jako zdroje
proteindz (Kucera et al. 2014). Bakterie byly inokulovany do Boltonova média (Merck Life
Science, Némecko) s 2% Zzelatinou (Thermo Fisher Scientific, USA) a kultivovany pies 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 izolovéany z periferni krve na Ficoll-Paque gradientu (Merck Life
Science, Némecko) podle protokolu vyrobce a nésledné lyzovany dvéma cykly zmrazeni a
rozmrazeni. Lyzat byl centrifugovan (2000 g, 10 min) a byl pouzit supernatant.

Primarni keratinocyty a fibroblasty byly izolovany zkaze odebrané po plastické
operaci o¢nich viéek (Galen, Usti nad Orlici, Ceska republika). Fibroblasty a keratinocyty byly
kultivovany za podminek popsanych v sekci 3.12. v Sestijamkovém kultivaénim panelu. Indukce
tvorby MMP buiikami byla provedena ozafenim UV-B 60 mJ/cm? pomoci UV lampy (Oriel
Instruments, Newport, NY, USA). Kondicionované bezsérové médium bylo odebrano po 24 h od
ozafeni. Trypsin pouzity ve fluorogenni metodé byl zfedén ze zdsobniho roztoku (Trypsin-
EDTA Solution 10x, Merck Life Science, Némecko). Lidska rekombinantni MMP-2
exprimovana v Escherichia coli byla zakoupena (Merck Life Science, Némecko).

Kultivaéni média, ptipadné lyzaty, eukaryotickych bun€k a bakterii byly testovany na
pritomnost zelatinolytické aktivity pomoci Zelatinové zymografie. Vzorky obsahujici proteindzy
z fibroblastli, keratinocytli a neutrofild byly smichany v takovém poméru, Ze Zelatinolyticka
aktivita jednotlivych slozek byla obdobna. Stejné to bylo provedeno pro bakteridlni proteinazy.
Celkova zelatinolyticka aktivita smési proteindz odpovidala aktivité 15 pg lidské rekombinantni

proteinazy MMP-2.

3.30. Testované antimikrobialni latky
Zasobni roztok povidon jodu (PVP-I, Betadine, EGIS Pharmaceuticals PLC, Mad’arsko)
obsahoval 100 mg/ml PVP-1, z n¢jZ bylo 10 mg/ml aktivniho jodu. Laktat stfibrny (Merck Life

Science, Némecko) byl pied pouzitim rozpustén v demineralizované vodé€ na koncentraci 70
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mg/ml a chranén pied svétlem a kontaktem s kovy. Chlorhexidin diglukonat byl fedén pfimo do
pufru ze zasobniho roztoku (20% vodny roztok, Merck Life Science, Némecko). Oktenidin

hydrochlorid (Dishman Pharma & Chem.Ltd, Indie) byl rozpustén na 3% roztok v 96% ethanolu.

3.31. Zelatinova zymografie

Byla provedena standardni SDS-PAGE v gelu obsahujicim 10% akrylamid a 0,2%
zelatinu (Toth et al. 2012). Vymyvaci krok v 2,5% Tritonu X-100 (Merck Life Science,
Némecko) byl prodlouzen na 45 min, béhem kterych byly provedeny tii vymény roztoku.
Inkubace ve vyvijecim pufru (50 mM HEPES s 5mM dusi¢nanem vapenatym, pH 7,8) trvala 17
hod pii 37 °C. Nepouzili jsme obvykly Tris-HCI vyvijeci pufr, protoze chloridové ionty srazi
chlorhexidin 1 stfibro. Prokaryoticka i eukaryoticka smé€s proteindz byla nanesena dvakrat na
kazdy 1 mm gel a podrobena elektroforéze pii 120 V po 90 min (Mini-Protean Tetra Cell, Bio-
Rad, CA, USA). Gely byly rozfiznuty na poloviny a umistény do oddélenych Petriho misek.
Naésledovala inkubace v roztocich obsahujicich antimikrobidlni latky nebo kontrolni vyvijeci
roztok.

PVP-I byl fedén ptimo ze zésobniho roztoku pro dosazeni koncentraci 10, 2 a 0,4 mg/ml.
Laktat stiibrny byl testovan v koncentracni fad¢ 7, 1,4 a 0,28 mg/ml. Chlorhexidin diglukonat
byl pouzit v koncentracich 0,5 a 0,1 mg/ml. Koncentrace oktenidinu hydrochloridu ve vyvijecim
roztoku byla 100, 20, nebo 4 pg/ml. Kazda koncentrace byla testovdna ve Ctyfech nezavislych
replikatech.

Gely po vyvijecim kroku byly barveny roztokem Coomassie Brilliant Blue a
vyfotografovany. Intenzita zymografickych pruhli byla sledovana pomoci denzitometrie
v software Fiji (Anon. nedatovano). Vypoctené denzity pruhil pro kazdé ovlivnéni (n = 4) byly
vztazeny k neovlivnénym kontroldm (n = 4). Normalita rozdéleni byla testovdna Shapiro-
Wilkovym testem v programu R (R Development Core Team 2018b). Tam, kde nebyla normalita
zamitnuta, byla vyznamnost zmény v aktivité proteinaz testovana Studentovym jednovybérovym

t-testem (Excel, Microsoft Office).

3.32. Fluorogenni zymografie

DQ Zelatina (ThermoFisher Scientific, USA) byla rozpusténa na koncentraci 1 mg/ml
v demineralizované vodé¢, odsolena ultracentrifugaci pies kolonku (3 500 kDa MWCO, Amicon,
Thermofisher Scientific, Nemécko), protoze soli pfitomné v roztoku DQ Zelatiny precipituji
stfibro. Ptefiltrovany roztok byl uloZen pii 4 °C. Koncentrace DQ Zelatiny byla stald ve vSech
meéfenich (40 pg/reakce). Aby nedochazelo k precipitaci testovanych antimikrobialnich latek, tak

byly pouzivany optimalizované pufry. Chlorhexidin byl rozpustén v pufru (50 mM HEPES,
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10 mM Ca(NOs3)2, 1 uM ZnSO4, pH 6,9) ve dvojkové fedici fad¢ pocinajici 1 % finalni
koncentrace latky v reakci. Laktat stifibrny byl rozpustén v pufru (50 mM HEPES, 10 mM
Ca(NOs3)2, 1 uM ZnSOs, pH 6,0) ve dvojkové fedici fadé o nejvyssi koncentraci 10 mg/ml.
Oktenidin hydrochlorid byl rozpustén v pufru (50 mM HEPES, 1 uM ZnSOs,

pH 6,9) v dvojkové tedici fad€ pocinajici 30 pg/ml. Jod zhasi fluorescenci DQ Zelatiny, a
proto nebyl ve fluorogenni zymografii pouzit. VSechny roztoky proteinaz (¢isté nebo ve smési)
byly také odsoleny ultracentrifugaci (3 500 kDa MWCO). Byla zachovéana koncentrace substratu
DQ Zelatiny napfi¢ reakcemi. Proto byly uzplsobeny koncentrace proteindz na konstantni
aktivitu, aby nedochazelo k limitace reakce piili§ nizkou koncentraci substratu.

Celkova koncentrace proteinu ve vSech reakcich byla upravena na 0,3 mg/ml pfidavkem
BSA. Kazda reakce obsahovala 40 uL. antimikrobidlni latky o piislusné koncentraci a pufru, 10
ul roztoku proteinaz a 50 pul DQ Zelatiny rozpusténé v prislusném pufru. Proteinazova aktivita
byla méfena priabézné po dobu 150 min (Ex 485 nm, Em 520 nm, EnSight, Perkin-Elmer,
Waltham, MA, USA). Narast fluorescence mezi 10. a 30. minutou byl linedrni; proteinazy
nebyly limitovany substratem. Zméfili jsme sedm koncentraci kazdé antimikrobidlni latky a
rekce bez antimikrobidlni latky. Méfeni byla pro kazdé opakovani provedena dva az tiikrat.
Rozdily ve fluorescenci byly vyjadfeny jako procenta aktivity neovlivnéné kontroly. Tyto
hodnoty byly prolozeny Etyfparametrovou log-linearni kiivkou v programu R pomoci funkci
z drc balicku (Ritz et al. 2015). V tomto prostfedi byla také vypoctena IC50 a 95% interval

spolehlivosti.

3.33. Ex vivo praseci kiize

Prasec¢i kiize byla pfipravena podobné jak je popsano v sekci 3.6. Dermis byla bud
inkubovana s antiseptiky pifimo ve zkumavce, nebo nepiimo ve Franzovych difuznich celach po
dobu 24 hod. Komeréné dostupny inhibitor proteindz (Pierce Protease Inhibitor Mini Tablets,
ThermoFisher Scientific, USA) byl také pouzit jako mozné pozitivni kontrola. Dermis byla po
inkubaci dikladné omyta v PBS a homogenizovana v pfistroji TissueLyser II (Qiagen,
Némecko) pomoci kulicek (20 min, 30 Hz). Homogenat byl centrifugovan (10 min, 10 000 g) a
koncentrace celkového proteinu byla stanovena kolorimetricky (Pierce BCA Protein Assay Kit,
ThermoFisher Scientific, USA). Vzorky zfedéné na stejnou koncentraci proteinti byly podrobeny

zelatinové zymografii.

3.34. Zymografie in situ
Vzorky prasec¢i klize inkubované s antiseptiky ve Franzovych celach s antimikrobidlnimi

latkami nebo proteindzovymi inhibitory byly oplachnuty v PBS, fixovany v zinkovém pufru a
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zpracovany podle postupu popsanému v jiném c¢lanku (Hadler-Olsen et al. 2010). Kryofezy byly
inkubovany s DQ Zelatinou jakozto fluorescen¢nim substratem po 1 h pii 37 °C nebo pfii -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. Primérnd intenzita fluorescence pro kazdou experimentalni skupinu (n
= 4) byla porovnana s kontrolou ovlivnénou PBS (n = 4). Normalita distribuce hodnot byla
ovéfena Shapiro-Wilkovym testem v programu R (R Development Core Team 2018b). Tam, kde
nebyla normalita zamitnuta, statistickd vyznamnost zmény ve fluorescenci byla urcena
Studentovym jednovybérovym t testem (Excel, Microsoft Office), kde nulovd hypotéza

ptedpokladala, Ze pramér fluorescence ve vzorku byl roven 100 % (hodnota kontroly).

3.35. Statistické zpracovani dat
Pokud neni uvedeno jinak, byl pouzit Studenttiv dvouvybérovy t test pro urceni statistické

vyznamnosti zmény mezi ovlivnénymi vzorky a kontrolami.
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4. VYSLEDKY

4.1. Charakterizace sledovanych bandazi

Kryty ran vybrané pro experimenty v této studii se liSily v konstrukci a chemickém

slozeni své aktivni vrstvy. Aquacel Ag Hydrofiber (Aq), Acticoat (Ac) a Silvercel Hydroalginate

(Sc) jsou castecné nebo upln€ tvofeny netkanou textilii, kterd v rané slouzi jako absorbent

exsudatu. lalugen Plus (Ia) je bandaz v podobé bavinéné sitky s nanesenym krémem se

sulfadiazinem stiibrnym (Tabulka 2).

Tabulka 2. Pfehled testovanych bandazi.

Obchodni jméno  SloZeni Forma Ag a jeho vyrobcem
(vyrobce) uvadény obsah Ag (mg/cm?)
Acticoat™ Sava vrstva z viskézy a polyesteru v Nanokrystalické stiibro, Ag’
(Smith&Nephew,  sendvici tvortici prostfedni vrstvu mezi oo
Velka Britanie) dvéma vnéjsimi polyethylenovymi sitkami MnoZstvi neuvedeno
pokrytymi nanokrystalickym stiibrem
Aquacel® Ag Netkana textilie slozend z karboxymethyl  Iontové stiibro (AgCl)
Hydrofiber® celuldzy a iontového stiibra . . o
(Convatec, Velka 1,2% Ag” (0,12 mg Ag’/em’)
Britanie)
Ialugen Plus® Kryt impregnovany krémem s Sulfadiazin sttibrny (SSD)
(IBI, Ceska hyaluronanem sodnym, sulfadiazinem 5
republika) stiibrnym, makrogolem 4000, 85% 0,4 mg SSD /em” (0,12 mg
Ag'/cm?)
glycerolem a vodou
Silvercel® Hydro-  Netkana textilie z alginatu guluronové Iontové stiibro
Alginate kyseliny, CMC a vlaken pokrytych

(Systagenix, Velka

Britanie)

stiibrem

MnozZstvi neuvedeno

Kryty se liSily ve formé& stiibra, které obsahuji. lontové stfibro bylo rozprostfeno

rovnomeérnéji u krytu Sc nez u krytu Aq (Obrazek 3). Ac obsahoval tésn€ uspotadané stiibrné

nanocastice (pramérné 10 nm velké). Krém sulfadiazinu stiibrného (SSD) v Ia byl rovnomérné

rozprostfen pres bavlnénou sit’ku této bandaze.
p p
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Obrazek 3. (A) Makroskopicky pohled a SEM snimkovani testovanych bandazi a (B) analyza
distribuce uhliku a stfibra pomoci EDX. (A) Levy sloupec ukazuje makroskopické snimky
pofizené pomoci stereomikroskopu (Leica), méfitko 1 mm. Zbytek obrazki byl vyfocen pomoci
elektronového mikroskopu, pfi€emz zvétSeni nartistalo od obrazkd v levém sloupci smérem
k pravému sloupci. (B) EDX analyza bandaZi — cernobilé obrazky v pozadi ukazuji bandaz pfi
mensSim zvétSeni, ze kterého byla vybrana pole, v nichz bylo provedeno snimkovani uhliku (C;
cerveng) a stiibra (Ag; zelen€). Pravy obrazek v erném ramecku ukazuje EDX méteni uhliku a
sttibra v Ac.
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4.2. Mnozstvi stfibra uvolnéného z bandazi do kultivaéniho média

Jen néekteii vyrobcei uvedli mnozstvi stiibra v bandazich. Toto bylo zvetejnéno jen pro Aq
a Ia, které obsahovaly shodné 0,12 mg Ag na 1 cm? krytu. Proto jsme uréili mnozstvi stibra v
Ac a Sc pomoci ICP-OES (Tabulka 2). Také jsme zméfili mnoZzstvi stiibra extrahovaného do
fyziologického roztoku nebo kultivaéniho media s FBS. Bandéaze se liSily mnozstvim stiibra,
které obsahuji, nicméné tyto rozdily neodpovidaly mnozstvi eluovaného stiibra (Tabulka 3).
Zatimco mnozstvi stiibra extrahované¢ho do fyziologického roztoku bylo velmi malé a velmi
podobné mezi bandazemi, vice stiibra se uvolnilo do kultivacniho media s FBS.

Tabulka 3. Kvantifikace mnozstvi stiibra v bandazich po extrakci do fyziologického roztoku
nebo kultivaéniho média s FBS. Méfeno pomoci ICP-OES.

Kryt Obsah stiibra v krytu  Obsah stiibra v extraktu = Obsah stFibra v extraktu
(ug/cm?) do fyz. roztoku (pg/mL) do média (pg/mL)

Aq 120% 0,41 +0,32 18,1 +5,6

Ac 919,1 £ 1414 0,28 £0,10 21,8+4,4

Sc 863,8 + 26,8 0,43 £0,21 3,504

Ia 120* 0,45+0,19 459 +23,0

*uvedeno vyrobcem

4.3. Antimikrobialni u¢innost studovanych bandazi

Antimikrobidlni U€inek kryt proti béZznym patogenlim ran — Pseudomonas aeruginosa a
Staphylococcus aureus — byl testovan nejprve difizni metodou na agaru. Okolo vSech krytd se
stiibrem se vytvofily zony inhibice bakterialniho ristu (Obrazek 4). la vytvofil nejvétsi inhibi¢ni
zénu. Zadné vétsi rozdily mezi efektivitou viiéi Grampozitivnimu S. aureus a Gramnegativni P.
aeruginosa jsme nepozorovali.

BandéaZe byly extrahovany do média s FBS. Minimalni inhibi¢ni koncentrace daného
extraktu byla ta, jeZ dokéazala zabranit viditelnému riistu bakterii. V Tabulka 4 je ukazano, ze
antimikrobidlni efekty extraktli kryth odpovidaji do jisté miry mnoZstvi stiibra, které se do média
extrahovalo. Vyjimkou je Aq. Extrakt Sc byl antimikrobidlné stejné U¢inny jako Aq, ale Aq
extrakt obsahoval pétkrat vice stfibra. Sc byl ale méné cytotoxicky neZ Aq. Vyluhy z la a Ac
inhibovaly rast bakterie S. aureus a byly dvakrat u¢inn¢jsi nez Sc nebo Aq proti P. aeruginosa.

Ia obsahujici dvakrat vétsi mnozstvi stiibra nez Ac byl stejné¢ antimikrobidlné G¢inny jako Ac.
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Obrazek 4. Modifikovany diskovy difuzni test krytt se stiibrem proti (A) S. aureus a (B) P.
aeruginosa, v némz bylo pouzito po 1 cm? (v suchém stavu) kusech krytii zvlhéenych riistovym
médiem s 10% FBS. Misky byly inkubovany 24 h. Obrazky reprezentuji vysledek tiech
nezavislych opakovani.

Tabulka 4. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) stiibra vyluhovaného z kryti. Kryty byly
inkubovany tfi dny v DMEM médiu s 10% FBS. MIC byla stanovena dilu¢nim testem. Tabulka
ukazuje fedéni extraktu, které bylo G€inné v prevenci ristu bakterii. V zavorkéach jsou uvedena
mnozstvi stiibra odpovidajici MIC urc¢ena dle ICP-OES.

MIC tedéni eluatu (odpovidajici koncentrace 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+0,4) 1% (3,5 + 0,4)

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

4.4. Prima tvorba reaktivnich kyslikovych intermediatu

Jednim z uvadénych mechanismi ptisobeni produkti se stiibrem je produkce reaktivnich
kyslikovych intermediati (ROS). Proto jsme testovali schopnost vybranych krytd pifimo
produkovat ROS (v bezbunécnych podminkach) pomoci pfemény tetrametylbenzidinu (TMB) v
barevny produkt. TMB je oxidovano za katalyzy kienovou peroxiddzou (HRP) na barevny
produkt hydroxylovymi radikaly produkovanymi HRP z H>O». Tato reakce tedy mize detekovat
bud’ hydroxylové radikdly nebo peroxid vodiku generované banddzi v médiu. Za téchto

podminek byly vytvofeny ROS jen bandazi Ac (Obrazek 5). Kryt Ac byl opakované inkubovan v
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cerstvém roztoku (vzdy 15 min), aby bylo uréeno, kdy se vycerpa tvorba ROS. Mnozstvi ROS se
snizovalo postupné s kazdym pienesenim do Cerstvého roztoku a v sedmém roztoku (105 min

celkové inkubace) nebyla skoro detekovéana oxidac¢ni aktivita (Obrazek 5).

A B
3.5 4
, TEAC - 1x 15 min
A e
9 ™ 2x 15 min
£ i . 3x 15 mi
*G: 2 | Sc X min
3
E -.-" 4x 15 min
S 157
s 5x 15 min
o 4.
6x 15 min
7x 15 min
T T T
0 2.5 5 7.5 10 12.5 15 0 1 2 3
Cas [min] Optickd hustota

Obrazek 5. Tvorba kyslikovych radikali a peroxidu vodiku indukovana bandazemi. (A)
Srovnani schopnosti Ac, Aq, Sc a la tvorfit kyslikové radikaly, jez byly detekovany pomoci
oxidace TMB. (B) Tvorba kyslikovych radikdli indukovand Ac a detekovana systémem
TMB/HRP. Ac bandaz byla inkubovana 15 min v roztoku a pak ptenesena do nového roztoku.
Extrakce toho samého vzorku bandaze byla provedena celkem sedmkrat.

4.5. Srovnani cytotoxicity ruznych stribrnych kryti in vitro

4.5.1. MTT test

Dale jsme ur€ili cytotoxicitu stiibra z krytd v0¢i primarnim lidskym dermalnim
fibroblastim (NHDF) a lidské linii keratinocytli HaCaT. Nejprve byla stanovena cytotoxicita
sttibra eluovaného do média s FBS pomoci MTT testu, Obrazek 6. VSechny testované extrakty
kryth byly statisticky vyznamné (p < 0,05) toxické vuci HaCaT keratinocytim v potadi 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: Ia> Ac > Aq > Sc.
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Obrazek 6. Cytotoxicita a kontaktni inhibice vyvolana stfibrnymi kryty. Zména viability HaCaT
keratinocytll (A) nebo NHDF fibroblasti (B) po 24, 48 a 72 hodinach ovlivnéni bun¢k vyluhy
bandazi pomoci MTT testu. Vyluhy byly pouzivané netfedéné (1x) az 10x fedéné. Sloupce
ukazuji praméry ze tfech nezavislych opakovani + SD. **p < 0,01, *p < 0,05. (C) Kontaktni
inhibice bunék linie HaCaT po Sestihodinové inkubaci s 1 cm? bandaZe. Bild mista jsou v mist&
mrtvych bunék. Obrazky ilustruji vysledek ze tfech nezavislych opakovani.

4.5.2. Test inhibice riistu po pfimém kontaktu bunék

U HaCaT keratinocytl se projevil toxicky efekt bandazi i po pfimém kontaktu krytu s
bunikami (Obrazek 6C). Bilé zony jsou v misté, kde byly mrtvé buiiky odmyty. Tato mista byla
znakem celkového sniZeni viability bunék. Test kontaktni inhibice byl proveden také pro NHDF
fibroblasty. Nicméné tyto buiiky se barvily velmi slabé i u neovlivnénych kontrol. Proto nejsou

prezentovany vysledky tohoto testu.

4.5.3. Hemolyza vyvolana stfibrnymi bandazemi

V plné periferni krvi byla sledovana hemolyza, kterou by mohly zpisobit sledované kryty
se stfibrem. Detergent Triton X-100 slouZzil jako pozitivni kontrola. Vyznamny narist
absorbance odpovidajici uvolnénému hemoglobinu byl zaznamenan pro vSechny kryty (Obrazek

7C). Ptiblizn¢ polovina Cervenych krvinek byla hemolyzovand po 16 h inkubace s kryty.
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Nejvétsi hemolyzu vyvolal Ia, zatimco Sc indukoval nejmensi hemolyzu. Ve vzorcich byla
kromé& hemolyzy také pozorovana zvySena aktivita LDH (Obrazek 7B). To znaci poSkozeni
krevnich bun¢k sledovanymi kryty. Obdobné jako u hemolyzy, vSechny kryty zplsobily

vyznamny (p < 0,05) narist hladiny LDH. Sc zptisobil nejméné poskozeni.

4.5.4. Cytotoxicita stiibra a aktivace imunitnich bun¢k

O krytech se stiibrem se uvadi, ze inhibuji leukocytarni (neutrofilovou) aktivaci a
reaktivitu. Toto je povazovano za prinosné, protoze mize dochazet ke snizovani nadmérného
zangtu chronickych ran. Aktivaci neutrofild, jinak téz produkci ROS nebo oxidativni vzplanuti
neutrofili, jsme detekovali v lidské periferni krvi. VSechny testované vyluhy kryt inhibovaly
indukované oxidacni vzplanuti neutrofilii a také nezpusobily spontdnni oxidativni vzplanuti u
neaktivovanych bunék (Obrazek 8). Inhibice aktivovanych neutrofili muze byt zpisobena
nespecifickou toxicitou testovanych latek. Proto byla sledovana aktivita LDH u izolovanych
neutrofild inkubovanymi s extrakty bandazi. Obrazek 7 ukazuje zvySenou hladinu LDH ve vSech
ovlivnénych vzorcich.

Nicméné, jiné leukocyty jsou v chronickych randch zastoupen hojnéji nez neutrofily
(Rosner et al. 1995; Loots et al. 1998); monocyty a makrofdgy jsou nejvice zastoupenymi
leukocyty v chronickych ranach. Monocyty jsou aktivovany cizorodym materidlem. Proto jsme
sledovali odpovéd monocytii inkubovanych s testovanymi stiibrnymi kryty v monocyty
aktivujicim testu (MAT). Standardné se méii produkce prozanétlivého IL-6 u monocytli bez
predchozi aktivace nebo po predchozi aktivaci bakteridlnim LPS. Obrazek 9 ukazuje hladiny IL-
6 u neaktivovanych a LPS aktivovanych monocytti plné¢ krve po 16 h inkubaci se stfibrnymi
bandadzemi. I ve vzorcich bez LPS byl zaznamenan statisticky vyznamny (p < 0,05) narist
hladiny IL-6 u Ac, Aq a Sc. U LPS aktivovanych monocytli IL-6 hladina vzrostla statisticky
vyznamné (p < 0,05) pro Ac, Ia a Sc. Po pridavku LPS doslo k nardstu IL-6 u vSech krytt. Tento
narust byl statisticky vyznamny jen pro Aq a Ia.
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Obrazek 7. Uvolnéni LDH z bun¢k a hemolyza vyvolana inkubaci bun¢k se stfibrnymi kryty.
(A) Aktivita LDH byla zméfena ve vzorcich izolovanych neutrofil po péti a 24 h inkubaci
s kryty. (B) Hladina LDH v plné krvi po 16 h inkubaci s banddzemi. Vyska sloupcti odpovida
praméru ze tii nezavislych opakovani = SD. *p < 0,05, **p < 0,01 daného vzorku vuci
neovlivnéné kontrole. (C) Hemolyza v plné krvi jako nariist v absorbanci hemoglobinu. Pozitivni
kontrola byl Triton X-100.
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Obrazek 8. Vliv stiibrnych kryti na aktivaci neutrofilii. (A) Samovolna aktivace bunék
sttibrnymi kryty bez ptedchozi stimulace nebo (B) piedchozi stimulace pomoci PMA ¢i (C) OZP
a nasledné ovlivnéni vyluhy z banddzi do 10% media s FBS. Hodnoty odpovidaji relativni
fluorescenci zvysené oxidativnim vzplanutim neutrofilii. Vysledky ukazuji pramér ze ctyiech
nezavislych opakovani + SD, *p < 0,05, **p <0,01.
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Obrazek 9. Monocyty aktivujici test krytl obsahujicich stfibro. Uvolnéni IL-6 z monocytt plné
krve po 16 h trvajici inkubaci s bandazemi. Bilé sloupce ukazuji vzorky bez pridaného LPS, Sedé
sloupce znazornuji hodnotu IL-6 u vzorkil s pfidanym LPS (0,25 IU/ml). Vyska sloupcii
odpovida priiméru + SD ze tfech nezavislych opakovani, *p < 0,05.

4.6. Oxidacni poskozeni bunék in vitro

sledovana bunécna oxidacni aktivita pomoci DCF-DA sondy u fibroblasti inkubovanych
s extrakty z band4zi. DCF barveni ukédzalo po 15 min inkubaci zvySeny oxidacni stres u
fibroblastli inkubovanych s Ac; Aq, Sc a la zvySily oxidativni stres méné& (Obrazek 10). Tyto

vysledky odpovidaji tomu, Ze Ac kryt generoval ROS samovolnég i bezbunééném systému.
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Obrazek 10. Vnitrobunéény oxidativni stres. Fibroblasty byly nejprve inkubovany s DCF-DA a
poté byly ovlivnény po dobu 15 min vyluhy z banddZzi nebo 5 mM H>0: jakoZto pozitivni
kontrolou. M¢titko 400 pm. Reprezentativni obrazky byly vybrany ze tfech nezavislych
experimentl. Graf ukazuje mnozstvi intracelularni DCF fluorescence ze tfech nezavislych
opakovani £+ SD. *p < 0,05.

4.7. DNA poskozeni vlivem stiibrnych kryti

4.7.1. In vitro

DNA poskozeni bylo sledovdno po 24 h inkubaci s vyluhy zbandazi. Poté byl
imunofluorescencné detekovan marker DNA poskozeni — YH2AX. Obrazek 11 ukazuje zvysSeny
signal YH2AX hlavné u fibroblast ovlivnénych kryty Ac, Aq a la. Vzhledem ke kontrole kryt Sc
nezvySoval hladinu YH2AX. Bylo také patrné, Ze jadra bun€k inkubovanych s Ac, Aq a Ila

vyluhy byla zvétSend v porovnani s Sc a kontrolou.

4.7.2. Ex vivo

Déle bylo sledovano, jestli sttibro pronika do dermis a mize zde vyvolat DNA poskozeni
a stresovou odpoveéd’. Kozni explantaty praseci kize se zachovalou epidermis (jeji odstranéni by
samo o sob&é mohlo vyvolat bunécny stres) byly kultivovany dermdlni stranou nahoru
s ptilozenou testovanou bandazi po 24 nebo 48 h. Poté byla cast klize zpracovéana na histologické
hodnoceni. Jak ukazuje detekce stfibra pomoci stfibrné autometalografie, stfibro bylo pfitomno
pfevazné v dermélnich castech explantatt, které byly v kontaktu sbanddzi (horni cést

histologickych snimkil), viz Obrazek 12. AvSak intenzita barveni stiibra se zna¢né liSila mezi
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jednotlivymi kryty. Nejvyssi mira stifibrného signalu byla patrnd u Ia, déale pak u Ac. Aq a Sc
vykazovaly podobnou hladinu, kterd byla vys$si nez u kontroly. Toto pofadi intenzity signalu
sttibra zhruba odpovidalo 1 mnoZzstvi stiibra detekovaného pomoci ICP-OES u kizi
inkubovanych s kryty ve Franzovych celach. Autometalografie mtize ale vice zvyraznit signal u
stiibrnych soli (napt. SSD v Ia) nez u stfibrnych nanocastic, protoze pii stejném mnozstvi stiibra
muze byt sttibrna stl rozprosttena rovnomernéji.

YH2AX, coz je marker DNA zlomu vobou fetézcich, bylo detekovano v fezech
imunofluorescenci (Obrazek 12B). Jak je vidét na snimcich explantatli inkubovanych se
stiibrnymi kryty, jaderny signal YH2AX vzrostl. Tento signdl DNA posSkozeni se zvysil i u
bunék, které nebyly v pfimém kontaktu s bandazemi, ale byly ,,ukryté* v mezibunécné hmot¢.
Mnozstvi YH2AX bylo zjisténo v jiné Casti kazdého vzorku kize stanovenim proteinti metodou
Western blot (Obrazek 12C-D). Vysledky z Western blotu odpovidaly mikroskopickému
pozorovani a ukazaly, 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.
ctrl AC AQ la Sc

Obrazek 11. Imunocytochemicka detekce DNA poskozeni NHDF bunék po ovlivnéni extrakty
ze stiibrnych bandazi. Marker poSkozeni DNA yH2AX (Cerveny kanal), DNA barvena DAPI
(modry kanal) a ptekryv obou kanalti. Méfitko odpovida 100 pum. Obrazky reprezentuji vysledky
ttech nezavislych opakovani.

A
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Obrazek 12. DNA poskozeni v praseci kiiZi ex vivo vlivem inkubace s bandaZemi obsahujicimi
sttibro. Kiize byla inkubovana se stfibrnymi bandaZzemi nebo gézou (kontrola) po 24 nebo 48 h.
(A) Prltez vzorky ukazujici pronikani stfibra detekovaného stfibrnou autometalografii. Kryty
byly umistény na dermdlni stranu kiZe (horni okraj snimki k0zi) a inkubovany 24 h.
Hnédocerné zabarveni ukazuje stiibro proniklé do klZe. Lokalné¢ zvySené barveni stfibra je
oznaceno (#). Méfitko odpovida 1 mm. (B) Prvni fada snimki ukazuje yYH2AX (Cerveng) barveni
v klizi ovlivnéné 24 h stiibrnymi kryty. Spodni fada ukazuje odpovidajici ¢asti klize bez primarni
protilatky. Na vSech snimcich jsou vidét jadra barvena DAPI (modra). Métitka odpovidaji 200
um. (C) Reprezentativni Western blot YH2AX a kalibraéniho proteinu B aktinu zkiize
inkubované se stfibrnymi kryty 24 nebo 48 h. Obrazek je sloZen ze Ctyfech snimkd membran, jak
oznacuji délici cary. (D) Graf zndzorfiujici primérné mnoZstvi (+SD) yH2AX ze Sesti
nezavislych opakovani. *p <0,05, Studentiv t-test vzhledem ke kontrole v pfisluSném case. (E)
Relativni exprese genit GADD45G, DNAJA1, HSPHI1 a PLK3 v ktizich ovlivnénych 24 nebo 48
h stfibrnymi kryty. Graf ukazuje primér + SD ze Sesti nezavislych opakovani, pfi¢emz *p <0,05,
*p<0,001, Studentiv t-test ke kontrole v p¥islusném case.
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4.8. Genova exprese stresovych genii vyvolana stfibrnymi kryty

Pro detailnéjsi zjiSténi rozsahu zmeén zpiisobenych stiibrnymi kryty bylo provedeno
sledovani genové exprese (Obrazek 12E). Geny, které byly sledovany, byvaji zvySené za
podminek bunécného stresu (PLK3, GADD45G) nebo hraji roli v odpovédi na tepelny Sok
(DNAJA1, HSPH1). Vyznamny narust (p < 0,05) exprese téchto genii byl zjistén po 24 h
inkubaci u vSech bandazi se stfibrem. Po 48 h inkubaci byl u kazd¢ bandaze zvySeny vyznamné

(p < 0,05) alespon jeden z vyse uvedené skupiny genti vzhledem ke kontrole.

4.9. Pronikani stribra do praseci ktiZe ex vivo

Ze stiibrné autometalografie je zfejmé, Ze stiibro do klize pies praseci dermis pronikalo.
Stanovili jsme proto mnozstvi stfibra proniklého do kiize pomoci ICP-OES. Epidermis byla
odstranéna teplotnim Sokem. Stfibrné kryty byly polozeny na kize a uzavieny do Franzovy
difuzni cely. Stiibro bylo detekovéno v kazi 1 v akceptorovém roztoku (Tabulka 5). Mnozstvi
stiibra proniklého do ktize po 24 h inkubace bylo obdobné u Aq, Ac i Sc. Kiize s la akumulovala
stiibra nejvice. Hodnoty jednotlivych opakovani pro Ia byly variabilni zfejmé kvuli
nehomogenité rozprostfeni SSD na krytu. Po celkové inkubaci 48 h se mnozstvi stiibra v kiizi u
Aq a Ac jeste zvysilo. U la ke zvySeni uz nedoslo. Nejméné stiibra bylo detekovano v kiizi i v
akceptorovém roztoku u Sc, coz je ptekvapujici vzhledem k vysokému obsahu sttibra v Sc krytu.
Tabulka 5. Pronikdni stfibra do koZnich explantatli. Praseci kize byla inkubovana s bandazemi

ve Franzovych difuznich celach 24 a 48 h. Stiibro bylo stanoveno pomoci ICP-OES. Hodnoty
ukazuji pramér + SD ze tfech opakovani.

Bandaz Obsah stribra v kiizi [pg/g] Obsah stfibra v akceptoru [pg/mL]
24 h 48 h 24 h 48 h
Aq 106,8 + 49,9 125,3 + 87,4 6,6 + 8,7 243+179
Ac 143,5+434  293,7+110,3 51+£32 3,6+1,0
Sc 111,7+ 62,3 86,6 + 65,9 2,0% 3,5+3,9
Ia 188,3+161,8 197,6 +165,1 11,8 +13,2 11,0+£9,7

 obsah stiibra byl ve dvou ze tfech opakovani pod limitem detekce.
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4.10. Distribuce stfibra v chronickych ranach

Na ex vivo Urovni bylo zfejmé, ze stiibro pronikd do dermis, ¢imz bylo do ur¢ité miry
simulovano vstfebavani stiibra do chronické rany. Logickym ndasledujicim krokem bylo
potvrzeni laboratornich pozorovani in vivo.

Pacienti s pomérné¢ rozsahlymi bércovymi viedy byli 1éCeni na poloviné rany bézné
dostupnym krytem z karboxymetyl celulézy obsahujicim stfibro (Aquacel Ag+ Extra,
zkracovano dale jako Ag-CMC) a na ¢asti 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 stiibra byla sledovana pomoci
stiibrné autometalografie (Obrazek 13). Ackoliv nebyl signdl stiibra patrny pied Iécbou
(Obrazek 13A), stiibro bylo po dvou a Sesti tydnech detekovano relativné hluboko (vice jak 2

mm) v granulacni tkédni (Obrdzek 13B-C). Distribuce stfibra byla heterogenni. S postupem

(A)

,
Obrazek 13. Distribuce stfibra v chronické rané. Biopsie z ¢asti rany 1é¢ené Ag-CMC (Zena, 83
let). Horni fada obrazkd ukazuje biopsie orientované spodinou rany vzhiru. (A) Tkan pred
1é€bou Ag-CMC. Vzorek je ohranicen Cernou ¢arou vytvorenou po nasnimani obrazu, aby byla
tkan odliSena od pozadi. (B) Biopsie z rany stejné pacientky lé€ené po dva tydny a (C) po Sest
tydni lécby Ag-CMC. Méfitka v obrazcich A az C odpovidaji 1 mm. (D) Signal stiibra byl
patrny okolo cév v periadventicidlnim prostoru (vzorek muz, 68 let). (E) Jak se rana hojila,
pozitivita okolo cév byla méné& patrné a nasledné (F) dominovala vazba stfibra na ECM. Obrazky
(E) a (F) jsou zvétsené casti vzorkll (B) a (C) z ¢asti zndzornénych obdélniky. Métitka v D az F
odpovidaji 50 pm.
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novotvorby cév dominovala pozitivita stiibra okolo adventicidlni a periadventicidlni tkané
(Obrazek 13D). S postupnou maturaci tkané byla stale vice patrnd vazba stfibra na filamentarni
slozky ECM, zatimco pozitivita okolo cév byla patrnd méné nez v ¢asnéjSich stadiich hojeni
(Obrazek 13E-F).

Stiibro bylo téz detekovdno ve fagocytech (Obrazek 14A) v oblasti se zvySenym
vyskytem makrofagl pozitivnich na CD68 (Obrazek 14B-C). Fagocyty nebyly dualn¢ znaceny
na piitomnost stiibra a CD68 kvili nekompatibilit¢ obou histologickych postupli. Mnozstvi
fluorescenéniho CD68 signalu bylo ur€eno pomoci analyzy ITHF. Signal CD68 byl zvySeny v 5
ze 7 vzorkll po dvou tydnech 1écby Ag-CMC a ve 4 ze 7 vzorkdl po Sesti tydnech 1écby
v porovnani s ¢asti [écenou OCT-HA. Nicmén¢ rozdily nebyly ani v jednom casovém intervalu

statisticky vyznamné v porovnani s hodnotami pted zacatkem 1éCby.

(A) B - 4B B tm s C)

Obrazek 14. Stiibro ve fagocytech. Fagocyty obsahujici stiibro byly detekovany pomoci stiibrné
autometalografie (A). Odpovidajici oblast obarvena hematoxylinem a eozinem (B) a protilatkou
proti CD68 a jadry zna¢enymi DAPI (C), (zena, 74 let). Méftitka odpovidaji 100 pm.

4.11. Srovnani hojeni v ¢astech 1é¢enych OCT-HA a Ag-CMC

4.11.1. Imunitni infiltrat

Byl pozorovan statisticky vyznamné niz$i signal CD68 v ¢astech rany lécenych OCT-HA
oproti Ag-CMC (Obrazek 15A-B). Casti 1é¢ené Ag-CMC vykazaly také vy$§im mnoZstvi
granulocytil (detekce aktivity naftol AS-D chloroacetat esterazy), (Obrazek 15A,C). Vyznamny
pokles mnozstvi granulocytl oproti zacatku 1éc¢by nastal v ¢astech rany 1écenych OCT-HA jiz po
dvou tydnech 1é¢by, kdezto u Ag-CMC byl pokles detekovan az Sesty tyden 1écby. V Casti kazdé
biopsie z rany byla provedena analyza genové exprese zanétlivych bunéénych markerta (Obrazek
16A). CDI4, ktery je exprimovan hlavné monocyty a makrofagy, byl vyznamné zvySen
v Castech lécenych Ag-CMC po dvou a Sesti tydnech 1éCby oproti castem rany léCenym
OCT-HA. Genova exprese markeru T lymfocytti, CD4, byla vyznamné niZ§i v ¢astech 1é€enych
OCT-HA po dvou tydnech, a snizovala se vyraznéji nez v ¢astech lécenych Ag-CMC. Genova
exprese CD8A byla zvySena (statisticky ne vyznamn¢) v ¢astech 1écenych Ag-CMC. CD3E,
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ktery je exprimovan obéma populacemi T lymfocytl (CD4 nebo CD8 pozitivni) byl exprimovan
mén¢ u OCT-HA casti ran, ale také statisticky nevyznamné. Sledovali jsme také expresi
klasickych prozanétlivych mediatorti /LI/B a TNF (Obrazek 16B). Genova exprese obou téchto
markeri klesala, jak se rany hojily, ale statisticky vyznamny rozdil mezi obéma kryty byl jen u
TNF po Sesti tydnech 1€¢by.

(A) Ag-CMC OCT-HA (B)
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Obrazek 15. Granulocyty a makrofagy v biopsiich ran. (A) Reprezentativni snimky biopsii z ran
lécenych Ag-CMC a OCT-HA po dvou tydnech, v nichZ byl detekovan marker makrofagi
CD68, (zena, 74 let). Snimky fezli ve spodni fad€ ukazuji granulocyty pomoci detekce aktivity
naftol AS-D chloracetat esterazy (muz, 68 let). (B) CD68 signal v odpovidajicich ¢astech ran
lé€enych Ag-CMC a OCT-HA. Krabicové grafy ukazuji mediany a mezikvartylové odchylky.
Sedé ¢ary spojuji odpovidajici dvojice vzorki ze stejnych ran v dany ¢as. Wilcoxontiv test (n=9
pro tydny 0 a 2, n=7 v tydnu 6). (C) Pocet naftol AS-D chloracetat esteraza pozitivnich bun€k
zjistény pomoci obrazové analyzy. Sloupce ukazuji primér + SD z n=7 vzorkl v kazdém case.
Hodnoty pro jednotlivé vzorky byly urCeny v Sesti neptekryvajicich se mikroskopickych polich
pii zvétSeni 400x. *p < 0,05 Wilcoxonlv parovy test. Métitka v obrazcich odpovidaji 250 pm.

4.11.2. Histologické parametry hojeni

Kromé zanétlivych bunék jsme sledovali v obou castech rany také nékolik parametrt
hojeni pomoci histologie. Parametry byly vybrany podle Sultany et al. (Sultana et al. 2009)
Sledované parametry (mnozstvi ¢asného a pozdniho kolagenu, orientace kolagenovych vlaken,
mnozstvi granulacni tkdné, pfitomnosti imunitniho infiltratu v fezech barvenych pomoci HE)
byly vyjadieny na semikvantitativni Skale a poté seCteny a vyjadfeny jako skore hojeni rany.
Z prubéhu tohoto skore je zjevné, Ze hojeni probihalo po dvou tydnech 1é¢by rychleji v ¢astech
oSetrovanych OCT-HA (Obréazek 17, Tabulka 6). Histologické skore se zlepSilo v ¢astech
lécenych Ag-CMC pozdéji, jak je vidét z analyzy po Sesti tydnech 1éCby.
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Nésledné jsme zjistili procento kolagenu blizko spodiny rany v histologickych fezech
pomoci obrazové analyzy (Obrazek 17). Intenzita barveni kolagenu se sniZzovala s maturaci
granulacni tkan€é. Po dvou tydnech 1écby OCT-HA bylo zaznamenano statisticky vyznamné
zlepSeni v tomto parametru. Statisticky vyznamny pokles barveni kolagenu nastal v Castech
1écenych Ag-CMC az po Sesti tydnech 1éCby.

Hojeni rany doprovazi snizeni povlaku spodiny rany. Spodina rany lécena Ag-CMC
obsahovala po dvou tydnech vyznamné vic povlaku nez odpovidajici ¢ast rany lécend OCT-HA,
coz ukazuji obrazky histologickych tfezli barvenych pikrofuchsinem (Obrazek 17A, Obrazek
18A). Makroskopické pozorovani to potvrzuje a ukdzalo, ze casti léCené Ag-CMC jsou
v prumeéru po dvou, Ctyfech a Sesti tydnech pokryté povlakem vice nez c¢asti 1écené OCT-HA
(Obrazek 18B-C).
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Obrazek 16. Genova exprese zanétlivych markerii a mediatort. (A) Genova exprese markeru
monocytll a makrofaghh — CDI4 a genu typicky exprimovanych T lymfocyty — CD3E, CD4,
CD8A. (B) Genova exprese prozanétlivych markerd v biopsiich odebranych v tydnech 0,2 a 6
zasti ran lécenych Ag-CMC a OCT-HA. Krabicové grafy zobrazuji median a
mezikvartylové odchylky. Sedé linky spojuji hodnoty genové exprese stejné rany v daném
case. Hodnoty vyznamnosti p nad grafy ukazuji statistickou vyznamnost rozdilti mezi dvéma
typy 1écby v dany €as a byly vypocteny Wilcoxonovym parovym testem (n =9 v tydnech 0 a
2,n =7 pro 6. tyden).
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Obrazek 17. Histopatologie hojeni. (A) Reprezentativni fezy ranou (muz, 68 let) po dvou
tydnech 1é¢by: Ag-CMC (obrazky vlevo); barveni hematoxylinem & eozinem a pikrofuchsinem.
Stiedni mnozstvi granulacni tkané a zéanétlivého infiltratu je pfitomno pod silnou vrstvou
povlaku na spodiné rany (#). Kolagen (rizova) je orientovan pievazné vertikdln€. Shrnujici
histopatologické skore €asti této rany je podle parametri definovanych Sultanou (Sultana et al.
2009) hodnoceno 10. Pravy par obrazkl ukazuje biopsii ze stejné rany z ¢asti 1écené OCT-HA.
Vrstva povlaku rany je tenkd (#) a je provazena jen ojedinélou piitomnosti granulaéni tkdné¢ a
sttednim mnozstvim zanétlivého infiltratu. Orientace kolagenu je smiSend. Souhrnné
histopatologické skore casti 1é¢ené OCT-HA bylo 12. (B) Souhrnné skoére histologickych
parametrd. Vyssi skore znaci pokrocilejsi hojeni. *p < 0,05, n = 7, Wilcoxoniiv parovy test. (C)
Pocitacova analyza obrazu intenzity kolagenu barveného Van Giesonovym pikrofuchsinem.
Intenzita barveni kolagenu se snizuje s hojenim rany. Obrazek z rany 1é¢ené OCT-HA a barvené
pikrofuchsinem ukazuje Ctyfi intenzivnéji zbarvené linie, které vznikly jako artefakt pti ptipravé
vzorku. Sloupce ukazuji primér + SD. *p < 0,05, n = 7, Wilcoxonlv parovy test. M¢fitka
odpovidaji 500 um.
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Tabulka 6. Histopatologické skore ran 1é€enych v riznych ¢astech Ag-CMC a OCT-HA. Potadi
parametrd, jejichz skore je zobrazeno v zdvorkach, odpovida parametrim 1 az 6 uvedenym v

Tabulka 1.
Pacient Lécba 0. tyden 2. tyden 6. tyden
Ag-CMC 10 (1/1/1/2/3/2) 9 (/1/1/1/3/2) 12 (1/2/2/2/3/2)
1 OCT-HA 11 (1/1/1/2/3/3) 11 Q2/1/1/1/3/3) 17 (3/3/3/3/2/3)
Ag-CMC 13 (2/2/2/3/3/1) 10 (1/2/1/2/2/2) 14 (2/2/2/3/3/2)
? OCT-HA 11 (2/3/2/1/2/1) 13 (3/2/1/3/2/2) 13 (3/2/2/3/2/1)
Ag-CMC 12 (2/2/2/3/2/1) 10 (2/2/1/2/2/1) 11 (2/2/1/3/2/1)
’ OCT-HA 10 (2/2/1/2/2/1) 12 (3/2/1/3/2/1) 16 (3/2/2/3/3/3)
Ag-CMC 11 (1/2/2/173/2) 10 (2/2/1/1/2/2) 15 (3/3/2/3/3/1)
* OCT-HA 11 (1/2/1/1/3/3) 12(2/2/2/2/2/2) 14 (4/3/2/1/3/1)
Ag-CMC 11 (1/2/1/2/3/2) 12 (3/2/1/2/2/2) 10 (2/2/1/2/1/2)
: OCT-HA 12 (2/3/1/1/3/2) 15 (4/2/1/4/2/2) 13 (2/3/2/3/2/1)
Ag-CMC 11 (2/2/1/2/212) 11 (2/2/2/2/2/1) 13 (2/2/2/2/3/2)
° OCT-HA 11 (2/1/1/2/3/2) 13 (2/2/2/1/3/3) 12 (2/2/2/2/3/1)
4.11.3. Exprese metalothioneinti

Stiibro (a jiné kovy) indukuje zvySeni genové exprese metalothioneint, ¢imz bunky
sniZuji toxicitu tohoto kovu. Proto jsme sledovali genovou expresi MT1G a MTIH. Zjistili jsme,
Ze jejich exprese byla znacn€ zvysSena v ranach lécenych krytem se stiibrem. Toto zvySeni bylo
statisticky vyznamné u MT1H po dvou tydnech 1€cby ve srovnani s 1é€bou OCT-HA (Obréazek
19).
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Obrazek 18. 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 piehled hojeni pod kryty Ag-CMC a OCT-HA a kvantifikace povlaku
rany (Zena, 83). Polovina rdny byla lécena krytem Ag-CMC a polovina krytem OCT-HA.
Fotografie ukazuji ranu pied zac¢atkem 1éCby, pfi prvni aplikaci krytd, po dvou a Sesti tydnech po
1é¢bé. (C) Hodnoceni makroskopie povlaku spodiny rany. Primér + SD. *p < 0,05, n = 7,
Wilcoxonlv parovy test.
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Obrazek 19. Genova exprese metalothioneint M7TIG a MTIH v biopsiich ran po 0, 2 a 6
tydnech 1écby Ag-CMC a OCT-HA. Krabicové grafy ukazuji medidn a mezikvartylové
odchylky. Sedé piimky spojuji hodnoty genové exprese jedné rany v riizné 1é¢enych &astech. P
hodnoty ukazuji vyznamnost rozdili mezi dvéma kryty, Wilcoxonlv parovy test (n = 9 pro tydny
0,2 an="7 pro tyden 6).
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4.12. Vliv stiibra na aktivitu proteinaz in vitro

V piedchozich ¢astech byly sledovany znamé antimikrobidlni ucinky a méné znama
aktivita stiibra v kazi. Pro 1é€bu ran je relevantni i aktivita stiibra a jinych antiseptik vici
proteinazam, které jsou v chronickych ranach zvysené.

Sledovali jsme, jestli fedici fada povidon jodu (PVP-I), laktatu stiibrného (Ag),
chlorhexidinu (Chl) a oktenididinu dihydrochloridu (Oct) mlze snizovat nebo inhibovat aktivitu
savCich a bakterialnich proteindz. Tyto testované antimikrobidlni latky mély inhibi¢ni efekt na
eukaryotické i bakterialni proteinazy (Obrazek 20). PVP-I a Oct dosahly statisticky vyznamného
(p < 0,05) snizeni proteindzové aktivity v nejvyssich testovanych koncentracich. Inkubace s Ag
vedla k statisticky vyznamnému (p < 0,05) poklesu aktivity bakterialnich proteindz ve dvou
nizSich koncentracich. U nejvyssi koncentrace (7 mg/ml) byla pozorovana vysoka variabilita.
Aktivita bakteridlnich proteindz korelovala nepfimo umérné s mnozstvim chlorhexidinu a
oktenidinu. Nefedény PVP-I inhiboval bakteridlni proteinazy ze vSech testovanych
antimikrobialnich latek nejvice (49 % aktivity vici kontrole). Nicméné fedéni PVP-I dramaticky
snizilo jeho antiproteindzovou aktivitu.

Z vysledkt bylo zfejmé, ze antimikrobidlni latky inhibovaly eukaryotické proteinazy vice
nez bakteridlni proteindzy. Aktivita lidskych proteindz byla inhibovéna v zavislosti na dévce,
obdobné jako bakteridlni proteinazy. Oct 1 Ag statisticky vyznamné (p < 0,05) inhibovaly
eukaryotické proteinazy ve vSech sledovanych koncentracich. PVP-I stejn¢ jako u bakteridlnich
proteindz vykazal i u lidskych proteindz nejvyssi inhibic¢ni aktivitu, kdyZz snizil zelatinolytickou
schopnost proteindz na 1 % aktivity kontroly. Nicméné fedéni PVP-I opét jim zpisobenou
inhibici velmi potlacilo.

Pro detailngj$§i vhled do inhibice jsme testovali jednotlivé zdroje proteindz ve
fluorogennim testu. Ten mé vys§i citlivost nez Zelatinovd zymografie a umoznuje prubézné
sledovani aktivity proteinaz (Obrazek 21). Do téchto experimentli jsme zatadili také trypsin, coz
je standardni proteinaza s robustni aktivitou. Nicméné n&které z proteinaz aktivnich v Zelatinové
zymografii nebylo aktivnich za podminek (pufru, vnémz je dané antiseptikum rozpustné)
fluorogenniho testu, takZe tyto proteindzy hodnoceny nebyly. Navic fluorogenni metoda neni
vhodné pro méteni obsahujici jod, ktery zhasi fluorescenci. I pfes zminéné negativa tato metoda
ukdzala, Ze chlorhexidin a oktenidin snizily aktivitu proteindz v zavislosti na davce, obdobné
jako v testu zelatinové zymografie. Laktat sttibrny také snizil aktivitu proteindz koncentracné-
zavisle, nicméné odchylky v aktivité¢ pfi stejné koncentraci byly vétsi nez u chlorhexidinu a
oktenidinu. Vypoctena IC50 byla pro chlorhexidin 0,02 — 0,07 %, pro oktenidin 2,87-3,95 pg/ml
a 0,04-0,30 mg/ml u laktatu stfibrného (Tabulka 7).
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Obrazek 20. Aktivita bakteridlnich a eukaryotickych proteindz  inkubovanych
s antimikrobidlnimi latkami v prubéhu Zelatinové SDS-PAGE zymografie. (A) Smés
bakterialnich proteinaz byla rozdélena na polyakrylamidovych gelech obsahujicich Zelatinu a
inkubovadna pfes noc ve vyvijecim pufru s antimikrobialnimi latkami o rtzné koncentraci.
Hodnoty jsou vztazeny ke kontrole bez antimikrobidlnich latek. (B) Aktivita eukaryotickych
proteinaz inkubovana obdobné jako u (A). Sloupce ukazuji prumér = SD ze ¢tyfech nezavislych
opakovani. *p < 0,05 (Studentiv jednovybérovy t-test viici kontrole).
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Obrazek 21. Aktivita Dbakterialnich a  eukaryotickych proteindz  inkubovanych
s antimikrobidlnimi latkami urend pomoci fluorogenni metody. Aktivita Cistych proteinaz
(MMP-2 nebo trypsin) nebo proteindz v bakteridlnim médiu vybranych bakterii byla zmétena
fluorogenni metodou se zhaSenou Zelatinou jakozto substratem. Reakce byly provedeny za
riznych koncentraci (A) laktitu stiibrného, (B) chlorhexidin diglukonatu, (C) oktenidin
hydrochloridu. Rozdily v nartistu fluorescence byly vztazeny ke kontrole bez antiseptik. Kazdy
bod byl zmétfen dvakrat nebo tikrat. Osa x je v dekadickém logaritmu. PA — P. aeruginosa, SL-
S. liquefaciens, SM — S. marcescens.
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Tabulka 7. Inhibi¢ni koncentrace (IC50) vypoctené z koncentracné zavislé aktivity proteinaz
ziskané pomoci fluorogenni metody.

Latka Proteinazy
IC50 SEM Spodni 95 %  Horni 95 %
[mg/mL] CI CI
Laktat stfibrny  neutrofily 0,04 0,03 -0,02 0,09
PA 0,08 0,05 -0,02 0,17
SL 0,27 0,06 0,16 0,38
SM 0,30 1,18 -2,04 2,64
trypsin 0,13 0,09 -0,05 0,31
chlorhexidin Spodni 95 %  Horni 95 %
diglukonat 1C50 %] SEM P CI CI
MMP-2 0,02 0,00 0,02 0,02
PA 0,05 0,01 0,04 0,06
SK 0,03 0,00 0,02 0,04
SM 0,03 0,00 0,02 0,04
trypsin 0,07 0,01 0,05 0,09
oktenidin Spodni 95 %  Horni 95 %
dihydrochlorid 1C50 [gmL]  SEM P2, CI
SL 2,87 0,27 2,33 3,41
SM 3,95 0,65 2,64 5,26
trypsin 3,07 0,35 2,37 3,77

4.13. Vliv stiibra na aktivitu proteinaz ex vivo

Abychom rozsifili pozorovani inhibice proteindz antimikrobidlnimi latkami
v polyakrylamidovém gelu a vroztoku, zavedli jsme novy model inhibice proteinaz
antimikrobidlnimi latkami. Praseci kiize byla inkubovéna s testovanymi latkami ve zkumavce a
homogenizovana. Proteindzova aktivita v homogenatu byla urcena pomoci Zelatinové
zymografie (Obrazek 21). Zjistili jsme, Ze také v tomto modelu inhibuji Oct, Ag a Chl endogenni
proteindzy praseci klize. Podobné inhiboval proteindzy v kizi i komeréni roztok pozitivni
kontroly s inhibitory proteinaz. Koncentrace PVP-I vedouci k inhibici proteinaz v gelu (10%)
nebyla U¢innd v kizi. Tam byla G¢inny 100% PVP-I. Dale byly prasec¢i kize inkubovany
s antiseptiky ve Franzové difuzni cele, kde antiseptika plsobila jen z jedné (dermdlni) strany.
Rezy takto inkubovanymi ktizemi byly inkubovana s fluorescenéni Zelatinou, ktera umoznila
pozorovani zelatinolytické aktivity in situ. VSechny testované antimikrobidlni latky sniZily
proteindzovou aktivitu. Nicméné tento pokles byl statisticky vyznamny jen pro 100% PVP-1, Ag

a chlorhexidin. Komer¢ni inhibitor proteinaz aktivitu snizil, ovSem ne statisticky vyznamné.
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Obrazek 22. Aktivita endogennich proteindz prase¢i kiiZze po inkubaci s antimikrobidlnimi
latkami. (A) Celad kiize byla ponofena do roztoku antiseptik, inkubovana, homogenizovéana a
proteindzova aktivita homogenatu byla urCena pomoci zelatinové zymografie. Sloupce
odpovidaji pruméru + SD z péti opakovani. (B) Kiize 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 fezi u kazdé latky) nebo pii -20 °C (spodni z dvojice fezl, kontrola).
Ctverce ukazuji oblasti, v nichZ byla méfena intenzita fluorescence pomoci obrazové analyzy (n
=5). (C) Kvantifikace in situ fluorescence pomoci obrazové analyzy vzhledem k PBS. *p < 0,05
(Studenttv jednovybérovy t-test k PBS). Pozitivni kontrola byla smés proteinazovych inhibitort
(P. Inh.).
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5. DISKUZE

5.1. In vitro a ex vivo antimikrobialni a cytotoxické efekty stiibra

Vsechny testované bandaze jsou pouzivany v 1é€cbé infikovanych ran a obsahuji rizné
mnozstvi a formy stiibra. Vyrobci uvedli mnoZzstvi stiibra jen u Aq a Ia (Tabulka 2, Tabulka 3).
Nami zméfena hodnota pro Ac odpovidd hodnotdm koncentrace stiibra (0,8—1,3 mg/cm?)
publikovanym dfive jinym vyzkumnym tymem (Boonkaew et al. 2014). Testované kryty se lisily
nejen obsahem stiibra ale i svou konstrukei (Tabulka 2), coz mtze ovlivnit miru uvolnéni stiibra,
a tudiz 1 antimikrobialni efektivitu a toxicitu. Jak potvrzuji nase vysledky, sloZzeni média, v némz
probiha extrakce bandaze, také velmi ovliviiuje mnozstvi uvolnéného stiibra. Mnozstvi stiibra
uvolnéného do fyziologického roztoku bylo fadové nizsi nez do bunééného kultivacniho média
s pfidanym FBS. Mnozstvi stfibra uvolnéného do fyziologického roztoku bylo velmi podobné
naptic spektrem testovanych kryt. Extrakce stfibra byla tedy efektivnéj$i do média bohatého na
proteiny. Jednou z pfi¢in mlZe byt to, Ze rozpustnost stfibra je zvySena tvorbou komplext
s proteiny, jak bylo ukdzano diive (Loza et al. 2014). Je piekvapujici, ze mnozstvi stiibra
uvolnéného do média nekorelovalo s obsahem stiibra v krytech.

Schopnost stiibra pronikat do a skrz dermélni mezibunéénou hmotu byla sledovana na
prase¢i kiizi. Ta ma podobnou strukturu jako lidskd dermis. Nicméné granulacni tkan rany se
piesto podstatné liSi od neporusené dermis. Mnozstvi stiibra detekovaného v kiizi nebo
akceptorovém roztoku (Tabulka 5) nekorelovalo s koncentraci stiibra k bandazich, ale relativné
odpovidalo spiSe mnozstvi stfibra extrahovaného do média s proteiny. Mira extrakce stfibra do
média s FBS také korelovala s cytotoxicitou a mnozstvim DNA poskozeni vyjadieného
zvySenym signdlem YH2AX. SSD pronikd skrz neporuSenou kiizi minimaln€, 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 (85%) v prostfedku Ia mohl zapfiCinit zvysSené
pronikani SSD do dermis, které jsme pozorovali. Nékolik studii jiz ukézalo, Ze stfibro (Ag’ nebo
Ag") mize pronikat skrz poskozenou kiZi a dostat se do krevniho ob&hu (Brouillard et al. 2018;
Lariviere et al. 2011; Kuwagata et al. 2017) nebo do klize ex vivo (Holmes et al. 2016). Larese a
kol dokonce pozorovali prinik stiibra ve formé nanocastic na neporusenou lidskou kizi v ex vivo
podminkach (Larese et al. 2009).

Detekovali jsme stiibro v koZnich explantatech pomoci autometalografie histologickych
fezl. Stiibro bylo akumulovano hlavné na okraji tkdn€ po aplikaci Sc, ale bylo detekovatelné 1
v hlubsich vrstvach, okolo krevnich kapilar. To byl jev pozorovany i1 v ptipadé aplikace ostatnich
kryth. Fredriksson a kol. pozorovali stiibro v obdobnych c¢éastech kiize, na kterou ex vivo
aplikovali Aq, Ac, SSD, nebo AgNOs (Fredriksson et al. 2009). Ve zmiflované studii byla
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pozorovana také zpomalend reepitelizace. V naSich experimentech se ukazala korelace miry
pruniku sttibra do kiize se zvySenym mnozstvim fosforylace histonu H2AX (yYH2AX) 1 hloub¢ji
v dermis (Obrazek 12B). Indukce tohoto markeru oxidativniho stresu a DNA poskozeni stfibrem
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 pfimo zavislé na davce stiibra
(Zhao et al. 2014). V naSem ex vivo experimentu tedy zplsobily bandaze se stiibrem kromé
akumulace stfibra také nartst YH2AX. Stresova odpovéd’ tkdné byla téz spojena s nartistem
transkripce genii spojenych s odpoveédi na poSkozeni DNA a proteinti (Obrazek 12). Narast
exprese gent GADD45G, DNAJA1 a HSPHI byl pozorovan u rakovinnych buné¢k, na néz byly
aplikovany stfibrné nanocastice (Gurunathan et al. 2018; Dwivedi et al. 2015; Kawata et al.
2009). PLK3 je aktivovana genotoxickymi 1 jinymi stresovymi stimuly. Hyperosmoticky stres
vedl k aktivaci PLK3 u epitelialnich bun¢k rohovky, coz vedlo k fosforylaci H2AX (Wang et al.
2014). Negativni role PLK3 v hojeni rohovky byla rovnéz publikovana (Lu et al. 2010).

Toxicitni data z naSich ex vivo experimentii byla porovnana s in vitro cytotoxicitou vici
bunéénym typim relevantni pro hojeni koznich ran — linii keratinocytd HaCaT a primarnim
lidskym dermalnim fibroblastim. Pomoci MTT jsme ukazali, ze neziedéné extrakty z bandéazi
vykazovaly ve velké mife toxické chovani jak u keratinocyti tak u fibroblastii (Obrazek 6).
Extrakt z banddZe Sc byl nejméné toxicky, coZz odpovida tomu, Ze obsahoval nejméné stiibra.
Vesmés byly keratinocyty vice zasaZeny toxicitou vyluhi (kromé Ia extraktu u fibroblastil), coz
mohlo byt zptisobeno vyssi proliferaci tohoto bunééného typu. Obdobny efekt byl pozorovan
v jiné studii, kde AgNP byly toxictejsi také viuci keratinocytiim nez fibroblastim (Frankova et al.
2016). Toxicita extraktll korelovala s mirou pfimé kontaktni inhibice kryti v bun&cné vrstvé na
Petriho misce. Zpusob, jakym se bunky po inkubaci s kryty barvily, naznacuje, Ze Ac zabil
buiky pfimo pod krytem, kdezto Aq indukoval halo zénu mrtvych bunck okolo bandaze
(Obrazek 6C). Tento rozdil mohl byt zpisoben rliznou rychlosti uvoliiovani stfibra z bandazi
obsahujicich Ag® u Acticoatu nebo Ag* z Aquacelu.

Stiibro zvySuje oxidacni vnitrobunéény stres, coz vede také k DNA poskozeni. Proto
jsme sledovali jak DNA poskozeni tak oxidacni stres u koznich fibroblasti ovlivnénych vyluhy
z bandazi. Dle inhibice rtstu bunck sledované pomoci MTT testu se dalo oc¢ekavat, ze niz§i DNA
poskozeni bude u bunék ovlivnénych Sc vyluhem. To se potvrdilo; jediny Sc nezpiisobil
statisticky vyznamny nartst DNA poskozeni in vitro. U ostatnich experimentalnich skupin byl
pozorovan nardst ve velikosti jader (Obrazek 11). To naznacuje, ze subtoxické koncentrace
vyluhti mohou vést ke zméné organizace jadra. Pti apoptdéze dochazi ale ke kondenzaci jader.
V jiné studii keratinocyty inkubované 24 h s AgNP vykazovaly apoptozu, ale nebyly pozorovany

zmény morfologie jader (Zanette et al. 2011). ZvétSend jadra a bunétna morfologie je jednim
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z pruvodnich znakll bunécné senescence (Funayama a Ishikawa 2007). Senescentni bunky mayji
prozanétlivy fenotyp, coZ neni pro chronickou ranu ptiznivé (Harding et al. 2005). Dftive bylo
pozorovano, ze keratinocyty i fibroblasty byly pozitivni na marker senescence -galaktosidazu
po 24 h od ozéfeni subletalni davkou UV (Moon et al. 2019), takze je ziejm& mozné, ze by za
danych podminek naSich experimentii stfibro eluované zbanddzi indukovalo senescenci.
Nicméné zadny vyzkum fenotypu ovlivnénych bunék jsme neprovedli. DNA poskozeni je
pravdépodobné zpiisobeno oxidativnim stresem, ktery jsme sledovali pomoci sondy DCF-DA
(Obrazek 10). Obdobné jako Harvanova a kol. (Harvanova et al. 2017) jsme pozorovali rychly
nértist hladiny vnitrobunéénych ROS u Ac obsahujiciho Ag’. Zbytek bandazi obsahujicich Ag*
ukazal jen maly nartst. To odpovida i bezbunécnému detekénimu systému, kde jsme vidéli
produkci ROS pouze u Ac (Obrazek 5).

O stiibrnych krytech bylo publikovano v n€kolika studiich, ze snizuji aktivitu imunitnich
bunék a jsou tudiz povazovany za protizanétlivé (Mani 2015; Nadworny et al. 2010b; Thomason
et al. 2018a). Informace o poSkozujicich efektech stfibra u prozanétlivych bunck jsou ojedinélé
(Shin et al. 2007). NaSe vysledky ukazuji jak inhibici aktivity neutrofild, tak aktivaci monocyti.
Zadny efekt stiibra nebyl pozorovan na neaktivované neutrofily, coz naznaduje, Ze inhibice
probiha jen v aktivovaném prozanétlivém stavu. Prozanétlivé efekty stiibra mohou byt alespon
zCasti vysvétleny toxicitou stiibra. Detekovali jsme statisticky vyznamny nértst hladiny LDH
uvolnénych z neutrofilt, ktery provéazel snizeni prozénétlivého oxidativniho vzplanuti. To
naznacuje, ze stiibro imunitni bunky poskozuje a tim snizuje prozanétlivé oxidativni vzplanuti.
V jiné studii bylo ukézano, ze polyesterové cévni nahrady se stiibrem narusily funkci neutrofilii
a regeneraci tkan¢ (Tautenhahn et al. 2010). Vzhledem k rozsahu pouZiti stfibra v regenerativni
mediciné by mély byt provedeny studie podrobné zkoumajici vliv tohoto kovu na regeneraci.
byla vidét zvysend produkce prozanétlivého IL-6. Obdobny efekt byl pozorovan i u monocytl
aktivovanych LPS (Obrazek 9). Tyto vysledky odpovidaji pfedchozim pozorovanim prozanétlivé
aktivace monocytt inkubovanych se stfibrnymi nano¢asticemi (Murphy et al. 2016). Stejné jako
u neutrofilti byla v plné krvi inkubované s kryty zaznamenéna zvySena hladina LDH, kterd mize

Abychom korelovali cytotoxické efekty sledovanych kryta s jejich u€innosti, méfili jsme
antimikrobidlni aktivitu pomoci mikrodiluéni metody. Ziskanad data ukazuji, Ze rGzné kryty
obsahujici iontové stfibro (Sc a Aq) byly obdobné ucinné, i kdyz se lisily v toxicité. To
naznacuje, ze antimikrobialni Gc¢innost a cytotoxicita jsou v komplexnéj§im vztahu. Pomoci

mikrodiluéni metody bylo zjevné, ze grampozitivni S. aureus byl odolnéjsi vici stiibrnym
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extraktim nez gramnegativni P. aeruginosa. To potvrzuje piedchozi publikované vysledky
(Dakal et al. 2016; Vi et al. 2018).

Toxicita stiibrnych krytti byla tedy zévisla 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). Mén¢ cytotoxicky kryt Sc byl v antimikrobidlnich testech relativné ucinny, coz také
ukazuje, ze antimikrobialni aktivita neodpovida piimo cytotoxicité. Nizka cytotoxicita u Sc muze
byt zplisobena alginatem, jenz ma antioxidacni vlastnosti (Sen 2011). Nicméné stejny efekt
nebyl pozorovan u jinych krytd (Aq a Ia), které obsahuji polysacharidy karboxymethylcelulozu,
respektive kyselinu hyaluronovou. Budouci vyzkum by se mohl vénovat vzijemnému
ovlivitovani stfibra nebo 1 jinych antiseptik s biomolekulami, které by mély podpofiit hojeni.
Nase vysledky taky ukazuji, ze je dulezité méfit jiné parametry antiseptik nez jen cytotoxicitu.
Subtoxické hladiny stiibra stale vedly k indukci produkce ROS a tvorbé zlomt v DNA. Tyto
efekty mohou byt poskozujici zvlasté u rychle se délicich bun¢k béhem granulace a reepitelizace.
krvi. Oxidativni vzplanuti aktivovanych neutrofilli bylo utlumeno nejspiSe cytotoxicitou stibra.
Naopak v plné krvi inkubované stiibrné kryty zptsobily narast hladiny IL-6 a doslo k hemolyze.
Ukazali jsme, ze stiibro z bandazi mtize pronikat skrz ECM v ktzi a poSkodil tamni buniky. Nase
vysledky ukazuji efekty stfibra po jednom az dvou dnech. V klinické praxi jsou kryty pouzivany
casto po nékolik tydni, takze sttibro do rany pronika pravdépodobné dlouhodobéji (Hadrup et al.
2018a).

5.2. Stiibro v chronickych ranach

Stiibro bylo detekovano pomoci stfibrné autometalografie v granula¢ni tkéni chronickych
ran do hloubky pfiblizné¢ 2 mm. Rigo a kol. detekovali aZ 4 mm hluboko stfibrné nanocastice
uvolnéné z krytu Acticoat Flex 3 aplikovaného na popaleninu. V této studii byla pouzita jina
technika — transmisni elektronova mikroskopie (Rigo et al. 2013). V nasi studii jsme aplikovali
kryt obsahujici chlorid stfibrny, ktery miliZe penetrovat jinou meérou oproti stiibrnym
nanocasticim. Bylo ukédzano, Ze tvar nanocastic ovliviiuje penetraci skrz kiiZi. Nanocastice ve
tvaru tyCinek penetrovaly efektivnéji skrz mysi kiizi do krevniho fecisté oproti kulickdm nebo
trojuhelnikim (Tak et al. 2015). Roman a kol. detekovali vétSinu stfibrnych nanocastic v
chronické ran¢ do hloubky 1,5 mm (Roman et al. 2020).

Pozorovali jsme silngj$i barveni stfibra na elastickych a kolagennich vldknech a
lokalizaci podél kapildr v granulacni tkani chronickych ran. Fredriksson a kol. detekovali
obdobnou lokalizaci stfibra v lidskych kazich ex vivo, na néZ byly aplikovan stejny kryt se

stiibrem (Aquacel Ag+) jako v této studii (Fredriksson et al. 2009). Obdobné distribuce stiibra
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byla pozorovana také v jinych studiich zabyvajicich se argyrii v oku zptisobené aplikaci kapkami
obsahujicimi stfibro, ptipadné argyrii zpisobené v disledku akupunktury stiibrnych jehel
(Hadrup et al. 2018b). Je vSak potfeba mit na paméti, ze argyrie, pii niZ jsou vytvareny
nerozpustné stiibrné utvary, je ponc¢kud extrémni (ale presto dokumentovany i v hojeni
chronickych ran (Trop et al. 2006)) piipad dlouhodobé expozice stiibru.

Zvysena pritomnost stiibra okolo kapilar pozorovana v této studii a citovanych studiich
naznacuje pasivni eliminaci stfibra z ran do krve. V jiné studii bylo ukézéano, ze stiibro se vaze
na sérové proteiny, napt. albumin, a také na glutation (Mulley et al. 2014). ZvySend hladina
sérového albuminu u pacientd s chronickymi ranami slouZzi jako ochrana proti zvySené hladiné
sttibra v krvi (Brouillard et al. 2018). Specia¢ni analyza stfibra ukdzana v praci Romana a kol.
naznacuje, ze se stiibro vaze na chlorid v nejvyssi vrstvé rany (do 45 pum) a na glutation v
hlubsich ¢astech rany.(Roman et al. 2020) Komplexy stiibra s proteiny proto mohou pomahat
odstranéni sttibra z ran.

Dalsi zpiisob, jak je stfibro odstranovano z ran, pfedstavuje fagocytdza. Pozorovali jsme
v ranach buiiky (pravdépodobné makrofagy) siln€ pozitivni na sttibro. Makrofagy jsou schopny
pohlcovat stiibrné nanocastice (Dalzon et al. 2020). /n vitro studie ukazaly, ze fagocytdza
stiibrnych nanocastic zvysila zanétlivou odpovéd’ a poskodila makrofagy (Brzicova et al. 2019;
Paul et al. 2015). Je tudiz mozné, ze makrofdgy v chronickych randch fagocytované stiibro
poskozuje. Disledkem by pak bylo, Ze rany oSetfené stfibrem potiebuji vice makrofagl, aby
byly zajiStény i jiné funkce, napf. odstranéni debris a ucast v jinych procesech hojeni ran. Nase
vysledky ukazuji vyznamné vys$$i mnozstvi makrofagh v Castech 1éenych Ag-CMC nez v
castech lécenych OCT-HA krytem. Souza a kol. ukazali zvySeni po¢tu makrofadgii b&hem
granulacni faze hojeni popalenin krys po aplikaci SSD (sulfadiazinu stfibrného) (Souza et al.
2017).

Spolu s ptitomnosti stfibra ukdzanou pomoci autometalografie, jsme naSli v ranach
zvySenou genovou expresi metallothioneint. Bylo uréeno, Ze genova exprese metalothioneint se
zvysila po stimulaci makrofagh Ag” in vitro (Shim et al. 2017) a in vivo v plicich vystavenych
sttibrnym nanocasticim (Kaewamatawong et al. 2014). Lansdown a kol. Pozorovali zvySenou
produkci metalothioneinii ve sterilnich potkanich randch lécenyc sulfadiazinem stfibrnym
(Lansdown et al. 1997). Kromé¢ kovil zvySuje expresi metalothioneinti také bunécny stres;
metalothioneiny tedy hraji také protizdnétlivou a cytoprotektivni roli (Inoue et al. 2009). Genova
exprese metalothioneint byla v nasich vzorcich detekovéana v tydnu 0 (pfed zacatkem 1écby Ag-
CMC a OCT-HA), coz nejpravdépodobnéji odpovidalo piirozené cytoprotektivni roli

metalothioneint v (chronickych) randch. Nasledné ale Ag-CMC lécba dale zvysila genovou
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expresi metalothioneinti, pravdépodobné aby doslo ke sniZeni oxidativniho stresu vyvolaného
stfibrem.

Sledovali jsme Ag-CMC kryt s OCT-HA vedle sebe na lidskych chronickych ranach.
Ackoliv se ob¢ casti ran hojily, pozorovali jsme rozdily v rezoluci zanétu a maturaci
mezibunéné hmoty. Lépe se rana hojila pod OCT-HA. Rovnéz rany byly méné povleklé a
vzhled spodiny byl lepsi u OCT-HA. SnizZeni poctu neutrofil a makrofagl, které nutné musi
nastat k utlumeni zanétu, bylo pozorovano v ¢astech ran lé¢enych OCT-HA béhem dvou tydnt,
zatimco pokles neutrofilii a makrofagli byl u Ag-CMC zjistén pozdé€ji (mezi 2. a 6. tydnem). S
tim souvisi 1 vyrazné€j$i pokles genové exprese prozanétlivych markerd 7NF, ILIB a CD4 v
castech ran lécenych OCT-HA. Nase vysledky souhlasi s poznatky studie Krasowského a kol.,
ktery ukézal v randomizované klinické studii, Zze Iécba oktenidinem podpofila hojeni
chronickych ran vyraznéji nez kryt se stiibrem (Krasowski et al. 2015b).

Detekovali jsme rozdily mezi obéma kryty hlavné po dvou tydnech 1écby. Po Sesti
tydnech 1écby nebyl nalezen vyrazny rozdil mezi Ag-CMC a OCT-HA v intenzit¢ barveni
kolagenu a poctu neutrofilii. Co se ty€e intenzity barveni kolagenu, minimum tohoto parametru
(¢im nizsi, tim lepsi) bylo dosazeno v ¢astech ran 1écenych OCT-HA jiz po dvou tydnech, po
dalsi ¢tyti tydny se nezménilo. To naznacuje, Ze tento parametr dale v pribéhu hojeni neklesa.
Casti 1é¢ené Ag-CMC dosahly minima barveni kolagenu vyznamné pozdéji.

Snizeni poctu neutrofili v ¢astech rany OCT-HA nastalo druhy tyden a pokracovalo i do
Sestého tydne 1écby. V ¢astech rany 1écenych Ag-CMC byl pozorovan nariist v poctu neutrofilti
po dvou tydnech a poté pokles na hodnoty srovnatelné s OCT-HA ¢éastmi rany. Je mozné, Ze
rychlej$i Gstup zénétu v jedné Casti rdny mohl urychlit sniZzeni zanétu v druhé casti. A tak by
hojeni ran diky parakrinni signalizaci konvergovalo. Byla publikovéana transplantace granulacni
tkané€ za ucelem urychleni hojeni problematickych ¢asti rany (napf. na obnazenou kost) (Winter
a Haas 2000). Chen a kol. Izolovali buiikky z hojici se granula¢ni tkdné kontrolnich mysi a
injikovali je do okraje rdny mySsi ozafenych gama zatfenim (Chen et al. 2015).
studiich na zvifatech byly ukézany prozanétlivé efekty sttibra. Sulfadiazin stfibrny zpomalil
hojeni popalenin u mysi a zvysil pocet neutrofill a sniZil pocet makrofagh (Rosen et al. 2015b).
Také kryt s nanokrystalickym stfibrem (Acticoat) vice nez zdvojnasobil pocet prozanétlivych
bunék v akutnich prasecich ranich; nicméné€ hojeni ran v této studii nebylo testovanym krytem
zpomaleno (Hartmann et al. 2016).

Oproti tomu Nadworny a kol. aplikovali roztoky nanokrystalického stfibra na dermatitidu

vyvolanou dinitrochlorbenzenem u prasat a nasledné pozorovali snizeny zanét (Nadworny et al.
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2010c). Thomason a kol. publikovali snizeni zdnétu mySich ran po aplikaci oxysoli stfibra
(Thomason et al. 2018b).

Lansdown a kol. ukézali sniZeny zanét v potkanich ranach po aplikaci SSD (Lansdown et
al. 1997). Stiibrné nanocastice v gelu z kolagenu a chitosanu zlepSily hojeni a snizily pocet
CD68+ bunék a hladinu prozanétlivych cytokind v ranach potkani (You et al. 2017b). SSD
snizil pocet neutrofili a makrofagh v lidskych chronickych ranach. Nicméné PVP-I a
chlorhexidin diglukonat snizily mnoZzstvi prozanétlivych bun¢k vice nez SSD (Fumal et al.
2002b). Zadna z vyse uvedenych studii nicméné neuvedla piimy protizanétlivych mechanizmus
stiibra.

Aplikovali jsme komercéné dostupné kryty ran se dvéma rozdilnymi antiseptiky. Kryty se
ale liSily také svou konstrukci. Pouziti komer¢né dostupnych krytii umoziuje zjistit jejich
skutecny efekt na hojeni rany, nemuzeme vyloucit, ze nckteré aspekty hojeni rany byly
hyaluronanu). Protoze se mnozstvi stfibra mezi riznymi produkty 1isi a stejné tak se li§i mira, s
jakou sttibro z nich penetruje do kiize (NeSporova et al. 2020), rozsah efektl pozorovanych v
této studii miize byt rizny mezi produkty se stiibrem. Uzndvame, Ze velikost testované populace
byla mald v porovnani s vétSinou jinych studii, které sleduji hojeni chronickych ran. Zaméftili
jsme se vice na detailni popis d&ji hojeni v mensi skupiné pacientii. Nase vysledky piesto mohou
slouzit pro navrzeni sledovanych parametrii ve vétsi kohorté pacientd.

Stiibro je celosvétové pouzivano pro 1é¢bu miliond komplikovanych ran a je casto
vnimano jako antiseptikum aktivni na povrchu, které je odstranéno s povlakem rany nebo
exsudatem. Ukézali jsme detailni histologickou analyzu asociace stiibra v chronickych randch a s
tim spojené parametry hojeni na histologické a genové-expresni urovni. Tato pozorovani mohou
zvysit povédomi klinikt, ktefi pouzivaji stiibro, o tom, jak se v ran¢ chova. Také jsme piimo

ukazali, Ze kryt s oktenidinem podpofil hojeni vyraznéji vice nez kryt se sttibrem.

5.3. Vliv stribra a jinych antiseptik na proteinazy

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 ukdzano, ze mize inhibovat lidskou neutrofilovou elastazu, plasmin,
matrix metaloproteindzy a proteindzy v exsudatech z lidskych chronickych ran (Eming et al.
2006). Tento efekt byl rovnéz pozorovan v zavislosti na davce PVP-1. Jina studie ukazala, ze
kryty, z nichz se uvoliioval j6d, byly G¢inné v inhibici kolagenazy nebo papainu (Shi et al. 2010).
Nase vysledky tato pozorovani potvrzuji a rozSifuji paletu enzymi inhibovanych jodem o
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bakteridlni proteindzy z chronickych ran. Obvykld koncentrace jodu pouzivana v roztoku
povidonu jodu je 5 — 10 %. NaSe vysledky ukazuji, Ze 1 1% koncentrace PVP-I je dostate¢na pro
inhibici bakteridlnich a eukaryotickych proteindz. Nicméné podstatné vyssi koncentrace (10%)
byla potieba pro inhibici endogennich proteinaz v prasec¢i kizi. Jod oxiduje fadu aminokyselin
skrz kovalentni modifikaci, ¢imz naruSuje aktivitu enzymi a dokonce je miiZze vysrazet
(Ramachandran 1956). Stabilita jodu a jeho t¢kavost je problematickd. NasSe vysledky to
potvrzuji — koncentrovanéjsSi PVP-I 1épe inhiboval proteinazy. S vy$sSim fedénim ale pftisel
rapidni (nelinedrni) pokles antiproteindzové aktivity. Tékavost jodu a jeji dusledek pro
antiproteindzovou aktivitu (ale zfejm¢ i1 antimikrobialni aktivitu) by mohla byt pfedmétem
optimalizace vyvijenych pokroc€ilych kryth ran, které uvolnuji jod.

Jak jiz bylo uvedeno dfive, stfibro je pouzivano v krytech ran v razné formé (soli,
oxysoli, nanocastice). Nicmén¢ kli¢ova pro antimikrobidlni piisobeni je koncentrace stiibrnych
iontl (Tseng a Liao 2011). RGzné banddze uvoliuji stiibro riznym zpisobem, coz ma za
nasledek i rozdil v jeho dostupnosti pro inhibici proteindz. V pfedchozi studii bylo ukdzano, ze
nitrat sttibrny (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
enzymil pouzivanych pro debridement (papain a kolagenaza) vyvolana kryty s antiseptiky
ukdzala, Ze kryt s nanokrystalickym stifibrem inhiboval aktivitu kolagenazy o 52 % a papainu o
12% (Shi et al. 2010). Mira inhibice nanokrystalickym stfibrem byla podstatné mensi nez u dvou
prostiedkit uvolilujicich jod. Stiibro inhibovalo trypsin a chymotrypsin vratnym zplsobem a
tento efekt byl potlaen, kdyZz byly ptitomny chloridové ionty a doSlo k precipitaci AgCl
(Ballinger et al. 1982). Proto jsme nahradili Tris-HCl ve vyvijecim pufru HEPES pufrem a
inkubovali prasec¢i kizi ve vodném roztoku laktatu stiibrného. RovnéZ jsme odsolili substrat DQ
zelatinu a roztoky proteindz. Také jsme pouzili pufry bez chloridovych soli nebo
demineralizovanou vodu.

O chlorhexidinu bylo zjiSténo, Ze ma schopnost inhibovat matrix metaloproteinazy
v dutiné ustni a bakterialni proteindzy 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 proteindz zavisi na
konkrétnim bakterialnim kmenu (Beighton et al. 1991; Gendron et al. 1999).

V nasi studii, kterd byla provedena v obdobném uspofadani jako vySe jmenovand
(zymografie spojena s SDS-PAGE), chlorhexidin diglukondt rovnéz pln€ neinhiboval
eukaryotické proteindzy, a to ani ve vys$Sich koncentracich nez v dfive publikované studii.
OvSem Beightonem a kol. bylo pozorovano pomoci fluorogenni metody, ze chlorhexidin

inhiboval MMP-2 v nizs8i koncentraci (IC50 0,02 %) nez v SDS-PAGE zymografii. Co se tycCe
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inhibice proteindz z P. aeruginosa, S. marcescens nebo S. liquefaciens, nebyly nalezeny
publikované studie, s nimiz by bylo mozné nasSe vysledky srovnat. Je to tedy znamkou, Ze nase
vysledky rozSifuji seznam proteindz inhibovanych chlorhexidinem i bakteridlni proteinazy
relevantni pro hojeni ran. Obvykld koncentrace chlorhexidinu pro oplach ran je 0,1 %. Za této
koncentrace jsme pozorovali inhibici jen eukaryotickych, a ne prokaryotickych proteindz v SDS-
PAGE zymografii. Plna inhibice bud’ eukaryotickych, nebo prokaryotickych proteinaz nebyla
pozorovana ani ve fluorogenni metod¢. Je mozné, ze chlorhexidin miize ptsobit alesponl zcasti
nespecifickymi antiproteindzovymi mechanismy, které mohou bud’ docasné, nebo trvale
inhibovat proteindzy. Docasné inhibice by mohla byt zpiisobena tim, ze chlorhexidin chelatuje
vapenaté ionty (Gendron et al. 1999); ty byly ale v zymografickych pufrech pouzitych v nasi
studii v nadbytku. Je pravdépodobnéjsi, Ze kratkodoba inkubace s chlorhexidinem vedla
k precipitaci proteinli, véetné¢ proteindz, coz vedlo ke snizeni proteolytické aktivity vzorkt
(Hjeljord et al. 1973).

Vysledky zvetfejnéné v nasi studii jsou podle naseho minéni prvnimi dikazy, Ze oktenidin
ma také antiproteindzovou aktivitu. Byla pozorovéna inhibi¢ni aktivita zavisla na koncentraci jak
u bakterialnich, tak u lidskych proteindz v testovanych koncentracich (100, 20, 4 pg/ml) na SDS-
PAGE zymografii a ve fluorogenni metod¢ byla zjisténa hodnota IC50 pro trypsin 3,07 pg/ml.
Komer¢né dostupné roztoky pro 1é€bu ran obsahuji 1 000 pg/ml oktenidinu dihydrochloridu, coz
je koncentrace pravdépodobné zpilisobujici inhibici proteindz in situ v chronickych ranach.
Oktenidin plisobi antimikrobidlné skrze nabitd centra a hydrofobni fetézce, ¢imZz naruSuje
bakterialni buné¢nou sténu (Kodedova et al. 2011).

Navzdory tomu, Ze jsme ukdzali inhibi¢ni efekt vybranych antimikrobialnich latek a
hovoii o ném 1 literatura, zlstava otazkou, jak se tyto vlastnosti projevi v komplexnim prostiedi
chronické rany. Zaprvé neni jasné, do jaké hloubky by mély byt proteindzy inhibované. Pouze
nckolik studii sledovalo proteolytickou aktivitu hloubé&ji v chronické rané, kde jsou proteindzy
v jistém smyslu chranény pfed pfimym kontaktem s antiseptiky z rany. VétSina studii sledujici
modulaci proteinazové aktivity se zaméfuje na proteinazy v exsudatu (McCarty a Percival 2013;
Mirastschijski et al. 2002). V nasi studii jsme se na tento nedostatek informaci zaméftili a ukdzali
jsme, Ze chlorhexidin diglukondt a laktat stfibrny mohou pronikat do kGize a inhibovat zde
pfitomné proteinazy. K tomuto jevu dochazi, kdyZz je kize ponofena do roztokd téchto
antimikrobidlnich latek, nebo i1 v pfipad¢ castecného kontaktu s kiizi ve Franzovée cele. Ackoliv
PVP-I zna¢n¢ inhiboval proteinazy, jeho schopnost efektivné piisobit v klizi byla zna¢né snizena
v fedénych roztocich. Také oktenidin hydrochlorid inhiboval proteinazy v kizi, kdyz byla kize
ponoiena do jeho roztoku. Nicméné tento efekt nebyl statisticky signifikantni ve Franzové cele.

To odpovida jiz publikovanym vysledkiim, Ze oktenidin dihydrochlorid do klize pronikd mélo
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(Stahl et al. 2011b). Mira, s jakou antiseptikum pronika do tkdné¢, mize byt ovlivnéna kinetikou
jeho uvolnéni z matrice (kryt rany, gel). To miZe ovlivnit prinik jodu, ktery se vypatuje
pomérné rychle. Nebo miize byt ovlivnéno mnozstvi “aktivniho” Ag® piitomnosti Cl". Za druhé
jsou zde negativni efekty nebo omezeni, které provazi pouziti antimikrobidlnich latek. Kviili
nespecifickému efektu na proteiny mohou antiseptika také modifikovat ristové faktory a
cytokiny, coz muze narusit jejich biologickou aktivitu v akutnich nebo také v chronickych
ranach. Je tedy otazkou, jestli schopnost sledovanych antiseptik modulovat proteindzovou
aktivitu vyvazi jejich potencidlni nedostatky. Byla publikovana studie, ktera ukdzala rychlejsi
hojeni rany, kdyz byly proteinadzy absorbovany do krytu z regenerované celuldzy (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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6. ZAVER
Ve studii NeSporova et al. (2020) jsme sledovali efekt ¢tyt kryti chronickych ran. Pomoci
ICP-OES jsme urcili koncentraci stfibra v krytech, u nichz vyrobce tuto hodnotu neuvadél.
Cytotoxicita byla zjistétna pomoci metody MTT na linii lidskych keratinocyti a mySich
fibroblastii a dalSimi metodami na erytrocytech a imunitnich buiikach. Antimikrobialni u¢innost
byla sledovana ve vyluzich krytd pomoci mikrodiluéni metody a pomoci ptimého kontaktu
bandaze s bakteriemi. Korelovali jsme fyzikalné-chemické vlastnosti stfibra obsazeného
v bandazich a jeho toxické a antimikrobidlni plisobeni v in vitro a ex vivo systémech. Detekovali
jsme pronikani stiibra z kryti do prase¢i dermis pomoci stfibrné autometalografie. Mira DNA
poskozeni byla uréena mnozstvim YH2AX v kizi metodami IHF a WB.
1. H1-Cl
Zjistili jsme, ze cytotoxicita se u sledovanych c¢tyfech kryti ran projevila u keratinocyta,
fibroblastd 1 erytrocytli, ale nebyla pfimo imérnéd antimikrobialni Gc¢innosti. Potadi od
nejvice  cytotoxického  krytu bylo: Ialugen>Acticoat>Aquacel>Silvercel. —Od
nejucinnéjsiho proti bakteriim je sefazeno v tomto potadi: Ialugen ~ Acticoat > Aquacel
~ Silvercel. U neutrofilii jsme pozorovali snizenou prozanétlivou aktivitu po ovlivnéni
roztoky se stfibrem vyluhovanym zkrytl, nicméné to bylo zifejmé zplsobeno

cytotoxicitou stiibrnych kryti.

2. HI-C2
Ukaézali jsme, Ze stiibro difundovalo do prase¢i dermis, kde indukovalo DNA poskozeni
a stresovou odpovéd. Byl rozdil v mife pronikani stfibra do klize mezi testovanymi

bandaZemi, nicméné stiibro pronikalo do dermis ze vSech ¢tyt zkoumanych kryta.

Vysledky ukdzané v této praci zieymé poprvé piedstavuji takto metodicky rozsahlé
sledovani vlastnosti komer¢nich kryth se stfibrem. Rozsifili jsme tim jiZ publikovana pozorovani
cytotoxicity stfibra v in vitro podminkdch o cytotoxické efekty v ex vivo. Proklamovany
protizanétlivy efekt stfibra na rdny mulze byt zplsoben jeho cytotoxicitou vaci zanétlivym
bunkdm. Za nejcennéjSi pozorovani povazujeme, ze stiibro pronika do dermis, kde zptsobuje
DNA poskozeni.

Na vysledky ziskané na ex vivo klzich navazuje vyzkum publikovany v dal§im ¢lanku
Pavlik et al. (2021). Zde jsme sledovali distribuci stfibra a hojeni ran makroskopicky, na trovni
histologie (zanét a granulace) a genové exprese vybranych markert (zdnét a granulace).

3. H2-C1
Stiibro z krytu Aquacel Ag+ proniklo i do lidskych chronickych ran. Jeho distribuce byla
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spjatd zejména s vlakny mezibunéné hmoty a s periadventicidlnim prostorem. Stiibro
bylo detekovano 1 v makrofazich. O reakci rany na ptitomnost stiibra svéd¢i 1 zvySena

genova exprese metalothioneint.

4. H2-C2
Byly pozorovany rozdily v rychlosti hojeni ¢asti ran l1éCenych riznymi kryty. Kryti
s oktenidinem (Sorelex) podporovalo rychlej$i maturaci mezibunééné hmoty a ustup
zanétu oproti krytu se stiibrem. K posunu v hojeni doslo i v ¢astech rany 1éCenych krytem
se stfibrem, ale az mezi druhym a Sestym tydnem 1éCby. I na makroskopické trovni
vypadaly rany 1é¢ené krytem s oktenidinem 1épe (byly méné povleklé a granulacni tkan

byla zivé Cervena).

To, ze stiibro pronika i do lidské chronické rany odpovida publikovanym pozorovanim
zvysené hladiny stiibra v krvi a organech pacientll nebo experimentalnich zvirat 1é¢enych kryty
se stiibrem. Nase studie ukdzala hloubku priniku stfibra do rany a naznacuje dva mechanismy
jeho odstraiiovani zrany — nasavanim do cévniho systému a skrz fagocytézu realizovanou
makrofagy. Rychlejsi ustup zanétu v ¢astech 1éCenych krytem s oktenidinem zde ziejme koreluje
i s lepsi maturaci tkdn€ a mensim pokrytim rany fibrinem.

V posledni studii, kterd je podkladem této disertac¢ni prace (Pavlik et al. 2019), jsme se
vénovali vlivu stiibra, oktenidinu, jodu a chlorhexidinu na aktivitu proteindz. Tyto proteinazy
pochazely z eukaryotickych zdrojii i z bakterii izolovanych z chronické rany. Byla sledovana
aktivita proteinaz inkubovanych s antiseptiky v in vitro podminkach na Zelatinové zymografii a
pomoci fluorogenni metody. Dale pak byly sledovany proteinazy v ex vivo kiizi inkubované
s antiseptiky pomoci fluorescencni mikroskopie.

5. H3-Cl

Sttibro inhibovalo fadu eukaryotickych 1 prokaryotickych proteinaz vin vitro

podminkach. Tato inhibice byla zavisla na koncentraci. U jodu byla pozorovana vyrazna

inhibice proteindz, ale inhibice se sniZila s fedénim vyrazné&ji nez u jinych antiseptik.

6. H3-C2

Inhibice endogennich proteinaz sttibrem se projevila i na praseci kiizi ex vivo.

Kromeé 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 proteindzy. Pfestoze je nutné tato pozorovani ovéfit in vivo, jsou zde divody, pro¢ by

ur¢itymi antiseptiky mohla byt kromé redukce bakterii také snizena nadmérné aktivita proteinaz.
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Vyvijené pokrocilé kryty ran mohou byt tak optimalizovany, aby zajistily dostatecny
antimikrobialni i antiproteinazovy efekt antiseptik.

Ackoliv je tézké modelovat hojeni chronickych ran in vitro a ex vivo, véfime, ze ndmi
ziskané vysledky pfinaSeji vyznamné a nové poznatky o mechanismech aktivity stiibra a mohou
byt extrapolovany do 1é¢by ran, coz ukazuje predevsim druha ¢ast této prace — in vivo studie.
Dale nase vysledky ukazuji, Ze je nezbytné pouzivat komplexni metodologii pro urceni G¢innosti
a bezpecnosti kryta ran, protoze tyto veliCiny spolu souviseji ale ne pfimo umérné. Stfibrné kryty
zaroven pusobi na viabilitu bakterii, zdnétlivych, stromalnich i epidermalnich bunék. Nase data
potvrzuji doporuceni, Ze by kryty ran se stfibrem m¢ly 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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