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Abstrakt

Chronické rany jsou Casto kolonizovany patogennimi bakteriemi. Vyskyt infekce na povrchu rany mé za nasledek
zhorSeny a opozdény proces hojeni. Proto je nutné mikrobiologickou zat€z odstranit pouzitim antimikrobialnich ¢inidel,
kterd navic ptisobi jako prevence proti infekci. Mezi antimikrobialni latky patfi antibiotika, proti kterym si vSak patogeny
umi vytvorit resistenci. Pro 1é¢bu chronickych ran se tedy pouzivaji antiseptické ptipravky plsobici neselektivné.
Antiseptika vSak mohou byt cytotoxicka i pro buiiky lidské tkané a zpisobit tak zpozdéni hojeni ran. Je tfeba dosdhnout
ur¢ité rovnovahy mezi antimikrobialni u¢innosti a cytotoxicitou. Nejcastéji pouzivané aktivni latky s mikrobicidnimi
schopnostmi v antiseptickych piipravcich jsou: stfibro, jod, chlor, oktenidin, polyhexamethylen a chlorhexidin. Tato
prace popisuje mechanismy piisobeni téchto €inidel a porovnava dosavadni klinické a laboratorni poznatky o jejich

efektivité na hojeni chronickych ran a cytotoxicité proti buiikdm podilejicich se na tomto procesu.

Klicova slova: Chronické rany, antiseptika, cytotoxicita, oktenidin, chlorhexidin, polyhexamethylen, PHMB, jod,

stfibro, chlor

Abstract

Chronic wounds are often colonized by pathogens bacteria. The occurrence of infection on the surface results in an
injured and delayed healing process. Therefore, the use of antimicrobial agents that eliminate microbiological stress and
prevent infection is required for the treatment of chronic wounds. Microbial agents include antibiotics, but pathogens
are able to develop resistance to them. Antiseptic agents are therefore used, which act non-selectively. Antiseptics may
be cytotoxic to human tissue cells and cause a delay in wound healing. A certain balance needs to be struck between
antimicrobial activity and cytotoxicity. The most commonly used active substances with microbicidal properties in
antiseptic preparations are: silver, iodine, chlorine, octenidine, polyhexanide, and chlorhexidine. This work describes
the mechanisms of action of these agents and compares the clinical and laboratory knowledge of their effectiveness in

chronic wound healing and cytotoxicity against cells involved in this process.

Keywords: Chronic wounds, antiseptic, cytotoxicity, octenidine, chlorhexidine, polyhexamethylen, PHMB, iodine,

silver chlor
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Dusicnan stiibrny, silver nitrate

Nanokrystalické stiibro, silver nanoparticle
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Braunol

Betadin

Choriollantoidni membrany, choriollantoic membrane

Chloramin T

Chlorhexidin, chlorhexidine

Kadexomer jod, cadexomer iodine

Endoplasmatické retikulum, endoplasmatic reticulum

Fetalni bovinni sérum, fetal bovine serum

Gram pozitivni bakterie, gram positive bacteria

Gram negativni bakterie, gram negative bacteria

Glukoézou regulovany protein 78 kDa, glucose-regulated protein 78 kDa
Lidské nesmrtelné keratinocyty, human keratinocyte immortalized cell line
Lidské epidermalni keratinocyty, human epidermal keratinocytes
Lidské dermalni fibroblasty, human dermal fibroblast

Kyselina chlornd, hypochlorous acid

Polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace, half maximal inhibitory concentration
Interferon gama

Interleukin

Lavasept

Liposomalni hydrogel, liposomal hydrogel

Chlornan sodny, sodium hypochlorite

N-chlorotaurin, taurine chloramine

Bunécni piirozeni zabijeci, natural killer cells

Matrixova metaloproteindza, matrix metaloproteinase

Mezenchymalni stomatélni buiiky, mezenchymal stomatal cell
Oktenidin, octenidine

Polyhexamethylen biguanin, polyhexamethylene biguanine, polyhexanide
Prontosan

Povidon jod, povidon iodine

Kyslikové radikaly, reactive oxygen species

Fenoxyethanol, phenoxyethanol

Sulfadiazin sttibrny, silver sulfadiazine

Faktor nadorové nekrozy alfa/beta, tumor necrosis faktor

Vaskularni endotelialni ristovy faktor, vascular endothelial growth factor
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1 Uvod

Chronické rany predstavuji zdvazny zdravotni a sociologicky problém, ktery postihuje asi 7 % populace. Jsou
definovany jako sekundéarné se hojici rany, které nevykazuji tendenci hojeni po dobu 6 - 9 tydni. Od akutni rany se lisi
pomalym a dlouhotrvajicim procesem hojeni, zahrnujici prodlouzenou zanétlivou fazi a vyskytem bakteridlni
kontaminace (bio-burden). Pro chronické rany je také typicka nerovnovaha mezi proteindzami a inhibitory zanétu
a apoptoza C€i nekroza bunck. Vznikaji nejCastéji prechodem akutni rdny do chronicity v dasledku infekce
¢i pridruzenych nemoci, nebo prohloubenim nekrozy kize. Pietrvavajici oteviena rana je mistem mozného vstupu
patogenti do téla a mlize zplsobit dalsi rozvoj infekénich komplikaci.

Pro 1écbu nehojicich se ran je nezbytné pouziti krytti s lokalnimi antimikrobidlnimi latkami. Jejich ukolem je snizeni
biologické zatéze a kontrola infekce rany, ktera je hlavni pfi¢innou opozdéného hojeni. Mezi lokalni antimikrobidlni
latky se dnes fadi antibiotika a antiseptika. Mechanismy pusobeni vétSiny antibiotik jsou specifické pro jeden
nebo nékolik cili (Punjataewakupt et al., 2019) a vykazuji tim i vy$si pravdépodobnost rozvoje bakterialni rezistence,
ktera je navic umocnéna nevhodnym a nadmérnym pouzivanim pfti 1é€b¢ infekce (Karinja & Spector, 2018). Antiseptika
maji $irsi spektrum antimikrobialni aktivity diky své neselektivité, pro bakterie je t€Zsi vytvofit si proti nim rezistenci,
a proto jsou vhodngjsi pro 1ébu nehojicich se ran. Idealni antiseptika by méla byt ucinna proti Sirokému spektru
patogentl, podporovat reepitelizaci, minimalizovat bolest, zabranit nadmérnému zanétu a méla by byt dobte lokalné
i systémové tolerovana. Neselektivni aktivita ma vSak za nésledek interferenci s buiitkami v ran€ a mohou tak vyvolat
tkanovou cytotoxicitu a zpozdéni hojeni ran. Tato prace piindsi prehled nejpouzivanéjSich aktivnich latek
v antiseptickych pfipravcich, mechanismus plisobeni na bakteridlni i hostitelské buiiky a publikované cytotoxické

koncentrace a efekty in vitro a in vivo.
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Obrazek 1. Priubéh hojent ran. A) faze zanétu, ve které se zanétlivé bunky dostavaji do mista poraneni a eliminuji
patogenni organismy. B) v dalsi fazi granulace se vytvari nové cévy a podklad pro epitely, které ndsledne migruji
po granulované tkani a ranu zaceli (Gurtner et al., 2012).



2 Hojeni rany

Proces hojeni ran probiha ve tfech fazich: zanétliva, granulaéni a epiteliza¢ni faze viz obr.1. V prvni fazi dochazi
k migraci leukocytti, fibroblasti do mista poranéni a odstranéni mikrobti a cizorodych latek. Vytvafi se tedy zanét
charakterizovany otokem, zarudnutim ktZze, bolesti a zvySenou teplotou postizeného mista. Zanétlivé bunky
(napf. neutrofily) mohou vSak pfispivat k patogenité, poruSeni tkdné ¢i vzniku nekrézy, proto je nutné hladiny zanétu
regulovat. V dalsi fazi granulace je zacelena rana a je také vytvorena podkladova sit’ pro epitelialni buiiky. Vytvaii se
nové cévy procesem neovaskulizace (neoangiogeneze) (Garlick, 2004; Tomic-Canic et al., 2004). Fibroblasty produkuji
kolagen a jiné slozky extracelularni matrix. TGF je ristovy faktor produkovan nejen pfitomnymi makrofagy, ktery
podporuje tvorbu kolagenovych vlaken. V této fazi se vSak mize objevit infekce nebo hypergranulace, které mohou
zahojeni ran vyznamn¢ zpomalit nebo dokonce potlacit. Epitelizace je koncenym procesem reparace ran a doprovazi
granulaci. Epitelové bunky se déli a migruji z periferie rany nebo epitelizacnich ostriivkil uvnitf rany po vlhké spodiné
a vytvari novou pojivovou tkan a pokozku piekryvajici tkan granula¢ni (Garlick, 2004; Gurtner et al., 2012). Rychlost
reepitelizace rany je urCena zejména kooperaci proliferace a migrace keratinocytli a novotvorby pojivové tkané.
Mechanickou a funkéni piekazkou reparace tkané muze byt nekréza a fibrinovy povlak. V chronickych ranach je velké
mnozstvi neutrofilnich proteinaz vyvolavajicich chronickou zanétlivou odpovéd’ a vytvari se tak nerovnovaha mezi
hladinami proteinaz a jejich inhibitorti. Rovnovéaha je vSak zédsadni pro rozklad dlouhodobého zanétu a nasledné

reepitelizace rany (Tomic-Canic et al., 2004).

3 Stiibro

Antibakterialni u€innost stiibra je znama jiz po staleti. Od roku 1800 se zacal lokalné pouZzivat roztok dusi¢nanu
stiibrného (AgNOs), jehoz uzivani pokleslo béhem 2. svétové valky s prichodem antibiotik a pasterizace (Politano et
al., 2013). Do 60. let minulého stoleti byly také pouzivany produkty obsahujici stéibro v komplexu s malymi bilkoviny,
pro lepsi stabilitu roztoku. Pro mensi baktericidni G¢inky byly v§ak nahrazeny sttibrnymi solemi, kde jsou stéibrné ionty
komplexovany s negativné nabitymi ionty, které také zvySuji stabilitu (AgCl, AgNOs, AgSO 4). V 60. letech Moyer
zavedl kontinudlni zvlhcovani 0,5% roztokem dusi¢nanu stiibrného (AgNOs) pfi 1é€b€ popalenin (Castellano et al.,
2007). Po pouziti AgNOs je do rany uvoliiovano velké mnozstvi iontd, které vSak okamzité vytvari chemicky komplex
s chloridy, které jsou slozkami exsudatd rany a tim jsou ionty spotfebovany a inaktivovany. Proto se musi aplikace
roztoku AgNOs opakovat az 12krat denné (Atiyeh et al., 2007; Leaper, 2006). Fox v roce 1968 zkombinoval AgNO;
se sulfadiazinem a vytvofil topicky krém 1% sulfadiazin stfibrny (SSD), kombinujici inhibi¢ni uG¢inky stfibra
a antimikrobialni ucinky (Percival et al., 2010). SSD do rany uvolnuje az 3200 ppm stiibra stejné¢ jako AgNOs3,
ale uvoliiovani je mnohem pomalejsi, tudiZz neni potiebna tak Casté aplikace (Atiyeh et al., 2007).

Dnes pocet antiseptik obsahujicich stiibro nartista, jsou k dispozici v mnoha forméach jako naptiklad krémy, roztoky,
hydrogely, pény, hydrokoloidy, polymerni filmy a vyrobky na bazi nanokrystalického stiibra. Kazdy ptipravek uplatiuje
rizné vyhody, pti¢emz antibakterialni G¢inky vykazuji vSechny. Avsak nejasnosti ohledné¢ méfeni jejich toxicity stale
pretrvavaji (Leaper, 2006).

Nanocastice stiibra (AgNP) maji vyjimeéné fyzikalné-chemické vlastnosti odlisné od mikro- a nano- krystald
nebo stiibrnych soli a diky své antibakteridlni G¢innosti jsou v dne$ni dob€ nejpouzivanégjSim nanomaterialem

ve spotfebnich vyrobcich (Kramer et al., 2018). Poskytuji vétsi plochu povrchu pro kontakt s vlhkosti, ¢imz se zvySuje
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ucinek stiibra, ale i penetracni potencial. Jejich velikost se pohybuje v rozmezi od 1 nm do 100 nm a obsahuji 20 - 15000
atomd stibra (Chen & Schluesener, 2008). Lisi se svym tvarem, velikosti a povrchovou vrstvou a tyto rozdily maji vliv
na jejich biologickou aktivitu (McShan et al., 2014). Cim je AgNP mensi, tim ma vé&tsi pomér plochy povrchu k objemu
a uvoliuje vétsi mnozstvi toxického Ag" (Punjataewakupt et al., 2019). Ve srovnani s normalnim stiibrem je vysoce
rozpustné ve vodé a uvoltiuje piiblizné 70ppm Ag" i Ag’ (Le Ouay & Stellacci, 2015). Ag® je mnohem pomaleji

deaktivovana chloridovymi anionty, nez kationt stfibra (Potgieter & Meidany, 2018).
3.1 Antimikrobialni mechanismus plisobeni stiibra

Aktivnim ¢inidlem je ionizované stiibro (Ag"), které je vysoce reaktivni a u¢inné vici Sirokému spektru G* i G-
bakterialnich kment (Percival et al., 2010). Aktivni ionty stiibra maji schopnost tvofit kovalentni vazbu s disulfidickymi
a thiolovymi skupinami nachazejicimi se na mnoha mistech buiky. Diky této schopnosti stiibro interaguje s bilkovinami
a enzymy v bunécné sténé bakterii, poskodi ji a narusi tak ochrannou bariéru. Zpisobi dulezité strukturalni a funkéni
zmény vedouci k inhibici transportu Zivin pres buné¢nou sténu (Lo et al., 2009; McDonnell & Russell, 1999; Percival
et al., 2010; Stryja, 2008) a narusi celistvost bunky nasledované tinikem zivotné dulezitych latek a bunécnou smrti
(Stryja, 2008). Jsou ucinnéjsi proti G” nez G* bakteriim, protoZe negativni naboje lipopolysacharidi vné&jsi vrstvy G-
bakterii jsou p¥itahovany k slabym nabojiim na nano&asticich stiibra. Céstice o velikosti 100 nm sice nemohou prochéazet
buiikou, ale plsobi na signalni drahy buiiky nepfimo pies transmembranové receptory (Cameron et al., 2018; McShan
etal., 2014). AgNP v buiikach postupuji transformaci od elementarniho stiibra Ag® ke kationtim Ag”, k formam oxidt
sttibra (Ag-O-) a nasledn¢ k sulfidiim sttibra (Ag-S-) po interakci s thiolovymi skupinami. Stfibro nejcast&ji tvoii Ag,S,
coz naznacuje potencionalni toxicitu a jen velmi malé mnozstvi ztistava ve form¢ volnych ionti Ag* (Cameron et al.,
2018). Stiibro také negativné ovlivituje elektronovy transport (Toy & Macera, 2011), coz vede k produkci reaktivnich
forem kysliku (ROS) a navic interaguje s enzymy reduktazy ROS (viz obr. 2.) (Cameron et al., 2018; McShan et al.,
2014) nebo vychytava intracelularni kofaktor glutation. Nadprodukce ROS zptisobuje denaturaci antiapoptotickych
proteintl a iniciuje expresi proapoptotickych proteint, které pak iniciuji apoptitickou signalni drahu (Akter et al., 2018;
Le Ouay & Stellacci, 2015). Poskozeni DNA je umocnéno interakci Ag" (McDonnell & Russell, 1999; Morones et al.,
2005), ktera vede k problémm pii replikaci a zastavé bunééného cyklu v G2fazi/M (AshaRani et al., 2009). Ag* tak
zasahuje i do syntézy nukleovych kyselin, denaturuje bilkoviny a tvofi nerozpustné a nefunkéni slouceniny (Stryja,
2008). Cytotoxicita AgNP je zavisla hlavné na ¢ase, koncentraci, pH prostiedi, teploté a typu bunék (Punjataewakupt et
al., 2019; Zhang et al., 2014, AshaRani et al, 2009). V soucasnosti stale neni jasné, jestli poskozeni v biologickych
systémech indukuji AgNP nebo Ag', je naro¢né rozlisit, ktera ¢ast AgNP vede k cytotoxicité (Akter et al., 2018).
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Obrdazek 2. Piisobeni AgNP a Ag" na buiiku. Stiibro do busiky prochazi difiizi, endocytézou nebo transmembrdnovymi
proteiny. Uvniti buriky se v plazmatické membrané AgNP rozpousti a uvoliuje aktivni ionizované Ag”, které ndsledné
zpuisobuji mitochondrialni dysfunkci, oxidacni stres, poskozeni DNA a inhibici proliferace buniky vedouci k apoptoze
¢i nekroze (Ahmed et al., 2017).

3.2 Cytotoxicita stiibra

In vitro:

Bylo prokazano, ze stiibro je vysoce toxické hlavné pro keratinocyty a o néco vice pro fibroblasty bez ohledu na typ
terapeutik uvolnujicich stfibro (Poon & Burd, 2004). Miiller a Kramer in vitro pozorovali smrt 50 % mysich fibroblastt
pii 0,0018% AgNOs a 0,006% SSD (Miiller & Kramer, 2008). To je v souladu se studii Hidalga a Domingueze, ktefi na
lidskych dermalnich fibroblastech dokazali cytotoxicitu AgNO; jiz pfi 0,00007 % (zavislou na koncentraci a Case)
(Hidalgo & Dominguez, 1998). Ve svém dal$im experimentu prokazali mechanismus toxického plisobeni iontt stiibra,
které inhibovalo syntézu DNA a proliferaci fibroblastii, indukovalo inhibici bunééného ATP a celkového proteinu
(Hidalgo et al., 1998). Poon a Burd oznacili jako bezpecnou koncentraci AgNO; 0,00037 %, ktera je mnohondsobné
nizsi nez klinicky pouzivana (Poon & Burd, 2004).

Dalsi laboratorni studie dokazuji, Ze cytotoxicita stfibra je pfimo imérné koncentraci (Hidalgo & Dominguez, 1998,
AshaRani et al., 2009; Hajska et al., 2017). AshaRani a kol. na plicnich fibroblastech a glioblastomech prokazali
genotoxicitu a cytotoxicitu AgNP, které jsou koncentracné i Casove zavislé. Nanokrystaly stfibra snizily bunécny obsah
ATP, poskodily mitochondrie a zvySily produkci ROS, navic negativné ovlivnily proliferaci bun¢k (AshaRani et al.,
2009). Szmyd a kol. prokazali genotoxicitu a cytotoxicitu AgNP jiz od 0,000625 % proti epidermalnim keratinocytim
doprovazenou inhibici metabolické aktivity, proliferace a migra¢niho potencialu (Szmyd et al., 2013). Po 24 h byla
aktivovana kaspaza 3/7 a chromozomové zlomy byly zaznamenany v koncentraci 0,01 % AgNP.

Prostifedky uvoliiujici AgNP se mohou svym piisobeni na bunky lisit. Hajska a kol. testovali cytotoxicitu bézné
topicky pouzivanych antibakteridlnich bandazi a ostatnich pfipravki obsahujicich stfibro na lidskych a mysich
dermalnich fibroblastech a po 24 h vysledky vykazovaly zna¢né rozdily mezi antiseptiky. Autofi ozna&ili Acticoat (Ag°)
jako netoxicky, jako semitoxicky Aquacel Ag (Ag+t), povidon jod (PVP-I, Betadin) a oktenidin (OCT, Octenisept) a do
toxické skupiny zatadili Suprasorb Ag (Ag"), 1% polyhexamethylen (PHMB) a 1% SSD. (Hajska et al., 2017).
Cytotoxicita 1% SSD byla pro fibroblasty a keratinocyty potvrzena i dal§imi studiemi (Boonkaew et al., 2014) a

umocnéna kombinaci s 0,2% chlorhexidinem (CHX) (Fraser et al., 2004). Dalsi studie in vivo Boonkaewa a kol. také
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oznacila kryti Acticoat a jiné ptipravky obsahujici AgNP (hydrogel Ag a PolyMem Silver) jako netoxické pro fibroblasty
a pro keratinocyty toxické az po 48 h (Boonkaew et al., 2014). A v testu Frasera a kol. obvaz Acticoat usmrtil 25%
bungk, ale ve srovnani s kontrolou toxicky nebyl (Fraser et al., 2004). V kontrastu s tim jsou vSak dalsi studie, ve kterych
byl obvaz Acticoat toxicky pro lidské fibroblasty i keratinocyty ve vSech testovanych ¢asech (Poon & Burd, 2004, Lam
et al., 2004).

Krom¢ testovani na fibroblastech a keratinocytech byl sledovan vliv na imunitni buiiky. Studie in vitro Shina a kol.
prokazala, ze AgNP v koncentraci 0,0015 %, ktera se uvadi jako bezpec¢na, je cytotoxicka pro periferni mononuklearni
krevni bunky a od 0,0003 % inhibuje jejich produkci a expresi cytokintl, zejména IFNy, IL-5 a TNF-a (Shin et al., 2007).
Mazurak a kol. uvadi, ze AgNP zvySuje superoxidaci NK bunék a aktivitu neutrofild jiz po 5 min, coz mé za nasledek
ucinngjsi baktericidni funkcei, soucasné ale i poSkozeni vlastni tkan¢ (Mazurak, et al., 2007).

In vivo:

Marquardt a kol. pomoci HETCAM testu zjistili, Ze SSD zptisobuje mirné podrazdéni po kratkodobém pisobeni,
ale po jedné hodiné ma za nasledek vazné podrazdéni cév (Marquardt et al., 2010). Larese a kol. na lidské epidermis
dokazali propustnost AgNP (70 pg/cm?) poruSenou i intaktni kiizi (Larese et al., 2009). Brandt a kol. potvrdili perkutanni
absorpci stfibra na mySim modelu in vivo a navic naméfili vétsi mnozstvi Ag v krvi a vnitinich organt z 1% SSD nez
z 1% AgNP i ptesto, Ze AgNP obsahuje 3,4krat vice stiibra nez SSD (Brandt et al., 2012). Protoze jsou AgNP schopné
transcytozy kapilarnimi endotely, dostanou se tak do obehového systému, kde mohou tvofit vazbu s bilkovinami v
plazmé a krevnimi buitkami. Timto zptisobem jsou dale distribuovany po celém téle a ukladany v organech, kde mohou
pusobit toxicky (Prabhu & Poulose, 2012), dokonce prohazi i pfes hematoencefalickou bariéru (Akter et al., 2018), a
proto je dilezité monitorovat hladiny stfibra v plazm¢ nebo v moci (Poon & Burd, 2004).

Obvaz Acticoat obsahujici AgNP v mnoha studiich in vivo mél pfiznivé u¢inky na neovaskularizaci, granulaci
a epitelizaci tkan¢ a vyrazn¢ tak urychlil hojeni chronickych lidskych ran ¢i popalenin (Wright et al., 2002, Vlachou et
al., 2007, Demling et al., 2002). Ve studii Mazuraka a kol. Acticoat vykazoval velmi silné antibakterialni ucinky
i protizanétlivou aktivitu (Mazurak et al., 2007). AgNP indukovaly zvySenou bunécnou apoptézu a potlacovaly
uvoliiovani matrixové metaloproteinazy (MMP), které bylo potvrzeno i publikaci Wrighta a kol. Tim se vyrazn¢ snizila
lokalni hladina AgNP a minimalizovaly se potencialné Skodlivé u¢inky zanétu, které vedly k Casnému hojeni rany
(Mazurak et al., 2007, Wright et al., 2002). Mazurak a kol. zaznamenali navic zvySenou cytotoxicitu proti splenocytiim,
které jsou schopné aktivovat vrozené a adaptivni imunitni reakce. Vlachou a kol. navic méfili hladiny sttibra v krvi
absorbovaného z Acticoatu, které nezpisobily hematologickou ani biochemickou toxicitu (Vlachou et al., 2007). Tyto
vysledky jsou ojedinélé, jelikoz Ag v krvi nebo moci se obecné v klinickych studiich méti velmi malo.

(1% a 0,5%) (Huang et al., 2007, Argirova & Hadjiiski, 2011) bez lokalnich nebo systémovych negativnich reakci. SSD
v klinické studii Fumala a kol. nemél negativni vliv na epitelizaci chronickych ran v koncentraci 1 % a v porovnani
s kontrolou bylo pozorovano dokonce mirné zlepSeni v hojeni ran se snizenim mnozstvi bakterii a zanétlivych bun¢k
(Fumal et al., 2002). V této studii se rany zhojily v priméru za 15 tydni (v porovnani s kontrolou o 1 tyden rychleji).
Tredget a kol. porovnali ucinnost Acticoatu a AgNOs in vivo na popaleniny a zjistili, ze maji stejny vliv na rychlost
reepitelizace (Tredget et al., 1998). Negativni vliv na hojeni ukazaly vysledky Daescheina a kol., ktefi pozorovali
hlubokou tkanovou nekrédzu, otok, fibrinovy film v rané a poruseni endotelovych bunék s velkou permeabilitou

leukocytl vlivem 1% AgNO; po 10 dnech (Daeschlein et al., 2007).
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AgNP obvazy ve studii Krasowského a kol. snizily vsak velikost chronickych ran po 56 dnech jen o 14 % a odstranéni
mikrobiologického mnozstvi bylo pozorovano u 43,8 % pacientii (Krasowski et al., 2015). Vysledky byly navic
signifikantn€ horsi ve srovnani s OCT. Negativni vliv AgNP na hojeni ran byl prokazan in vivo studii Burda a kol.
Autofi zaznamenali nejveétsi inhibici epitelizace mysich ran obvazy Contreet Ag a Acticoat (inhibice 73,1 % a 71,4 %),
o néco méng¢ byl cytotoxicky Aquacel Ag a PolyMem Ag, ktery byl v in vitro testech netoxicky pro lidské fibroblasty
(Burd et al., 2007) i keratinocyty (Boonkaew et al., 2014).

V klinické studii Eberleine a kol. obvazy obsahujici AgNP byly dobie tolerovany tkani bez nezadoucich vedlejsich
efektd a alergickych reakci (Eberlein et al., 2012). SniZeni mnozstvi mikroorganismli v ran¢ bylo vSak pomalejsi
ve srovnani s PHMB obvazem a lécba zptisobila vys$§i miru bolesti. V jiném experimentu byla zaznamenana
hepatotoxicita a zabarveni klize s vysokymi hladinami stfibra v moc¢i (28 pg/kg), plazmé (107 pg/kg) a v jaternich
enzymech u pacienta s 30 % popdaleninami po 1 tydnu 1é€by Acticoatem (Trop et al., 2006). Tyto hodnoty se vratily
k normalu po preruSeni topické aplikace sttibrnych kryti.

Bylo provedeno nékolik klinickych studii zkoumajicich vliv stfibra na hojeni u infikovanych ran i ptesto, ze vSechny
vykazovaly vyrazné snizeni velikosti poranéni, neprokazaly uplné zahojeni (Karinja & Spector, 2018). AgNP ma vyssi

antimikrobidlni u¢inky a je 1épe tolerovano tkanémi (Tredget et al., 1998, Argirova & Hadjiiski, 2011).
4 Jod

Jod byl objeven v roce 1811 Bernardem Courtoisem (Percival et al., 2010) a na 1é¢bu ran byl poprvé pouzit Daevisem
J. roku 1839 ve forme vodného jodového roztoku a roztoku jodidu draselného v ethanolu (Hugo, 1991; Percival et al.,
2010). Pfi vysoké koncentraci byly tyto roztoky nestabilni a pro tkan velmi toxické, zpiisobovaly velké bolesti,
podrazdéni kiize a skvrny. Tento problém vytesily jodofory, komplexy jodu a solubilizacniho ¢inidla nebo nosice
(McDonnell & Russell, 1999; Percival et al., 2010).

Povidon jod (PVP-I) je synteticky polymer polyvinylpyrrolidon, ktery tvoii komplex s elementdrnim jodem. Jod
se uvoliiuje ve vlhkém prostiedi, snizuje zanét, aktivitu baterii a protedzovou aktivitu. Je dostupny ve formé vodnych
a alkoholovych roztokti (10% PVP-I), krémt (10% PVP-I) a suchych praskovych spreji (2,5 %PVP-I) (Durani &
Leaper, 2008; Punjataewakupt et al., 2019).

Kadexomer jod (CI) se sklada z mikrokulicek hydrofiln¢ modifikovaného skrobu, ktery vytvaii vazby s etherovymi
mistky a jodem. Kadexomerové kuliCky absorbuji exsudat zrany a pomalu uvoliiuji nizkou koncentraci jodu
(0,9 %w/w) za ¢elem kontroly infekce (Noda et al., 2009; Ohtani et al., 2007; Punjatacwakupt et al., 2019; Zhou et al.,
2002). Tato aktivita CI byla potvrzena studii, ve které detekovali mikroorganismy uvnitf perli¢ek kadexomeru (Zhou et

al., 2002).
4.1 Antimikrobialni mechanismus piisobeni jodu

Jod je pro mikroorganismy toxicky zejména tim, ze se ireversibilné vaze na tyrosinové skupiny proteind a narusuje
vodikové vazby u nékterych aminokyselin a nukleovych kyselin (Balin & Pratt, 2002; Leaper & Durani, 2008; Noda et
al., 2009; Percival et al., 2010; Woo, 2014). Vazbou na sulfadiolové nebo thiolové skupiny oxiduje a denaturuje proteiny
a inaktivuje enzymy viz obr. 3. (Bigliardi et al., 2017; Percival et al., 2010; Woo, 2014). Strukturalni zmény proteinti a



enzymi maji negativni vliv nejen na cytoplasmatické slozky, ale i na mikrobialni buné¢nou sténu a membranu (Percival
et al.,, 2010). Je také schopny reagovat s nenasycenymi uhlikovymi vazbami a destabilizovat tak mastné kyseliny
nachazejicimi se v cytoplasme i cytoplasmatick¢ membrané (Leaper & Durani, 2008; McDonnell & Russell, 1999;
Percival et al., 2010). Tyto oxida¢ni reakce maji negativni efekt na mitézu a bunécny metabolismus a nakonec vedou
k bunééné smrti (Woo, 2014). Jod je jak baktericidni, tak bakteriostaticky a plsobi proti G+ a G- bakteriim, plisnim,
kvasinkam, virtm i né€kterym sporam (Durani & Leaper, 2008; McDonnell & Russell, 1999; Percival et al., 2010;
Punjataewakupt et al., 2019). Mechanismus plisobeni jodu na viry neni piesné znam, ale predpoklada se, ze lipidy
obalené viry jsou citlivéjsi nez neobalené a parvoviry (Durani & Leaper, 2008; McDonnell & Russell, 1999).
Rodeheaver a kol. zaznamenali signifikantni redukci bakterii v ran€ béhem 10 minut po aplikaci PVP-1, jod tedy ptsobi
toxicky na bakterie velmi rychle (Rodeheaver et al., 1982). Jod hraje pfirozenou roli v imunitnim systému téla a jako
halogenid je nezbytny pro Cinnost neutrofilii a je vyhodnym substratem myeloperoxidazy. Peroxidovy systém
ve fagozémech v azurofilnich granulich leukocytt zptisobuje denaturaci bakteridlni bunééné membrany (Thomas et al.,
1983). Tato antimikrobialni vlastnost by mohla zlepSovat hojeni ran zprostiedkované jodovymi ptipravky (Zhou et al.,
2002). Dle Konig a kol. PVP-I inhibuje také tvorbu a uvoliiovani bakterialnich exotoxind (a-hemoysin, fosfolipazu — C
a lipazu produkujici béhem ristu bakterii) a inaktivuje bakterialni enzymy elastaza a B-glukuronidaza (Konig et al.,
1997).

Release of lodine (1) into solution

PVP-lodine *j = lodine(, from the PVP-iodine complex

Complex
Deactivated to lodide ()

PVP-I released replucmg I, used in / /

germicidal activity
i

Phospholipids

[lmuul.nl

T

Pathogen membrane

eﬂ

Free iodine oxidises vital pathogen structures (made of amino and nucleic acids)

Obrazek 3. Piisobeni PVP-I a volného jodu na buiiku. Jod (1) se uvolituje z komplexu PVP-1. Reaguje s fosfolipidy
na membrané a transmembranovymi proteiny. Oxidaci mastnych kyselin a nukleotidit deaktivuji DNA/RNA a proteiny
(Bigliardi et al., 2017).

4.2 Cytotoxicita jodu

In vitro PVP-I:

Bylo provedeno mnoho in vitro studii dokazujicich vaznou cytotoxicitu PVP-11i ve vysoce nafedénych roztocich vici
bunéénym kulturdm fibroblasti lidské ktize. Napiiklad Balin a Pratt popsali cytotoxicitu PVP-I na fibroblastech
a keratinocytech, kdy po 24 hodinach inkubace bun¢k s PVP-I v koncentraci 0,01 a 0,025 % jod zptisobil zpomaleni
rustu fibroblastli a v koncentraci > 0,1 % zcela eliminoval fibroblastovou mitotickou aktivitu a proliferaci bun¢k (Balin

& Pratt, 2002). Na konci sedmého dne nebyl zadny fibroblast Zivotaschopny v ptitomnosti 1% PVP-I. Oproti
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tomu Rabenberg a kol. vSak uvadi, Ze 1% koncentrace PVP-I je pro fibroblasty bezpetnd a zaroven
si zachovava antimikrobialni u€inky. Jako cytotoxickou koncentraci PVP-I znacil az koncentraci roztoku PVP-I 2 %
(Rabenberg et al., 2002). Van Meurs a kol. v in vitro studii potvrdili cytotoxicitu 0,01% PVP-I po dvou hodinach proti
fibroblastim a navic i mezenchymalnim stromalnim buiikdm (van Meurs et al., 2014). Autofi také uvadi, Ze pfi
koncentraci < 0,1 % byl PVP-I baktericidni a urcita Zivotaschopnost bun¢k byla zachovana. Autofi této studie
se domnivaji, ze PVP-I je optimalnim antiseptikem pro dalsi zkoumani, jelikoz fedéni od koncentrace 0,13 % zarucen¢
vede k nizsi konecné cytotoxicité. Jejich testy zivotaschopnosti bun¢k ukazaly, ze PVP-I ma velmi nizkou cytotoxicitu
ve srovnani s jinymi antiseptiky (PHMB, OCT, CHX) pfi testovani na kazi (van Meurs et al., 2014). V této analyze
pouzili mnohem vys8i pocatecni bakterialni koncentraci, nez je ocekavané v bézné€ vyskytujicich se kontaminovanych
ranach, to mohlo zptsobit nadhodnoceni minimalni baktericidni koncentrace, které by bylo pfitomno v klinickém
kontextu. Dalsi in vitro experiment provedeny Hirschem a kol. prokazal, ze 0,3 — 0,5 % PVP-I ovlivnil Zivotaschopnost
lidskych fibroblastii a keratinocytli po péti minutach a v tomto testu naopak spolu s OCT piipravkem byl signifikantné
vice toxické ve srovnani s PHMB ptipravky (Hirsch et al., 2010). Vysledky Sato a kol. dokazuji, ze PVP-I je toxicky
pro epitelové buniky pii nizs$i koncentraci nez jsou koncentrace pouzivané klinicky (Sato et al., 2014). V této studii bylo
také zjiSténo, Zze vystaveni tkdné vysoké koncentraci PVP-1 zplsobuje nekrézu, ale vystaveni nizké koncentraci
(0,00002 %) PVP-I zpiisobuje apoptdzu.

Van den Broek a kol. zjistili, Zze roztok PVP-I v klinicky pouzivanych koncentracich (0,1 % - 20%) jsou toxické pro
granulocyty (> 0,05%) a monocyty (1%) v zavislosti na davce jiz po 15 min (Van den Broek et al., 1982). V testu
provedeném Wagnerem a kol. 0,05% PVP-I pti inkubaci 30 minut neposkozoval krevni buiikky. Metabolismus bun¢k
byl ovlivnén 1% a 10% PVP-I, coz bylo charakterizovano sniZzenim aktivity glutationu a superoxiddismutazy. Pro
erytrocyty a granulocyty byla toxicka koncentrace 10 % PVP-I po dvou hodinach a 1 % po jedné hodiné pro lymfocyty
(Wagner et al., 2004). Uginky topickych antimikrobialnich latek na lidské neutrofily porovnavali Hansbrough a kol.,
PVP-I v koncentraci 5 % nebo niz$i inhiboval neutrofilni oxidativni vzplanuti, které hraje diilezitou roli pii usmrcovani
mikroorganismti (Hansbrough et al., 1991). Kéning a kol. zjistili, Zze PVP-I napomaha hojeni rany inaktivaci tkanoveé
zanétlivé efektorové buiiky a mediatory zanétu, jako je TNF-a a B-galaktosidaza (Konig et al., 1997). Protizanétlivou
schopnost PVP-I potvrdili i Beukleman a kol., ktefi prokazali, Ze PVP-I inhibuje produkci ROS polymorfonuklearnimi
neutrofily, aktivitu mastocytl a také snizuje superoxidové anionty (Beukelman et al., 2008). Z dtkazl in vitro vyplyva,
ze také ptisobi multifaktoridln€ proti zanétu vyvolanému reakci hostitele (Beukelman et al., 2008; Bigliardi et al., 2017,
Konig et al., 1997; Leaper & Durani, 2008).

In vivo PVP-1:

Neéekolik klinickych studii prokazalo, ze dlouhodobé ptisobeni roztoki jodu na lidské ktizi zptisobuje podrazdéni kiize
nebo vzacn€ i zdvazné kozni reakce (Lamme et al., 1998; Miiller & Kramer, 2008; Viljanto, 1980; Woo, 2014).
To je v souladu s vyzkumem Marquardta a kol., ktefi v HETCAM testu ukazali, ze PVP-1 1 CI zplsobuje vyznamné
vaskularni podrazdéni (Marquardt et al., 2010). Bylo hlaseno nékolik ptipadu, kdy se v klinické praxi vyskytla jodem
indukovana nefrotoxicita u pacientd s rozsahlymi popaleninami, ktera muze vést k akutnimu poskozeni ledvin, Casto ve
formé tubularni nekrézy (Aiba et al., 1999; Perrin et al., 2012). Selhani ledvin zpiisobené systémovou toxicitou po
pouzivani topického PVP-I je vSak vzacné. Nekteré studie nezadouci ucinky jodu na kizi vSak neukazaly (Dardczy,

2002; Fumal et al., 2002; Lamme et al., 1998; Vogt et al., 2001). Kapur a kol. také pti 1écbé PVP-I u pacienti
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nezaznamenali alergické pfiznaky, nefrototoxicitu ani hepatoxicitu, ale pozorovali mirné podrazdéni a bolest zejména
u pacientl s popaleninami (Kapur & Marwaha, 2011) a Pandey a kol. pozorovali alergickou reakci u 4 % pacientii
(Pandey et al., 2011) .

V in vivo vyzkumu provedeném Vogtem a kol. PVP-I v kombinaci s liposomalnim hydrogelem prokazateln¢
zvySoval rychlost epitelizace (Vogt et al., 2001). Podpora hojeni rany PVP-I byla také pozorovano ve srovnavaci studii
obvazii Fumala a kol. (Fumal et al., 2002). PVP-I navic zapfi€inil snizeni mnozstvi bakterii a zanétlivych bunék.
V porovnani s SSD a CHX se PVP-I jevil jako nejucinngjsi antisepticka sloucenina. VétSina in vivo studii na
chronickych ranach prokazala, Ze koncentrace do 10 % obecné neinhibuji procesy granulace a epitelizace (Bigliardi et
al., 2017; Kanno et al., 2016; van Meurs et al., 2014; Vermeulen et al., 2010; Woo, 2014). Topicka aplikace jodového
roztoku a masti s PVP-I zptisobila snizeni bakterialni infekce a otoku; ve srovnani s kontrolou vSak hloubka a velikosti
ran nebyly snizeny (Daroczy, 2002). V pritbéhu 1é€by navic nebyla pozorovana podrazdéni. V pozdéjsi studii in vivo
Daréczy porovnavala vliv PVP-I a PVP-I v kombinaci s kompresnimi obvazy a se systémovymi antibiotiky a neni
prekvapenim, ze komprese zvysila rychlost hojeni chronickych ran. Snizeni bakterialni zatéze ran bylo po péti mésicich
vy$§i u pacientt IéCenych samotnym PVP-I nez systémovymi antibiotiky (Daroczy, 2006). Naproti tomu v jiné klinické
studii PVP-I zpisobil po 10 dnech nekrozu a otok tkdné i endotelti cév nasledované migraci leukocyti sténou cév
(Daeschlein et al., 2007). Woo pozoroval u pacientli s pravidelnou aplikaci 10% PVP-I na chronické rany po Sesti
mésicich plné zhojeni jen u 29 % ran a u dalSich 45 % ran jen ¢astecnou epitelizaci (Woo, 2014). Navic se u pacientl
objevilo pfechodné paleni a podrazdéni kiize nebo alergicka dermatitida. Wang a kol. testovali 0,5% PVP-I in vivo na
akutnich ranach krys, které se zhojily do 14 dni. Byla pozorovana signifikantné rychlejsi reepitelizace a granulace
vlivem PVP-I a zvySena neovaskularizace (nardst hematopoetickych progenitorovych bunék CD34+). PVP-I také zvysil
expresi markeru diferenciace epitelovych bun¢k (filaggrinu) a TGF- (Wang et al., 2017).

In vitro CI:

Zhou a kol. v in vitro studii prokazali, Ze je CI cytotoxicky vici lidskym dermalnim fibroblastim, koncentrace
nad 0,45 % zpiisoboval inhibici riistu a ztratu pseudopodii. Zkoumali také vliv CI na schopnost fibroblastti produkovat
kolagen a zjistili, ze v koncentracich 0,45 a 0,7 % zménu nezpisobuje (Zhou et al., 2002). Ohtani a kol. vSak zjistili
pfinosy CI pro hojeni ran. Studovali efekt kadexomer jodu i kadexomeru samotného na lidské makrofagy. Jejich
vysledky dokazuji, ze CI zvySuje expresi IL-1B, IL-8, TNF-a a VEGF mRNA v koncentraci do 0,45 %, zatimco
neovliviioval mRNA IL-6, IL-10, IL-12p40 nebo fibroblastovy rtistovy faktor. Na mysi kozni ran€ prokazali zvySenou
produkci VEGF makrofagy. Tato studie tedy naznacuje, Ze jod uvoliiovany z kadexomeru mutze hrat dtlezitou roli pfi
hojeni ran zvySenim z&nétu a angiogeneze prostiednictvim pfimo stimulujicich tkdfiovych makrofagh (Ohtani et al.,
2007). Toto tvrzeni Castecné potvrzuje i Moore a kol., ktefi pozorovali lokalizovanou produkci prozanétlivych cytokint
(zejména TNF-a) v lidskych makroféazich (stimulovanych bakteridlnimi lipopolysacharidy) indukovanou elementarnim
jodem uvolnovanym do prostiedi. V této studii rovnéZz autofi uvadi, ze toxicita vici buitkam nastava v pfitomnosti vice
nez 0,0045 % jodu, jelikoz jejich testu samotny kadexomer prokazal jen mirnou toxicitu ve 2 % (Moore et al., 1997).

In vivo CI:

Lamme a kol. v in vivo studii na zvifecich ranach poukazuji na pozitivni vliv CI na epitelizaci kiize bez negativnich
ucinki na tvorbu granulacni tkan€, neovaskularizaci nebo kontrakci ran (Lamme et al., 1998). V klinické studii Zhou
a kol. CI po dvou tydnech nezpiisobil nekrozu bunck a tkan vykazovala vyrazné zlepSeni zvySenou reepitelizaci, tvorbou

granulacni tkan¢ a se snizenym exsudatem. Rény se plné zhojily po tfech mésicich (Zhou et al., 2002).
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Uctinnost jodu miize byt snizena exsudatem rany (Durani & Leaper, 2008; Zamora, 1986), vysledky cytotoxicity
a antimikrobialnich u¢inki se tak mohou vyrazné liSit mezi in vitro a in vivo testy. Noda a kol. zkoumali reaktivitu masti
PVP-I a CI s biologickymi slozkami a vysledkem bylo, ze reakce jodu s exsudaty rany je dvojnasobné vyssi u PVP-1
nez u CI, antimikrobialni u¢inek CI trva tedy déle. Vzhledem k delsi reaktivité jodu s lipidovymi slozkami, mtze byt
CI mast vice cytotoxicka pro tkan. CI béhem 24 hodin vykazoval 2,9krat vyss$i absorpcni kapacitu vody. (Noda et al.,
2009). Z toho vyplyva, ze PVP-I a CI ptisobi na hojeni a cytotoxicitu rozdilnym zptsobem.

Prikladem terapeutik obsahujici jod je Betadine s 10% PVP-I a z toho je 1 % elementarni jod nebo Jodosorb s 0,9%
jodu. Z antiseptickych latek jsou v soucasné dobé ucinky jodu nejlépe zdokumentovany, ale je potieba dalSich
kontrolovanych klinickych studii, protoze dosavadni vysledky in vivo se neshoduji se Skodlivymi ucinky jodu na hojeni
dokézané testy in vitro. Cytotoxické koncentrace in vitro jsou v rozsahu 0,001 — 10 %, vétSina in vivo testl prokazala

pfiznivé ucinky do koncentrace 10 %, jiné vSak v této koncentraci neprokazaly vliv Zadny.

5 Chlor

Chlor se pro své dezinfekéni vlastnosti pouziva v lékafskych a komercnich prostiedcich od 18. stoleti, véetné
lokalniho pouziti v medicing jako antiseptikum (Peck et al., 2011). Nejdulezitéjsi latky obsahujici aktivni chlor jsou
chlornan sodny (NaOCl), oxid chlori¢ity, kyselina chlorna (HOCI) a N-chlorové slou¢eniny (chloraminy, chloramidy a
chlorimidy) jako je naptiklad dichlorisokyanurat sodny, N-chlorotaurin (NCT) a chloramin-T (CAT).
Dichlorisokyanurat sodny poskytuje vyssi koncentraci dostupného chloru a je ménée nachylny k inaktivaci organickymi
latkami nez NaOCl (McDonnell & Russell, 1999). NaOCl se ve vodé ionizuje a uvolfiuje Na* a chlornanovy iont
(OCI") (McDonnell & Russell, 1999), nebo vytvafi vysoce reaktivni HOCI, kterda se dale déli na kyselinu
chlorovodikovou a superoxidové radikaly (HOCl — HCl1 + O*) (Peck et al., 2011; Ponzano, 2007). OCI" ma nizsi
(McDonnell & Russell, 1999).

Roztok chlornanu sodného NaOCl (znamy taky jako Dakiniv roztok) zavedl v roce 1915 Henry Dakin do lokalnich
antiseptik na rany v koncentracich 0,5 % a v prvni sv€tové valce byl nejpouzivanéjsi antibakterialni ¢inidlo (Kozol et
al., 1988; Punjataewakupt et al., 2019). Je to alkalicky roztok, ktery je schopny v koncentraci mezi 0,5 % az 5,25 %
usmrtit bakterie a rozpustit nekrotickou tkan (Ponzano, 2007). N-chlorotaurin je derivat aminokyseliny taurinu
produkovany aktivovanymi lidskymi granulocyty a monocyty. HOCI vznikéa enzymatickykatalyzovanou kaskadou (O
— H,0; — HOCI) oxidativniho vzplanuti aktivovanych neutrofilii a je dale detoxifikovana reakci s taurinem za vzniku
NCT (HOCI + taurine = NCT + H,0) (Gottardi & Nagl, 2010; Nagl & Gottardi, 1998; Test et al., 1984). NCT prispiva
k zanétlivé odpovédi snizenim produkce prozanétlivych cytokint a IL. (Nagl et al. 2018). Bylo zjisténo, ze NCT ma
antikoagulaéni aktivitu, protoze oxiduje fibrinogen, faktor V, VIII a X (Stief et al., 2000). Vzhledem k tomu, Ze taurin
i chlor se bézné vyskytuji v sav€ich organismech, vyskyt alergické reakce je nepravdépodobny (Gottardi & Nagl, 2010).

5.1  Antimikrobidlni mechanismus ptusobeni chloru

Chlor je diky oxidativni aktivité baktericidni, fungicidni, sporucidni i virucidni (Cardile et al., 2014; Hidalgo et al.,
2002; McDonnell & Russell, 1999; Punjataewakupt et al., 2019). Mikrobicidni aktivita je zvySena v pfitomnosti bilkovin

v disledku transhalogenace a transchlorace, kdy je ¢ast aktivniho chloru pfenesena na nizkomolekularni
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aminoslouceniny nebo aminokyseliny jak patogend, tak lidského téla, vedouci k tvorbé monochloraminu viz obr. 4.
(Gottardi & Nagl, 2010; Nagl & Gottardi, 1998) a poskozeni bunécné aktivity proteinii (Percival et al., 2010). HOCl
a chloraminy také reaguji s nukleotidy a lipidy. Vzniklé radikaly podporuji peroxidaci volnych lipidt ve fosfolipidovych
membranach, tim zvySuji jeji permeabilitu (Panasenko, 1997). NaOCIl pronika do bunééné membrany, reaguje s enzymy
a naruSuje oxidativni fosforylaci a dalsi aktivitu spojenou s funkci biologickych membran (McDonnell & Russell, 1999).
Uvnitt bun¢k ionizaci NaOCl vznikd HOCI, ktery pak nasledné zplisobuje halogenaci bakterialni bunécné stény
(Djordjevic, 2004). HOCI také indukuje produkci ROS poskozenim mitochondrii, po které nasleduje buné¢na smrt
(Hidalgo et al., 2002) a také se vaze na primarni i sekundarni aminy nukleotidovych bazi a vytvari chlorované derivaty,
které poskozuji DNA (McDonnell & Russell, 1999). Chlor vytvaii interakce s primarnimi thiolovymi, aminovymi i
sulthydrylovymi skupinami (Percival et al., 2010) a je nejvice aktivni pfi nizkém pH, kdy ma velky potencial oxidace.

G Q H 9
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o OH
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Obrazek 4. Chlorace a oxidace biomolekul zprostredkovana HOCI. HOCI reaguje s lipidy za vzniku chlorhydrinu
nebo dichlorinatii, Vazbou HOCI s nukleosidy nebo aminokyselinami vznikaji chloraminy, chlorindtové nebo oxidové
zbytky (“Nebraska redox biology center educational portal,” n.d.)

5.2 Cytotoxicita chloru

HOCI a jeji sul NaOCl in vitro:

V biologickych systémech in vivo mize byt HOCI generovan oxidaci chloridovych ionti peroxidem vodiku
a v reakci katalyzované MMP, ktera je uvoliiovana, stejn¢ jako H»O,, aktivnimi fagocyty (neutrofily a monocyty) v
misté zanétu. HOCIl jako nukleofilni radikalovy oxidant plisobi proti patogentim (Djordjevi¢, 2004; Hidalgo et al., 2002;
Hidalgo & Dominguez, 2000; Pullar et al., 2000), ale nadmérné mnozstvi muze zplsobit rozsahlé poskozeni
biologickych systémi v disledku schopnosti HOCI proniknout bunéénou membranou a reagovat s intracelularnimi
slozkami (Pullar et al., 2000), zaroven sav¢i buiitky nemohou ptisobit proti jeho toxickému ucinku, protoze postradaji
enzymy potfebné pro katalytickou detoxifikaci (Hidalgo et al., 2002; Lapenna & Cuccurullo, 1996). Toxicita NaOCl je
koncentracné i Casovée zavisla (Hidalgo et al., 2002). Indukuje mimo jiné hemolyzu modifikaci membranovych proteinit

(Peck et al., 2011).
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Cytotoxicky efekt NaOCI na fibroblasty byl prokazdn mnoha studiemi, ale ve stanoveni cytotoxické koncentrace
se znacné lisi. Lineaweaver a kol. za bezpecnou koncentraci pro debridementni, topicky aplikovanou antiseptickou latku
oznacili 0,005 %, ktera v této studii nevykazovala cytotoxicitu vici lidskym fibroblastim a stale si zachovala
antibakterialni aktivitu (Lineaweaver et al., 1985). Zivotaschopnost fibroblastii ovlivnila koncentrace 0,025 %.
Prekvapive nizka bezpecna koncentrace kontrastuje az se stonasobné vyssi koncentraci NaOCl pouzivanou v Dakinove
roztoku za prvni svétové valky. Heggers a kol., ktefi studovali in vivo 1 in vitro vliv NaOCl na mysich fibroblastech,
jako necytotoxickou koncentraci pro fibroblasty a baktericidni i pro G~ bakterie stanovili koncentraci 0,025 %,
ktera je v rozporu s Lineaweaverem a kol. (Heggers et al., 1991). V dalSim in vitro vyzkumu Kozol a kol. pozorovali
znacné poskozeni krali¢ich fibroblastl pti 0,00025% NaOCIl a endotelovych bunék pti 0,0025 % jiz po 30 minutach
charakterizované mitochondridlnim otokem, cytoplazmatickou vakuolizaci, spletenymi jadry a dilatovanym ER (Kozol
et al, 1988). Vysledky studie Vicka a kol. dokazuji, Ze roztok NaOCl ma vliv nadegradaci
kolagenu a migraci fibroblastli. Bezpe¢na koncentrace zde byla 0,0125 %. Cytotoxické uCinky zavisely na dobé
expozice, teploté a nepiitomnosti nebo piitomnosti séra v experimentu. Casova zavislost cytotoxicity byla zaznamenana
v koncentracich 0,0125 % a 0,025 % (Vick et al., 2009).

Hidalgo a Dominguez ve své publikaci ukézali, Ze niz§i koncentrace roztokid chlornanu mezi 0,005% a 0,00025%
nemaji zadny inhibi¢ni Gcinek a jsou pro fibroblasty mitogenni (Hidalgo & Dominguez, 2000). Rovnéz zjistili, ze
koncentrace > 0,01 % vyvolala ztratu bunéné adherence k povrchu a zptisobila mitochondrialni dysfunkei fibroblasti.
Schopnost NaOCl poskozovat mitochondrie potvrdili ve své pozdé&jsi studii in vitro a prokazali, Ze NaOCl ma vliv na
depleci intracelularniho ATP ve fibroblastech zavislé na davce a case (Hidalgo et al., 2002). Vyznamné snizeni
mitochondrialni funkce fibroblasti a ztrata bunééného obsahu ATP nastalo pti 0,0075 % po osmi hodinach, ale smrt
vSech bun¢k vsak nastala az pti 0,05 %. Hidalgo a Dominquez také tvrdi, Ze 2 - 10% FBS nema vliv na adherenci
fibroblastii nebo ztratu obsahu celkového bunécného proteinu po expozici chlorového roztoku, ale pfi méfeni
mitochondrialni aktivity fibroblasti pfidani 10% FBS zptisobilo vyrazné snizeni cytotoxického ucinku chlornanu
sodného. FBS také zesiluje mitogenni G¢inek, ktery se dosahuje pii velmi nizkych koncentracich NaOCI (Hidalgo et al.,
2002; Hidalgo & Dominguez, 2000). V jiné studii fibroblasty tolerovaly az 0,01% NaOCI za pfitomnosti séra a kolagenu
(Vick et al., 2009).

Kozol a kol. ve své in vitro studii prokazali, ze pfi velmi nizké koncentraci (0,00025 %) NaOCIl dokaze inhibovat
leukocytarni chemotaxi, ale nevede k bunécné smrti. Chlor inaktivuje chemotakticky faktor oxidaci skupiny siry
na methioninu, leukocyty tak nejsou schopny migrovat a nemohou byt aktivovany k uvoliovani lysozomalnich enzymt
a metabolitd kysliku v misté rany (Kozol et al., 1988). Dalsi studie dokazaly negativni vliv NaOCl na makrofagy,
napiiklad snizenim jejich schopnosti adherence k substratu (IC50 po 15 min byla 0,22 %) (Segura et al., 1999).
Vysledky Cardile a kol. dokazaly, ze koncentrace 0,025 - 0,25% roztoku NaOCl poskodila funkci mySich
makrofagii nasledovand bunécnou smrti. To miZe mit za nasledek zhorSeni obrany proti patogeniim a opozdéni hojeni
ran. Naopak niz§i koncentrace NaOCIl (>0,0025 %) zpisobila vyznamné zmény v morfologii a genové expresi
makrofagii a zvysila se jejich schopnost adherence (Cardile et al., 2014). Chlornan sodny je cytotoxicky také proti
neutrofilnim bunkam jiz v koncentraci 0,25 % (Hansbrough et al., 1991).

N-chlorné derivaty in vitro

Nagl a kol. porovnavali CAT a NCT in vivo a in vitro a testy cytotoxicity pro epidermalni lidské keratinocyty

prokazaly toxicitu pii 0,01% NCT a 0,1% CAT (Nagl et al., 2003). Navic koncentrace CAT tolerované bunkami byly
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10 - 100nasobné¢ nizsi (0,001 - 0,0001 %) nez u NCT (0,01 %). Kontny a kol. zjistili, ze NCT (0,00005 %) inhibuje
spontanni proliferaci fibroblastovych synovialnich bun¢k i proliferaci spousténou rekombinantnim fibroblastovym
cytokinti (interleukin-6 (IL-6), TNF a). Taurin ani NCT do 500uM neovlivnily Zivotaschopnost bun¢k (Kontny et al.,
1999). Inhibice produkce cytokinti indukovanou NCT byla prokazana i dal§imi studiemi na mySich dendritickych
buiikach (v koncentraci 0,1 x 10* a 0,44 x 10° %) ¢&i lidskych lymfocytech (0,057 %) v zavislosti na davce
(Marcinkiewicz et al., 1999; E. Park et al., 2002). NCT pfi 0,1 x 10* % v testu Parka a kol. signifikantné& inhiboval také
proliferaci lymfocytt, ale zivotaschopnost bunék v tomto experimentu ovlivnéna nebyla (E. Park et al., 2002).

Tatsumi a Fliss na bovinnich aortalnich endotelech zjistili, z2 HOCI nebo chloramin, ale nikoli NCT, zptsobily
reverzibilni zkraceni cytoskeletalnich aktinovych mikrovlaken, retrakci bunék a zvySenou permeabilitu béhem dvou
minut. Tyto u€inky byly doprovazeny zvysenim intracelularni koncentrace zinku, oxidaci intracelularniho glutationu a
proteinovych sulthydryld. HOCI i chloramind, ale nikoliv NCT, také zvySily mikrovaskularni permeabilitu v
izolovanych perfundovanych krysich plicich (Tatsumi & Fliss, 1994).

HOCI a jeji stl NaOCl in vivo:

Podle nékterych studii in vitro cytotoxicity maji nizké koncentrace NaOCl (0,0025 %) v klinické praxi minimalni
cytotoxicky vliv na tkan (Heggers et al., 1991; Peck et al., 2011). Ve studiich in vivo Heggerse a kol. a Lineaweavera
a kol. NaOCl v koncentracich do 0,25 % neovlivnil Zivotaschopnost epitelidlnich bun€k, pevnost v tahu a reepitelizaci
mysich ¢i krysich infikovanych ran (Heggers et al., 1991; Lineaweaver et al., 1985). V klinickém vyzkumu
NaOCI/HOCI v koncentraci 0,006% a kombinaci s oxidovanou vodou urychlil hojeni chronickych ran a popalenin

zvySenou tvorbou granulace a fibrinu a také vyrazné zlepsil reepitelizaci (Kapur & Marwaha, 2011). Autofi uvadi,

vvvvvv

vvvvvv

ve srovnani s PVP-I doprovazené redukci zapachu i bolesti (Niezgoda et al., 2010; Pandey et al., 2011; Piaggesi et al.,
2010). V téchto koncentracich HOCI vykazoval signifikantn¢ lepsi vysledky i v porovnani s kontrolou (Hadi et al.,
2007; Selkon et al., 2006). Pandey a kol. pozorovali alergické reakce u 2 % testovanych pacientd s chronickymi ranami
(Pandey et al., 2011).

N-chlorné derivaty in vivo:

Nagl a kol. ve svém klinickém testu prokazali, Zze pro 1écbu chronickych ran je lepsi 1% NCT nez 1% CAT,
protoZze signifikantné snizil intenzitu bolesti a také granulace tkané i reepitelizace ran se objevila vyznamné diive (Nagl
et al., 2003).

Vysledné cytotoxické koncentrace testli in vitro jsou velmi rozdilné a pohybuji se v rozmezi 0,0025 — 0,5 %,
v klinickych testech vsak 0,25% NaOCI neprojevila negativni u¢inek na hojeni ran. Heggers a kol. uvadi, zZe testy in vitro
jsou nedostatecné pro poskytnuti tiplného obrazu procesu hojeni ran a mohou byt tedy zavadéjici (Heggers et al., 1991).
z mnoha typ bunék pfispivajicich k procesu hojeni a plazmatickych slozek, které poskytuji ochranné latky nebo
mechanismy neutralizujici toxické ucinky NaOCI. Proto je pro U¢innostin vivo potfeba vyS§i koncentrace

antimikrobialniho ¢inidla (Cardile et al., 2014).
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6 Oktenidin

Jako antisepticky ptipravek se oktenidin dihydrochlorid zacal pouzivat teprve pied 20 lety. Na rany se pouziva
ve form¢ gell, masti a krycich obvazli. Je to kationtovd povrchové aktivni latka, kterd je stabilni v prostfedi pH
od 1,6 do 12,2 i pti expozici svétla (Hiibner et al., 2010; Stahl et al., 2010). Obsahuje dvé neinteragujici kation-aktivni
centra oddélend dlouhymi alifatickymi uhlovodikovymi fetézci, kterymi se snadno vaze na negativné nabité povrchy,
jako jsou naptiklad mikrobialni bunééné stény nebo eukaryotické membrany. Pro antisepsi na rany a sliznici se pouziva
kombinace OCT s fenoxyethanolem (PE) jako vodny roztok nebo kombinace obou forem s alifatickymi alkoholy

nebo glycerolem a detergenty bez PE. (Hiibner et al., 2010).
6.1 Antimikrobialni mechanismus ptisobeni OCT

Diky pozitivné nabitym centrim a hydrofobnim fetézcim se OCT snadno vaze na bunécéné stény a membrany
bakterii, které se tak destabilizuji a vedou k smrti bun¢k (Gilbert & Moore, 2005; Hiibner et al., 2010; Kodedova et al.,
2011). OCT pusobi velmi rychle, depolarizuje nebo Gplné permeabilizuje membrany mikroorganismi do 15 minut
a je ucinny i pti nizkych koncentracich (0,005 %) (Kodedova et al., 2011). Predpoklada se, ze OCT interaguje se solemi
glycerolovych fosfatd mastnych kyselin, které se nachazeji v bunéénych membranach (Gilbert & Moore, 2005) a snizuje
jeji permeabilitu. Vytvaii vazby s proteiny a polysacharidy v bunétné sténé mikroorganismti a tim se indukuje unik
cytoplazmatickych slozek (Ghannoum’ et al., 1990; Hiibner et al., 2010). Diky témto vlastnostem a svou silnou
nespecifickou absorpci je OCT G¢inné proti Sirokému spektru G* i G~ bakteriim a plisnim. OCT také pusobi proti
obalenym virGim, ale nema zadnou uc¢innost proti hydrofilnim, neobalenym virtim, jako jsou adenoviry (Tandjung et al.,

2007) nebo sportim (Hiibner et al., 2010).

6.2 Cytotoxicita OCT

OCT maze také tvotit interakce s lipofilnimi latkami a fosfolipidy lidskych a sav¢ich bunéénych membran. Studie
prokazaly, Ze se OCT snadno vaze na povrch mySich fibroblasti, lidskych epitelialnich bun€k a primarnich keratinocytt
a vytvari s nimi velmi stabilni komplexy. Cytotoxicky U¢inek OCT je v téchto komplexech zna¢né redukovan,
ale antibakterialni aktivita je nezménéna a neni ani ovlivnéna 10% FBS (Miiller & Kramer, 2008).

In vitro:

Van Meurs a kol. ve svém experimentu zjistili, Ze OCT po dvou hodinach snizuje zivotaschopnost mezenchymalnich
stomatalnich bunék jiz v koncentraci 0,0001 % a fibroblasti pti 0,001 % OCT (van Meurs et al., 2014). Autofi také
uvadi, ze OCT je ucinny proti bakteriim pii 0,0033 %. Miiller a Kramer zaznamenali 50 % usmrcenych mySich
fibroblasti po 30 min inkubaci v 0,002 — 0,0038% OCT a minimalni ¢inna antimikrobialni koncentrace byla stanovena
0,0022 % (Miiller & Kramer, 2006, 2008). Cytotoxicita viici keratinocytim byla prokazana Miillerem a kol. po 24 h
vlivem 0,1% OCT (Miiller et al., 2014). Schmidt a kol. pouzili stejnou koncentraci a prokazali jeji okamzZitou toxicitu
jiz po jedné minuté pro gingivalni fibroblasty a nosni epitely (Schmidt et al., 2015). V této studii vykazoval OCT mensi
negativni vliv na bunku ve srovnani s CHX a stejny vliv jako PVP-1. Vysledky Wagnera a kol. ukazuji, ze koncentrace
do 0,05 % po dobu 30 minut jsou bezpecné pro krevni bunky. Hemolyza byla pozorovana az pti 10 % OCT. Vedle
cytotoxicity autofi zaznamenali vedlej$i metabolické poruchy leukocyti, granulocytl a erytrocytt pii 10% OCT po

60 min, jako je sniZeni aktivity glutationu a superoxiddismutazy (Wagner et al., 2004).
14



In vivo:

Na praseci kiizi ex vivo bylo prokazano Stahlem a kol., Zze intaktni ktizi se 0,1% OCT nevstiebava a propustnost OCT
porusenou kiizi je jen velmi nizka (Stahl et al., 2010). Po 28 hodinach detekovali v akceptorové komote OCT v mnozstvi
6,28 ng/cm? (0,6 %) z pouzitych 2000 pg OCT. PE pronika intaktni prase¢i kizi v mnozstvi 11,3 % a bariérové
narusenou kazi v mnozstvi 43,9 %. Na zakladé téchto vysledkli se neocekava zadna toxicita OCT indukovana
systémovou absorpci. Naproti tomu Marquardt a kol. poukézali na to, Ze OCT je v klinicky pouzivané koncentraci 0,1 %
toxicky pro tkan zejména podrazdénim cév (Marquardt et al., 2010). V jejich HETCAM testu bylo bezpecné ziedéni az
1:1000. Kramer a kol. zkoumali vliv OCT na prase¢i aseptické rany a vysledkem bylo zjisténi, ze OCT vyrazné
zpomaluje proces reepitelizace v rané fazi hojeni a primérna doba 100% zahojeni ran byla 22,9 dni. V porovnéani
s kontrolou byla doba hojeni jen o jeden den delSi, zarovei ale o sedm dni delsi v porovnani s PHMB (Kramer et al.,
2004). Zajimavé je, ze v této studii nezjistili zaddné histopatologické zmény, které by vysvétlovaly zpozdéni hojeni ran.
Histologie prokazala jen zhorSenou neovaskularizaci. Tyto vysledky nejsou v souladu s dal§im experimentem in vivo
provedeném Stahlem a kol. na praseci kizi, ve kterém epitelizace rany po lécbeé 0,1% OCT kombinované s PE nebyla
narusena a rychlost hojeni rany nebyla signifikantn€ odliSna ve srovnani s PVP-I a kontrolou (Stahl et al., 2010). V této
studii se také zjistilo, ze zakryti rany okluzivnimi obaly urychluje reepitelizaci ran, ale pfi pouziti samotného OCT bez
kryti bylo zaznamenano rychlejsi odstranéni zanétu. V klinické studii Vanscheidta a kol. na chronickych ranach
pozorovali, ze OCT v kombinaci s PE vyznamné zlepsil granulaci tkané béhem 4 tydnd ve srovnani s kontrolou, ale
nezaznamenali rozdil v Case zhojeni ran (Vanscheidt, et al., 2012). Topicka aplikace antiseptika OCT byla tolerovana
tkani i po obdobi tiech mésict s nékolika aplikacemi tydné, ktera byla potvrzena pozitivnim hodnocenim pacienty.
Eisenbeil} a kol. v in vivo testu zaznamenali dobrou tkanovou toleranci 0,05% OCT spolu s vyznamnou antimikrobialni
ucinnosti (Eisenbeil} et al., 2012). V této studii nezjistili Zadné rozdily epitelizace v misté poranéni kiize u pacientti
léCenych OCT ve srovnani s placebem. Hadmmerle a Strohal porovnavali ucinek OCT piipadné v kombinaci
s modernimi kryty ran in vivo. Na infekci mély obé antimikrobialni latky stejny vliv. Rany vlivem samotného 0,05%
OCT vykazovaly nejvyssi snizeni znakt infekce a povlaku rany a po 42 dnech doslo k uplné reepitelizaci témét u 100 %
pacientt (o0 20% vic nez ostatni moderni kryty) a vyrazné vyssi rychlost hojeni po celou dobu studie a rychlejsi granulaci
tkané (Hammerle & Strohal, 2016). Ve studii Krasowského a kol. 0,1% OCT na chronickych ranach vykazovalo 6,8krat
rychlejsi reepitelizaci u malych ran a 19,16krat rychlejsi hojeni u ran vétSich 10 cm? ve srovnani s obvazy obsahujici
bolesti pacientl s popaleninami 2. stupné po vlivu OCT v porovnani s pfipravkem obsahujicim SSD bylo zaznamenano
ve studii Radu a kol. (Radu et al., 2011). Sopata a kol. na neoplastickych chronickych ranach pozorovali redukci G* a
G bakterii, nekrotické tkané, hladiny exsudatu, zarudnuti kiize, otok, sniZeni bolesti i zapachu vlivem 0,1% OCT po
tfech tydnech bez nezadoucich ucinkli (Sopata et al. 2008; 2013). Negativnim vedlejsSim ucinkem OCT muze byt
kontaktni dermatitida, ktera se vyskytlau 11 z 251 pacientd s chronickymi ranami (Calow et al., 2009).

Pripravky s aktivni latkou OCT jsou naptiklad Octenilin s 0,05% OCT nebo Octisept obsahujici 0,1% OCT a 2% PE.
Rozdily ve vysoké cytotoxicité, nalezené in vitro (0,0001 — 0,1 %) a piiznivym vysledkim klinickych studii in vivo, by
mohla vysvétlit tvorba stabilnich komplext s bunikami tkané, kterd mize mit pfiznivy vliv na snasenlivost, protoZe
ucinna latka je vystavena pouze horni vrstvé bunék a pusobi jako bariéra hlubsi regenera¢ni tkdné proti mikrobtim.
Trvalé uvolnovani OCT z téchto komplexd udrzuje nizké necytotoxické ale antimikrobialni koncentrace v rané (Hiibner

et al., 2010).
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7 Polyhexamethylen biguanid

Jako topické antiseptikum jej zavedl chirurg Willenegger na pocatku devadesatych let (Percival et al., 2010; Roth &
Brill, 2010). Kromé klinické 1écby se PHMB pouziva v dezinfekEnich prosttedcich bazéni, kosmetice, konzervacnich
latkach na kiizi, v Cisticich prostiedcich pro kontaktni cocky, zemédelstvi i potravinatském prumyslu a jinych (De Paula
et al.,, 2011; McDonnell & Russell, 1999). PHMB je kationtovy a chemicky stabilni polymer, obsahuje bazické
biguanidové skupiny navazané na hexamethylenové skupiné (De Paula et al., 2011; Kaehn, 2010; Roth & Brill, 2010).
Biguanidové zbytky jsou hydrofilni a na hydrofobnich hexamethylovych skupindch se nachazeji hydrofilni polarni
nebo iontové koncové zbytky, v disledku toho je PHMB dobfte rozpustny ve vod¢ i alifatickych alkoholech, ale Spatné
rozpustny v lipidech (De Paula et al., 2011; Kaehn, 2010). V zavislosti na vyrobci se pouzivaji roztoky uvolnujici

0,02 %, 0,04 % nebo 0,1 % PHMB, gely a obvazy s 0,1% PHMB.
7.1  Antimikrobidlni mechanismus pisobeni PHMB

PHMB je ucinny proti G+, G- bakteriim, kvasinkam, plisnim a virim (Hiibner & Kramer, 2010; McDonnell &
Russell, 1999). Vaze se na lipopolysacharidy a peptidoglykan na bakterialni bunécéné sténé a negativné nabity povrch
vnéjsi membrany porusi jejich integritu a prochazi k vnitini membrané (Percival et al., 2010). Na cytoplazmatické
membrané tvoii interakce s kyselymi fosfolipidy a také s membranovymi proteiny, tim ovlivni transportni, biosyntetické
a katabolické schopnosti (Gilbert & Moore, 2005; Tkeda et al., 1984). PHMB v membrané zpusobi sekvestraci
fosfolipidii do jednotlivych fosfolipidovych hydrofilnich domén (viz. obr. 5.) srozdilnymi vlastnostmi fazovych
prechodt (Broxton et al. 1983; Gilbert & Moore, 2005; McDonnell & Russell, 1999). Dezorganizaci cytoplazmatické
membrany zvysi jeji permeabilitu nejprve pro kationty (zejména K¥), nasledné pro intracelularni bazalni material
a bunika ztrati svou integritu vedouci k buné¢né smrti (AshaRani et al., 2009; Gilbert & Moore, 2005; Hiibner et al.,
2010; McDonnell & Russell, 1999; Percival et al., 2010). PHMB také miiZe tvofit interakce s nukleovymi kyselinami,
narusit transkripci DNA nebo ji nenavratn¢ poskodit (Allen et al., 2006; Percival et al., 2010).
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Obrazek 5. Pusobeni PHMB na membranu. A) membrana je stabilizovana dvojmocnymi kationtovymi ionty, b)
PHMSB se vize na kyselé slozky membrany a vytésni Ca’*. C) Zpiisobi ztratu fluidity membrany a sekvestraci fosfolipidii
do hydrofobnich domén a d) pripadné separuje jednotlive lipidy za vzniku hydrofilnich domén, které mohou prejit
ve stabilnejsi hexagonalni usporadani vedouci k rozpusteni membrany (Gilbert & Moore, 2005).

Phospholipids Protein

7.2 Cytotoxicita PHMB

In vitro:

Creppy a kol. zjistili, Ze pti koncentracich 0,002 — 0,005 % se PHMB véze na plazmatickou membranu a zptsobi
lyzi bunék, tinik enzymt, cytokinli a pfipadné¢ mize zptsobit i nekrézu bunék (v butikach byla velmi nizka az zadna
aktivita kaspazy-3 indukujici apoptdzu) (pouzili mysi nervové bunky, lidsky hepatocelularni karcinom a adenokarcinom
tlustého stfeva). Studie Yabes a kol. prokazuji, Ze PHBM je toxicky pro keratinocyty, fibroblasty a osteoblasty v
zavislosti na Case a koncentraci (Yabes et al., 2017). Testy cytotoxicity riznych antiseptik Hirsche a kol. ukéazaly, ze
pro fibroblasty je cytoxicka koncentrace jiz od 0,075 % PHMB a pro keratinocyty 0,02 % (Hirsch et al., 2010). PHMB
v tomto testu vychazel nejlépe ze vSech testovanych antiseptik. Miiller a Kramer ve svych testech cytotoxicity stanovili
koncentraci 0,0113 — 0,0152 % PHMB, ktera usmrti 50 % mysich fibroblastti (Miiller & Kramer, 2006, 2008). V dalsi
studii van Meurs a kol. pouzili komerc¢né pouzivanou koncentraci 0,04 %, ktera se v jejich testu ukazala jako
antibakterialni, ale 100% cytotoxicka pro lidské fibroblasty i mezenchymalni stromalni bunky (van Meurs et al., 2014).
Navic dokazali, ze jiz < 0,001% koncentrace PHMB po 48 h snizila zivotaschopnost fibroblastti o 20 % a stromalnich
bun¢k o 50 %. Oproti tomu Voros a kol. pozorovali ¢asovou zavislost cytotoxicity 0,04% PHMB proti osteoblastickym
buikam jen do 1 minuty od ovlivnéni (Vords et al., 2014). Stejna koncentrace PHMB zpuisobila smrt lidskym
chondrocytim jiz po 10 min ve studii R6hnera a kol. Jejich vysledky navic zjistili, Ze buiikach dochazi k inhibici syntézy
proteoglykanti (RGhner et al., 2011). Wiegand a kol. kultivovali keratinocyty s prokaryotickymi bunikami a ze svého
pozorovani zjistili, ze PHMB bylo toxické pii koncentraci 0,00004 % po 24 h. Zaroven tvrdi, ze by PHMB mohl chranit
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lidské eukaryotické bunky pred bakteridlnim poskozenim a obnovit jejich normalni proliferaci v zavislosti na davce
(Wiegand et al., 2009).

In vivo:

Pro 1é¢bu chronickych ran doporucili Marquardt a kol. koncentraci 0,04 % PHMB, ktera v jejich ex vivo vyzkumu
nezpusobila zadné vaskularni podrazdéni, zatimco 0,1% roztok PMHB vedl k mirnému podrazdéni v CAM testu
(Marquardt et al., 2010).

Daeschlein a kol. ve své klinické studii o koznich §tépech dokézali, ze 0,04% PHMB neinhibuje reepitelizaci
chronickych ran ani popalenin druhého stupné a vykazoval lepsi vysledky v porovnani s AgNO3z a PVP-I (Daeschlein
et al., 2007). V dalsi studii Sibbalda a kol. PHMB vyznamné snizil mnozstvi mikroorganismil chronickych ran a mél
vliv na rychlejsi reepitelizaci (Sibbald et al., 2011). Zaroven zde autofi uvadéji, ze aplikace 0,5% PHMB na ranu
zpusobila vyrazné mensi bolest nez obvaz bez PHMB. Stejné vysledky méla i studie Eberleina a kol., ktefi testovali
0,3% PHMB (Eberlein et al., 2012). Rychlejsi snizeni velikosti rdny bylo zaznamenéano pii pouziti 0,1% PHMB
ve studiich Durante a kol., ktefi zaznamenali navic snizeni fibrinového filmu a nekrozy (Durante et al., 2014), Mendese
a kol., ktefi uvedli primérnou doba 1écby 11,2 dne (Mendes & Rodrigues, 2014) a Andriessena a Eberleina (Andriessen
& Eberlein, 2008). Ceviker a kol. uvadi, ze aplikace 0,5% PHMB po 12 dnech signifikantné snizila C-reaktivni proteinu
arany se zhojily do 15 dni (Ceviker et al. 2008). Ve studii Belliegera a kol. aplikace 0,3% PHMB na chronickych ranach
vyznamn¢ urychlila hojeni zejména redukci zan€tu a lepsi granulaci tkané (Bellingeri et al., 2016). Kramer a kol.
potvrdil, ze PMHB po 18 dnech signifikantné zrychlil proces hojeni aseptickych prasecich ran v porovnani s ringerovym
roztokem a OCT (Kramer et al., 2004). Vyskyt kontaktni alergické reakce zptisobené topickou aplikaci PHMB je vzacny
s Cetnosti jen < 0,08 % (Schnuch et al. 2007).

Priklady pftipravki pro chronické rany jsou Prontosan obsahujici 0,1 % PHMB, Lavasept s 0,2% PHMB
nebo Suprasorb s 0,3% PHMB. PHMB bylo cytotoxické in vitro od 0,001%, klinické testy vSak prokazaly podporu

hojeni v koncentracich od 0,01 — 0,5 %. Vzhledem k témto rozporuplnym vysledkim je tieba provést vice studii.

& Chlorhexidin

Chlorhexidin se pouziva jiz od roku 1954 v antiseptickych nebo desinfekénich prostredcich, zejména v chirurgickych
zakrocich, ve stomatologii jako prevence pted infekci, v pfipravcich na myti rukou nebo jako konzervaéni prostiedek
(Li et al., 2014; McDonnell & Russell, 1999; Punjataewakupt et al., 2019). Ustni vody obsahuji koncentraci 0,02 - 0,2 %
CHX, zatimco koncentrace pouzivana jako topicka antiseptika ve formé gelu se pohybuje v rozmezi 1 -2 %. Je to
alkalicka latka ve vod¢ témeéf nerozpustna, proto se v piipravcich pouziva zejména jeho acetatové (diacetatové) a
glukonatové soli, které ve vode rozpustné jsou (Karpinski & Szkaradkiewicz, 2015; Russell & Day, 1993). Pii 1é¢bé
chronickych ran se pouzival hlavné pro zvlhceni a o¢isténi kontaminovanych poranéni (Percival et al., 2010). CHX je
kationtové ¢inidlo, a proto je neslucitelné s aniontovymi povrchove aktivnimi latkami (napt. polysorbat) a jeho toxicka
aktivita a u¢innd koncentrace je snizena v ptitomnosti neiontovych povrchové aktivnich latek. Jeho aktivitu snizuji také

fosfolipidy a organické latky véetné séra (Russell & Day, 1993).
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8.1 Antimikrobialni mechanismus ptisobeni CHX

Je toxicky pro G+ i G- bakterie, kvasinky a plisn¢, (Karpinski & Szkaradkiewicz, 2015; Punjataewakupt et al., 2019)
zabranuje rdstu spor, ale sporicidni neni ani pfi vysokych koncentracich. Proti mnoha virim vykazuje velmi malou
ucinnost, jeho aktivita je spojena narusenim lipidovych obalil, tudiz neobalené viry inaktivovat nedokaze (McDonnell
& Russell, 1999; J. B. Park & Park, 1989). Vnéjsi vrstva bakterialnich bunck, ktera je spojena s teichoovou kyselinou
a polysacharidovymi slozkami G* bakterii, nebo lipopolysacharidy G- bakterii a samotnou cytoplazmatickou
membranou, nese negativni néaboj a je Casto stabilizovana dvojmocnymi kationty, nejcast&ji Ca*" a Mg?". CHX diky
svému kladnému néaboji a hydrofobni oblasti interaguji s bunéénym povrchem a cytoplasmatickou membranou. Vytésni
dvojmocné kationty (Gilbert & Moore, 2005) a i pfi nizké koncentraci se vdze nespecificky na negativné nabité
fosfolipidy v bunééné membrané a membranovymi proteiny (Karpinski & Szkaradkiewicz, 2015). Touto vazbou
se narusi bunécny rust, membrana ztraci fluiditu a prestava byt semipermeabilni pro bunéény material, dochazi tak
k uvolnéni drasliku, fosforu a dalSich molekul vedouci az k bunécné smrti (Gilbert & Moore, 2005; Karpinski &
Szkaradkiewicz, 2015; Punjataewakupt et al., 2019). Uginnost CHX na bakterialni sténu je zavisly na koncentraci, Case
a pH prostfedi (Hidalgo & Dominguez, 2001; Karpinski & Szkaradkiewicz, 2015; McDonnell & Russell, 1999;
Punjataewakupt et al., 2019). Pti nizkych koncentracich (0.02 % - 0,06 %) ptisobi bakteriostaticky, pfi koncentracich
vys$ich nez 0,12 % ma baktericidni aktivitu a zplisobuje smrt cytolyzou (Hidalgo & Dominguez, 2001). PoSkozeni
bunécné vrstvy nemusi byt vzdy pro organismt smrtelné. CHX bakterialni sténou nebo vnéjsi membranou prochazi
difizi (McDonnell & Russell, 1999) a se vzristajici koncentraci uvnitf bunky denaturuje cytoplasmatické slozky
a indukuje koagulaci intracelularniho obsahu vedouci ke smrti bun¢k (Hidalgo & Dominguez, 2001; McDonnell &
Russell, 1999; Percival et al., 2010).

CHX poskozuje také mitochondrie a miize zplsobit vycerpani ATP v buiice (Faria, Cardoso, Larson, Silva, & Rossi,
2009; Hidalgo & Dominguez, 2001) a vyssi produkcei toxického ROS. Zaroven zvysuje intracelularni vapnikové ionty
(Ca?"), které také prispivaji k oxidaénimu stresu v bufikdch, ¢imz indukuje apoptopickou a autofagickou/nekrotickou
bunéc¢nou smrt. (Faria et al., 2009; Giannelli et al. 2008; Hidalgo & Dominguez, 2001). Nadmérna hladina ROS
poskozuje i DNA a vede ke genotoxicité¢ CHX. (Faria et al., 2009; Giannelli et al., 2008; Li et al., 2014). Potlacuje
syntézu DNA tvorbou kovalentnich vazeb a snizi tim buné¢nou proliferaci, negativné ptisobi i na syntézu a akumulaci
proteinti. CHX také poskozuje cytoskelet buiiky a tim méni jeji konfiguraci. CHX je inhibitor membranové vazané
i rozpustné ATPazy pfi vysokych koncentraci a tim narusi membranovy potencial (Harold et al., 1969; McDonnell &

Russell, 1999).
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Obrazek 6. Piisobeni CHX na bunécnou membranu. A) Ca2+ ionty stabilizuji negativné nabitou cytoplazmatickou
membranu, B) se kterou interaguje CHX. C) CHX vytésni stabilizujici ionty a narusi permeabilitu membrany.
D) Pri zvysujici se koncentraci CHX vytésni fosfolipidy a vytvari hydrofilni domény (Gilbert & Moore, 2005)

Phospholipids Protein

8.2 Cytotoxicita CHX

In vitro:

Toxické mechanizmy CHX nejsou selektivni pouze na mikroorganismy, mutize jimi také poskozovat riizné lidské
buniky podilejici se na hojeni ran, jako jsou fibroblasty, lymfocyty, makrofagy, endotelové buiky v zavislosti
na koncentraci a Case (Faria et al., 2009; Giannelli et al., 2008; Hidalgo & Dominguez, 2001; Li et al., 2014). Okamzita
cytotoxicka aktivita CHX byla prokazana in vitro vuci lidskym osteoblastim (Giannelli et al., 2008; Vords et al., 2014),
fibroblastim i epitelialnim bunkam (Schmidt et al., 2015).

CHX stimulovana apoptdza a autofdgickd/nekrotickd bunécnad smrt byla pozorovéna v experimentu provedeném
Farii a kol. CHX v koncentraci 0,001 % navic zpisobil rozptyleni ribozoml v cytoplazmé a zvySeni poctu
cytoplazmatickych prazdnych vakuol (Faria et al., 2009). Na krysich thymocytech bylo zjisténo, ze CHX
se v koncentraci 0,000269 % in vitro vaze na aniontovy fosfatidylserin, ktery se dostava do vnéjsi monovrstvy lipidové
membrany vranné fazi apoptézy a spusti tak nekontrolovany proces nekroézy (Nonami et al. 2016). Hidalgo
a Dominquez dokézali, Ze pfi koncentraci > 0,001 % CHX zptsobuje nedostatek ATP ve fibroblastech a vlivem 0,02 %
CHX a vy$si uz nastava celkova ztrata ATP nasledovana bunécnou smrti (Hidalgo & Dominguez, 2001). V této studii
pozorovali smrt fibroblasti jiz pti koncentraci vyssi nez 0,005 % a pfi nizsi koncentraci zlstavaji buniky zivotaschopné
po dobu 3 — 8 hodin. Tato studie zjistila, Ze CHX je cytotoxicky pro dermalni lidské fibroblasty in vitro jiz
v koncentracich 5 - 2400krat nizs$i nez pouzivana v klinické praxi (Hidalgo & Dominguez, 2001). CHX indukovana
apoptoza byla také pozorovana na fibroblastech a makrofazich ve studii Hernandeze a kol. pii koncentraci 0,12 %
(Hernandez et al. 2005). Giannelli a kol. pozorovali apoptotické ptiznaky, kondenzovany jaderny chromatin,

fragmentované DNA, rozsahlé cytoplazmatické vakuolizace na osteoblastech a to jiz po jedné minuté pii 0,01% CHX
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(Giannelli et al., 2008). Inhibici syntézy DNA zaznamenali Hidalgo a Dominquez pii 0,0001 % CHX (Hidalgo &
Dominguez, 2001). V dalsi studii (od 0,002 %) CHX inhiboval syntézu celkového proteinu ve fibroblastech (Pucher &
Daniel, 2012). Faria a kol. na mysich fibroblastech zjistili, ze CHX jiz v koncentraci 0,000125 % po 24 hodin zptsobuje
zvySenou expresi Grp78 (glukdzou regulovany protein 78) a indukuje akumulaci Spatné sloZzenych proteind v ER, ktera
vede k vyraznému zvétSeni cisterny drsného ER, jeho pretizeni a expresi ER stresovych proteinti indikujicich smrt bunky
apoptdzou ¢i nekrézou. 0,000125% CHX zptisobila také mitochondrialni vakuolizaci (Faria et al., 2009).

Naruseni mitochondrii a generace ROS CHX bylo potvrzeno v in vitro testu Giannelliho a kol. na fibroblastovych,
osteoblastovych a endotelovych buiikach. Po jedné minuté 0,01% CHX zpusobil ztratu mitochondrialni trans-
membranoveé polarizaci a zménu mitochondridlniho membranového potencidlu. Vyznamné zvySeni hladiny ROS zacalo
az po 30 minutach. Osteoblasty v tomto experimentu generovaly vice ROS nez fibroblasty (Giannelli et al., 2008). Ve
studii Farie a kol. pozorovali autofi v koncentracich 0,002 a 0,004 % CHX inhibici exprese antiapoptotického proteinu
Bcl-2 (brani uvoliiovani cytochromu c), ktery se nachazi v membranach ER, mitochondrii a jadra. V koncentracich od
0,000125 a 0,001 % se vsak jeho exprese zvySovala (Faria et al., 2009). Newton a kol. zjistili, ze CHX (0,00005 %)
zpusobuje zmény mitochondrialni permeability, ¢imz se mize uvoliiovat cytochrom c a dalsi proteiny vyvolavajicich
apoptozu. CHX také zptsobil otoky mitochondridlnich membran zavislé na uvoliyjicim se Ca**. CHX zvySuje
peroxidaci lipida zavislych na zelezu, a interakce s feritinem (globularni zasobni protein Zeleza). CHX v koncentraci
0,0084 % indukoval uvoliiovani zeleza z feritinu, ktery indukuje oxidacni stres a peroxidaci lipidd. Peroxidace lipidi
byla pozorovana pii 0,002 % CHX (Newton et al., 2004). Ve studii Babicha a kol. bylo také pozorovano zvyseni
permeability pro Ca** vlivem CHX, které bylo doprovazené tinikem laktatdehydrogenazy z lidskych gingivalnich bun&k
(Babich et al., 1995). Rychlé zvyseni cytoplazmatické a jaderné koncentrace Ca®>" zaznamenali Giannelli a kol. jiZ po
50 vtefinach ptisobeni 0,01% CHX (Giannelli et al., 2008).

CHX byl také schopen zpisobit zmény cytoskeletalniho usporadani aktinu fibroblastti a endotelovych bunék ve studii
Giannelliho a kol. pii koncentraci 0,01 % CHX jiz po jedné minuté, konkrétn¢ zpiisobil ztratu aktinovych filament
a postupné oddéleni buiiky od substratu (Giannelli et al., 2008). V jiném experimentu vS$ak naruseni a dezorganizaci
aktinovych filament a mikrotubull zptisobil CHX pti vyznamné niz$i koncentrace 0,001 % (Faria et al., 2009). Tyto
zmény zpusobily kruhové uspotradani cytoskeletu kolem jadra a bunka ztratila svij tvar a pti 0,002 % CHX doslo
k cytoskeletalnimu kolapsu bez pozorovanych svazkt s difuznim aktinem. V této studii se zjistilo, Ze buiiky vystavené
0,016 % CHX vykazovaly mensi morfologické zmény nez ty, inkubované s 0,004 % a 0,008 % CHX, pravdépodobné
protoze CHX v této koncentraci buiiky zafixuje (Faria et al., 2009).

Hidalgo a Dominquez ve své in vitro studii zaznamenali smrt fibroblastli po tfech hodinach v koncentraci CHX
>0,005 % (Hidalgo & Dominguez, 2001) a Pucher a kol. pfi koncentraci 0,005 % po jedné hodiné (Pucher & Daniel,
2012). Miiller a Kramer stanovili cytotoxickou koncentraci pro 50 % mysich fibroblastd (IC50) 0,007 - 0,0083 %
(Miiller & Kramer, 2006, 2008). Van Meurs a kol. uvadi, ze 0,04% CHX po dvou hodinach je zcela cytotoxicky pro
100 % lidskych dermalnich fibroblastii a mezenchymalnich stromatalnich bun€k, necytotoxicky ucinek CHX byl az pfi
0,002 %. Vysledky Li a kol. prokazuji cytotoxicitu a genotoxicitu indukovanou CHX na makrofazich zavislou na davce
(>0,0005 %) a ¢ase (> 1 h), ktera mtiZze byt generovana pomoci ROS. Byl zde také pozorovan opozdény bunéény cyklus
(Lietal., 2014). V dalsi studii Segura a kol. zpisobil CHX neschopnost adherence makrofagi k substratu (Segura et al.,
1999). Zvysena apoptoza makrofagl byla také zaznamenana in vitro testem Hernandeze a kol. indukovana 0,12% CHX

(Hernandez et al. 2005). Nonami a kol. zjistili, ze >0,0009 % CHX zvySuje letalitu bun€k krysich thymocytt (1 h)
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(Nonami et al. 2016). Podle Karpanena a kol. se CHX neporusenou ktizi absorbuje velmi Spatn¢ a celou kiizi nepronika.
Na lidském modelu ktize detekovali nejvétsim mnozstvi CHX po 24 h v horni vrstvé kiize (tloustka do 100 pm 7,88 +
1,37 pug/mg), zahrnujici vrstvu stratum corneum (tloustka 10 - 20 um) a dalsi epidermalni vrstvy. Hladiny CHX v
hlubsich vrstvach do 300 pm byly niz$i nez 1 pg/mg tkan¢ (Karpanen et al., 2008).

Veskeré poskozeni bun¢k indukované CHX aktivitou bylo koncentracné i casoveé zavislé a tyto koncentrace byly
hluboko pod (pfiblizné¢ 200nasobnych) koncentracemi pouzivanych v klinické praxi ve vSech typech zkoumanych
bun¢k.

In vivo:

Na zaklad¢ téchto dat ze studii in vitro by mohl byt naruSen normalni proces hojeni toxickym vlivem CHX. To bylo
potvrzeno v in vivo studiich na zvifatech, kde bylo pozorovano, ze aplikace CHX vyznamné zpomaluje tvorbu
granulacni tkané a rychlost epitelizace v koncentracich od 0,1 % az 0,5 % (Bassetti & Kallenberger, 1980; Paunio et al.,
1978). Bassetti a Kallenberger zaznamenali zhorSené hojeni pii pouziti 0,5% CHX, ale i koncentrace 0,1 a 0,2 %
v sedmém dni méla negativni vliv. V dalsi studii s pouzitim koznich $tépl zaznamenali vyrazn€ zpozdénou reepitelizaci
rany v koncentraci 0,5 % CHX (Reimer et al., 2000). V rozporu s tim je vyzkum Kozlovského a kol., ve kterém rychlost
epitelizace potkani rany horniho patra v tstech a celkové zahojeni nebylo negativné ovlivnéno CHX (Kozlovsky et al.
2007). Dokonce se rany zhojily rychleji pti pouziti 1% CHX gelu nez 0,12% roztoku CHX. Lindhe a kol. studovali
ucinek CHX na ustni sliznici kiecka a zjistili, Ze CHX neposkozenym oralnim epitelem nepronikl. Histologicky ani
histochemicky nevyvolaval Zadné zmény v bazalnich bunécnych vrstvach (Lindhe a kol. 1970). Na lidskych
chronickych ran v klinické studii Fumala a kol. CHX v koncentraci 5 % cytotoxicky neptisobil, ale rychlost i doba hojeni
vykazovala jen mirné zlepseni (-1 % az 5 %) v porovnani s kontrolou, srovnatelné s SSD a delsi dobu epitelizace oproti
PVP-I (Fumal et al., 2002).

Topicka aplikace CHX na ktizi ma i nezadouci ucinky, nejéastéj§im z nich je dermatitida, ve vzacnych ptipadech se
miiZze objevit 1 alergické reakce a anafylakticky Sok. Pfi podani 0,05% CHX na sliznici nebo kizi byla pozorovana
anafylaxe (Krautheim, Jermann, & Bircher, 2004). Krom¢ kontaktni dermatitidy vSak nebyly zaznamenany jiné
vyznamné nepfiznivé u¢inky CHX na kiZzi (Nonami et al., 2016).

In vitro testy prokazaly cytotoxicitu lidskych bunék jiz pfi 0,0005 % a mechanismus uc¢inku CHX je dobfie
zdokumentovan. Vysledky in vivo testl si jsou vSak v rozporu, v nékterych CHX projevil cytotoxicitu pii koncentraci
0,1 — 0,5 % zhorSenou reepitelizaci, jiné vSak neprokazaly negativni vliv na hojeni v koncentracich 5 %. Klinickych
studii cytotoxické aktivity CHX na lidské buiiky zejména pii 1é€b€ chronickych ran je velmi mélo a je potieba dalSich
studii. Pfikladem CHX antiseptika je Bactigras s 0,5 %, vzhledem k publikovanym protichidnym vysledkim je slozité

urcit, jestli mze pusobit cytotoxicky in vivo.
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9 Tabulky

Tabulka 1. Prehled vybranych studii in vitro a in vivo cytotoxicity stribra. HDF - lidské dermalni fibroblasty, HEK
- lidské epidermalni keratinocyty.

Testovana Experimentalni Cytotoxicka Cytotoxicita/vliv na hojeni/antimikrobialni

latka subjekt koncentrace ucinky Reference
HDF, S. aureus, 0,00014% AgNO; . aureus: 0,0007 %, P. aeruginosa: .
_ 0 ) ) ) s s
IS’SNOO ’OQO‘(})ZFA) C. freundii, P. (+10% FBS), 2 — P. aeruginosa, > 0,0027 %; C. freundii > ild%‘(’;oget
gL, tviro aeruginosa 24 h 0,0055 %, 2 h ”

po 8 h 0,000032 % ztrata celkového proteinu
(p <0,01), 0,000016 % inhibice proliferace - Hidalgo &

1’11%1(_)82;: \lz\i/ltro HDF 0,000032% AgNOs3 snizeni syntézy DNA; 0,000064 % s 10% Dominguez

BN, FBS inhibice bundného ATP; toxicita 1998

zavisla na koncentraci a ¢ase
0,01 - 0,000625 HDEF: 0,0007 % 3 - 24 h Acticoat toxicky (p <0,01); po3 h
% AgNO;, HDF a HEK AgNO;; HEK: 100% smrt HDF pii 0,00334 % a HDF v Poon & Burd
Acticoat, in 0,00125 % AgNOs;, kolagenu 0,006 % AgNOs; od 0,0025% 2004
vitro Acticoat, 24 h AgNOs Casova zavislost
a1 signifikantni snizeni ATP a metabolismu v
0,0005 - 0,01% Lidske plicni fibroblasty: 0,01 %, bfﬁkéch (P < 0,05), toxicita asové a AshaRani et
L fibroblasty a glioblastomy: o r 0/ — x .
AgNP, in vitro glioblastomy 0.02 %. 24 h l}()(;llr?}t)racgeoéa)lwsla, 0,01 % poskozeni al., 2009
5 ) <0,

HEK: Contreet Ag > 24 h, HDF: netoxicky PolyMem Ag, Urgotul

Aquacel Ag > ) .,
AgNP, Ag soli, HDF,}IEK, ... Acticoat > Urgotul S SSP’ Aq.uac.el‘ a HEK n§t0x1cvk}i PyolyMerm
P ?  praseCi explantaty - Ag; ex vivo: signifikantni zpozdéni Burd et al.,
SSD, in vitro, in . .7 SD > Aquacel S g
o . stfedni epidermis, ] ’ reepitelizace, in vivo. silna inhibice 2007
vivo, ex vivo wr o HDF: Contreet Ag, o .
mys$i rany Aquacel Ag > epitelizace Cotreet Ag > Acticoat > Aquacel
d Ag>PolyMem Ag

Acticoat, 24 h

HaCaT: 1% SSD,

Acticoat, PolyMem PolyMem Ag - CellTitter-Blue
Ag, Ag hydrogel, Ag hydrogel - trypan blue
HDF, HEK: 1% HDF = necytotoxické

SSD, Acticoat, 24 h

Boonkaew et
al., 2014

AgNP, 1% SSD, HDF, HEK,
Ag soli, in vitro HaCaT

1% SSD + 0,2%

0 0 ; o v
CHX, 1% SSD, 1% SSD + 0,2% CHX usmrceni 90 % bunék

HaCaT 1% SSD, 72h (p < 07001), 1% SSD 55 % bunék (p < 0,05) Fraser et al,,

Actlcoat, m a Acticoat 25 % bun¢k (p > 0,05) 2004
vitro
0,00625 - Po 24 h pii 0,000625 % snizeni metabolické Szmvd et al
0,005% AgNP, HEK 0,0025% AgNP, 24 h aktivity, proliferace (p < 0,01); 0,00125% 2012y "
in vitro aktivace kaspazy 3/7
Actiocat, in HEK Acticoat, 30 min 0 - 9,3 % zivotaschopnych bunék po 30 min Lam etal.,
vitro : 270 pny P 2004
1 0

?"ENSPS’I? %nSOh’ HDF a mysi ?élgacsei éfs’olrbA)A HDF a mysi fibroblasty: 87 % a 77 % Hajska et al.,

70 ’ fibroblasty > SUP Acticoat, 100 % a 81 % Silverlon po 24 h 2017
vitro Ag,24 h

o mysi fibroblasty  1C50: 0,0018% . o). Miiller &

10% AgN'O3 a 1929, S. aureus, AgNOs: 0,006% 3 logio redukce E. coli > 1 %; S.aureus >> Kramer,
SSD, in vitro 1%

E. coli SSD, 30 min 2008
inhibice proliferace bunck pii >0,0015 %

0,0001 - 0,003 o s .

) ’ S (p <0,05); inhibice produkce cytokini IL-5 Shin et al.,
0 0
v/;.’tigNP’ " lidska krev 0,0015 %, 72 h pri 0,001 %, INF-y a TNF-a pii 0,0003 % 2007

(p <0,05) v zavislosti na davce
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0,004 - 0,0004
% SSD, in vitro

Acticoat, in
vivo, in vitro

0,1% AgNP,
0,1% SSD, in
Vitro

1-0,01%
AgNP, 1 -
0,001% SSD, in

vitro, in vivo

1% SSD, ex vivo

1% SDS, in vivo

Acticoat, 1%
SSD, in vitro, in
Vivo

Acticoat, 0,5%
SSD, in vivo

1% AgNOs, in

Vivo

0,5% AgNO:;3,
Acticoat, in vivo

Acticoat, in vivo

Acticoat, in vivo

PHMB, AgNP,

in vivo
PVP-I, Ag péna,
in vivo

Atrauman Ag,
(OCT vs. AgNP
obvazy), in vivo

lidské neutrofily  0,5% SSD, 15 min

neutrofily a
infikované rany  x
morcat, S. aureus

lidska epidermis -
Franzovy difuzni
cely

24 h

my$i model ktize;
G", G bakterie,
kvasinky a
dermatofyty
slepici CAM
embryi

1% AgNP, SSD

1% SSD, 5 min

lidské chronické
rany

popaleniny, (S.

aureus, MRSA, 1% SSD
P. aeruginosa)

popalemnvy Il a 0.5% SSD
III. stupné

chro,nlclfe ranya o AgNO;
popéleniny

popaleniny X

lidské popaleniny
o fxex X
- kozni $tépy

lidské popaleniny
o fxex X
- kozni $tépy

lidské chronické
rany

bez koncentrace
aktivnich latek

lidské chronické
rany

lidské chronické
rany

1 - 0,5 % inhibice oxida¢niho vzplanuti.

po 5 dnech rany bez zarudnuti, otoki a
infekce (p < 0,0001), po 5 min zvySeni
aktivity NK bunék (p < 0,006) a indukce
superoxidace neutrofila (p < 0,05)

absorpce AgNP intaktni kiizi: 0,46 ng/cm?,
poskozenou ktizi 5x vy$si absorpce (2,32
ng/cm?)

Po 5 dnech nizsi koncentrace iontd Ag
absorbovana vnitinimi organy z 1% AgNP
nez 1% SSD (p <0,001); 0,001% AgNP i
SSD mikrobicidni po 24 h

mirné podrazdéni pti kratkodobém pilisobeni,
vazné podrazdéni po 60 min

mirné zlepSeni epitelizace (2 - 7 %) proti
kontrole. Snizeni hustoty bakterii, neutrofilt,
fibroblastli a zanétu endotelu

Acticoat signifikantné krat$i doba
reepitelizace (p < 0,01), vétsi snizeni
bakterialni zatéze (p < 0,05) oproti SSD, bez
nezadoucich reakei

rychlejsi reepitelizace (p < 0,001) a vycisténi
rany AgNP ve srovnani s SSD, nizsi
frekvence pfevazu u AgNP,

hluboka tkanova nekréza s pozorovanym
otokem a fibrinovy film, cévy s otokem
endotelu a migrace leukocytil sténou cév;
epitelizace bez debridementu

bez signifikantniho rozdilu v rychlosti
reepitelizace a bolesti mezi Acticoat a
AgNO:;s, nizsi frekvence sepce a vyskytu
sekundarnich bakterii u popalenin lécenych
AgNP nez AgNOs

stfedi max mnozstvi Ag v séru: 56,8 ug /1 (po
6 mésicich 0,8 pg/l), (Primérna max hladina
stfibra v séru 83,4 pg/l), bez hematologické a
biochemické toxicity; doba zhojeni ran 10,6
dni; zhorSena reepitelizace u 23 % pacientl a
infekce rany u 17 %

zhojeni ran ve srovnani s antibiotiky, bez
infekce a bolesti pacientl

pomalejsi snizeni mnozstvi mikroorganismi
a vy$$i mira bolesti ve srovnani s PHMB
obvazem (p < 0,001), dobra tolerance, bez
nezédoucich ucinkl

lepsi rychlost a doba reepitelizace (p < 0,001)

vvvvvv

a pachu (p = 0,01) ve srovnani s PVP-I

signifikantn¢ pomalejsi reepitelizace oproti
OCT (p =0,0182), pozd¢jsi snizeni bolesti;
odstranéni mikrobiologického mnozstvi po
56 dnech 0 43 % (p = 0,1 ve srovnani s OCT)
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Acticoat, in vivo

praseci chronické
rany

podpora reepitelizace, vaskularizace
granulacéni tkang, 7. den keratinizovana
epidermalni vrstva; snizeni hladin MMP
(p <0,0001); vyssi apoptdza bunek, vice
fibroblastti, méné polymorfonuklearnich
leukocytt ve srovnani s kontrolou

Wright et al.,
2002

Tabulka 2. Prehled vybranych studii in vitro a in vivo cytotoxicity jodu. HDF - lidské dermalni fibroblasty, LH —
liposomalni hydrogel, MSC — mezenchymalni stomatalni bunky, HEK - lidské epidermalni keratinocyty

Testovana Experimentilni Cytotoxicka Cytotoxicita/vliv na hojeni/antimikrobialni
. . - s Reference
latka subjekt koncentrace ucinky
10-0,1% PVP- HDF, S. aureus, 2 % PVP-L, 15 1 % toxické pro bakterie a netoxické pro Rabenberg,
L, in vitro P.aeruginsa min HDF, 0,2 % toxické (P.aeruginsa, S. aureus) 2010
HDF a fetalni .
Y -
max 1%, PVP-T- . i fibroblasty 0,01 %, 24 h inhibice ristu pfi 0,1 a 1 % Balin etal,
roztok, in vitro . 2002
keratinocyty,
BT1: 4% PVP-], IC50 HEK: 0,0099 IC50 HEK: 0,0099 % BT1, 0,0407 % BT2,
BT2: 10% PVP-1 -0,0454 % PVP-1  0,0454 % BT3; D
+nonoxinola ~ HDFaHEK  IC 50 HDF: IC50 HDF: 0,0275 BT1, 0,00544 % BT2, loop
BT3: 10% PVP-1 0,00275 - 0,0544 % BT 3
in vitro 0,0544 %, 15 min  *BT: Betadine 1 - 3
. 0,
Braunol 7,5 % HaCaT: 0,3 %
(w/w) PVP-I BD, 1,3 % BR;
. ’ HDF, HaCaT, HEK: 0,4 % BD, . . B Hirsch et
Betaisodona o . *BD = Betasidona, *BR = Braunol
10 % PVP-I HEK 0,68 % BR; al., 2010
. in vit HDF: 0,4 % BD,
WV Hviro 0,56 % BR, 5 min
HDF, MSC; > 0,1 % po 2 h klesajici zivotaschopnost
_ 0 > H s
2’3;_1 lga/rzitro S.aureus a 0,2%,2h bunék, Po 2 min 0,132 % baktericidni (max. ‘2/311141-\46111‘5,
’ S.epidermidis baktericidni ucinek pii 1 %)
10% PVPI, in DF amysi snizeni Zivotaschopnosti HDF o0 45 % a Hajska et
. dermalni 10 %, 24 h “ 0
vitro mysich o0 94 % al., 2017
fibroblasty
10 % PVP-I Egilgililsrtlglzalm fli(l))rg)bll)e(l)s tl mlg 15 snizeni metabolické aktivity, Zivotaschopnosti Schmidt,
W), in vitro sy TODIasty, p a podtu bun&k (p < 0,0001) 2015
nosni epitely min epitely
o ) 0 . o/, 0 Miiller &
PVP-I: in vitro Y51 fibroblasty IC50: 0,05 %, 30  min. IC50 0,46 %; max IC50 0,49 % (20x Kramer
’ L929 min 1épe tolerovan nez OCT, PHMB a CHX) 2006 ’
1.0 46 « o .
PVP-T1 (.)’4 7o mysi ﬁbroblasty 1C50 0,475 f) 3 logio redukce E. coli 0,7% roztokem a 0,9% Miller &
w/v mast, in L929; S. aureus  roztok, 0,63 % . . Kramer,
. . . masti; S.aureus 0,7% mast i roztok
Vitro a E. coli mast, 30 min 2008
, o o o .
PVP-I in vitro, HDF, kry§1 o O,.001 A(: baktericidni necytlot0>'(101§e ucinky, in Lineaweaver
. infikované rany; 0,01 %, 24 h vivo: 1 % PVP-I zpomaleni epitelizace a
in vivo o etal., 1985
S. aureus pouze 21% pevnost v tahu
0
0.0001-20%  1: 38 krev }o/ﬁ/pr?ﬁiﬁ??y Wagner et
PVP-L invitro o0 e °8 yy al., 2004
a erytrocyty, 2 h
1 0
10-0,05 % N > min, 0,05 _A) o > 0,05% toxické pro granulocyty a znamky Van Den
PVP-L. in vitro lidska krev granulocyty; 1 % {OXICILY DFO MONOC Broek et al.,
’ monocyty yp yy 1982
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3% PVP-1, in

vitro

0,01-0,0001%
PVP-1, in vitro,
ex vivo

1% PVP-I, 3%
PVP-I mast, ex
Vivo

0,5% PVP-1, in

Vivo

1% PVP-I, in
vivo

10% PVP-I,
3% PVP-ILH;
in vivo

3% PVP-ILH a
mast, in vitro a
in vivo

(nefedény)
PVP-1, in vivo

10% PVP-I, in
Vivo

10% PVP-I, in
Vivo

10% PVP-L, in

Vivo

3% PVP-ILH,

in vivo

lidské
granulocyty,
erytrocyty
lidské epitely a
krysi slizni¢ni
tkan

IC50 0,45 %

>0,001 %, 24 h

potkani, kralici

0
model kuze 3%

akutni rany ktize
potkand

potkani rany, P.
aeruginosa

lidské infikované
koZni rany

chronické rany a
popaleniny, krysi
explantaty kiize a
peritoneum; S.
aureus, E. coli,
C. albicans

chronické rany a
popaleniny

lidské chronické
rany

lidské chronické
rany

lidské chronické
rany

lidské
popaleniny

0,45 % indukce produkce ROS neutrofily, 0,3
% inhibice aktivity mastocytd a podpora
produkce TNF-a a NO makrofagy

vyznamné ztenceni slizni¢nich epitelt pti >
0,001 % po 1 dni a > 0,0001 % po 2 dnech

1 % signifikantné rychlejsi a kratsi doba
epitelizace, sniZzeni zdnétu, podrazdéni,
krvaceni oproti 3% PVP-I a kontrole, bez
infekce. 3 % PVP-I signifikantné pomale;jsi
epitelizace oproti kontrole, nartist po¢tu
mononuklearnich bun€k a neutrofilli, ¢aste¢na
tvorba granulacni tkané a regenerace
epidermis jen na okraji ran

14. den tlusta granulacni tkan, kompaktni
kolagen a kompletni vrstva epitelu; rychlejsi
epitelizace rany do 11. dne (p < 0,05);
zvySeni neovaskularizace (p < 0,05); podpora
exprese TGF-B; pokles hladiny IL-6 (p <
0,01); podpora diferenciace epiteld (p < 0,05)

podpora reepitelizace (p = 0,34); snizeni
poctu bakterii po 7 dnech oproti kontrole

10% PVP-I efektivnéjsi odstranéni bakterii do
10. dne a rychlejsi reepitelizace (primér 90%
do 6. dne) ve srovnani s 3% PVP-1 a
kontrolou; 3 % PVP - ILH rychla
reepitelizace (primér 72% do 6. dne)

PVP-I LH rychlejsi epitelizace explantati
peritonea ve srovnani s PVP-I masti

(p =0,007) a kize ve srovnani s PVP-I masti
a kontrolou (p = 0,0026); ztrata koznich
Stépi: 5 % PVP-1 LH, 36 % masti, lepsi
reepitelizace ran PVP-1 LH, nez PVP-I mast
(p =0,05), S.aureus: redukce 5 logio po 5 min

zpomalujici hojeni obdobné jako 1% AgNO3,
viz Tabulka 1.

rychlejsi epitelizace (0 4 - 18 %, p<0,01) a
krat$i doba hojeni (o 2-9 tydnt p < 0,01) o
proti kontrole; sniZzeni hustoty bakterii,
neutrofilti, makrofagt, fibroblastd a zanétu
endotelu

po 6 tydnech vyznamng;j$i snizeni bakterialni
infekce, zarudnuti kiize, otoku, hloubky a
velikosti ran a lepsi neovaskularizace oproti
kontrole, bez senzibilizace

reepitelizace ran po 12 tydnech: PVP-I s
kompresi 82 % ran, PVP-I bez komprese

62 %, antibiotikum s kompresi 85 %;
signifikantné€ nizsi povrchova bakterialni
infekce pfi 1écbé PVP-I (11%) v porovnani s
1é¢bou antibiotiky (32%).

rychlejsi epitelizace ve srovnani s CHX, 5%
ztrata Sté€pu, bez nezadoucich ucinkti a zmén
hormon §titné zlazy
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10, 1% PVP-la

1,8%, 1% CI;
ex vivo
CL0,23-1,4
%, in vivo, in
vitro

CL, 0,45 -

0,11%, in vitro,
ex vivo

0,25% CI,
(0,9% jodu), in

vitro

CI 0,9% mast,

in vivo

CAM slepicich 1% PVP-la 1%
embryi CL1h

HPF a chronické 0.7 %, 24 h
rany

mys$i kize, lidské

makrofagy

lidska

makrofagova 0,5%CIL24h
linie U937

praseci rany X

roztok 10% a 1% PVP-I po 5 min mirné
vaskularni podrazdéni, 1 h 10% PVP-I vazné
podrazdéni; skupina masti: 10% PVP-I vazné
vaskularni podrazdéni po 5 min 3% PVP-I;
1,8% a 1% CI mirné podrazdéni po 1 h

0,7 - 0,9% ztrata pseudopodii; in vivo:bez
negativnich efektii na epitelizaci a granulaci

0,45 % po 4 dnech necytotoxické pro
makrofagy, zvySeni exprese IL-1 5, IL-8,
TNF-a a VEG mysi kozni tkan¢

pii 0,25% ztrojnasobeni TNF-a

signifikantné rychlejsi epitelizace nez
samotny kadexomer nebo kontrola, epidermis
vice vrstev epitelil, bez negativnich ucinkd na
granulaci tkdné, neovaskularizaci nebo
kontrakci ran

Marquardt,
2010

Zhou et al.,
2002

Ohtani et
al., 2007

Moore et
al., 1997

Lamme,
1997

Tabulka 3. Prehled vybranych studii in vitro a in vivo cytotoxicity chloru. HDF - lidské dermalni fibroblasty.

Experimentalni Cytotoxicka

Cytotoxicita/vliv na hojeni/antimikrobialni

Testovana latka subjekt koncentrace tinky Reference
0.5 - 0.00025% >0,05% ztrata mitochondrialni funkce nezavislé  Hidalgo &
I\faO Ci in vi tr((; HDF 0,0125 %, 2 h na Case; 0,0075% signifikantni snizeni celkového Dominguez,
’ obsahu proteinu na 50 % v zavislosti na FBS 2000
HDF. S. aureus > 0,05% smrt 90 % bunék (2 - 24 h); 0,0075% po
0,00005 - 0,1% P ae’ru. nosd ]’5 0,0125 %, 2 - 8 h sniZeni mitochondrialni funkce a ztrata Hidalgo et
NaOCl, in vitro C(') lia Sg faeca,lis. 24 h bunécéného ATP; Po 24 h 0,5 % S. aureus, 0,25 al., 2002
' % P. aeruginosa a E. coli, 0,025 % S. faecalis
0,025 -0,25% Ca 0,25 %, o . o y Hansbroug
NaOCl, in vitro lidské neutrofily 30 min 0,25 % po 30 min smrt 61,5% bunék (p < 0,05) etal., 1991
0,5-0,0025 % vl makrofd 0,0025 %, 0,00025% netoxicky, > 0,0025% sniZeni viability Cardile et
NaOCl, in vitro " & 305 (p < 0,005) a adherence (p < 0,01) al., 2014
kralici (1) g(;l(fzu ;r;ﬁly v endotelech 0,025 % a fibroblastech 0,0025 %
0,025 - 0,000025 peritonealni ANy zpusobil mitochondridlni otok, cytoplazmatickou
. 30 min 0,05 .. . ) . Kozol et al.,
% NaOCl, in neutrofily, o vakuolizaci, spletence jader a dilataci ER.
X % endotely a . . 1988
vitro fibroblasty a o Destrukce jader a cytoplasmy endotelt pii 0,05
endotely 0,025 % % a fibroblastl pti 0,025 %
fibroblasty ’ '
0,5 -0,0005 % HDF, krysi in vivo: 0,25 % zpomaleni epitelizace ve Lineaweaver
NaOCl, in vitro a septické rany, S. 0,05 %, 24 h  srovnani s kontrolou; po 15 min 0,005 % toxicky
. et al., 1985
in vivo aureus pro 100 % S. aureus
) o,  mysi fibroblasty,
gég C?,?nl ift rg"a my& infikované 0,25 %, 0,25 % toxicita tkané in vitro i in vivo (14 dnf);  Heggers et
L7 rany; G*/G 10 min 0,025 % baktericidni po 30 min al., 1991
in vivo .
bakterie
superoxidovy lidské akutn i rychlej S{Veplrtel}zzice, granulace a snizeni V’ellkOStl
o L rany, snizeni zanétu (redukce otoku a erytému) v Kapur et al.,
roztok 0,006% chronické rany,  x iy o “r e
A o porovnani s 10% PVP-I a lepsi kosmetické 2011
NaOCl, in vivo  popaleniny , S .
vysledky hojeni popalenin
igsteorlg )(()lc(l)%‘g 0, lidské chronické < signifikantni sniZeni velikosti rany a nizs§i vyskyt Pandey et
’ rany infekce (15 % vs. 36 % u PVP-]) ve srovnani s al., 2011

NaOCl, in vivo
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5% PVP-1 (p =0,001) alergicka reakce u 2 %
pacientti; (4 tydny)

0,004% NaOCl lepsi epitelizace rany (p = 0,002); kratsi doba

lidské chronické hojeni (p = 0,007) a lepsi redukce infekce: 88 %  Piaggesi et
J.r 0’903% HOCl, rany x poJ1 mesici (PVP-1 11 %, p < 0,05) ve srovnani s al.,g2g010
in vivo
PVP-1
0,002% NaOCl 1 . po 7 dnech sniZeni velikosti rany o 62 % .
10,008% HOC, Lidské chronické (p < 0,05), lepsi a rychlejsi epiteylizace ve Hadi ctal,
. rany . 2007
in vivo srovnani s kontrolou
0,00003 % 0,00003 % HOCI a NH,Cl reverzibilni zkraceni
0.00003% NCT, bovinni aortélr}i NCT a aktyiflovr}'/ch rnikro.v.léken, retr.akce bunék a Tatsumi &
HOCL. in vitro endotely, krysi ~ NH,Cl, zvysena permeabilita po 2 min (p < 0,001). 10 Fliss. 1994
’ plice 0,00006% min 0,00006 % HOCI a NH>ClI zvysena ’
HOCI, 15 min permeabilita plic (p < 0,005)
50% inhibice IL-6 pii 0,000026 % a pii
0,00005% NCT inhibice IL-8 a spontanni
do 0,00006% fibroblastoidni proliferace (v porovnani s taurinem p = 0,05) a Kontny et
NCT, in vitro synovidlni buiiky x 0,00003 % NCT inhibice zakladniho al., 1999
fibroblastového rtstového faktoru (p = 0,0001),
0,00006 % > 95 % viability bunék, 24 h
0,0057-0,057% o0 1 -2h 0,057 % inhibice produkce NO, ROS a xfzcgtﬂ:f
NCT, in vitro Y vy cytoking TNF-g, IL-6, TL-10 a IL-12 vt
o 48 h inhibice cytokind IL-1p, IL-6 pfi
I‘ifc(%o?nogftr/g lidské leukocyty  x 0,000045 % a IL-8 pfi 0,00001 % (p = 0,05); ggg; ctal,
’ 0,0000114 % proliferace bun¢k
in vitro: 0,1 % CAT a 1% NCT po 24 h inhibice
lidské rustu bunék a jejich fragmentace 95% bunék;
0,0001 - 1% epidermoidni 0,01 % CAT  in vivo: 1% NCT rychlejsi granulace (p <0,05) a Nagl et al
NCT a CAT, in  karcinomalni a 0,1 % NCT, reepitelizace (p < 0,034) ve srovnani s CAT, bez 2003 "
vivo, in vitro bunky, chronické 30 mina 24 h zvysené nekrozy; vyrazné vyssi intenzita bolesti
rany v porovnani s kontrolou, NCT niz§i intenzita

bolesti nez u CAT (p <0,05)

Tabulka 4. Prehled vybranych studii in vitro a in vivo cytotoxicity OCT. HDF - lidské dermalni fibroblasty, MSC -
mezenchymalni stomatdlni burniky, HEK — lidské epidermalni keratinocyty

Testovana Experimentilni Cytotoxicka Cytotoxicita/vliv na hojeni/antimikrobialni
. . . Reference
latka subjekt koncentrace ucinky
0,0001 - 20 % lidska krev 1 % lymfocyty, 10  10% OCT 60 min hemolyza; 1 % smrt Wagner et
OCT, in vitro % erytrocyty, 1 h  lymfocytl al., 2004
lidské primarni
0,1% OCT gingivalni 0 . e s y y Schmidt,
WiV, in vitro fibroblasty a 0,1 %, 15 min snizeni viability a po¢tu bunék (p < 0,0001) 2015
nosni epitely
0,0001 - 1% HDF 0,01 %, . . . o van Meurs,
OCT, in vitro HDF, MSC MSC 0.001 % po 2 min S. aureus a S. epidermis 0,0033 % 2014
HaCaT 0,003 %;
- 0, ) 5
00’ éTS’goo/Oi,];’ HDF, HEK a HEK: 0,008 %; Hirsch et
Cro 2700 HaCaT HDF: 0,004 %, al., 2010
in vitro )
5 min
HDF a mysi R . “r i
0,1% OCT + R snizeni zivotaschopnosti HDF 079 % a mySich  Hajska et
o dermalni 0,1 %,24h
2% PE, in vitro 023 % al., 2017
fibroblasty
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0,1% OCT +
2% PE, in vitro

do 0,1 % OCT
+ 2% PE, in
Vitro

0,1% OCT, in
Vitro, ex vivo

0,1-0,01%
OCT + 2% PE,
ex vivo

0,1% OCT +
2% PE, ex vivo

0,1% OCT +
2% PE, in vivo

0,05% OCT
gel, in vivo

0,1 a 0,05%
OCT, in vivo

0,1% OCT, in
Vivo

0,05% OCT
gel, in vivo

0,1% OCT +
2% PE, in vivo

mysi fibroblasty
L929

mysi fibroblasty
L929

rekonstruovana
lidska epidermis,
HEK

praseci kuize,
intaktni a
bariérové
narusena

CAM slepicich
embryi

lidské chronické
rany

lidské chronické
rany

lidské chronické
rany

chronické
neoplastické
rany

lidské chronické

rany, popaleniny

praseci
povrchové
aseptické rany

IC50 = 0,002 %,
30 min

IC50 =0,0038 %,

30 min

HEK: 0,1 %, 24 h

0,1 %, 28 h

0,1 %, 5 min

0,1 %

0,1%

min. IC50: 0,002 %; max. IC50: 0,0027 %

3 logio redukce E. coli: 0,00225 %; S.aureus:
0,00175 %

ve stratum corneum malé mnozstvi OCT,

po 24 h redukce P. aeruginosa: 2,6 logio;

S. aureus: nedetekovan

intaktni kizi nepronika. porusena ktize: v
akceptorové komoie mnozstvi 6,28 pg/cm?
(0,6 %) OCT z pouzitého 2000 pg. PE pronika
intaktni prase¢i kizi v mnozstvi 11,3 % a
naru$enou kuzi v mnozstvi 43,9 %

vazné podrazdéni cév; nepatrné ucinky pfi
0,001 %

pomalejsi reepiteizace ve srovnani s kontrolou,
12. tyden zhojeni 30,6 % ran (32 % kontrola),
nezédouci efekty v 17,7 % ptipadech;

rychlejsi granulace a epitelizace tkané

(p = 0,028) a snizeni biologické zatéze v
porovnani s modernimi kryty na rany a
kombinaci krytt s OCT

vyznamne¢ rychlejsi epitelizace (p = 0,0182),
snizeni bolesti a eradikace mikrobiologické
floéry ve srovnani se sttibrnymi obvazy

3. tyden snizeni nekrdzy, hladiny exsudatu,
erytému, edému, bolesti, bez vyskytu infekce

bez negativniho vlivu na epitelizaci,
signifikantni snizeni bakterialni kolonizace (p =
0,014) ve srovnani s placebem

signifikantné pomalejsi a delsi doba epitelizace
ran a niz8$i neovaskularizace oproti PHMB a
kontrole

Miiller &
Kramer,
2006
Miiller &

Kramer,
2008

Miiller et
al., 2014

Stahl et al.,
2010

Marquardt,
2010

Vanscheidt
etal., 2011

Hammerle
& Strohal,
2016

Krasowski
etal., 2015

Sopata et
al., 2008

Eisenbeiss
etal., 2012

Kramer et
al., 2004

Tabulka 5. Prehled vybranych studii in vitro a in vivo cytotoxicity PHMB. HDF - lidské dermalni fibroblasty. HEK
- lidské epidermalni keratinocyty

Testovana Experimentalni Cytotoxicka Cytotoxicita/vliv na hojeni/antimikrobialni
. . A Reference

latka subjekt koncentrace ucinky

HepG2 a Neuro- 0,002 - 0,01 %, nizka aktivita Kaspazy-3; HepG2
0,001 - 1% Caco-2, HepG2 2A a0,0035%, 2 - 3krat vyssi produkce cytokinti (IL 1 a, TNF-a), Creppy et
PHMB, in vitro linie, Neuro-2A 1C50 Caco-2 0,008% zvyseni TNF-a a nuklearniho faktoru-xB  al., 2014

0,0025 %, 24 h v bunkach Caco-2 a Neuro-2A.
0,04% PHMB, lidské 0.04 %. 10 min inhibice syntézy proteoglykanti: po 10 min na Rohner et
in vitro chondrocyty e 12% (p < 0,05) al., 2011
0,04% PHMB,  lidské . .. bodminutich smriténi bunck, zvySend Véros et
D 0,04 %, 1 min propustnost bunééné membrany a snizeni
in vitro osteoblasty e al., 2014

mezibunécné adheze
0 1 ¢ . V)
0.01,0,04 a HDF, HEK a 0,01 % po24h Zlvotascihopnych.vHDF 28 A),'
0 ] o HEK 39 % a osteoblastl 18 %; pti kratkodobém Yabes et

0,1% PHMB,  osteoblasty; 13 0,01 %, 24 h . L o o
L o 1, o pusobeni snizeni viability pti 0,04 % o cca 40 %;  al., 2017
in vitro druhti plisni

0,01 % antifungélni po 6 h
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PS 0,1 %
PHMB, LS 0,2
% PHMB, in
Vitro

0,00001 - 1%
PHMB in vitro

1% PHMB in
Vitro

0,2-0,01%
PMHB, in vitro

0,2-0,01 %
PHMB, in vitro

0,04% PHMB,
in vivo

0,1 20,04 %
PHMB, ex vivo

LS-0,2%
PHMB; in vivo

0,1% PHMB
gel, in vivo

0,1% PHMB,
in vivo

0,1 % PHMB,
in vivo

0,1%
PHMB, in vivo

0,3% PHMB,

in vivo

0,5% PHMB
peénovy obvaz,
in vivo

0,5% PHMB,
in vivo

HDF, HEK,
HaCaT

HDF, MSC;
S.aureus a
S.epidermidis

HDF a mysi
dermalni
fibroblasty

mys$i
fibroblasty
mys$i
fibroblasty; S.
aureus a E. coli

chronické rany
a popaleniny
kozni §tépy

CAM slepicich
embryi

praseci
povrchové
aseptické rany
popaleniny II.
stupné

lidské
chronické rany

lidské
chronické rany

lidské
chronické rany

lidské
chronické rany

lidské
chronické rany

lidské
chronické rany

5 min, HaCaT:
>0,02 % PS,
>0,04 % LS;
HDF: 0,0075 %
PS, 0,01 % LS

0,001 %, 2 h

1%,24h

0,01 %, 30 min

1C50 0,0136 %,
30 min

0,1%,1h

*PS = Prontosan, *LS = Lavasept, pro HEK
netoxické

necytotoxicka koncentrace = 0,0004%, po 2 min
0,005% baktericidni pro S.epidermis, pro S.
aureus netoxicky

snizeni zivotaschopnosti HDF o 88 % a mysich o
91 %

min. IC50: 0,0113 %; max. IC50: 0,0152 %

3 logio redukce E. coli: 0,01 % mast; S.aureus:
0,0085% mast i roztok

lepsi epitelizace oproti 1% SSD a PVP-I (bez
debritementu po 10 dnech) a sniZeni bolesti,
pojivova tkan: neovaskularizace + pfitomnost
proliferativnich fibrocytti a makrofagli v zanétlivé
oblasti, granulocyty okolo cév

0,1 % po 1 h vazné vaskularni podrazdéni, 0,04 %
zadné drazdivé ucinky

28. den signifikantni snizeni velikost rany ve
srovnani s OCT a kontrolou (p <0,05),
reepitelizace po 22,9 dnech

rychlejsi epitelizace a granulace rany, niz§i mira
bolesti, nizsi doba 1écby ve srovnani s 10% PVP-I

pramérna doba 1écby: 3,31 mésice ve srovnani se
4,42 mésici u kontroly (p < 0,0001), vétsi snizeni
infekce

signifikantni snizeni velikosti rany, fibrinového
filmu, nekrézy, snizeni bolesti a biofilmu ve
srovnani s kontrolou, po 60 dnech rany
epitelizovany nebo granulovany

redukce zanétu (p = 0,03), zlepSeni granulace
tkané (p = 0,043), snizeni velikosti rany (p =
0,049), bez rozdilu v mite bolesti oproti kontrole

rychlejsi redukce mikroorganismu (p <0,001)
a bolesti (p <0,001) ve srovnani s Ag obvazy;
dobra tolerance, bez nezadoucich G¢inku

signifikantni snizeni bolesti (p = 0,0006),
mikroorganismi (p = 0,016) a velikosti rany po
4 tydnech o 35 % ve srovnani s kontrolou o 28 %

lepsi epitelizace, signifikantni snizeni C-
reaktivniho proteinu oproti kontrole; zhojeni rany
po 15 £ 5 dnech (kontrola 16 £ 3 dnech)

Hirsch et
al., 2010

van Meurs
2014

Hajska et
al., 2017
Miiller &
Kramer,
2006
Miiller &

Kramer,
2008

Daeschlein
et al., 2007

Marquardt
etal., 2010

Kramer et
al., 2004

Mendes et
al., 2014

Andriesen
& Eberlein
2008

Durante et
al., 2014

Bellienger
etal., 2016

Eberlein et
al., 2012

Sibbald et
al., 2011

Cerviker
et al., 2015

30



Tabulka 6. Prehled vybranych studii in vitro a in vivo cytotoxicity CHX. HDF — lidské dermalni fibriblast, MSC —
mesenchymalni stomatalni buriky, HEK — lidské epidermalni keratinocyty

Testovana Experimentilni  Cytotoxicka Cytotoxicita/vliv na hojeni/antimikrobialni
. . - g Reference
latka subjekt koncentrace ucinky
0,2% CHX, in lidske gingivalni o . snizeni metabolické aktivity, Zivotaschopnosti Schmidt,
. fibroblasty a 0,2 %, 1 min 9 N
vitro L a poctu bunék (p < 0,0001) 2015
nosni epitely
0,00005- o . <o . o Hidalgo &
0,025 % HDF 0,01 %, 24 h iﬁ}?}? & pa Vﬁ;ﬁ;"ho ATP; 0,0001% Dominquez,
CHX, in vitro ce symiezy 2001
0/ it g % , <
0,002 - 0,12% HDF a gingivalni 0,005 %, 1 h; (1)3000/2 /3 S‘;ieglzg";m flrﬁgasgggfgicﬁuz‘é‘ﬁlfo Pucher et
CHX, in vitro fibroblasty 0,12 %,30's > 70, V gel 0, UPIE POt : al., 2012
dé€leni, inhibice syntézy celkového proteinu
0,001 - 2% ?Zf’jeﬁsf; 0040 2 0:002% necytotoxicky utinek, 0.078 % van Meurs,
CHX, invitro (. . T baktericidni (1 % max baktericidni u¢inek) 2014
S.epidermidis
HEK: 0,004 %; 1C50 HEK: 0,00359 % Hibitane; 0,0042 %
PHMB, in HDF a HEK HDF: 0,002 - Biseptine; IC50 HDF: 0,00211 % Hibitane; Damour et
Vitro 0,0035 %, 15 0,00345 % Biseptine; baktericidni: 0,34 % al., 1992
min Hibitane a 1,38 % Biseptine
. 1 min, endotely: signifikantni ztrata mitochondrialni funkce,
osteoblastické . . D
0,0025 - buiiky z lidskvch 0,12 %, aktinovych filament; zvySeni cytoplasmatické a Giannelli et
0,12% CHX, Y Y fibroblasty a jaderné koncentrace Ca®" a produkce ROS po 15
o osteosarkomu, . “x 1 . . R al., 2008
in vitro HDF. endotel osteoblasty: min; bunécna smrt ve vSech typt buné€k pti
’ Y 0,01 % vSech testovanych koncentracich po 5 min
o . .
0’.1 %o CHX, in lidské osteoblasty 0,1 %, 1 min po 5 min snizeni mezibunéénych kontaktd Véros etal,
vitro 2014
Miiller &
« o
CHX, in vitro ™51 fibroblasty  1C50 00063 %, .., 1¢50: 0,0063 %, max. 1C50: 0,0082 % Kramer,
L929 30 min 2006
0,000125 - wr Koncentra¢né zavislé zvySeni & exprese Grp 78 .
0.016% CHX, MY3LfIbroblasty 46059/ 241 proteint a Bel-2; nad 0,004 % naopak snizeni L 2na etal,
D L929 . 2009
in vitro exprese a nekroza
0,25% wiv, in  TYSERbrOblasty g0 608304 3 10g,q redukee E. coli: 0,01%; S.aureus: Muller &
vitro L929; 5. aureus a 34" iy 0,0085% po 30 min Kramer,
E. coli Uo7 P 2008
0,12% CHX, mySi gingivalni o snizeni procenta fibroblastii a makrofagh v S fazi Hernandez
o fibroblasty a 0,12 %,24 h .
in vitro . ve srovnani s kontrolou (p < 0,05) et al., 2005
makrofagy
do 0,001% my$i makrofagy 0.0005 %. 4 h Po 2 h 0,00001 - 0,001% nekroza zavisla na Lietal.,
CHX, in vitro linie RAW264.7 ’ * davce (p < 0,05). 0,0005 % apoptdza bun€k 2014
Nonami et
o “ N
CHX, invitro mysi thymocyty  0,00269 %, 1 h al.. 2016
potkani jaterni > 0,0017% indukce uvoltiovéani Fe?" z ferritinu
do 0,02 % mitochondrie; < (p <0,05); otok mitochondrialni membrany pfi ~ Newton,
CHX, in vitro konsky slezinny 0,000042 % (za ptitomnosti Ca**); 0,0019 %, 2004
ferritin peroxidace lipidi 20 min
lidské epidermis - malé penetrace = horni vrstva 100pm: po 2 min
2% (w/v) Franzo p difirni  x 0,157 pg/mg (0,0000157 %) a 24h 7,88 pg/mg;  Karpanen et
CHX, ex vivo vy 300um: vrstva po 2 min < 0,002 ug/mg al., 2008

cely

(p > 0,005), po 24h < 1 pg/mg (0,0001 % CHX)
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0,144% CHX,

ex vivo

1% CHX gel,
0,12% roztok
CHX, in vivo

0,2% CHX in

Vivo

0,2% CHX, in
Vivo

0,1,0,2a
0,5%, CHX in
VIVo

0,5% CHX, in
Vivo

0,5% CHX, in
Vivo

5% CHX, in
vivo

rekonstruovana

lidska epidermis, 0,144 %, 24 h

HEK

potkani rany ustni
sliznice

potkani kiize 0,2 %

krysi rany ustni
sliznice

mys$i sliznice

o
ustni dutiny 0.1 %

lidské chronické
rany, popaleniny

lidské popaleniny x

lidské chronické
rany

ve stratum corneum jen malé mnozstvi, po 24 h
1,6 logio redukce P. aeruginosa; S. aureus:

nedetekovan (p < 0,05)

bez negativnich vlivii na rychlost epitelizace, 1%
gel vyssi rychlost ve srovnani s 0,12% CHX a

kontrolou (p = 0,03)

23. den vysoky pomér DNA/RNA; vice
glukosaminti nez galaktoaminil; signifikantné
opozdéna granulace ve srovnani s kontrolou

nepronika intaktnim epitelem ani Ustni sliznici,
na poskozené sliznici hemolyza, intravaskularni
granulocytoza a tvorba srazenin (2 min); bez

poskozeni pojivové tkané

signifikantné horsi epitelizace a granulace tkané,
nizsi snizeni velikosti ran o proti kontrole (0,1%
CHX p<0,01; 0,2% p < 0,052 0,5% p <0,01);
kompozice pojivové tkan¢ a fibrinu

lepsi reepitelizace ran ve srovnani s 3 % PVP-I

horsi hojeni oproti PVP-I; ztrata $tépu u 35,7 %

pripada (p = 0,001)

rychlost i doba hojeni mirné lepseni v porovnani
s kontrolou (o -1 - 5 %), snizeni hustoty bakterii,
dendrocytti, makrofagti, neutrofilli, fibroblastt a

zanétu endotelu

Miiller,
Langer et
al., 2014

Kozlovsky,
2007

Paunio et
al., 1978

Lindhe et
al., 1970

Bassetti &
Kallenber-
ger, 1980

Reimer et
al., 2000
Vogt et al.,
2001

Fumal et al.,
2002
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10 Zavér

Antiseptické ptipravky pfedstavuji nedilnou soucést 1écby chronickych ran, diky svym schopnostem jsou toxické pro
bakterie a napomahaji odstranit biologickou zatéz ran zpomalujici proces hojeni. Jejich aktivita v§ak neni omezena
vyhradné jen na mikroorganismy a mohou putisobit cytotoxicky na lidské bunky a tkan a negativné ovliviiovat proces
hojeni. Tato prace byla zaméfena na cytotoxické plisobeni nejcastéji pouzivanych antiseptik, ktera jsem se rozhodla
antiseptika rozd¢lit dle aktivnich latek. Cilem této prace bylo popsat mechanismy plisobeni na bunky, shrnout a porovnat

dosavadni poznatky o jejich negativnim vlivu in vitro a in vivo.

Nejméné cytotoxické na zakladé in vivo srovnani se jevi PHMB, které je zaroven v bezpecné koncentraci pro tkan
mikrobicidni. Na zakladé in vitro srovnani je nejméné toxické pro lidské bunky PVP-I, které je zaroven nejvice
prostudovanym antiseptikem je PVP-I. Je tfeba vzit v potaz, Ze se tyto srovnavaci testy vSak nebyly jednoznacné.
Piipravky obsahujici jod mély také dobré klinické vysledky, ale mnoho studii porovnavalo jeho ucinnost in vivo
s HOCI/NaOCl a prokazaly lepsi vliv na hojeni chronickych ran a popalenin HOCI/NaOCI. Kryty na bazi
nanorystalického stiibra maji nevétsi spektrum pitipravki a je také v dnesni dob€ nejpouzivanéjsi antiseptikum, zejména
Acticoat, které je také nejvice testujici in vivo. Tyto vyzkumy se vSak svymi vysledky neshoduji i ptesto, Ze stiibro
prokazalo dobrou antibakterialni i¢innost. Neméné negativnich u¢inkti bylo popsano u chlorotaurinu, coz miize byt
CHX jsou zamétené pievazné na Ustni buiiky a tkan, protoze se CHX hojné pouziva pro ustni hygienu a studii
zamétenych na chronické rany a dermalni buiiky je zatim velmi malo. Vice pozornosti by si zaslouZilo i pomérn€ nove
zavedeny oktenidin, ktery vykazuje dobry vliv in vivo na reepitelizaci, ktery je vSak v rozporu s velmi nizkymi
cytotoxickymi koncentracemi in vitro.

Vysledky studii in vitro i in vivo jsou velmi nejednoznacné a casto velmi odlisné. V laboratornich vyzkumech mohou

vvvvvv

prosttedni in vivo a odlisné bunééné linie. Testti hodnoticich cytotoxicitu a Zivotaschopnost bunék je vice a jsou zalozené
na ruznych principech. Odlisnost vysledkti byla potvrzena Boonkaewem a kol., ktefi pouzili pet testd cytotoxicity.
vlivim véetné antiseptik nez kultivované bunky. Velkou roli mize také hrat zaujatost autort, ktefi mohou uvadét
zejména kladné vysledky, zatimco se o negativnich vlivech nezminuji. Stava se to zejména u nové pouzivanych

antimikrobialnich latek, kde je snaha uvést dany vyrobek na trh.

Publikaci zkoumajicich cytotoxicitu antiseptik je malo a je potieba vice kontrolovanych studii pfedevsim in vivo,
které porovnavaji vice antimikrobidlnich latek mezi sebou za stejnych podminek. Pro vhodny vybér a vyvoj
antiseptickych pfipravka se spravnou koncentraci aktivnich latek, by bylo uzitecné déle prostudovat a shrnout také

poznatky o uc€incich proti mikroorganismiim a biofilmiim a porovnat je s cytotoxickym vlivem.
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