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Oponentsky posudek disertacni prace Mgr.Vojtécha Pavlika

Po vyzvéani pana prof. MUDr. Otomara Kittnara, CSc., MBA, pfedsedy OR studijniho programu
Fyziologie a patofyziologie tlovéka, pfipisem ze dne 20.1.2022, jsem prostudovala dizerta¢ni
praci Mgr. Vojtécha Pavlika, studenta 3.LF UK doktorského studia ve studijnim programu
Fyziologie a patofyziologie ¢lovéka na téma , Antimikrobidlni, cytotoxické a antiproteinazové
vlastnosti stiibra pouzivaného pro lécbu chronickych infikovanych ran a vypracovala
nasledujici oponentsky posudek.

Aktudlnost tématu

Téma vyie uvedené doktorandské dizertacni prace je mimofadné aktudlni, nebot
chronickym, nehojicim se ranam dolnich koncetin donedavna nebyla vénovéna dostatecna
pozornost a ¢asto predstavovaly ,crux medicorum®. Teprve v poslednich dvou desetiletich se
v Fadé obor(, dostavaji do popfedi zajmu také nemochi s riznymi typy ran — akutnimi,
chronickymi, komplikovanymi a nezhojitelnymi. Zcela jisté se na této skutecnosti podili nové
lééebné prostiedky, metody s o3etfovanim ran spojenymi a védomosti o patofyziologii
hojeni chronickych ran. Jsou poznavany slozité regulaéni mechanizmy, vztahy mezi
jednotlivymi bufikami a ristovymi faktory, které se pfi hojeni ran uplatiiuji. Pfesto lécba
téchto ran je dlouhodobd, ¢asto spojend s nemalymi néklady vynaloZenymi na jejich |é¢bu. Jednou
z pfitin protrahovaného hojeni je infekce ran, ktera podporuje zénétlivou fazi hojeni a brani
dal$imu postupu hojeni.

7 téchto divodd se autor dizertaéni prace zaméfil na lécbu infikovanych chronickych ran
vybranymi antiseptickymi prostredky, zejména s obsahem stfibra, na jeho antimikrobialni,
cytotoxické a antiproteindzové vlastnosti a srovnavani jeho Géinku s daldimi vybranymi
antiseptiky.

predloZend dizertacni prace ma celkem 115 stran formatu A4, pevné svazanych v jeden
celek. Patfi¢nou ucelenost dodava praci fada barevnych dokumentaé&nich obrazkd, velmi
kvalitn& zhotovenych grafl a prehlednych tabulek, které zvy3uiji jeji hodnotu. Vyznamnou
asti prace je literatura s pfebohatymi citacemi, ze kterych autor Eerpal cenné poznatky a
nazory. Soutasti dizertaéni prace je pfiloha publikovanych praci v Ceskych a zahranicnich
¢asopisech, vztahujicich se k této problematice a seznam prednések a posterd na
tuzemskych a zahrani¢nich kongresech.

Prvnich 17 stran pfedstavuje literarni Gvod, kde se autor zaméfuje predeviim na patologické
zmény v hojeni chronickych ran, na odlig¢nost hojeni v jednotlivych fazich hojeni od ran



akutnich, zejména ve fazi zanétu. Poukazuje nato, je vyznamnou roli zde sehravaji
neutrofily a makrofégy, jejichZ aktivaci dochazi k sekreci cytokind, prozanétlivych mediatoru
a matrix metaloproteindz. ZvySena aktivita proteinaz produkovanych pacientovymi burikami,
je u infek&nich ran, potencovana produkci proteindz bakteriemi. Nadmérna hladina
proteinaz degraduje fibronektin, zakladni substance pfi remodelovani ECM. Do hojivého
procesu negativné zasahuje zvysena hladina kyslikovych radikalG, nésledkem oxida¢niho
stresu dochazi k poskozeni DNA bunék a ke zpomaleni hojivého procesu.

Daléim komplikujicim faktorem hojeni, jsou bakterialni infekce. V souvislosti s lé¢bou infekce,
popisuje vybrana antiseptika pouzivana v 1é¢bé chronickych ran a zaméfuje se predeviim na
vlastnosti stfibra, na jeho pozitivni i negativni Gginky.

Poznatky o odchylném hojeni chronickych ran a lé¢ba ranné infekce nejéastéji pouzivanymi
antiseptiky, zejména stfibra, obsazeného v krycich prostfedcich pro hojeniran, se staly
podkladem pro experimentélni praci a studii na lidské populaci. V experimentech in vitro,
ex vivo a in vivo ex vivo byly srovndvany efekty 4 komer&né dostupnych krytd se stfibrem
(Aquacel Ag+Hdyrofiber, Acticoat, lalugen a Silvercel) a jejich aginnost porovnavana

s ostatnimi antiseptiky.

Cil dizeraténi prace a jeho spinéni

Cilem dizerta&ni prace bylo ovéFeni 3 stanovenych hypotéz:

Prvni hypotéza byla zaméFena na sledovani antimikrobialniho a cytotoxického ucinku stfibra
a sledovani cytotoxicity stfibra v zévislosti na jeho antimikrobidlni Géinnosti. DalSim cilem
této hypotézy bylo ovéfeni, zda stfibro pronika do dermis a jestli zde dochdzi k cytotoxickym
efektum.

V testech in vitro difuzni metodou na krevnim agaru se potvrdila hypotéza antimikrobidlniho
Gginku sledovanych kryti se stfibrem vici nejcastéji sledovanym patogeniim - Staphylococcus
aureus a Pseudomonas aeruginosa. Nejvy33i dcinnost vykazoval Aquacel Ag+. Stejné se
potvrdila cytotoxicita stfibra vici dermalnim fibroblasttm a lidské linii keratinocyt( in vitro,
se statistickou vyznamnosti. Opét na prvnim misté Aquacel Ag+.

V ramci druhého cile prvni hypotézy bylo prokazano na explanatech prasedi kize, Ze stfibro
pronikéa do dermis, kde zpasobuje poskozeni DNA a stresovou odpovéd, se zvysenim genove
exprese. Stfibro pronikalo do dermis ze véech 4 kryt(, nejvyss signal vykazoval lalugen.
Druha hypotéza byla orientovana na sledovani rozdilu v hojeni chronické rény lécené z asti
krytem se stfibrem a z Casti krytem s octenidinem. Cilem, vychazejicim z této hypotézy, bylo
uréeni distribuce st¥ibra v chronické rané v pribéhu hojeni a sledovani zakladnich parametrd
hojeni a porovnani rozdild pod temito kryty.

Na kzi v experimentech ex vivo byla sledovana distribuce stfibra a hojeni ran
makroskopicky, histologicky a genova exprese vybranych markerd. Stfibro z krytu Aguacel
Ag+ pronikako do ran, kde bylo detekovano v makrofazich a v mezibunééné hmoté.

Podobné v nasledujicim kroku, pozorovanim in vivo na pacientech s bércovym viedem, bylo
sledovéano pronikani stiibra (pouZit Aquacel Ag+) do kuiZe v bioptickych vzorcich, odebiranych
po 2 a 6-ti tydnech |éCby. Distribuce stfibra byla prokazana hluboko v granulaéni tkani a
stfibro bylo sou¢asné detekovano v makrofazich a ve fagocytech.



Pti srovnavani sledovanych zanétlivych parametr( pfi hojeni rény v astech lé¢enych Aquacel
Ag+ a krytim Sorelex (octenidin a hyaluronan), byl zaznamenan statisticky vyznamné vy33i
signal CD68 v ranach lé¢enych OCT-HA, taktéZ v ranach |é¢enych timto antiseptikem byl jiZ
po 2 tydnech pozorovén vyznamny pokles granulocytQ.

Pfi sledovani parametr hojeni rany pomoci histologie, ukazalo se, 7e v mistech s krytim
OCT-HA uz po 2 tydnech probiha hojeni rychleji neZli u Aquacelu Ag+ a pii hodnoceni
povlak, byla mista kryta Aquacelem Ag+ po 2 tydnech sledovéni, vyznamné vice povlekla.
Treti hypotéza byla zaméFena na efektivitu stfibra v Uloze snizovani aktivity protedz,
relevantnich pro hojeni ran. Kromé proteaz produkovanych pacientovymi burikam, pfispivaji
k proteolytické aktivité bakterialni proteazy a tim k degradaci nové tvofici se granulacni
tkané. Cilem této hypotézy bylo uréeni aktivity lidskych a bakteridlnich protedz, pritomnost
stfibra a jinych antiseptickych prostfedkd in vitro a soucasné zjistit, zda stfibro mize
inhibovat endogenni proteazy v kuZi iex vivo.

V in vitro experimentech byla sledovéna inhibice aktivity savcich a bakteridlnich protedz u
&yf vybranych antiseptik — povidon jodu (PVP-1), laktatu stfibrného (Ag), chlorhexidinu
(CHL) a octenidindihydrochloridu (Oct). Potvrdilo se, je tyto latky inhibovaly eukaryotické
proteindzy vice neZ bakterialni. Aktivita lidskych proteinaz byla inhibovana v zavislostech na
davce. PVP-1 a Oct dosahly statistiky vyznamného sniZeni proteindzoveé aktivity v nejvyssich
koncentracich, nicméné Fedéni PVP-l dramaticky snizovalo jeho proteindzovou aktivitu. Oct i
Ag statisticky vyznamné inhibovaly eukaryotické proteinazy ve viech sledovanych
koncentracich.

Vliv stfibra na aktivitu eukaryotickych a prokaryotickych proteinaz byl sledovan ex vivo na
modelu praseci kGiZe a bylo potvrzeno, Ze Oct a Ag a Chl inhibuji endogenni proteazy prasei
kiize. PVPO-1 mél Géinnou inhibici pouze ve 100% koncentraci, zatimco 10% koncentrace
pouzita v gelu U¢innost prokazaly.

Material a metodika

K realizaci stanovenych cilii pouZil autor ¢etné metody provadéné in vitro, ex vivo na praseci
k{i#i a in vivo u souboru pacientt lidské populace. Material pro jednotlivé metody byl
naleZité zpracovan a pFipraven pro pouZiti jednotlivych metod, mnohdy ne zcela bé&zné
provadénych. Zvolené metody zpracovani odpovidaji stanovenym cilim dizertaéni prace a
patfi mezi moderni postupy, umoZriujici hodnoceni sledovanych parametri véetné
statistického zpracovani vysledkd. K hodnoceni vysledkd autor pristupuje kriticky se snahou
k maximalni objektivizaci.

Zaveér:

Predlozena dizerta¢ni prace je svou problematikou vysoce aktudlni. Zavéry prace jsou
mnohostranné, vysledky vyzkumu rozsifily védecke poznatky o problematice léCby a hojeni
chronickych ran, o pozitivnim efektu i vedlejsich agincich antiseptik a mohou se uplatnit

v kazdodenni praxi. TaktéZ se mohou stat namétem pro dalsi vyzkum.

Teoretickd i experimentalni ¢ast je zpracovana na vysoké odborné urovni, coz svédti o tom,
se autor pronikl hluboko do dané problematiky. Jazykov@ i stylisticky je prace istd, jasné
srozumitelnd, pfehlednd, bez formélnich nedostatku.



Autor dizertacni préce spinil stanovené cile. Prokazal, Ze je zpUsobily pro tvirci védeckou
praci, ma hluboké teoretické védomosti v dané oblasti a prokazal, Ze je schopen samostatné
védecké prace. Proto navrhuji, aby podle paragrafu 47 VS 111/98 sb. O doktorandském
studiu, Mgr. Vojtéchu Pavlikovi, byla udélena hodnost Ph.D.
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