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1 Uvod

Proces hojeni mékkych tkani je z hlediska fyzioterapie dulezitym faktorem, ktery
rozhoduje o budouci funkci a biomechanickych vlastnostech poranéné tkané. Pfi nekvalitnim
¢i pomalém hojeni svall, Slach, vazii ¢i klize mize poranéni fibrotizovat, tvofit adheze
a negativné tak ovlivnit pohybové stereotypy, funkci, ¢i silu segmentu a sekundarné celého
téla. Dalsi komplikace, které mohou doprovazet nekvalitni hojeni mékkych tkani,
jsou napiiklad: rhabdomyolyza, osifikace, kalcifikace, ¢i kompartment syndrom
(Alessandrino, 2013). Proto obory a lécebné postupy jako regenerativni medicina,
farmakologie, ¢i elektroterapie pfichdzi s feSenimi, které by mohly pozitivné ovlivnit

regeneracni €1 reparacni procesy strukturdlné€ poranénych mékkych tkani.

Jeden z pfistupl k prevenci zminénych patologii je elektrickd stimulace, jejiz hojivy
efekt je testovan soucasnym vyzkumem. V Ceském prostiedi je vSak povédomi o tomto
vyzkumu minimalni. V rdmci fyzikalni terapie jsou popsané jiz znamé Ucinky terapeutického
elektrického proudu pro lidsky organismus jako jsou naptiklad: analgezie, antiedemat6zni
ucinek, trofotropni ucinek, ¢i neurostimulace. Hojivy efekt zalozeny na facilitaci aktivity
kmenovych bunék ¢i fibroblasti, to jest bunék pifimo zodpovédnych za tkanovou regeneraci,
respektive reparaci, je ale dosud predmétem testovani. Fyzikalni terapie jiz disponuje
osvédCenymi lécebnymi postupy, pomoci kterych se snazi podpofit hojivé procesy
poranénych mékkych tkani nepfimo — to jest formou zvyseni prokrveni v misté poranéni. Je to

naptiklad magnetoterapie, nizko-vykonny laser ¢i galvanoterapie (Navratil, 2019).

Cilem mé bakalatské prace je shrnout soucasnou uroven poznani ohledné¢ zminéného
hojivého efektu na mékké tkané prostiednictvim zpracovani piehledu problematiky. Popsani
souCasného vyzkumu, jeho aktudlni fidze a limitaci tak umozni jednodussi orientaci
v problematice. K zhotoveni piehledu problematiky dosp€ji pomoci systematické reSerSe
aktualni literatury. V druhé fadé¢ pomoci analyzy studii opatfenych reSersi zjistim zda a za
jakych podminek je elektricka stimulace pro hojeni mé&kkych tkani efektivni. Prevladajici
pozitivni zavéry studii hovotici o efektivité a terapeutickém potencidlu elektrické stimulace
by tak mohly byt pfinosem pro obor fyzikalni terapie a pokrokem v 1€¢b¢ strukturdlnich

poranéni mekkych tkani vzniklych naptiklad pii sportu ¢i jiné fyzické aktivite.

11



2 Teoreticka vychodiska prace

2.1 Regenerace a reparace
Regenerace a reparace jsou progresivni zmény vyvolané ve vétSiné piipadl poranénim
tkané. Jedna se o procesy zprostiedkujici nahradu poskozené nebo ztracené tkané. (Vokurka et

al., 2012).
Regenerace je nahrada zcela rovnocennou tkani po strance funkéni i morfologické.
Podle schopnosti tkani regenerovat rozliSujeme tkan¢ (Bartova, 2015; Kendall, 2018):

1) Permanentni: neschopné regenerace. Poskozené tkané se hoji jizvou. Jednd se

napiiklad o srde¢ni svalovinu

2) Stabilni: schopné regenerovat pouze za urcitych podminek (podkapitola 2.4.1),
nejCastéji v piipad€ zranéni. Do této skupiny tkani patii napiiklad jatra, kosterni

svalovina nebo ledviny.
3) Labilni: regeneruji neustale — naptiklad epitelialni buniky kiize, kostni dfen.

Toto rozliSeni dle schopnosti regenerovat se shoduje v tuzemské i zahranicni
literatute. Ve vétsiné piipadil je pro regeneraci nutna piitomnost tkanove vlastnich kmenovych
bun¢k, které jsou po proliferaci schopné diferencovat do stejnych bunéck, které¢ byly

poranénim ztraceny.

Reparace je ndhrada ménécennou tkani, nejcasteji tkani pojivovou (vazivova jizva).
Reparace se déli na hojeni per primam a per secundam. Hojeni per primam probiha bez
vétSich zndmek zanétu a infekce (Cisté fezné rany s blizkymi okraji). Hojeni per secundam

wevr

(Bartova, 2015).

Zésadni roli v procesu reparace hraji fibroblasty, které proliferuji a tvofi kolagen
riznych typu, ktery organizaci svych vlaken formuje extracelularni matrix a vyslednou jizvu.
Reparace je tedy Zadouci vazivova piestavba, kterda ma za cil opravit strukturalni poskozeni
tkani, kde je omezena nebo nemozna regenerace z divodu nepiitomnosti ¢i nedostatecnosti
kmenovych bunék. Déle plati, Ze reparace je prioritni zpiisob hojeni chab¢ vaskularizovanych

poranénych tkéni (Bartova, 2015). Reparace je ale i déj pti kterém dochéazi k organizaci
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hematomu nebo trombu, vhojovani cizich téles, hojeni zlomenin a hojeni defektli nervové

tkané. Pro ucely bakalarské prace shrnuji regeneraci a reparaci pojmem hojeni.

2.2 Mékké tkané

M¢kké tkané je souborny ndzev pro tkané, které nebyly ztvrzeny osifikaénim nebo
kalcifikacnim procesem a obklopuji, spojuji a podporuji vnitini organy a kosti. Mezi mékké
tkan¢ tak patii svaly, Slachy, fascie, vazivo, podkoZi a kize. (Mescher, 2018). Na zaklad¢ vyse

zminéné definice pfifazuji néktefi autofi k mekkym tkani i cévy a nervy (Ibrahim, 2016).

Z pohledu odborné¢ho zaméteni fyzioterapie se mékkymi tkdnémi nejcastéji mini praveé
ktze, podkozi, fascie, svaly, Slachy a vazivo. Tyto a dalsi struktury souvisejici s pohybovym

aparatem se fyzioterapie snazi ovlivnit pomoci myoskeletalni mediciny (Rychlikova, 2004).

M¢ekke tkané maji schopnost reagovat na dlouhodobé mechanické a chemické podnéty
prestavbou nebo rastem. Mezi tyto podnéty patii naptiklad zranéni nebo Casté pietézovani.
Riist nebo prestavba tak mohou byt jevem fyziologickym: naptiklad rist svalii v reakci na

trénink, nebo patofyziologickym: naptiklad vznik fibr6z ¢i stendz (Vokurka et al., 2012).

2.3 Strukturalni svalova poranéni

Obsahly  klasifikacni  systém  svalovych  poranéni a  poruch  zhotovil
Mueller-Wohlfahrt et al. J& jsem z jeho klasifikaéniho systému vybral pouze strukturdlni

poranéni z diivodu uvedeného vyse.

Strukturalni svalova poranéni s makroskopickym diikazem jsou pfevazné nepiima.
Vznikaji ndhlym protazenim svalovych vldken nad limit své elasticity ¢i nadmérnym
mechanickym napétim. Tato poranéni jsou obvykle lokalizovana na pfechodu svalu v §lachu
(Jakobsen, 2021). Piim4 poranéni jsou zminéné kontuze a lacerace. Izolované poranéni
jednoho svalového vlakna je symptomaticky némé. Symptomy jako bolest, omezend moznost
sval kontrahovat a hematom jsou zfetelné az pii pretrzeni jednoho a vice primarnich snopcu.
Diagnostika strukturalnich poranéni je opatfena pomoci vysetfeni MRI nebo ultrasonografie
(Ferko et al., 2015), dale je zasadni anamnéza pro zjiSténi mechanismu poranéni a aspekéni

vySetieni.

Nejcastéji k témto typim zranéni dochdzi u sportovcll s nedostatkem odpocinku
(Kreher, 2012), protoze svaly pii neustdlém zatéZovani nemaji moznost pln¢ zregenerovat

a na zaté¢z se adaptovat. Poranéni svalti tak mohou byt soucéasti syndromu pietrénovani
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u sportovcli. Muze k nim dojit i u nesportovcl, ktefi situacné vystavi své svaly

nepfiméfenému mechanickému napéti ¢i protazeni.

2.3.1 Caste¢né svalové ruptury

Mueller-Wohlfahrt doporucuje klasifikovat strukturdlni svalova poranéni podle
velikosti anatomického nalezu. Caste¢né svalové ruptury déli na mensi — na arovni jednoho
a vice primarnich svalovych snopcti a stfedni — na urovni jednoho a vice sekundarnich

svalovych snopcti. V obou piipadech dochazi i k naruSeni perimysia.

Konzervativni 1écba zahrnuje podavani NSAIDs, ledovani, imobilizaci a klidovy
rezim. MenSi ruptury vétSinou zcela zregeneruji za 2-4 tydny. V ptipad¢ stiednich ruptur
dochazi ve vétsin¢ piipadu k hojeni reparaci a tvorbou vazivové jizvy (kapitola 2.4). Tento

proces trva dle velikosti poranéni 4-8 tydnti (Mueller-Wohlfahrt et al., 2012).

2.3.2 Subtotalni a totalni svalové ruptury

Subtotalni svalové ruptury jsou castéjSi nez totalni. Jako subtotdlni ruptura se
klasifikuje preruSeni kontinuity vice nez poloviny priméru svalu. Totdlni 1 subtotalni ruptura
se projevi omezenou nebo uplnou ztratou funkce, bolesti a rozsahlym hematomem. Lécba je
prevazné operativni. Po seSiti odtrzenych konct svalli k sobé dochazi k srustu kolagenni
jizvou (Mueller-Wohlfahrt et al., 2012). Rozsah této vazivové jizvy zalezi na faktorech jako
jsou: mira vaskularizace, mira aktivity svalovych kmenovych bunék (podkapitola 2.4.1),

kvalita operace a rehabilitace.

2.3.3 Svalové kontuze a lacerace

Pii pohmozdéni svalu miize vést k radidlnimu naruSeni struktury svalovych vlaken
v mist¢ uderu, nicméné ve vétSingé piipadd zlstava integrita struktur zachovana. Vznika
rozptyleny nebo ohrani¢eny hematom. Kontuze jsou méné bolestivé nez ruptury. Zavazna
komplikace kontuze spociva ve vzniku kompartment syndromu. Lécba zahrnuje ledovani,

klidovy rezim, poptipadé elevaci koncetiny (Mueller-Wohlfahrt et al., 2012).

Lacerace je zptusobena hlubokou feznou ¢i trznou ranou narusujici povrchovou fascii
a sahajici az do masy svalu. Lécbou je neprodlend operace — seSiti tkani. Po operaci dochazi
behem tydnt k tvorbé jizvy, ktera prostupuje zasazené tkané (Mueller-Wohlfahrt et al., 2012).
Stejné jako v piipad€ ruptur je na misté imobilizace, ledovani a klidovy rezim po cas

rekonvalescence (Oliva, 2013).
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2.4 Proces hojeni strukturalné poranéné kosterni svaloviny

Proces hojeni strukturalné poranéné svaloviny vysvétlim na pirikladu mensi ¢aste¢né
ruptury svalu. V tomto ptipadé doslo k naruSeni integrity primarnich svalovych snopct, to
znamena: preruseni svalovych vldken a jejich endomysia, pteruseni cév zasobujici tato vlakna
a preruSeni perimysia primarniho snopce. Misto poranéni Ize rozdélit na odtrzené konce
a centrdlni zénu (mezera vyplnénd hematomem). Veskeré déje probihajici béhem procesu
hojeni jsou podpoteny pifitomnymi ristovymi faktory (Jarvinen et al., 2000). Obrdzek 2.4.1
zobrazuje faze hojeni kosterni svaloviny na urovni vice svalovych vldken (Cislice nad

ilustracemi znaci den hojeni), Obrdzek 2.4.2 znazortiuje centralni zénu.

1-2. den: V misté poranéni vznika zanét. Distalni konce poranénych svalovych vlaken

degeneruji, nekrotizuji a jsou odstranény makrofagy.

3-4. den: Zanét aktivuje proliferaci a diferenciaci satelitnich buné€k v myoblasty. Fibrin
a fibronektin pfitomny v mist¢ hematomu iniciuji formaci extraceluldrniho matrixu, ktery
stimuluje fibroblasty k tvorb¢ kolagenu. V pocatku je fibroblasticka aktivita vyhodnd, protoze

kolagen tvoti basalni laminy, které slouzi jako ,,vodi¢e* pro nové vznikajici svalova vldkna.

5-6. den: Myoblasty fuzuji v myotubuly, svalova vldkna tak regeneruji a jejich konce
se priblizuji k sob& a uzaviraji centralni zénu. Zaroven se centrdlni zona plni kolagenem

vyprodukovanym fibroblasty a vznika tak pojivova tkan.

7-13. den: Svalovad vldkna odtrzenych konct dale regeneruji a ¢aste¢né prorustaji
pojivovou tkan v centrdlni zon€. Nakonec se ¢asti svalovych vldken podafi dotknout druhého
konce vlakna a srhst. Zbylé konce svalovych vldken se pouze pfiblizi a mezi nimi zlstane
pojivova tkan.

14-20. den: Pojivova tkan v centrdlni zon¢ se dale aktivitou fibroblasti zhustuje
a tvofti jizvu.

21-30. den: Jizva je findln€ dotvotena. Sklada se z probihajicich svalovych vlaken, do

kterych z ¢asti zasahuje pojivova tkan.

Nasleduje nejdelsi faze — remodelace, kterda mize trvat mésice, v zavislosti na
zavaznosti poranéni. Remodelace je proces, kdy dochazi k maturaci regenerujicich vlaken,

reorganizaci kolagennich vlédken pojivové tkané.
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Obrazek 2.4.1: Faze hojeni svalovych vidken (Jarvinen et al., 2000)
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Legenda k Obrazku 2.4.2: sz — survival zone (zona zdravych vidken), tz — regenerating zone

(zona regenerujici zvliken), cz — central zone (centrdalni zoma), ab — abjuction stumps
(abjunkcni pahyly), ad — adjuction stumps (adjunkcni pahyly

2.4.1 Role satelitnich bunék pro svalovou regeneraci

Satelitni bunky jsou lokalizovdny mezi sarkolemou a bazalni laminou svalového
vlakna. Jedna se funkéné o kmenové buiiky kosterni svaloviny, které jsou za fyziologickych
podminek v klidové fazi (GO faze bunécného cyklu). Podnét pro jejich aktivaci a piestup do
faze G1 a naslednou proliferaci je traumatizace svalového vldkna, na jehoz sarkolemé je
satelitni bunika pfipojend. Satelitni buniky po proliferaci diferencuji v myoblasty, které zaceli

vzniklou ,trhlinu“ ve svalovém vldknu. Cast satelitnich bun€k nediferencuje a usadi se na
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povrchu sarkolemy pro budouci regeneracni procesy. Vysledné, opravené, svalové vldkno je
silngj$i, ma vetsi primer a 1épe reaguje na mechanicky stres. Pravé tento proces je jednim ze
zpusobli hypertrofie kosterni svaloviny, ke které¢ dochazi vlivem sportovniho tréninku.
Dochazi k mikrotraumatizaci na arovni svalovych vldken, kterd jsou nasledné na trénink
adaptovana diky regeneraci zprostiedkované satelitnimi buiikami. Dle definice regenerace se
tedy jedna o ndhradu ztracené tkdné rovnocennou tkani, nicméné je tomu tak pokud dochazi
k traumatizaci pouze na urovni svalovych vlaken. Jakékoli poranéni zahrnujici naruseni
integrity struktur nadfazenych svalovym vldknim (endomysium, primarni snopec atd.) spousti
kromé proliferace satelitnich bunck také proliferaci fibroblasti a tvoii se pojivova tkan.
Dochazi téz k naruseni drobnych cév, coz vyusti k tvorbé hematomu a zanétu (Hill et al.,

2003; Alarcin et al., 2021).

2.4.2 Vaskularizace

Vaskularizace svalovych vldken v misté poranéni je esencialni pro regeneraci, kvuli

prisunu kysliku a zivin potiebnych pro proteosyntézu.

»Noveé kapilary vykli¢i z cév, které poranéni piezili, a prorostou do centralni zony.
Nové myotubuly maji primérny aerobni metabolismus, ale siln€ zvySenou aktivitu
anaerobniho metabolismu. Nicméné aerobni metabolismus je hlavni energetickou cestou
behem findlni faze regenerace mnohojadernych svalovych vldken. Proto ptfechod myotubul ve
svalovd vlakna nemtlze byt uskuteénén dokud kapilarni feCisté nezprostiedkuje
dostatek kysliku pro aerobni metabolismus.” (Jarvinen et al., 2000, s. 158). Bez dostatecné

o~

vaskularizace vzdy prevazi proces kolagenni piestavby a fibrdza v misté centralni zony.

Regenerace svalovych vldken aktivitou satelitnich bunék a tvorba jizevnaté tkané
v centralni zon€ jsou dva soucasné déje. Ktery déj prevazi je zdsadné stanovené anatomickych
rozsahem poranéni, potazmo rozsahem centralni zony (mezery). Klinicky se tedy da odvodit,
ze velikost hematomu urci velikost budouci jizevnaté tkan¢€. Z funk¢niho hlediska je zddouci,
aby vznikla co ,,nejuzsi“ jizva. Proto v piipad¢ rozsdhlejSich ruptur nebo laceraci je nutné
seSiti konct, jinak by hrozila tvorba velké jizvy, coz by zdsadné ovlivnilo funkci svalu
(pohybovy stereotyp, silu) (Laumonier, 2016). ZjednoduSené¢ feCeno, ¢im blize si budou
konce svalu rozdéleného poranénim, tim Iépe pro rychlost rekonvalescence a rehabilitaci.

Vychazim z poznatku, Ze pojivova tkan neni kontraktilni.
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U chronickych nebo S$patné¢ a dlouho se hojicich poranéni (naptiklad z divodu
nedostatené vaskularizace) neni aktivita satelitnich bunék dostacujici. Proto se vyvijeji rizné

metody jak aktivitu satelitnich bun€k externé stimulovat (Cholok, 2017).

2.5 Strukturalni poranéni Slach

Po histologické strance je Slacha tvofena hustym kolagennim vazivem. Mezibunécna
hmota obsahuje prevazné paralelné¢ uspofddand kolagenni vldkna, v druhé tfadé¢ elasticka
vlakna a proteoglykany. Fibroblasty jsou ulozeny v fadach mezi vlakny. Na povrchu $lachy se
nachazi tidké kolagenni vazivo, ze kterého do §lachy vybihaji septa s pronikajicimi cévy

a nervy (Mescher, 2018).

Podobné¢ jako u svall, pokud jsou $lachy vystaveny nadlimitnimu napéti, mohou se
trhat — ¢asteCné nebo uplné. Symptomy ruptury Slach jsou vétSinou stejné jako symptomy
svalovych ruptur. Zahrnuji: bolest, ¢asteCnou nebo uplnou ztratu funkce svalu (dle rozsahu
ruptury), vétSinou je pfitomny hematom. Pacient s rupturou slachy nebude schopny zadného
zatiZzeni postizené §lachy, respektive svalu. Typicky je lupavy zvukovy fenomén v okamziku
utrzeni. Pfi Gplné ruptuie ma sval tendenci se stdhnout smérem k mistu zacatku nebo tponu,
kde je Slacha nenaruSena. Napiiklad pti uplné ruptuie uponové Slachy m. biceps brachii cely
sval ,,uskoc¢i kranidln¢. V klinickém obraze je potom na pazi rozsahly prostor mezi stazenym

svalovym bfiskem a mistem uponu $lachy (Sharma, 2006).

NejcCastéjsi strukturdlni poranéni Slach je ruptura Achillovy Slachy (Shamrock, 2022),
proto tuto rupturu popiSi jakozto reprezentativni piiklad v rédmci teoretického piehledu.
Klasifikaci tohoto poranéni navrhnul Kuwada. Jedna se o klasifikaci dle rozsahu ruptury

Achillovy slachy (Kuwada, 1990):

Typ I: castecna ruptura <50 %

Typ II: kompletni ruptura s defektem <3 cm
Typ III: kompletni ruptura s defektem 3-6 cm
Typ IV: kompletni ruptura s defektem >6 cm

Velikost defektu je rozsah mezery mezi oddélenymi konci Slachy v podélné roviné.
V klinickém obraze miizeme vidét nesoumérnou délku svalovych bifisek m. triceps surae

v porovnani se zdravou koncetinou, v akutni fazi otok a hematom.
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2.6 Proces hojeni strukturalné poranéné Slachy

Stejné¢ jako u svalové tkané, proces hojeni Slach probiha ve tiech fazich: zanét,
vazivova prestavba a remodelace. Téz je v piipadé zavaznych strukturdlnich poranéni, kdy
jsou konce Slachy oddaleny, zasadni operace, kdy jsou konce seSity k sobé

(Thomopoulos et al., 2015).

Zanét trva zpravidla 3-6 dni. Béhem tohoto obdobi se v misté zanétu vyskytuji
neutrofily makrofagy. Makrofagy lze rozdélit na dvé skupiny: M1 — populace pro-zanétlivych

-----

Béhem naésledujiciho tydne prechdzi zanét ve fazi vazivové prestaby. Populace
fibroblastti proliferuji a produkuji kolagen, ktery obnovi kontinuitu v poSkozené tkani. Vznika
tak ,,provizorni jizva. Fibroblasty, respektive jejich mnozstvi a aktivita, hraji v pfipadé€ hojeni
Slachy srovnateln¢ dulezitou a klicovou roli jako satelitni buiiky v pfipadé¢ hojeni svalt.

Slachy jsou totiz sami o sobé& pievazné kolagenni tkani (Nichols, 2019).

Remodelace je dlouhotrvajici faze (mésice az roky), kdy se tkai provizorni jizvy méni
v puvodni, ,,funkéni* tkan. Nicméné u Slach je tento proces znaéné omezen a jizevnata tkan
ustoupi pouze z¢asti. Faktor, ktery ma pfimy vliv na remodelaci jizvy, je uroven vaskularizace
Slachy a jejiho okoli. Dale diilezitou roli hraje rehabilitace: postupné zatézovani svalu, ktery

se hojici se Slachou upiné na kost, je dilezité k jeho funkéni obnové (Nichols, 2019).

I slachy maji své kmenové buiiky, analogické k svalovym satelitnim bunikam. Nicméné
s aktivitou svalovych kmenovych bunék neni aktivita TSC’s (tendon stem cells) srovnatelna,
naopak, je minimalni. Soucasny vyzkum se zabyva zplsoby, kterymi by $lo aktivitu TSC’s

behem rané fize poranéni stimulovat a maximalizovat (Costa-Almeida, 2015).

2.6.1 Operativni 1é¢ba ruptur Slach

Operativni 1éCba je preferovana pii castecné i rozsahlejsi ruptufe Slachy. Operace
zahrnuje seSiti Slachy stehy a v pfipadé odtrzeni Slachy od kosti fixaci osteosyntetickym
materidlem. Nasledn€¢ je misto poranéni fixovano a imobilizovano po dobu 6 — 8 tydni.
Ruptura Achillovy Slachy je po operaci fixovana sadrou ¢i plastovou ortézou. Po dobu fixace
bérce musi pacient uzivat antikoagulancia (prevence embolie) (Park et al., 2020). Sesiti

1 nasledna imobilizace jsou diilezité kvili minimalizaci jizvy (,,nefunkéni® tkané).

19



2.7 KiizZe a podkozi

Kuze tvoii ochranny obal lidského téla. Povrch kiize je v priméru 1,7 m2 Dvé vrstvy
tvotici k71 jsou pokoZka — epidermis a Skéara — dermis. Dale kiizi dopliiuji koZni derivaty jako
vlasy, nehty, mazové, potni a mléné zladzy. Histologicky se jedna o kryci epitel

(Mescher, 2018).

Podkozi, neboli podkozni vazivo — tela subcutanea, spojuje kizi s fascii i periostem.
Je tvofeno pievazné tukovymi buitkami a pojivovou tkani. Tloustka podkozi standardné

dosahuje 1 az 3 cm (Mescher, 2018).

2.7.1 Regenerativni potencial kiiZze a podkoZzi

Epidermis se obnovuje neustale diky epidermdlnim kmenovym bunkam, které jsou
ulozeny v nejspodnéjsi vrstvé epidermis. Kmenové buiiky tvoti keratinocyty, které jsou dale
stratifikovany do vysSich vrstev. Vrstev je pét: od nejspodnéjsi — stratum basale, stratum
spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum a stratum corneum. Keratinocyty béhem
svého Zivota v podstaté postupuji od nejspodnéjsi vrstvy do nejvyssi — stratum corneum, kdy
rohovati a jako mrtvé bunky odpadavaji. Proces obnovy pokoZzky trva primérné 13 az 18 dn.
Jedna se dle definice o permanentni regeneraci. Pfi erozi (poranéni pouze pokozky), se

pokozka zahoji bez tvorby jizvy (Takeo, 2015).

Skara obsahuje vice druhti kmenovych bunék. Tyto buiiky maji viak primarni funkci
jinou - hlavné se jedna o kmenové bunky v blizkosti vlasovych folikuli, podporujici
rust vlasi a ochlupeni. V mensi mife jsou ale i schopné piispét k hojeni ran

(Takeo, 2015).

V ptipadé podkozi jsem nenasel literaturu dokazujici pfitomnost vlastnich kmenovych
bun¢k. Hojeni zde probihd reparacnim procesem — hlavni roli hraji fibroblasty produkujici

kolagen.

2.7.2 Klasifikace ran

Rény, ¢i povrchova poranéni, se klasifikuji podle nasledujicich hledisek

(Brabcova, 2021):
Pfi¢ina vzniku exogenni: mechanické, termické, chemické a elektrické.

Pfi¢ina vzniku endogenni: viedy
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Podle prabéhu hojeni: akutni — hoji se v kratkém case bez komplikaci, chronické —

hoji se déle nez Ctyfi tydny s komplikacemi.

Podle rozsahu: zaviené, povrchové, hluboké, pronikajici do dutin, komplikované

(poskozené jsou i dalsi organy).

Podle mnozstvi choroboplodnych  zarodki: réany  aseptické, infikované

a kontaminované.

Podle zptsobu hojeni: per primam — po sesiti, slepeni; per secundam — rana se hoji

nove vytvorenou tkani

Klasifikace dle Brabcové (2021) je obsahla, nejednd se ale o universalni klasifikaci.
V zahrani¢ni literatufe lze narazit na jiné zpusoby klasifikace. Patrulea mimo zminéné
kategorie zatazuje i déleni dle komplexity rany: rdna jednoduchd, zasahujici pouze jeden

organ ¢i tkan; a rana kombinovana, prostupujici do vice organa ¢i tkani (Patrulea, 2015).

2.7.3 Proces hojeni povrchové rany

Proces hojeni povrchovych ran je bézné popsan v tiech po sob¢ jdoucich fazich: zanét,
proliferace a remodelace. Fibrin a trombocyty nejdiive vytvoii zatku, kterd vede k zastavé
krvaceni — vytvoii se strup. Aktivované trombocyty spolecné s narusenymi volnymi
nervovymi zakoncenimi vyvolaji zanétlivou odpovéd’. Neutrofily nejprve fagocytuji bakterie,
mrtvé bunky a cizi télesa, zaroven produkuji interleukiny IL-1, IL-6 a tumor-nekrotizujici
faktor a. Do procesu fagocytdzy se po 24-48 hodinach dale ptidaji makrofagy, které spolecné
s neutrofily produkuji rastové faktory, podporujici vznik granula¢ni tkdné¢ béhem
proliferativni faze. Dal§i bunky regulujici proces zanétu jsou T-lymfocyty, eosinofily

a fibrocyty. Uéel zanétu je vy&istit ranu a piipravit ji na opravu (Rippa, 2019).

72 hodin po zranéni za¢ina proliferativni faze. Ucel proliferativni faze, kterd miZe
trvat az 10 dni, je vytvofit granulacni tkan a zacelit poranénim vznikly prostor. Hlavni roli
v tomto procesu hraji fibroblasty. Fibroblasty produkuji kolagen a podili se tak na tvorbé
extracelularniho matrix a na tvorbé jizvy. Béhem této faze dochéazi téZ k angiogenezi.
Myofibroblasty, bunky hladké svaloviny tvofici naptfimovace chlupt v kuzi, diferencuji.
Kontrakce hladké svaloviny v okoli rany je dilezitd pro pfiblizeni okraji rany k sobé

a uzavieni rany (Marshall, 2016).
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Epitelizace je proces, ktery doprovazi jak zanétlivou, tak proliferativni fazi a za¢ina jiz
dvé hodiny po zranéni. Keratinocyty z okraje rany a z mistnich vlasovych folikulti migruji na
povrch rany. Keratinocyty proliferuji na povrchu rany dokud’ nespoji okraje rany k sobé

(Marshall, 2016).

Po 2-3 tydnech nésleduje faze remodelace, kterd mize trvat ptes rok (v zavislosti na
rozsahu poranéni). Béhem této faze je kolagen III. typu nahrazovan kolagenem I. typu,
a orientace kolagennich fibril se pfeorganizuje. Jizva se stavd vice poddajnou, tenci
a z divodu ustupu ptvodné vytvoienych kapilar vybledne. Piestavba kolagenu zptsobi
vzestup sily jizvy z 20 % 3 tydny po zranéni na 70-80 % v 6 tydnu po zranéni, ale nikdy

nedosahne stejné sily a vlastnosti jako piivodni tkan (Rippa, 2019).

Kozni jizva neobsahuje Zadné kozni derivaty (vlasy, potni zlazy atd.), a obsahuje
znaéné¢ mén¢ elastinu nez okolni zdrava kiize a podkozni vazivo (Rippa, 2019). Proto jizva,
zasahujici do hlubs$ich vrstev (podkozi, fascie) muze zasadné ovlivnit pohybovy stereotyp,
neni-li rehabilitovana jeji posunlivost a protazitelnost. Mékké tkané, respektive jejich vrstvy,
by mély byt vici sobé posunlivé. Neni-li tomu tak, mlze to byt zptisobeno vzniklou adhezi
vV mist¢ jizvy.

Podobné jako u Slachové tkané hraji klicovou roli v hojeni klize fibroblasty, protoze
produkuji kolagen typu I a III tvofici jizvu. Keratynocyty hraji roli v procesu re-epitelizace.
Rychlost hojivého procesu je didna mirou vaskularizace, hygienou, vyzivou a celkovym

zdravotnim stavem jedince.

Lécba povrchovych ran zalezi na rozsahu a typu poranéni. Konvencné se k lécbe
pouzivaji farmakologické roztoky, masti a v pfipad€ infekce antibiotika. V piipadé hlubSich
poranéni zahrnujici krvaceni je nutné nejprve krvéaceni zastavit a nasledné ranu sesit pro

umoznéni hojeni per primam (minimalizace rozsahu jizvy) (Ferko et al., 2015).

2.7.4 Aktivni jizva

Aktivni jizva ma vyssi teplotu a jinou barvu nez okolni tkané. Je tuhda, napjata,
neprotazitelnd a vici spodnim vrstvdm mékkych tkani neposunlivd. Mize byt palpacné
bolestiva a zplsobuje pacientovi pohybové omezeni. Takovou jizvu je potieba protahovat

stejné jako naptiklad zkracené svaly (Kolat, 2010).
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2.8 Vazivo

Vazivo je nejrozsifenéjSim typem pojivové tkané v lidském téle. Funkci vaziva je
spojovat organy k sob¢ a chranit je vii¢i mechanickym podnétiim. Vazivo je tvofeno bunéénou
hmotou, vlakny a amorfni hmotou. Bunécna hmota vaziva se dé€li na bunky fixni: fibroblasty,
fibrocyty, myofibroblasty, melanocyty, tukové bunky a retikuldrni buiiky; a buiiky bloudivé:
plazmatické bunky, makrofigy a mastocyty. Vldkna vazivové tkané se déli na kolagenni,
tvofeny kolagenem typu I, II, III, IV, V a VII; a elasticka, tvofena elastinem. Oba typy vldken
jsou tvoteny fibroblasty. Paklize dojde k naruSeni vazivové ¢i jiné tkané s nizkou regeneracni

kapacitou, dochédzi k reparaci vazivem, které je produkovdno zminénymi fibroblasty

(Mescher, 2018).

Jelikoz jedna ze studii, ke které jsem se dopracoval prostiednictvim systematické
reSerSe provedené pro ucely této bakalatskou prace, popisuje efekt elektrické stimulace pro
ovlivnéni celularni migrace fibroblastii v tkani ptedniho zktizené¢ho vazu, rozhodl jsem se
uveést klasifikaci poranéni pravé tohoto ligamenta. Klasifikace poranéni ligament jsou

partikularni a maji odlisné autory.

Henle et al. (2015) klasifikuji poranéni ACL (anterior cruciate ligament — pfedni

zktizeny vaz) dle nésledujicich hledisek (Obrazek 2.8.1):
1) Dle mista ruptury: proximalni, centralni a distalni

2) Dle vzorce ruptury: jednoduchd, rozdvojend na svazky, roztiepena na tii a vice

svazkt

3) Dle miry zachovalosti synovidlni pochvy: zachovdano 100 % synovidlni pochvy,

zachovano vice nez 50 %, a zachovano méné nez 50 %.

Ruptury ligament Ize diagnostikovat specifickymi ortopedickymi testy ¢i1 pomoci
zobrazovacich metod. Typicka pro klinicky obraz je instabilita daného kloubu a zvySend
pohyblivost kosti ve sméru pieruSeného vazu. Lécba takového poranéni zahrnuje v prvni fadé
fixaci a imobilizaci mista poranéni (nejcastéji kloubu) a nésledné¢ dle rozsahu poranéni a mite
pouzivani dan¢ho kloubu, jenZ byl vazem stabilizovan, se uvazuje o operativni 1€cb¢ stehy ¢i

vazovou plastikou (ndhrazkou) (Ferko et al., 2015).
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Obrdazek 2.8.1: Klasifikace poraneni ACL (Henle et al., 2015)
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Legenda k Obrazku 2.8.1: proximal — proximalni, central — centrdlni, distal — distalni,
single strand — jednoduchd ruptura, 2 bundles — ruptura rozdvojena na svazky,
3 or more strands — ruptura roztiepend na tii a vice svazkii, completely
intact — zachovano 100 % synovialni pochvy, > 50 % intact — zachovana vice nez
polovina synovialni pochvy, < 50 % intact — zachovand méné nez polovina synovialni
pochvy

2.9 Primy a neprimy hojivy ucinek fyzikalni terapie

Pro ucely této bakalaiské prace rozdéluji hojivy ucinek fyzikalni terapie na piimy
a nepfimy. Jedna se o vlastni terminologické rozhodnuti pro odliSeni pfinosu prezentovanych
studii v nasledujicich kapitoldch od soucasnych, bézné pouZivanych procedur fyzikalni

terapie.

Princip fyzikalni terapie s pFimym hojivym ucinkem spociva ve vyvolani regeneracni
¢i reparacni reakce strukturdlné poskozené tkan¢ zalozené na principu stimulace proliferacni

aktivity télu vlastnich kmenovych bun¢k (napiiklad satelitnich bun€k v rdmci stimulace
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poranéného svalu) nebo fibroblastii. Vyznam kmenovych bunék a fibroblastd pro hojeni
(regeneraci, respektive reparaci) je vysvétlen v podkapitolach 2.4.1 a 2.7.3. Dale pfimym
hojivym uc¢inkem minim procedury, které maji pozitivni vliv na intenzitu celularni migrace
a smér fibroblasti formou galvanotaxe. Galvanotaxe je fizeny pohyb bunck veden
elektrickym polem. Diky elektrickému potencidlu bunééné membrany jsou buiiky pfitahovany
ke kladnému ¢i1 zépornému polu. Jedna se tedy o zpisob nasmérovani pohybu bunck do
pozadovaného mista, coz by v piipadé fibroblastli mohlo byt napiiklad poranéni Slachy nebo

vazu (Cortese, 2014).

Jiz byl prokazan efekt jinych fyzikalné terapeutickych postupti pro stimulaci
proliferacni aktivity satelitnich svalovych bunek nebo fibroblastii. Proliferace svalovych
buné¢k byla stimulovéna ultrazvukovou terapii (Yang, 2018), proliferaci fibroblastl se podatilo
stimulovat pomoci nizko-vykoného laseru (Frigo, 2010). Obdobny efekt stimulace

elektrickym proudem je predmétem systematické reserSe této bakalaiské prace.

Za vybuzeni proliferatni a diferenciacni aktivity satelitnich bunék a fibroblast
pomoci elektrické stimulace jsou podle spekulaci autori zodpovédné proteiny, jejichz exprese
je elektrickym proudem zvysena. Tyto proteiny umoziuji kaskadu déja od proliferace bunky
az po jeji maturaci (Wang, 2021). Vysvétleni efektu elektrické stimulace pro proliferaci
a diferenciaci kli¢ovych buné€k pro regeneraci, respektive reparaci, se ovsem mezi autory lisi.
Vysvétleni efektu popisuji specificky a partikularn€ v ramci analyzy jednotlivych studii

(kapitola 5).

Fyzikaln¢ terapeutické procedury s neprimym hojivym ucinkem jsou procedury
zpusobujici lokalni podporu metabolismu zprostiedkovaného hyperemii. Mistné tak dochazi
k intenzivnéjSimu piivodu zivin a odvodu metabolit, coz hojivé procesy muize urychlit.
Procedury s timto efektem jsou znamé a osvédcené, jsou to napiiklad: galvanoterapie,
ultrazvuk, laser nebo vakuové-kompresivni terapie. Obecné jsou tyto procedury znamy jako

fyzikalni terapie s trofotropnim t¢inkem (Podébradsky, 2009; Robertson, 2006).

2.10 Elektricka stimulace

Elektricka stimulace je obecné definovana jako metoda spadajici do fyzikalni terapie,
ktera za pomoci elektrického proudu pieneseného do tkdn€ pomoci elektrod vyvola ve tkani
pozadovany uc¢inek. Pomoci stimulace tkani elektrickym proudem tak muzeme dosdhnout

ucinkit jako jsou napfiklad: analgezie, neurostimulace, myorelaxace, ucinek trofotropni,
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ucinek antiedemat6zni. Vysledné zmény tkani, respektive ucinek, zavisi na tkani, strukturach
¢1 bunkach, kterymi prochazi elektricky proud a téz na fyzikalnich parametrech stimulace

(Robertson, 2006).

V bakaléiské praci pouzivam pojem elektricka stimulace, stejné¢ jako autofi studii
prezentovanych v kapitole vysledkll systematické reserSe a analyzy literatury. Podébradsky
pouziva pojem elektrostimulace jako konkrétni ptistup myostimulace oslabenych, paretickych
svalil k jejich posileni a prevenci atrofie ¢i fibrotizace (Podébradsky, 2009). Jedna se tedy

termin s uzZ§im vyznamem.

2.10.1 Parametry elektrické stimulace

Parametry elektrické stimulace definuji jako fyzikalni veliiny spjatymi se stimulaci
elektrickym proudem z Iékafského ¢i terapeutického divodu a jejich hodnoty
dané Ccislem a jednotkou. Mezi =zakladni parametry elektrické stimulace se tadi

(Podébradsky, 2009):

Intenzita: nejcastéji udavana jako absolutni hodnota elektrického proudu [pA - mA]
nebo dle senzitivniho vjemu — podprahov€ senzitivni, prahové senzitivni, podprahoveé
motorickd, prahové motorickd a podprahové algickd. Ve studiich prezentovanych reSersi je
mozné se setkat i s intenzitou chapanou jakoZzto vysi napéti — jednota volt [V], €1 ploSné napéti

[V/cm?].
Frekvence: v pripad¢ stimulace sttidavym ¢i pulznim stejnosmérnym proudem [Hz].

Schéma elektrod: stimulace probiha bud’to bipolarné pomoci dvou elektrod s opacnym
nabojem (anoda a katoda) ¢i pomoci jedné aktivni elektrody (anoda nebo katoda)
a indiferentni elektrody — monopolarni stimulace. Schéma elektrod téz zahrnuje umisténi
elektrod — longitudinalné, transregionalné, paravertebralné. Diulezité je potadi elektrod
v ptipad¢ longitudindlniho umisténi. U stimulace statickym stejnosmérnym proudem je nutné

uvést polaritu a ¢as jeji zmeny.

Délka impulsu: doba impulsu pfi stimulaci stfidavym ¢i pulznim stejnosmérnym
proudem [us — s].

Mezi dalsi dulezité parametry spadajici spiSe obecné do metody stimulace jsou délka
stimulace (doba aplikace, vétSinou v minutach) a frekvence aplikace (kiira — pocet aplikaci za

den / tyden).
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Soubor stimulac¢nich parametrti (fyzikdlnich veli¢in) definuje stimulacni protokol,
ktery je podle svych parametri pojmenovan. Mezi pojmenované stimulacni protokoly
testované autory studii prezentovanych v této praci patii: MENS — microcurrent electrical
neurostimulation (mikroproudovéd elektrickd neurostimulace), LFES - low-frequency
electrical stimulation (nizkofrekvencni elektrickd stimulace), LVMAS - low-voltage
microamperage  stimulation (nizkovoltazni elektrickd  mikroproudova  stimulace),
EMGstim — electromyographic stimulation (elektromyografickd stimulace), HVPC — high-
voltage pulsed current (vysokovoltazni pulzni proud), TENS — transcutaneous electrical
neurostimulation (transkutanni elektrickd neurostimulace) a NsPEF — nanosecond pulsed
electric field (nanosekundové pulzni elektrické pole). Podrobny rozbor parametrii zminénych

stimula¢nich protokoll je uveden partikuldrné v ramci analyzy kazd¢ studie.
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3 Metodologie prace

3.1 Cil bakalarské prace

Cilem mé bakalatské prace je shrnout souc¢asnou uroveil poznani ohledné zminéného
hojivého efektu na meékké tkané prostiednictvim zpracovani piehledu problematiky.
K zhotoveni piehledu problematiky dospéji pomoci systematické reSerSe aktualni literatury.
V druhé fad¢ pomoci analyzy studii opatfenych systematickou reSersi zjistim zda a za jakych

podminek je elektrické stimulace pro hojeni mékkych tkani efektivni.

Soucasné Urovni poznani ohledné efektivity elektrické stimulace na hojeni mékkych
tkani z hlediska uplnosti, faze a limitaci vyzkumu, se podrobn¢ vénuji v diskuzni Casti

bakaléiské prace.

3.2 Metoda zpracovani systematické reSerSe a vyhledavaci kritéria

Systematicka reserSe je prostiedek ke splnéni cile mé bakalaiské prace. ReserSe byla
provedena s vyuzitim nasledujicich databazi: Web of Science, PubMed a ResearchGate.
PubMed a ReaserchGate byly zvoleny kvili jejich zaméfeni na literaturu z oblasti
biomediciny, Web of Science je multidisciplinarni. ResearchGate zobrazuje pouze 100
nejrelevantnéjSich vysledkd. Vyhledavani literatury jsem rozdélil na Ctyfi procesy dle mekké
tkané: svaly, Slachy, kazi a vazy. V zavislosti na druhu tkané¢ jsem sestavil partikularni
vyhledavaci fraze. Casové rozmezi vyhledavani odbornych ¢lankd jsem stanovil na rok 2007
az 2022 z diavodu opatfeni aktudlnich poznatkii a zaroven ziskani dostatecného mnoZstvi

zdrojii. Vyhledavaci hraze:

Svalova tkan: (electrical stimulation OR microcurrent OR electroporation) AND

(muscle OR myoblasts OR satellite cells) AND (regeneration OR proliferation)

Slachy: (electrical stimulation OR microcurrent) AND (tendon OR tendon injury OR
tendinopathy) AND (tissue repair OR healing)

Kuze: (electrical stimulation OR microcurrent) AND (fibroblast OR wound OR skin)
AND (healing)

Vazy: (electrical stimulation OR electric field) AND (ligament) AND (healing)
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Kli¢ova slova frazi jsem volil podle cile mé bakalaiské prace, to znamena za ticelem
vyhledani studii testujici ptimy hojivy ucinek (definovany v kapitole 2.9) elektrické stimulace
na svalovou tkan, Slachy, kGizi a vazy. Partikularni vyhledavaci fraze jsem zvolil pro ziskani
maximalné relevantnich ¢lankli (maximélni shoda kli¢ovych slov) a minimalizaci velkého

mnozstvi nezddoucich vysledki.

Tabulka 3.2.1: Vysledky po zadani vyhledavacich frazi

Mekka tkat Web of Science — podet| PubMed — podet |ResearchGate — pocet| Celkem
vysledkii vysledki vysledki vysledkii
Svalova tkan 826 689 100 1615
Slachy 43 34 100 177
Kize 473 657 100 1230
Vazy 28 10 100 138

Tabulka 3.2.1 zobrazuje pocet nalezenych literarnich zdroji po zadani vyhledavacich
frazi. Na tyto vysledky jiz bylo aplikovano kritérium ¢asového rozmezi. Nalezenou literaturu
jsem podrobil screeningu relevance podle nazvu a abstraktu. Byly vyfazeny Clanky, které sice
obsahovaly testovani efektivity elektrické stimulace po zranéni, nicméné v irelevantnim
kontextu vzhledem k cili mé reSerSe. To jsou naptiklad: studie popisujici efekt elektrické
stimulace pro prevenci atrofie u dlouhodobé lezicich pacientdi po operaci poranénych
mékkych tkani nebo studie testujici elektrickou stimulaci pro regeneraci svaloviny po
poranéni nervu. Tyto dva typy irelevantnich vysledkl tvofili pfevaznou vétSinou vytazenych
¢lankd.

Po screeningu nazvii a abstraktll z ptivodnich 3160 clanki (soucet vysledkt vSech
tkani) zbylo 17 ¢lankd, jejichZ full-textovy screening vytadil dal§i dva ¢lanky. V piipadé
prvniho z téchto ¢lankd se jednalo o review zbylych, pivodnich studii, které jsem objevil
a v ptipad¢ druhého se jednalo o teoreticky piehled zplisobt stimulace kmenovych bunék,

nikoli o studii.

Do bakalafské prace nakonec bylo zafazeno 15 ¢lankl spliujici vSechna kritéria.
6 ¢lanki se tyka svalové tkang, 5 §lach, 3 kiize a jeden vazd. Ctrnact ¢lankd je v anglickém

jazyce, jeden je v portugalstin€. Pro preklad portugalského ¢lanku byl pouzit prekladac DeepL
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(DeepL, 2022). Pti pokusu o zpétném vyhledani vSech patnacti ¢lankd pomoci jedné
komplexni fraze obsahujici kombinaci vSech pouzitych kliCovych slov jsem nebyl uspésny,

z ¢ehoz vyvozuji, ze pouziti vice frazi bylo vyhodnéjsi pro dosazeni mého cile.

Nasledujici PRISMA diagram (Obrdzek 3.2.1) graficky znazoriiuje mtij vyhledavaci
postup.

Obrazek 3.2.1: PRISMA diagram

Svalova tkan Slachy Kuze Vazy
‘Web of Science
2007 2022 826 43 473 28
PubMed
2007 - 2022 689 34 657 10
ResearchGate
2007 - 2022 100 100 100 100
3160 Screening nazvu a abstraktu
17 Screening full-textu
15 ¢lankt zafazeno do bakalarské prace pro
prezentaci a analyzu

3.2.1 Shrnuti vyhledavacich kritérii
a) Zdroje jsou publikovany v roce 2007 az 2022.

b) Zdroje jsou relevantni k tématu ptimého hojeni svalové tkané€, Slach, kize ¢i vazi
podpoteného elektrickou stimulaci. To zahrnuje clanky popisujici efekt elektrické stimulace

pro satelitni buniky a fibroblasty.
¢) Zdroje maji uroven dikazu 1B, 2A a 2B (level of evidence) (Burns, 2011).
d) Zdroje jsou studie testujici in vivo a / nebo in vitro.

e) Zdroje byly nalezeny pomoci vyse uvedenych vyhledavacich frazi.
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3.3 Metodologie analyzy odborné literatury

Po ptelozeni a dikladném pfecteni jsem extrahoval namétfena data a postupy studii
opatienych systematickou reSerSi. S ohledem na cil bakalarské prace jsem popsal nasledujici
kategorie u kazdého prezentovaného clanku: 1écend patologie €i jiny subjekt testovani
(buné¢na populace), parametry testované elektrické stimulace (stimulacni protokol), zvolené
indikatory a méfené veliginy, vysledky a zavér. Uroven podrobnosti popisu téchto kategorii
a rozboru indikatorti je nastavena pro jednodusS$i pochopeni literatury ale zarovein pro

dostatecné splnéni cile prace.

Clanky hodnotim objektivné z hlediska spravnosti postupovani pfi testovéni,
respektive validity, a subjektivné z ohledem na relevanci pro Gfel mé bakalarské prace.
Clanky jsem rozdélil do ti kategorii dle typu stimulované tkané: efekt elektrické stimulace na
hojeni svalové tkané, Slach, a kiize spolecné s vazy. V ramci kazdé z téchto tii kategorii
uvadim souhrn vysledkt studii s ohledem k cili prace. Ucelené shrnuti vysledkl jsem se

rozhodl umistit do diskuzni ¢asti bakalatské prace.
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4  Vysledky systematické reserse

Tato kapitola shrnuje vysledky vyhleddvani odborné literatury a stru¢né uvadi
zakladnich data. Z 15 vyhledanych studii 6 testuji pfimy hojivy Gc¢inek elektrické stimulace
pro svalovou tkan, 5 pro Slachy, 3 pro kizi (povrchové rany), a 1 pro vazy. Designing studii,
zpusoby testovani a pouzité elektrostimulaéni protokoly jsou riiznorodé. 10 védeckych ¢lankt
testuje elektrické stimulace na animélnich subjektech. Zbylych 5 studii jsou elektrostimulace
testovany in vitro na izolovanych bun&nych populacich nebo vzorcich mékké tkang. Zadna
ze studii netestuje efekt elektrické stimulace na pacientech. Divodim, pro¢ jsem nenasel
dostupnou literaturu hovofici o testovani elektrické stimulace pro hojeni meékkych tkani na
lidskych pacientech, se vénuji v diskuzni ¢asti této bakalaiské prace. Animalni a in vitro
testovani odpovidd soucasné tazi vyzkumu. Tabulka 4.1 zobrazuje souhrn zdkladnich dat
vyhledanych studii. Podrobny rozbor studii jsem provedl v kapitole analyzy odborné
literatury.

Tabulka 4.1: Vysledky studii

Autor / autofi, rok Subjekt, patologie Intervence Hlavni zavér

Fujiya et al., 2015 ° Animdlni, CTX-vyvolana |MENS
nekrdza m. tibialis anterior

Wang, Qing-zhneg a Animalni, ¢astecna ruptura |LFES

Dong-ming, 2021 m. biceps femoris

Zickri, 2014 © Animalni, incizi Microcurrent
simulovand castecna
ruptura m. soleus

Yoshida et al., 2015 ¢  |Animalni, CTX-vyvolana |MENS, ledovani
nekroza m. tibialis anterior

32



Vadlamani et al., 2019

In vitro, myoblasty

nsPEFs

Bosutti et al., 2019

In vitro, animalni svalova
vldkna m. flexor digitorum
brevis

EMGstim, Standart
protocol

Chan, Fung a NG, 2007

Animalni, uméla ¢aste¢na
ruptura Achillovy §lachy

LVMAS

Casagrande et al., 2021

Animalni, umé€la totalni
ruptura Achillovy §lachy

Tenorafie, LFES

Rampazo et al., 2016 ©

Animalni, uméla ¢astecna
ruptura Achillovy §lachy

HVPC

Beretta et al., 2009 ©

Animalni, umé¢la totalni
ruptura Achillovy §lachy

Tenorafie, TES

Ahmed, Elgayed a Animalni, umé¢la totalni Tenorafie,
Tbrahim, 2011 * ruptura Achillovy Slachy  [Microcurrent
Giirgen et al., 2013 » | Animalni, incize kuZze TENS
Abedin-Do et al., 2021 |In vitro, fibroblasty lidské |Stejnosmérny
. diabetické kuze proud
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Bravo et al., 2021 * In vitro, animalni Microcurrent

fibroblasty

Chao et al., 2007 In vitro, animalni Staticky
fibroblasty z ACL, vzorek |stejnosmérny
narusené ACL tkané proud, pulzni

stejnosmerny proud

Popis Tabulky 4.1: studie zabyvajici se efektem elektrické stimulace pro hojeni svalové
tkané ¢, Slach °, kuze ® a vazi .
_ elektricka stimulace je efektivni pro hojeni mékké tkané protoze:

1) Elektrickd stimulace podpofila hojivé procesy strukturalné poranénych mékkych
tkani formou facilitace regeneracni ¢i reparacni aktivity télu vlastnich kmenovych

bunék, respektive fibroblastt.

2) Elektricka stimulace zpiisobila intenzivng&j$i mnoZeni, diferenciaci a maturaci

kmenovych bunék a fibroblastli — kli¢ovych bun€k pro regeneraci, respektive reparaci.

3) Elektricka stimulace podpotila rychlost celularni migrace fibroblasti formou

galvanotaxe.
4) Elektricka stimulace zlepSila vysledné histologické ¢i biomechanické vlastnosti
lécené mekke tkane.

5) Elektricka stimulace urychlila hojivy proces — byl rychlej§i v porovnani

s nestimulovanou kontrolni skupinou.
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_ elektricka stimulace neni efektivni pro hojeni meékké tkdné protoze:

1) Elektricka stimulace nepodpofila hojivé procesy strukturalné poranénych mékkych
tkani formou facilitace regeneracni ¢i reparacni aktivity télu vlastnich kmenovych

bunék, respektive fibroblasti.

2) Elektricka stimulace nezplsobila intenzivnéj$i mnoZeni, diferenciaci a maturaci

kmenovych bunék a fibroblastli — kli¢ovych bun€k pro regeneraci, respektive reparaci.

3) Elektricka stimulace nepodpotila rychlost celularni migrace fibroblastii formou

galvanotaxe.

4) Elektricka stimulace nezlepsila vysledné histologické ¢i biomechanické vlastnosti
lécené mekké tkané.

5) Elektricka stimulace inhibovala hojivy proces — byl pomalej§i v porovnani

s nestimulovanou kontrolni skupinou.

Soucasné urovni poznani ohledné efektivity elektrické stimulace pro hojeni mékké
tkan¢ z hlediska uplnosti, faze a limitaci vyzkumu se podrobné vénuji v diskuzni Casti

bakalaiské prace.
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5 Analyza odborné literatury

V kapitole analyzy odborné literatury se vénuji prezentaci a rozboru jednotlivych
vyhledanych relevantnich odbornych ¢lankt. S ohledem na cil bakalaiské prace pokladam za
dalezité dikladné popsat nasledujici kategorie u kazdého prezentovaného c¢lanku: 1é¢ena
patologie ¢i jiny subjekt testovani (bunéfna populace), parametry testované elektrické
stimulace (stimula¢ni protokol), zvolené indikatory a meétfené veliCiny, vysledky a zavér.
Clanky hodnotim objektivné z hlediska spravnosti postupovani pfi testovani, respektive
validity, a subjektivné z ohledem na relevanci pro uéel mé bakalaiské prace. Clanky jsem
rozdélil do tii kategorii dle typu stimulované tkané: efekt elektrické stimulace pro hojeni
svalové tkané, Slach, a klize spolecné s vazy. V ramci kazdé z téchto tfi kategorii uvadim
souhrn vysledkt studii s ohledem k cili bakalarské prace. Shrnuti informaci o efektivité

elektrické stimulace na hojeni mékkych tkani je soucasti diskuzni ¢asti.

Odborné teoretické informace tykajici se nékterych indikdtor jsou misto v kapitole
teoretickych vychodisek prace vysvétleny specificky v této kapitole v ramci analyzy

jednotlivych studii.

5.1 Efekt elektrické stimulace pro hojeni svalové tkané

5.1.1 Studie FUJIYA et al. (2015)

., Microcurrent Electrical Neuromuscular Stimulation Facilitates Regeneration of Injured

Skeletal Muscle in Mice

V této studii autofi testuji facilitacni efekt mikroproudové elektrické stimulace pro
regeneraci poranéného svalu. Jednd se o animalni studii, kdy svalové poranéni bylo umeéle
navozeno injekci kardiotoxinu do m. tibialis anterior tficeti pokusnych mysi. Kardiotoxin
zpusobil nekrézu svalu a spustil tak regeneracéni déje srovnatelné s regeneraci po Urazem
navozeném strukturdlnim poranéni svalu. Tticet subjektti bylo dale rozdéleno na dvé skupiny:
experimentalni skupina o 15 subjektech podstoupila 1é¢bu pomoci Microcurrent Electrical
Neuromuscular Stimulation (ddle MENS), kontrolni skupina (zbylych 15 subjektli) 1écbu

nepodstoupila.
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Parametry elektrické stimulace

Parametry elektrické stimulace byly zvoleny nasledovné: intenzita 10 pA, frekvence
pulst 0.3 Hz, délka pulsu 250 ms. Lécba byla u experimentdlni skupiny denni, po 60
minutach, tiikrat tydné. Experimentalni skupina byla timto zptisobem 1é¢ena po dobu jednoho
az tii tydnl, evaluace vysledkii probihala po kazdém tydnu. Rozlozeni elektrod bylo
kontaktni, ale neinvazivni. Prvni elektroda byla umisténa na distalni anteriorni ¢ast kolenniho
kloubu, druhéd na proximalni anteriorni ¢ast hlezenniho kloubu. Informace o polarité elektrod

neni ve studii uvedena.

Indikatory

Jakozto indikatory, které by validné ovéfily efekt 1éCby, byly zvoleny: obsah
poskozenych vlaken (%), prifez svalového vlakna (cross-section area, dale CSA, pm?),
celkova télesnd hmotnost, absolutni hmotnost svalu pied vysuSenim (absolute muscle wet
weight), absolutni hmotnost vysuSeného svalu (abosule muscle dry weight), hmotnost
vysuSen¢ho svalu ku celkové té€lesné hmotnosti (muscle dry weight relative to body weight),
obsah svalovych proteinii ku celkové télesné hmotnosti (muscle protein content relative to
body weight), pocet Pax7-pozitivnich nuclei, pocet myonuclei a pocet Pax7-pozitivnich nuclei

ku myonuclei.

Obsah poskozenych vlaken byl autory urcen dle poctu vldken s centraln€ uskupenymi
jadry. Svalova vlakna jsou mnohojaderné Utvary a pozice jader ve svalovém vldknu spolehlivé
odpovida zdravi ¢i patologii daného svalového vlakna (Folker, 2013). Zatimco zdravé svalové
vldkno obsahuje jadra rovnomeérné rozprostiend na periferii, jadra patologického svalového
vlakna jsou seskupena centralné a blizko sebe. Nicméné centralné uloZena jadra nejsou pouze
znamkou ,,nezvratné* nemocného svalu, ale 1 svalové vlakno prochézejici opravou naptiklad
po silovém tréninku, kdy dochézi k mikrotraumatizaci vlaken pravé na trovni vldken, ma ¢ast

svych vlaken ulozena centralné.

Dalsi kategorii méfenych hodnot byly hmotnostni parametry. Stejné jako rozmeéry
vldken je pro autory dulezitd i hmotnost svalu pfed a po vysuseni. T¢zsi sval v porovnani
s kontrolni skupinou by pfedstavoval dikaz lepsi opravy, respektive ristu svalu,

u experimentalni skupiny.

Posledni skupinou indikatort jsou Pax7-pozitivni nuclei, pocet myonuclei a pomér

dvou zminénych. Pax7 je transkripéni faktor hrajici klicovou, pocatecni roli pii proliferaci

37



svalovych satelitnich bunék. Pravé ptitomnost tohoto faktoru uré¢i, zdali satelitni buiika piesla
ze svého klidového stadia GO do stadia proliferace (Lepper, Partridge, Fan, 2011). Mnozstvi
faktoru Pax7 bylo autory zjisténo pomoci vyuziti protilatek anti-Pax7, které jakozto markery
detekovaly Pax7 svou vzijemnou vazbou. Pomér poctu Pax7 ku poctu celkovych myonuclei

je ptimy korelat proliferace (mnozeni) satelitnich bungk.
Vysledky

P-hodnota signifikance byla stanovena p < 0,05. Kromé& procentualniho obsahu
poskozenych vlaken neuvadi autofi v kapitole vysledkii jind Ciselnd data. Ostatni vysledky
zjistovanych indikatort byly pouze graficky zndzornény a ptipadné oznaceny za signifikantni
dle stanovené p-hodnoty. Vysledky byly vyhodnocovany po prvnim, druhém a tietim tydnu od
aplikace kardiotoxinu do m. tibialis anterior. Pro vyhodnoceni vysledki byly subjektim

odnaty transverzalni prifezy mm. tibialis anteriores.

Tabulka 5.1.1.1 zndzornuje procentudlni obsah poskozenych vldken v pribéhu doby
testovani. U obou skupin doslo k poklesu obsahu poSkozenych vldken, nicméné byl prokazan

signifikantni efekt Casu i efekt [éCby u experimentalni skupiny.

Tabulka 5.1.1.1: Procentudlni obsah poskozenych svalovych vidken (Fujiya et al., 2015)

% posSkozenych vlaken | 1.tyden |2.tyden |3.tyden

Experimentalni skupina 93 % 88 % 85 %

Kontrolni skupina 95 % 97 % 88 %

Vysledky nasledujicich métenych hodnot roztfidim do kategorii podle signifikantniho
efektu zpisobeného: 1) pouze Casem, 2) efektu zpisobeného ¢asem i léCbou a 3) efektem

zpiisobeného obéma zminénymi faktory a jejich vzéjemnou interakci:

1) Signifikantni efekt zpisobeny pouze ¢asem se dostavil u méteni rozdilu absolutni

hmotnosti svalu pfed vysusenim a absolutni hmotnosti vysuSeného svalu.

2) Signifikantni efekt zptsobeny Casem i lécbou se kromé procentudlniho obsahu
poskozenych vlaken dostavil u méfeni rozdilu poctu celkovych myonuclei a méfeni

rozdilu hmotnosti vysuSeného svalu ku celkové télesné hmotnosti.
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3) Signifikantni efekt zplGsobeny obéma zminénymi faktory a jejich vzdjemnou
interakei se dostavil pii méfeni CSA — experimentalni skupina méla, dle mého odhadu
z grafického znazornéni, 1,6x vétsi prifez svalového vlakna v porovnani s kontrolni
skupinou. Dal§i métfené veliiny spadajici do této kategorie je rozdil v poctu
celkovych Pax7-pozitivnich nuclei, rozdil v poméru Pax7-pozitivnich nuclei ku

myonuclei a rozdil v obsahu svalovych proteint ku celkové télesné hmotnosti.

Rozdil mezi celkovou télesnou hmotnosti nebyl signifikantni ani po tfetim tydnu, tj.

¢as ani lécba neméli na télesnou hmotnost vliv.
Zavér

Autoti zjistili, ze stimulace pomoci MENS vedla k pifimému hojivému uc¢inku
zpusobem facilitace proliferacni aktivity svalovych satelitnich bunék. Ve svalovych vldknech

experimentalni skupiny byla regenerace akcelerovana. Lécba poranéné kosterni svaloviny

pomoci MENS ma tedy podle autori terapeuticky potencial.
Zhodnoceni

Mezi hlavni pozitiva studie patii pestré a bohaté mnozstvi indikatorti, na kterych byl
posuzovan efekt elektrické stimulace. Kromé absolutnich hodnot se autofi zamé&fuji 1 na
relativni hodnoty, tj. naptiklad pomér Pax7-pozitivnich nuclei ku myonuclei. Zaroven autofi
zkoumaji vysledky na vice urovnich — krom¢ hmotnosti svalit a CSA byla méfena i kvantita
transkripénich faktorti, ktera spolehlivé koreluje s trovni proliferacni aktivity satelitnich
bunék. Mezi negativa studie patii nepfitomnost ¢iselnych dat vétSiny sledovanych métenych
indikator. Ackoli nebyla procedura testovana na strukturdlnim poranéni svalu, uméle

navozena patologie aplikaci kardiotoxinu nastartovala srovnatelny regeneracni dgj.

Celkové studii hodnotim jako zasadni pro ucel mé bakaléaiské prace z divodu, ze
spravné a dostatecné testovala vliv elektrické stimulace na pfimé hojeni svalové tkané cestou
stimulace aktivity vlastnich satelitnich bunék. Autofi zvolili indikatory detekujici

fyziologickou pfi¢inu hojeni i vysledné zmény morfologie svalu.
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5.1.2 Studie WANG, QING-ZHNEG a DONG-MING (2021)

,,Low-Frequency Electrical Stimulation Promotes Satellite Cell Activities to Facilitate Muscle

I3

Regeneration at an Early Phase in a Rat Model of Muscle Strain‘

V této studii autofi testuji efekt nizkofrekvencni elektrické stimulace pro facilitaci
regenerace poranéné¢ho kosterniho svalu. Jednd se o animdlni studii, kdy byla
experimentalnim subjektim uméle navozena ¢astecna ruptura m. biceps femoris. Celkem 36
krys bylo rozdéleno do nasledujicich Sesti skupin: kontrolni skupina, ktera poranéna nebyla;
skupiny DO, D7 a D14, které poranény byly, ale nebyly léeny pomoci elektrické stimulace
(Cislice 7 a 14 znamenaji dny evaluace vysledki ode dne poranéni); a poranéné skupiny
D7-20Hz a DI14-20Hz, které podstoupily experimentdlni 1écbu pomoci Low-Frequency
Electrical Stimulation (dale LFES).

Parametry elektrické stimulace

Parametry LFES byly zvoleny nésledovné: délka impulsu 200 ps, pulsni rezim 5 s on,
10 s off, frekvence 20 Hz, prahové-motoricka intenzita. Stimulace trvala 30 min, 2x denné
s 4 h pauzou mezi cykly. Lécba pomoci LFES zacala paty den po poranéni, to znamena ze
experimentalni skupina D7-20Hz podstoupila 3 dny 1écby a skupina D14-20Hz 10 dnti 1éCby.
Dvé elektrody o velikosti 1 cm x 2 cm byly umistény umistény kontaktné, nainvazivné: prvni
na stfedni ¢ast m. biceps femoris a druha na fibulu. Informace o polarité elektrod neni

v ¢lanku uvedena.

Indikatory

Autofi se zamcfili na expresi proteinh MyoD a myogeninu, které hraji roli
transkrip¢nich faktorl pii proliferaci satelitnich bunék, myogenezi a tudiz regeneraci svalové
tkan¢. MyoD a myogenin jsou spolehlivé markery aktivity satelitnich bunék (Adams, Haddad,
Kenneth, 1999). Oba proteiny byly detekovany pomoci vazby s protilatkami.

V druhé fad¢ autofi méfili uroven hladiny proteini MyoD a myogeninu pomoci
western blottingu. Vysledkem tohoto méfeni byly separované pasy gent (specific band)

o ruzné mohutnosti.
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Vysledky

Design a rozdéleni skupin subjektll jsou nastaveny tak, aby jediny faktor, ktery
vysvétluje rozdil mezi poranénou lécenou, poranénou nelécenou a kontrolni skupinou byl
prave efekt 1écby. Jakozto p-hodnota signifikance byla stanovena p < 0,05. Vysledky byly

vyhodnocovany sedmy a ¢trnécty den po poranéni.

Tabulka 5.1.2.1: Exprese proteinii MyoD a myogeninu 7 dni po poranéni (Wang, Qing-zhneg
a Dong-ming, 2021)

Exprese proteinti 7 dni po poranéni MyoD Myogenin

Kontrolni skupina 94%+5,2% 10,9 % + 6,1 %
D7 (nelécena skupina) 23,1 %+ 6,0 % 21,9 % + 6,1 %
D7-20Hz 38,9 % + 8,8 % 412%+124 %

Tabulka 5.1.2.1 zobrazuje stfedni hodnoty + smérodatnou odchylku procentudlni
exprese proteinii MyoD a Myogeninu 7 dni po poranéni. DoSlo k signifikantnimu rozdilu
exprese obou proteinli v porovnani kontrolni a nelécené skupiny, ale hlavné k signifikantnimu
rozdilu mezi skupinou D7 a D7-20Hz. Z vysledkll vyplyva, ze exprese MyoD u léCené
skupiny pomoci elektrické stimulace byla po tfech dnech 1écby pfiblizné 1,7x véEtsi nez
u neléené skupiny a exprese myogeninu byla vetsi ptiblizné 1,9x. Urovné hladiny proteint
detekovany pii western blottingu byly téz vyssi u lécené skupiny v porovnani s nelécenou

a kontrolni skupinou.

Tabulka 5.1.2.2: Exprese proteinu MyoD a myogeninu 14 dni po poranéni (Wang, Qing-
zhneg a Dong-ming, 2021)

Exprese proteinii 14 dni po poranéni MyoD Myogenin

Kontrolni skupina 34%+3,2% 2,9%+0,6 %
D14 (nelécena skupina) 6,5%+32% 52%+£34%
D14-20Hz 13,1 % +£6,7 % 16,2 %+ 7,4 %
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Tabulka 5.1.2.2 zobrazuje stfedni hodnoty + smérodatnou odchylku procentudlni
exprese proteini MyoD a Myogeninu 14 dni po poranéni. DoSlo k signifikantnimu rozdilu
exprese obou proteinli v porovnani kontrolni a nelécené skupiny, ale hlavné k signifikantnimu
rozdilu mezi skupinou D14 a D14-20Hz. Z vysledkii vyplyva, Ze exprese MyoD u lécené
skupiny pomoci elektrické stimulace byla po deseti dnech 1é¢by piiblizné 2x vétsi nez u
nelécené skupiny a exprese myogeninu byla vetsi ptiblizn€ 3,1x. Z porovnani procentudlni
exprese proteini skupiny D7-20Hz a D14-20Hz ale vyplyva, Ze stimulace LFES zpusobila
veétsi expresi sedm dntll po poranéni nez po 14 dnech. Z toho autofi vyvozuji, ze by elektricka
stimulace mohla byt efektivn&j§i v ¢asném stadiu trazu. Urovné hladiny proteint detekovany
pii western blottingu byly vys$§i u lé¢ené skupiny v porovnani s neléenou a kontrolni
skupinou, nicméné mohutnosti past jiz nebyly tak rozdilné jako v ptipad¢ blottingu po
sedmém dni.

Zavér

LFES akceleruje regeneraci strukturalné poranéné kosterni svaloviny cestou facilitace
proliferacni aktivity vlastnich svalovych satelitnich bun€k pfevazné v ¢asném stadiu poranéni.
To autofi odvozuji od namétenych zvySenych hodnot transkripénich faktort, jejichz mnozstvi

koreluje s intenzitou aktivity satelitnich bunék. Lécba pomoci LFES méa proto terapeuticky

potencial v 1é¢bé strukturdlné poranénych svala.
Zhodnoceni

Mezi pozitiva studie patii dikladné popsani parametrii pouzité procedury a design
rozdéleni skupin subjektdl, ktery je snadno pochopitelny a jehoz vysledky po aplikaci
procedury jsou vysvétlené jednofaktorovou analyzou rozptylu. Kromé pozitivniho zévéru
autofi prispéeli 1 informaci o naCasovani 1écby — intenzivnéjsi aktivita satelitnich bunck byla
zaznamenana v ¢asném stadiu 1écby. Autofi dopliuji studii 1 grafickym znazornénim CSA,
kde je patrné Ze doslo k vétSimu naristu priifezu svalovych vldken u 1é¢ené skupiny, nicméné

prafez svalu nebyl hlavni soucasti zkoumanych veli¢in.

Celkové studii hodnotim jako validni a pfinosnou pro ucely mé bakaldiské prace
z divodu spravného a dostatecného testovani vlivu elektrické stimulace na piimé hojeni
svalové tkané cestou stimulace aktivity t€lu vlastnich satelitnich bunék. Autofi popisuji

fyziologickou podstatu pfimého hojivého ucinku.
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5.1.3 Studie ZICKRI (2014)

,,Possible Local Stem Cells Activation by Microcurrent Application in Experimentally Injured

Soleus Muscle

Autor vénoval svoji studii zkoumani u¢inku mikroproudové (microcurrent) terapie pro
lokalni stimulaci aktivity svalovych satelitnich bunék u uméle navozeného strukturalniho
poranéni svalu. 26 krys bylo rozd€leno do tii skupin. Kontrolni, neporanéna a neléCena
skupina po 6 krysach; poranéna, nelécend skupina po 10 krysach a poranénd, lécend skupina
po 10 krysach. Tti skupiny byly nasledné rozdéleny na podskupiny podle doby vyhodnoceni
vysledkli a Casu utraceni. Vysledky byly vyhodnocovany po dvou a po étyfech tydnech
experimentu. Skupindm poranénych subjekti bylo umélo navozeno strukturalni poranéni
m. soleus v podobé€ 1 cm incize kolmo na pribéh vldken. Kize a fascie byly nasledné sesity,

sval sesit nebyl.
Parametry elektrické stimulace

Parametry mikroproudové terapie byly zvoleny nasledovné: intenzita 100 pA,
frekvence 10 Hz. Stimulace trvala 20 min, jednou denng, tiikrat tydné po dobu 2 az 4 tydnu.
Elektrody o velikosti 1 cm x 1 cm byly umistény kontaktng, neinvazivné: anoda piimo na

misto poranéni, katoda proximalné na stehno.
Indikatory

Autor zvolil tii indikatory: obsah atypickych svalovych vldken, procentualni obsah
a-SMA a procentudlni obsah CD34. Atypickd vlakna ve svalu vznikla diky navozenému
poranéni a pii zobrazeni byly odlisSné od zdravych, typickych vldken svym tvarem
a vzdalenou separaci navzdjem od sebe. Jejich procentudlni obsah byl autory urcen diky

mikroskopickému zobrazeni a H&E barveni.

Alpha SMA (smooth muscle actin) je protein, ktery slouzi primarné¢ jako marker
aktivity myofibroblastli. Je to ale 1 marker fibrogennich bunék. ZvySeny procentudlni obsah

tohoto markeru by mohl znamenat vznik vazivové tkané (Cherng, Young, Ma, 2008).

CD34 je protein slouzici jako marker aktivnich satelitnich bun¢k kosterni svaloviny,

ale 1 hematopoetickych progenitornich bunék (Alfaro et al., 2011).
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Vysledky

Vysledky byly evaluovany po druhé a ¢tvrtém tydnu experimentu. Jakozto p-hodnota

signifikance byla stanovena p < 0,05.

Tabulka 5.1.3.1: Vysledky méreni obsahu atypickych vidken, procentudlniho obsahu o-SMA
a procentualniho obsahu CD34 (Zickri, 2014)

Vysledky Obsah atypickych vldken | Obsah alpha SMA (%) Obsah CD34 (%)
Kontrolni skupina - 0.98+0.25 0.81+0.19
Poranénd, nelécend podskupina 86.74+9.27 1.99+0.35 0.79+0.20

po 2 tydnech

Poranénd, nelécend podskupina 243.38+9.69 3.29+1.01 1.62+0.47

po 4 tydnech

Podskupina Ié¢ena 2 tydny 41.74£10.57* 5.67+0.43* 7.77£0.63*
Podskupina 1é¢end 4 tydny 13.62+3.39* 9.61£1.17* 3.95+0.26*

Tabulka 5.1.3.1 zobrazuje stfedni hodnoty + smérodatné odchylky namétenych
vysledkt. Signifikantni rozdily jsou oznaceny * a vztahuji se ke své kategorii indikatoru.
Podskupina 1é¢end dva tydny méla signifikantné mensi obsah atypickych vlaken v porovnani
s obéma nelécenymi podskupinami a podskupina lécena Ctyti tydny méla signifikantné mensi
obsah patologickych vlaken nez podskupina lé€end pouze dva tydny. V tomto ptipad¢ se jedna
o jasny efekt 1éCby, protoze u nelécené skupiny se obsah atypickych vldken s ¢asem nesnizil,

ba dokonce se zvysil téméf trojnadsobné.

Podobné tomu bylo i v pfipadé procentudlnich obsahii markerd alpha SMA a CD34,
kdy 1écend skupina dosdhla signifikantné vyssich obsahli nez nelé¢ena skupina. Podskupina
1écend Ctyti tydny dosahla navic signifikantné vysSich vysledki procentudlniho obsahu alpha
SMA i s porovnani s podskupinou lécenou pouze dva tydny. V ptipad¢ procentualniho obsahu
CD34 tomu bylo naopak: podskupina lécena pouze 2 tydny dosdhla signifikantné vyssi
hodnoty nez podskupina 1é¢end po dobu ¢tyt tydnu.

44



Zavér
Autor prokézal definitivni pfimy hojivy efekt mikroproudové terapie pro strukturalni

poranéni kosterni svaloviny. Efekt byl dokazan jakoZto souvisejici s facilitaci proliferace

svalovych satelitnich bun¢k. Mikroproudova terapie proto ma terapeuticky potencial.
Zhodnoceni

K pozitivim této metodologické studie patii podobny design jako u piedeslé
studie (Wang, Qing-zhneg a Dong-ming, 2021): vyhodné rozdéleni subjekti pro pouziti
jednofaktorové analyzy rozptylu vysledktl. Studie tak ptsobi ptehledn¢ a vysledky jsou

jednoduse pochopitelné.

Umeéle navozend patologie dostatecné mimikuje skutecné, Urazem navozené
strukturalni poranéni jako je napiiklad ruptura svalu. Nicméné v piipadé€ takového urazu by
v prvni fadé byla pacientovi poskytnuta chirurgicka 1é¢ba seSitim odd€lenych c¢asti svalu.

Autor operaci svalu seSitim u animalniho subjektu neprovedl.

Zvoleny marker alpha SMA byl pfi H&E barveni odhalen ve vietenovitych buiikach
(spindle cells), které se infiltrovaly mezi svalova vldkna v misté¢ poranéni. Vietenové bunky
jsou soucasti hladké svaloviny ale muze jit i naptiklad o fibroblasty (Magro et al., 2019).
Autor ale identifikuje pfitomné vietenovité builkky bez bliz§i specifikace, takze jejich
pfitomnost miiZze znacit bud’to angiogenezi (jelikoZ hladka svalovina je soucasti cév), nebo
fibroblastickou pfestavbu svalu — reparaci. V ptipad¢ dokazané probihajici angiogeneze by se
jednalo o pozitivni zavér, nicméné v piipadé dokézané probihajici fibrogeneze by se sice stale
jednalo o dikaz piimého hojivého efektu kvuli dosazeni reparace, ale nikoli o dikaz
regenerace zprostfedkované satelitnimi bunikami. Pii neseSiti oddélenych casti svalu
v ptipad¢ ¢astecné ruptury vzdy dochazi k fibroblastické prestavbé. Proto marker alpha SMA
v této studii maze spiSe odhalovat stimulaci podpoienou reparaci misto regenerace. Nemyslim
si tedy, Ze se jednd o spravny marker pro dokdzani aktivity satelitnich bunék. Podle R&D

Systems nepatii alpha SMA mezi markery satelitnich bunék kosterni svaloviny.

Marker CD34 je spolehlivym markerem aktivity satelitnich bun¢k (R&D Systems,
2022). Jedna se tedy ale o jediny indikator této studie znacici zvysSenou proliferacni aktivitu
satelitnich bunék. SniZzeny obsah atypickych, patologickych vlaken u lécené skupiny je az

moznym vysledkem této aktivity. Paklize si autor kladl za cil prokédzat vliv elektrické
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stimulace na facilitaci satelitnich bunék, ucinil tak pomoci pouze jednoho spolehlivého

indikatoru.

Celkové studii hodnotim za pifinosnou pro ucely mé bakalaiské prace. Studie
definitivné prokazuje piimy hojivy uc¢inek elektrické stimulace pro strukturdlni poranéni
kosterni svaloviny, nicméné nemohu spolehlivé urcit, zdali doslo k hojeni zpiisobem
regenerace nebo reparace, ¢i ktery z téchto déju prevladal. Kromé fyziologické podstaty
pfimého hojivého Gc€inku autor detekoval i1 vysledné zmény morfologie svalu — sniZujici se

pocet atypickych svalovych vlaken.

5.1.4 Studie YOSHIDA et al. (2015)

,,Regeneration of Injured Tibialis Anterior Muscle in Mice in Response to Microcurrent

Electrical Neuromuscular Stimulation with or without Icing *

Autofi testuji efekt MENS pro regeneraci svalové tkané. Lécbu elektrickou stimulaci
kombinuji s ledovanim za uUcelem dok4zdni moZného aditivniho efektu lécby. Jednd se
o animalni studii, kdy 48 mysi bylo rozdéleno do nasledujicich 4 skupin po 12 mysich:
kontrolni skupina (neporanénd); poranénd, neléend skupina (X); poranéna, lécena skupina
pomoci pouze MENS (XM) a poranénd, léCena skupina pomoci MENS v kombinaci
s ledovanim (XIM). Patologie svaloviny byla vyvolana aplikaci kardiotoxinu do m. tibialis

anterior, coz spustilo regeneracni déje svalu.
Parametry elektrické stimulace

Parametry elektrické stimulace byly zvoleny nasledovné: intenzita 10 pA, frekvence
pulst 0.3 Hz, délka pulsu 250 ms. Lécba byla u experimentalni skupiny denni, po 60
minutach, tfikrat tydné. Experimentalni skupiny XM a XIM byly timto zplisobem 1é¢eny po
dobu tfi tydnl. Rozlozeni elektrod bylo kontaktni, ale neinvazivni. Prvni byla elektroda
umisténa na distalni anteriorni ¢ast kolenniho kloubu a druhd na proximalni anteriorni cast

hlezenniho kloubu. Informace o polarité elektrod neni ve studii uvedena.
Ledovani

Ledovani u skupiny XIM mé¢lo tento rezim: ponor obou celych zadnich koncetin do

vody o teploté¢ 4°C na 20 min.

46



Indikatory

Indikatory byly zvoleny podobné jako v prvnim hodnoceném ¢lanku: pocet
Pax7-pozitivnich nuclei v poméru ku celkovému poctu myonuclei, CSA svalového vlakna
(um?), hmotnost nevysuSeného svalu v poméru k celkové télesné hmotnosti a obsah svalovych

proteinu v poméru k celkové télesné hmotnosti.
Vysledky

P-hodnota signifikance byla stanovena p < 0,05. Autofi neuvadi ¢iselné hodnoty
namétenych dat. Vysledky zjiStovanych indikatorG byly pouze graficky zndzornény
a ptipadné oznaceny za signifikantni dle stanovené p-hodnoty. Vysledky byly vyhodnocovéany
v prvnim a tietim tydnu od aplikace kardiotoxinu do m. tibialis anterior. Nasledujici kategorie

odpovidaji vysledkiim métenych indikatort:
Hmotnost nevysuseného svalu v poméru ku celkové télesné hmotnosti

Nameétené vysledky dokazuji signifikantni efekt 1écby, Casu 1 interakce 1écby s ¢asem

v ptipadé evaluace v prvnim i tfetim tydnu.

Prvni tyden méla nelécend skupina X signifikantné nizs§i hmotnostni pomér svalu ku
celkové té€lesné hmotnosti v porovnani s neporanénou kontrolni skupinou. Skupina XM byla
co se tyCe tohoto indikatoru srovnatelnd a bez signifikantniho rozdilu oproti kontrolni
skupiné, coz znaéi pozitivni, 1éCebny efekt elektrické stimulace. Skupina XM méla tudiz
analogicky signifikantné¢ vysSi naméfenou hodnotu nez neléfena skupina. Skupina XIM
kombinujici MENS s ledovanim neméla signifikantné¢ vys$§i naméfenou hodnotu oproti
nelécené skupiné, dokonce méla signifikantné nizsi vysledek oproti kontrolni skuping a XM.
Z téchto vysledkt vyplyva, ze 1é¢ba pomoci MENS méla v interakci s ¢asem prvni tyden
vyznamny efekt pro zvySeni hmotnostniho poméru svalu ku télesné hmotnosti, ale kombinace

s ledovanim byla kontraproduktivni.

Treti tyden byly naméfené hodnoty vSech experimentalnich skupin (X, XM a XIM)
vzajemné srovnatelné, bez vyznamného rozdilu ale signifikantné vyS$§i v porovnani

s kontrolni skupinou.
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Obsah svalovych proteini v poméru ku celkové télesné hmotnosti

Nameétené vysledky dokazuji signifikantni efekt 1écby a interakce lécby s Casem

v ptipad€ evaluace po prvnim i tfetim tydnu.

Prvni tyden byl obsah proteinii v poméru ku télesné hmotnosti u nelééené skupiny
vyznamné niz8i v porovnani s kontrolni skupinou. Ob¢ léfené skupiny nezaznamenaly
vyznamny rozdil v porovnani s kontrolni skupinou, coz vypovida o efektivité 1éCby (stav

lécenych skupin je srovnatelny se zdravou skupinou).

Tteti tyden nebyl mezi vSemi skupinami 74dny vyznamny rozdil, coz vypovida
o efektivité zalozené na interakci ¢asu i lécby. I neléend skupina dosahla v tfetim tydnu
srovnatelnych vysledki s ostatnimi skupinami, coz vypovidd samostatné, nepodpoiené

regeneraci, nicméné pomalej$i v porovnani s léCenymi skupinami.
CSA svalovych vlaken (um?)

Nameétené vysledky dokazuji signifikantni efekt 1écby, Casu i interakce 1écby s ¢asem

v ptipadé¢ evaluace v prvnim i tfetim tydnu.

Prvni tyden byly prifezy vlaken vyznamné niZ$i v porovnani s neporanénou, kontrolni
skupinou. Nevyznamné vyssi byly hodnoty XM oproti neléené skuping. Nejlepsich vysledkli
1écby ovsem dosédhla skupina XIM, ta mély signifikantné vys$si primérny prutez svalovych

vladken nez nelécena skupina.

Tteti tyden byly ob¢ 1é¢ené skupiny XM a XIM srovnatelné a vykazovali vyznamné
vys$s§i hodnoty prifezu v porovnani s neléenou skupinou. Stale ale mély ob¢ 1écené skupiny

vyznamné niZ§i hodnoty v porovnani s kontrolni skupinou.
Pocet Pax7-pozitivnich nuclei v poméru ku celkovému poctu myonuclei

Nameétené vysledky dokazuji signifikantni efekt 1écby, Casu 1 interakce 1écby s ¢asem

v ptipadé evaluace v prvnim i tfetim tydnu.

Prvni tyden nelécend i obé 1éCené skupiny prokéazaly vyznamné vyssi hodnotu poctu
Pax7-pozitivnich jader v poméru k myonuclei oproti kontrolni skupiné. Léc¢ené skupiny, dle
mého odhadu z grafického zobrazeni, pfiblizn€ 7,3x. Nelécena skupina dosdhla podle odhadu
z grafického zobrazeni 5,3x vyss§i hodnoty v porovnani s kontrolni skupinou. Mezi nelécenou
a léCenymi skupinami byl vyznamny rozdil. Neprokdzal se signifikantné¢ vyssi efekt

kombinace ledovani s MENS v porovnani se skupinou lé¢enou pouze MENS.
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Treti tyden prokazal podobny trend, nicméné XIM dosdhla nejvysSich hodnot
v porovnani s kontrolni skupinou a méla signifikantn€ vyssi hodnoty i1 s porovnani s XM.
Skupina lécena pouze pomoci MENS neméla vyznamné vyssi vysledek nez nelécena skupina.
Nelécend skupina a XM byly tedy tfeti tyden srovnatelné, ale ob& vykéazaly odhadem
z grafického zobrazeni dvojnasobné vys$s$i pocet Pax7-pozitivnich nuclei v poméru ku

celkovému poctu myonuclei.
Zavér

Autofi dokazali, ze proliferace satelitnich buné€k je stimulovana pomoci MENS. Doslo
k intenzivnéjsi regeneraci u obou skupin, které dostaly 1écbu MENS v porovnani s neléCenou
skupinou. Z vysledki je patrné, ze elektrickd stimulace hrdla zasadni roli v regeneraci
zprostiedkované satelitnimi bunkami pfevazné prvni tyden, to znamend v pocateCnimu stadiu
poranéni. Autofi doporucuji kombinace ledovani a MENS pfi terapii strukturdlné poranénych

svalt.

Zhodnoceni

Jedna se o studii, jejiz vyzkumny tym je tvofen zCasti stejnymi autory prvni hodnocené
studie (Fujiya et al., 2015). Jedna se tedy o ,navdzani“ a rozsifeni vyzkumu o dalsi
terapeuticky prvek — ledovani. I design studie, metoda rozd€leni subjekti a vyhodnocovani
vysledkil je podobna prvotni studii. Autofi znovu potvrdili terapeuticky potencial MENS pro
strukturalné poranéné svaly. Nebyl dostatecné ovéfen aditivni hojivy efekt u kombinace
MENS s ledovanim, ale autofi navrhuji tuto kombinaci za ucelem sniZeni otoku a bolesti
naptiklad u sportovniho poranéni. Samotné ledovani zmenSuje otok a zmirnuje bolest,

regeneraci ale zpomaluje (Wang, Ni, 2021). V kombinaci s MENS je ovSem inhibi¢ni vliv

ledovani na regeneraci odstranén.

Celkové studii hodnotim jako zasadni pro ucel mé bakaléaiské prace z divodu, ze
spravné a dostatecné testovala vliv elektrické stimulace na pfimé hojeni svalové tkané cestou
stimulace aktivity vlastnich satelitnich bun¢k. Studie navic pfispiva testovanim kombinace
elektrické stimulace s ledovanim. Autoii zvolili indikatory detekujici fyziologickou pticinu

hojeni 1 vysledné zmény morfologie svalu.
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5.1.5 Studie VADLAMANI et al. (2019)

., Nanosecond pulsed electric field induced proliferation and differentiation of osteoblasts and

myoblasts “

Satelitni buiikky svalovych vldken jsou za béznych podminek v GO (spici) fazi
bunééného cyklu. Po adekvatnimi stimulu, jako je napiiklad poranéni, se ,probouzi*
a zacinaji proliferovat v myogenni prekursory — myoblasty, které samy dale proliferuji
a nasledn¢ diferencuji a fuzuji v myotubuly — stavebni prvky svalovych vlaken

(Hill et al., 2003.

Autoti testujyi efekt nanosekundového pulzniho elektrického pole (NsPEF) pro
proliferaci a diferenciaci osteoblasti a myoblasti. Studie ma tedy dvé cilové bunécné
populace. Pro ucely mé bakalaiské prace budu hodnotit vliv elektrické stimulace pouze na
populaci myoblastii. Jedna se tedy o testovani in vitro, kde subjekt predstavuje kultivovana
populace bunc¢k. Myoblasty byly ziskany z animdlniho modelu. Autofi experimentuji
s riznymi hodnotami intenzity elektrické stimulace a porovnavaji rozdil mezi nestimulovanou
(kontrolni — intenzita 0 kV cm™) a stimulovanou (experimentélni) populaci. Nejedna se tedy

o testovani 1écby pro patologii jako v predeslych hodnocenych ¢lancich.
Parametry elektrické stimulace

Parametry elektrické stimulace byly zvoleny nasledovné: délka pulsu 300 ns,
opakovaci frekvence 1 Hz. Intenzita je autory uddna jako vySe pouZit¢ho napéti. Pro zjisténi
optimalni intenzity pro proliferaci myoblasti byly testované tyto intenzity: 0; 2,5 ; 5; 10; 20
a 30 kV cm™. Pro stimulaci bunééné populace elektrickym polem byly pouZity elektroporézni
kyvety. Bunétné populace dostaly pouze pét NsPEF impulst. Nejedné se tedy o proceduru
testovanou minuty jako v piedeslych ¢lancich, impulsy vSak vnasely do bunééné populace

vysoké napéti v fadech kilovolta.
Indikatory

Jakozto hlavni indikator byl zvolen pocet myoblastl. Sekundéarni indikator je pocet,
respektive koncentrace myosinovych tézkych fetézcii, které se nachazeji v diferencujicich
myoblastech a jejich mnozstvi tak zna¢i pokrocilost regeneracniho procesu — maturaci
myoblastl a jejich fuzi (Wells, Edwards, Bernstein, 1996). Pro zobrazeni téZkych fetézci

myosinu byla pouzita imunofluorescence — oznacend protilatka markeru.
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Vysledky

P-hodnota signifikance byla stanovena p < 0,05. Vysledky byly vyhodnoceny ihned po

stimulaci, dale 24 h a 48 h po stimulaci.
Pocet myoblasti (velikost populace)

Evaluace naméfeného poctu velikosti populace ihned po stimulaci vykazuje
nasledujici trend: intenzita 2,5 kV cm™ nem¢éla na velikost populace zadny vyznamny vliv.
Vys$§i intenzity (5 az 30 kV cm™) mély za nasledek linearni klesdni velikosti populace

myoblastli, coz potencidlné naznacuje nepfimou iméru mezi vysi intenzity a piezitim bunck.

Nasledné bylo vysazeno (izolovéno) fixni mnozstvi myoblastl pro pozorovani zmén
24 a 48 hodin po péti NsPEF impulzech. NsPEF o intenzit¢ 2,5 kV cm™ zdvojnasobilo
mnozstvi myoblastl bez vlivu na jejich preziti. NsPEF s intenzitou 5,10 a 20 kV cm™ mélo 3x
az 4x vetsi stimulacni efekt pro proliferaci myoblastt (3x az 4x vétsi populace), ale za cenu
niz§itho pieziti bun¢k (pro malou cast bun¢k byly zminéné intenzity smrtici). Intenzita
30 kV cm™ se ukézala jako kontraproduktivni, protoze byla pro vétSinu myoblastii smrtici.
Velikosti populaci odpovidajici riznym intenzitdm, kterym byly vystaveny, vykazuji stejny

trend po 24 1 48 hodinach (Obrdazek 5.1.5.1).

Obrazek 5.1.5.1: Vysledky velikosti populace myoblastii (Vadlamani et al., 2019)
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Obrazek 5.1.5.1: Velikost populace myoblastli pfimo odpovida s intenzitou jejich
proliferace. Autofi ve studii neuvadi Ciselnd data, pouze oznacuji signifikantni rozdily.
Intenzita 2,5; 5; 10 a 20 kV cm™ signifikantné zvysila velikost populace myoblast
(porovnani kontrolni a experimentalnich skupin). Intenzita 30 nevyvolala z vySe zminénych
divodu signifikantni rozdil ve velikosti populace. Skupiny s intenzitou 10 a 20 dosahly

signifikantn¢ vysSich hodnot nez skupiny s intenzitou 2,5 kV cm™.
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Pocet myosinovych téZkych fetézcu

Pfi imunofluorescentnim zobrazeni myosinovych tézkych fetézci byla jejich nejvyssi
koncentrace zaznamenana u intenzity 5 kV cm™. V kontrastu, mén¢ myosinovych tézkych
fetézcli bylo pozorovano u skupiny s intenzitou 25 kV cm™. Autofi predpokladaji tento
klesajici trend 1 u vysSich intenzit. Podle téchto vysledkil autofi vyvozuji, Ze intenzita

5kV cm™ je optimalni pro fizi myoblasta.
Zavér
Autofi potvrdili vliv NsPEF stimulace pro proliferaci a diferenciaci myoblasti pii

pouziti niz§ich intenzit napéti. Na zaklad¢ tohoto potvrzeni soudi, ze stimulace NsPEF miize

mit potencial v regenerativni medicing a terapeuticky potencial v 1é¢bé svalovych poranéni.
Zhodnoceni

Ackoli se pouzité hodnoty napéti jevi jako piili§ vysoké a potencidlné nebezpecné,
délka impulsu je natolik kratka, Ze by v pifipad€ testovani procedury na animalnim nebo
lidském subjektu nemélo dojit k poranéni vysokym napétim. To analogicky odvozuji od
skutecnosti, ze zndma procedura HVPC (High-voltage pulsed current) pouziva téz vysoké
hodnoty napéti. Sice se jedna o desetiny intenzity (cca 0,5 kV) pouzité v této studii, ale délky

trvani impulst jsou stonasobné (cca 100 ps) (Polak, Franek, Taradaj, 2014).

Autofti dostate¢né vysvétluji zavéry z naméfenych vysledkt. Pripoustim, ze hodnotim
pouze polovinu studie, jelikoz efekt stejné stimulace pro proliferaci a diferenciaci osteoblasti

nepokladdm za relevantni pro moji bakalatskou praci.

Tuto studii pokladdm celkové za relevantni, validni a pfinosnou pro ucely mé
bakalafské prace, ale jelikoZ se jedna o studii in vitro, nemtiZzu ji pfisuzovat stejnou hodnotu
jako animadlni studii. Zavér experimentu je pozitivni ve prospéch mozného budouciho uziti
elektrické stimulace v terapii poranénych svali, ale testovani in vitro je stale nejvzdalené;si
kone¢né realizaci terapie na lidském pacientovi. Autofi prokdzali pozitivni vliv elektrické
stimulace pro fyziologickou podstatu hojeni svalové tkané€. In vitro design studie logicky

postrada hodnoceni vysledkl hojeni.
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5.1.6 Studie BOSUTTI et al. (2019)

A “noisy” electrical stimulation protocol favors muscle regeneration in vitro through

release of endogenous ATP”

Autofi testuji regenerativni reakci in vitro na izolovanych animalnich mm. flexores
digitorum breves. Porovnavaji efekt tzv. ,,noisy* (rusné) stimulace (EMGstim) se standardnim
elektrostimula¢nim protokolem (1 Hz). Stimulace je zaméfena na satelitni buiikky a myogenni

prekursory (myoblasty) svalovych vlaken.
Parametry elektrické stimulace

Parametry elektrické ,,noisy” stimulace (EMGstim) jsou odvozeny od lidského
myografického zaznamu, tomu odpovida 1 kiivka pribcéhu. Intenzita byla nastavena 12 V.

Rozlozeni elektrod bylo bipolarni.

Standardni elektrostimulace (1 Hz) m¢la nésledujici parametry: frekvence 1 Hz nebo
10 Hz, délka impulsu 1 ms a intenzita 24 V, bipolarni. Kfivka prabéhu je pravidelna.
Rozlozeni elektrod bylo bipolarni. Obrazek 5.1.6.1 zobrazuje graficky prabéh obou

testovanych protokoll:

Obrazek 5.1.6.1: EMGstim (a) a 1 Hz (b) (Bosutti et al., 2019)
b
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RozlozZeni elektrod specifikuji autofi nasledovné: elektrody 1 cm od sebe vzdalené ve

EMGstim

AT TP |
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vysi 1 - 2 mm nad buiikami.
Indikatory
Jakozto indikatory znacici zmény aktivity satelitnich bun¢k a myoblastti byly zvoleny:

pocet Pax7-pozitivnich jader, vyjadfeno jako % pozitivnich jader v oblasti; pocet
myogenin-pozitivnich bunék, vyjadieno v %; a intenzita firingu Ca** (uvoliiovani vapenatého

kationtu ze sarkoplazmatického retikula svalovych vldken m. flexor digitorum brevis).

Pax7-pozitivni jadra a myogenin-pozitivni bunky byly zobrazeny pomoci

imunofluorescentniho barveni navazanych protilatek (vyuziti markertt).
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Vysledky
P-hodnota signifikantniho rozdilu byla stanovena p < 0,05.
Intenzita firingu Ca*

Intenzita firingu Ca®" byla méfena a analyzovana jako primérna plocha pod kiivkou.
Jedné se neptimo o indikéator poc¢tu kontrakci svalu pfi stimulaci, proto byl tento indikator
zjistovan jako pocet arbitrarnich jednotek kontrakci svalu za 1 ms (AU / ms). Porovnavany

byly pouze EMGstim a 1 Hz stimulace.

EMGstim se prokézala jako signifikantné efektivnéjsi v porovnani se standardni 1 Hz
stimulaci. Stfedni hodnota plochy pod kiivkou EMGstim byla 2438.00 + 288.80 AU / ms.
Stfedni hodnota plochy pod ktivkou 1 Hz byla 1434.00 + 146.70 AU / ms.

% Pax7-pozitivnich jader

% Pax7-pozitivnich jader nebyl pomoci EMGstim ovlivnén. Stimulovand skupina
neprokazala signifikantni rozdil od kontrolni, nestimulované skupiny 24, 48 ani 72 hodin po

seedingu.
% myogenin-pozitivnich bunék (velikost bunééné populace)

Velikost bunééné populace myogenin-pozitivnich bunék u EMGstim skupiny
stimulované 1 hodinu se signifikantné zvySila v porovnani s kontrolni skupinou. Skupina
stimulovana standardni stimulaci, tentokrat o frekvenci 10 Hz, nedocilila signifikantniho
rozdilu v porovnani s kontrolni skupinou, ackoli disponuje dvojndsobnou intenzitou.
% myogenin-pozitivnich bunék EMGstim skupiny bylo 44.70 % =+ 0.84 % v porovnani s
36.76 % £ 0.80 % kontrolni skupiny ( p <0,001).

Zavér

Autofi potvrdili, Ze elektrickd stimulace v podobé elektromyografické kiivky ma
akceleracni vliv na diferenciaci myoblastil, coz ptispiva k regeneraci svalové tkané. Autofi jev
vysvétluji jakozto zplisobeny zvySenym vyplavovanim endogenniho ATP svalovych vldken

béhem kontraktilni aktivity, ktera byla akcelerovana stimulovanym firingem vapenatého

kationtu. Toto ATP je dle autort klicové pro diferenciaci a myoblasta.

Druhym zji$ténim byla nadifazenost EMGstim protokolem nad standardnim,

vvvvv

vysledky s poloviéni intenzitou (U) v porovnani se standartni 1 Hz / 10 Hz stimulaci.
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Proliferace satelitnich bunék nebyla pomoci EMGstim zprostiedkovana. To autofi

vysvétluji na nevyznamné zménéném procentualnim obsahu Pax7-pozitivnich jader.
Zhodnoceni

Pozitivn€ hodnotim studii z nasledujicich diivodi: vybér neobvyklého a originalniho
typu elektrické stimulace a jeji nasledné porovnani se standardni stimulaci. Jelikoz se jedna
o stimulaci kopirujici elektromyograficky zaznam, ptredpokladam, Ze pozitivni vysledek byl

pozorovan kvuli ,,pfirozenosti* prabéhu proudu pro svalové bunky.

Indikatory pro proliferaci satelitnich bun€k i1 pro diferenciaci myoblastii byly vybrany
spravné. In vitro studie celkové nedisponuji stejnou moZznosti pestrého a hojného vybéru
indikatort.

Celkové pokladam studii za validni a pfinosnou pro tcely mé bakalaiské prace. Studii

in vitro nepokladdm za srovnatelnou s animalnimi studiemi ze stejnych divodi, které jsou

uvedeny v hodnoceni ¢lanku Vadlamani et al..

5.1.7 Souhrn vysledkii studii elektrické stimulace pro hojeni svalové tkané

Sest ze Sesti prezentovanych &lankia tykajicich se efektu elektrické stimulace pro
hojeni svalové tkdné pfichdzi s pozitivnim zavérem. Elektrickd stimulace podpofila hojivé
procesy patologické strukturdlné poranéné kosterni svaloviny v ptipadé ¢tyf animdalnich studii
formou facilitované regenerace. Pfevazujici vétSina zavéri  téchto studii  popisuji

stimulovanou aktivitu satelitnich bun¢k jakozto hlavni diivod namétenych vysledki.

Dvé€ in vitro studie dosly téz k pozitivnimu zavéeru, protoze prokazaly facilitovanou

diferenciaéni aktivitu kli¢ovych bun€k pro regeneraci svalové tkang.

Kvuli rGznorodosti pouzitych elektroprocedur nelze pfesné stanovit optimalni
parametry stimulace. Prevazuji vSak stimulace stfidavym proudem o velmi nizkych
frekvencich: 0.3 az 20 Hz. Intenzita byla v pfipad¢ tfi animalnich studii uvedena v absolutni
hodnot&, pfi¢emz Ze byla pouzita mikrointenzita: 10 az 100 pA. Ctvrtd animalni studie
pouzila prahové motorickou intenzitu. Stimulace byla vzdy bipolarni. Autofi odborné
literatury se délkou a frekvenci procedur pfibliZily standardnim kirdm elektrické fyzikalni
terapie pro pacienty: délka pfiblizn¢ 20 az 60 minut, jednou az dvakrat denné, kazdy den nebo
tiikrat tydné. Jediny pfipad pouziti stejnych parametri elektrické stimulace v ramci metod

dvou studii jsou studie autorti Fujiya et al. a Yoshida et al., které maji ale piiblizn¢ stejné
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zastoupeni autorii a studie Yoshida et al. navazuje s dalSimi poznatky. Autofi pfipousti, ze
v ptipad¢ klinickych studii by intenzity museli byt pomérové adekvatné vyssi k dosazeni

efektu u lidskych svalt.

Celkové vybrané ¢lanky mapuji Siroké spektrum indikatort, jejichz zmétené rozdily
mezi kontrolnimi a experimentalnimi skupinami dostate¢né vysvétluji fyziologickou pficinu
hojeni 1 histologické vysledky. Mezi indikatory pti¢iny regenerace patii protilatkové markery
aktivity satelitnich bun€k a myoblastl, konkrétnéji proteiny doprovazejici metabolické
procesy téchto klicovych bunék. Nasledek regeneracni aktivity byl pozorovan pfi
mikroskopickych ¢i hmotnostnich méfenich: velikost prifezu vldkna (CSA), ubytek
patologickych vlaken, relativni a absolutni hmotnosti svalovych vldken. Testované

elektrostimulaéni protokoly maji pozitivni efekt pro ptimé hojeni svalové tkané.
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5.2 Efekt elektrické stimulace pro hojeni Slach

5.2.1 Studie CHAN, FUNG a NG (2007)

., Effects of Low-Voltage Microamperage Stimulation on Tendon Healing in Rats “

Autofi se zabyvaji u¢inkem nizkovoltaZzni mikroproudové stimulace (LVMAS) pro
hojeni strukturdlné poranéné Slachy. Své pozorovani cili na biomechanické vlastnosti Slachy.
Jedna se o animalni studii testovanou na ¢trnacti krysach, které byly rozdéleny na dv¢ skupiny
po sedmi: skupina kontrolni (ddle KS), kterd po poranéni byla podrobena placebo 1é¢bé
neaktivni elektrickou stimulaci a experimentalni skupinu (dale XS), kterd po poranéni dostala
1écbu LVMAS. Animdlnim subjektim byla uméle navozena ¢aste¢na ruptura pravé achillovy

Slachy chirurgickou hemitransekci.
Parametry elektrické stimulace

Parametry LVMAS byly zvoleny nésledovné: intenzita 100 pA/cm? s napétim 2,5 V,
10 pulsti za sekundu. Skupiny byly podrobeny 1é€bé 30 min denné¢, 6 dni v tydnu. Lécba
zacala 6. den po poranéni a trvala 25 dni - to znamena 22 aplikaci LVMAS dohromady.
Kontrolni skupina byla podrobena placebo 1€cbé s vypnutym stimulatorem. Elektrody byly
ulozeny na kizi. Anoda o velikosti 1 x 1 cm byla pfiloZzena pfes misto poranéni, katoda

o stejné velikosti byla uloZzena na lytko 1 cm proximalné nad anodu.

Indikatory

Jakozto indikatory byly zvolené biomechanické a viskoelastické vlastnosti Slachy po
1é¢be, a sice: pevnost v tahu, napét'ova relaxace a tuhost. Pevnost v tahu $lachy je jeji nejvyssi
mozné napéti, kterému odolava aniz by doslo k naruseni jeji integrity. ,,Pfi napét'ové relaxaci
dochazi po pocateCnim nartistu napéti k jeho poklesu pii konstantni délce* (Janura, 2003, 33).
Tuhost je schopnost materidlu odolavat deformaci, v ptipad¢ Slachy se tuhost zvySuje

s prodlouzenim. (Janura, 2003)
Vysledky

Zminéné vlastnosti §lach byly méfeny 31. den experimentu, to znamena po ukonceni
lécebného obdobi. Design studie je nastaven pro vysvétleni rozdilu mezi skupinami jedinou
proménnou — efekt 1é€by pomoci LVMAS. P-hodnota signifikance byla stanovena p < 0,05.
Namétené hodnoty indikatorti byly porovnavany jako procentualni rozdil oproti zdravé, levé

achillov¢ §laSe stejného zvifete. Nasledné byly poméry kazdého zvitete arytmetizovany.
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Tabulka 5.2.1.1 popisuje naméiené vysledky biomechanickych a viskoelastickych
vlastnosti Slach u XS v porovnani s KS. Hodnoty jsou uvedeny jako stfedni hodnoty

+ smérodatné odchylky.

Tabulka 5.2.1.1: Vysledky namérenych viastnosti slach (Chan, Fung a NG, 2007)

Vysledky | Pevnost v tahu (%) | Napétova relaxace (%) | Tuhost (%)

XS 110,5 £25,0 110.2 £25,5 94,3 + 52
KS 75,3 +£20,8 130 £42,6 67,7+22,8
p-hodnota 0,014 0,35 0,239

Z vysledkti vyplyva, ze k signifikantnimu rozdilu doslo pouze pfi méfeni pevnosti
v tahu. Napét'ova relaxace a tuhost neprokazaly signifikantni rozdil mezi XS a KS. V ptipadé
méieni napétové relaxace dokonce prokazala vyssi naméiené hodnoty KS. Tuhost sice

prokézala vyssi hodnotu u XS, ale nevyznamné.
Zavér

Autofi prokézali pozitivni vliv transkutanni nizkovoltdzni mikroproudové stimulace
pro pevnost v tahu Slachy lécené po Castecné transekci. Autofi predpokladaji, ze dostaveny

efekt byl zptisoben diky facilitované syntéze kolagenu. Na zdklad¢ toho autofi doporucuji

LVMAS pro lécbu strukturdlné poranénych Slach a ostatnich mekkych tkani.
Zhodnoceni

Volba biomechanickych a viskoelastickych vlastnosti §lach jakoZzto indikatort je
ptinosna, ale nevysvétluje dostatecné biologickou a fyziologickou pti¢inu hojeni. Tato pfi¢ina
by mohla byt vysvétlena pomoci imunohistologickych zobrazeni, pouziti markerti, zobrazeni
CSA, atd. Subjektim navic po hemitransekci, ktera méla simulovat ¢aste¢nou rupturu $lachy,
nebyly oddélené casti Slachy suturovany. Smérodatné odchylky naméfenych hodnot jsou

relativné vysoké, za coz nejspise mize maly pocet subjektil.

Celkové¢ studii hodnotim jako relevantni pro ucely mé bakalafské prace, protoze

testuje ucinek elektrické stimulace pro hojeni mékké tkan€. Nemohu ale identifikovat, zdali se
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jedna o pfimy hojivy ucinek, z divodu nezatazeni méfeni biologickych a fyziologickych

indikatort, které by objasnili pfi¢inu pozitivniho zavéru autort.

5.2.2 Studie CASAGRANDE et al. (2021)

., Histological evaluation of the effect of low-frequency electric stimulation on healing

Achilles tendons in rats

Zamgér autorl je ozfejmit hojivy efekt nizkofrekvenéni elektrické stimulace (LFES) po
histologické strance. Jedna se o animalni studii testujici proceduru pro hojeni strukturalniho
poskozeni achillovy Slachy. Tticeti-tfem krysam byla vykonana tenotomie achillovy Slachy
(simulace totalni ruptury), ktera byla nasledné suturovana (tenorafie). Kize byla po operaci
téz sesita stehy. Krysy pak byly rozdéleny do dvou skupin: experimentalni skupina (XS, 15
krys), ktera podstoupila 1écbu pomoci LFES a kontrolni skupina (KS, 18 krys), kterd zadnou

nasledujici 1éEbu nepodstoupila.
Parametry elektrické stimulace

Pro stimulaci byl zvolen alternujici, bifazicky, pravothly proud o frekvenci 2 Hz. Byla
pouzita intenzita 1 mA s délkou impulsu 600 ps. Stimulace proudem probihala skrz
akupunkturni jehly zavedené 1 cm proximaln€ a 1 cm distaln¢ od tenorafie. Lécba probihala

denng, 20 minut, po dobu 14 dni.
Indikatory

Autofi zvolili indikatory zamétfené na histologické prokazani efektu stimulace. Jakozto
prvni indikator bylo zvoleno ,Healing score® (Stoll, 2011): ,,.Dvanact histopatologickych
parametri bylo pozorovano dle Stolla: organizace extracelularniho matrixu, obsah
myoxidniho materialu, bunécnost a vztah k bunéénému matrixu, splynuti bun¢k, bunécna
distribuce, morfologie jadra, organizace pojivové tkan¢ ve SlaSitém svalku, pirechod
z patologické do fyziologické Slasité tkan€, konfigurace svalku, degenerativni zmény
a tkanova metaplazie, vaskularizace v oblasti defektu a zanét. Kazdy z parametri ma dvé az
Ctyti proménné. Proménné kazdého z dvanacti histopatologickych parametri vSech vzorkt

byly evaluovany a aritmetizovany.“ (Casagrande et al., 2021, s. 3).

Dalsi skupinou indikatorti byly hustoty kolagenti, jejich soucet a pomér: hustota
kolagenu typu I a kolagen typu III, totalni kolagen (soucet I a III) a maturitni index jizvy

(pomér I ku III). Maturitni index jizvy stavi do poméru dva typy kolagenu, jelikoz s ¢asem
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hojeni je kolagen typu III nahrazovan kolagenem typu I. Jedna se tedy o index vyjadiujici

vyzralost jizvy, neboli pokrok hojiciho procesu pojivové tkané.

K ziskani vzorkd pro histopatologickou evaluaci byly po 14. dni 1écby odebrany
poranéné Slachy obsahujici jizvu (spolecné s m. gastrocnemius). Kolagen 1 Healing score byly

zobrazeny pomoci mikroskopu a barveni.
Vysledky

Vysledky byly vyhodnoceny po ukonceni 1é¢ebného obdobi, tj. v druhém tydni, dale
v Ctvrtém a Sestém tydni. Pro porovnani vysledkt KS a XS byl pouzit Mann-Whitneho test
a pro porovnani vysledkli z druhého, ctvrtého a Sest¢ho evaluovaného tydne byl pouzit

Kruskal-Wallistiv test. P-hodnota signifikance byla stanovena p < 0,05.

Autofi ve své studii uvadi u vysledkl kazdého indikatoru primérnou hodnotu, madian,
maximalni hodnotu, minimalni hodnotu, smérodatnou odchylku, p-hodnotu mezi skupinami
béhem casu a p-hodnotu mezi druhym, ctvrtym a Sestym tydnem kazdé skupiny. Pro
prehlednost mé bakalatské prace prezentuji pouze primérné hodnoty + smérodatné odchylky

a obé& verze p-hodnoty.

Tabulka 5.2.2.1: Healing score experimentalni a kontrolni skupiny 2., 4., a 6. tyden
(Casagrande et al., 2021)

Healing score| 2.tyden | 4.tyden | 6.tyden |Signifikantnirozdil mezi tydny

XS 9,2+0,8 144+3 15,4 £ 0,5 |Signifikantni rozdil mezi 2. a 4., 4. a 6., 2. a 6.
tydnem.

KS 98+1,5 13,2+1,9 14,1 £ 0,7 |Signifikantni rozdil mezi 2. a 4., 4. a 6., 2. a 6.
tydnem.

Tabulka 5.2.2.1 zobrazuje vysledky naméfeného Healing score. Signifikantni rozdil

mezi skupinami byl pozorovan pouze Sesty tyden ve prospéch XS.
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Tabulka 5.2.2.2: Hustota kolagenu typu I experimentalni a kontrolni skupiny 2., 4., a 6. tyden
(Casagrande et al., 2021)

Kolagen typul| 2. tyden 4. tyden 6. tyden | Signifikantni rozdil mezi tydny

XS 10,1 +4,14 | 21,7 +3,08 | 30,8 + 4,34 | Signifikantni rozdil mezi 2. a 4., 4. a 6., 2. a 6.
tydnem.

KS 2,3+0,31 6,8 +0,96 13,1 + 2,52 | Signifikantni rozdil mezi 2. a 4., 4. a 6., 2. a 6.
tydnem.

Tabulka 5.2.2.2 zobrazuje vysledky naméfené hustoty kolagenu typu 1. Signifikantni

rozdil mezi skupinami byl pozorovan druhy, ¢tvrty i1 Sesty tyden ve prospéch XS. U obou

skupin Ize pozorovat linearni narast, nicméné u XS s primérn¢ a zaokrouhlené trojnasobnymi

az Ctyfnasobnymi hodnotami.

Tabulka 5.2.2.3: Hustota kolagenu typu Il experimentadlni a kontrolni skupiny 2., 4., a 6.
tyden (Casagrande et al., 2021)

Kolagen typu III 2. t}’,den 4. t}’,den 6. t}'/den Signifikantni rozdil mezi tydny
XS 21,6 £3,39 30,3+ 7,82 449 +£6,2 Signifikantni rozdil mezi 4. a 6., 2. a 6. tydnem.
KS 26,4+ 15 27,3 +7,42 30,3 + 3,47 Zadny signifikantni rozdil mezi tydny.

Tabulka 5.2.2.3 zobrazuje vysledky naméfené hustoty kolagenu typu I. Signifikantni

rozdil mezi skupinami byl pozorovan pouze Sesty tyden ve prospéch XS.

Tabulka 5.2.2.4: Totdalni kolagen experimentalni a kontrolni skupiny 2., 4., a 6. tyden
(Casagrande et al., 2021)

Totalni kolagen 2. tyden 4. tyden 6. tyden Signifikantni rozdil mezi tydny

XS 31,7+ 11,8 52 +6,99 75,6 + 3,63 | Signifikantni rozdil mezi 2. a4.,4.26.,2. a 6.
tydnem.

KS 28,7+3,34 | 34,1+ 7,58 | 43,4+ 7,24 |Signifikantni rozdil mezi 2. a 4.,4.26., 2. a 6.
tydnem.
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Tabulka 5.2.2.4 zobrazuje vysledky totalniho naméteného kolagenu. Signifikantni

rozdil mezi skupinami byl pozorovan ¢tvrty a Sesty tyden ve prospéch XS.

Tabulka 5.2.2.5: Maturitni index jizvy experimentdlni a kontrolni skupiny 2., 4., a 6. tyden
(Casagrande et al., 2021)

Maturitni index 2. t}'/den 4, t}’;den 6. tyden Signifikantni rozdil mezi tydny

XS 0,802 + 0,7 0,756 £ 0,221 | 0,692+ 0,140 |Zadny signifikantni rozdil ~mezi
tydny.

KS 0,089+ 0,018 | 0.274+0,107 | 0,444 + 0,098 | Signifikantni rozdil mezi 2. a 4., 4. a
6.,2.a6. tydnem.

Tabulka 5.2.2.5 zobrazuje vysledky maturitniho indexu jizvy. Signifikantni rozdil mezi
skupinami byl pozorovan druhy, Ctvrty i Sesty tyden ve prospéch XS. Zatimco ale KS
vykazovala trend pozvolného linearniho ristu, XS zaznamenala mirny upadek po ctvrtém

tydnu.
Zavér

Autofi prokdzali pfimy hojivy efekt LFES pro hojeni strukturdlné¢ poranéné Slachy,
jehoz nasledky pietrvavaji i po ukonceni 1é¢ebné kiiry. LéCba pomoci LFES méla zdsadni vliv
na syntézu kolagenu, coz autofi odvozuji od predpokladané stimulované facilitace fibroblastt,

a na vyzralost jizvy. Nizkofrekvencni stimulace tak ptispéla k reparaci strukturalné poSkozené

Slachy.
Zhodnoceni

Autofti zvolili jakozto simulaci strukturalni patologie uplnou tenotomii Slachy, ktera
byla nésledné seSita. Diky tomuto feSeni a az nasledné elektrostimulaci se autofi svou studii
nejvice pfiblizili klinické praxi na pacientech, kterym jsou téZ ruptury $lach a svalii nejprve
sesity. Vyberem indikatort autofi jasné vysvétluji pfi¢inu hojeni Slachy.

Evaluace dat po az po ukonceni Ié¢by a nasledné€ po dalSich dvou a ¢tyfech tydnech je
netradi¢ni volba Casu méfeni vysledki. Tradi¢né, jako je tomu v pfedchozich hodnocenych
¢lancich, probihd evaluace vysledkli béhem 1écby, aby se porovnal efekt Casu s efektem
elektrické stimulace. V takovém ptipad¢ by jedina validni data v této studii byly rozdily mezi

skupinami v druhém tydnu, tedy ve chvili t€sné po ukonceni 1écby. Nicméné zde jsou hodnoty
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na konci klry ,startovni“ a uz u nich mizeme pozorovat ve vétSin€ pfipadi vyznamné
rozdily. Fakt, Ze rozdily zlstavaji signifikantni 1 béhem nésledujiciho mésice, ba ze 1 dokonce
experimentalni skupina vykazuje rychlejsi a na grafickém znazornéni strméjsi rast, sveédci
o tom, Ze 1é€ba pomoci LFES zanechala u 1é¢ené skupiny dlouhodobé pozitivni nasledky. Lze
tedy hovofit o pozdnich ucincich procedury. Nelécena skupina téz vykazovala linearni,
z Casem vzrustajici trend svéd¢ici o hojeni, nicméné ve vétSin€ piipadi vyznamné niz$i nez
1é¢ena skupina. Strméjsi linedrni trend experimentalni skupiny vypovida o efektu zptisobeném

interakci ¢asu s lé¢bou. Invazivni aplikace elektrod, kterd by nemusela byt komfortni pro

nékteré pacienty.

Celkov¢ studii hodnotim jako pfinosnou, relevantni a validni pro ucely mé bakalarské
prace z divodu spravné pouZzitych metod, vybéru indikatori a pouZziti komplexni analyzy
vysledkl. Studie dostate¢né pfispiva informacemi pro dosazeni cile prace, protoze popisuje

fyziologickou podstatu hojeni i vysledny stav hojeni.

5.2.3 Studie RAMPAZO et al. (2016)

., High voltage pulsed current in collagen realignment, synthesis, and angiogenesis after

Achilles tendon partial rupture

Autofi testuji efekt vysokovoltdzni pulzni terapie (HVPC) na syntézu kolagenu
a angiogenezi po Castecné ruptufe achillovy Slachy. Animalni studie o Ctyficeti krysach byla
rozdélena do nasledujicich ¢tyt skupin: kontrolni skupina (KS), kterd podstoupila placebo
stimulaci; experimentdlni skupina stimulovand katodou (XS1); experimentalni skupina
stimulovand anodou (XS2); a experimentalni skupina lé€end stfidavé 3 dny katodou a 3 dny
anodou (XS3). VSem skupindm byla pod anestezii navozena ¢astecnd ruptura achillovy §lachy

trakénim piistrojem.
Parametry elektrické stimulace

Parametry HVPC byly nastaveny nasledovné: intensita prahové senzitivni, délka
impulsu 5 ps (dvojité impulsy), 100 ps interpulsni pauza, frekvence 120 pulst za sekundu.
Aplikace probihala denné tficet minut po dobu Sesti dni. Aktivni elektroda (katoda, respektive
anoda) byly ulozeny pfes misto poranéni a indiferentni elektroda o velikosti 3 x 5 cm byla
uloZzena na zada krysy. Kontrolni skupina byla podrobena placebo 1écbé s vypnutym

stimulatorem.
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Indikatory

JakoZto indikéatory byly zvoleny: hustota kolegennich vldken typu I a typu III,
vypocteno jako procentudlni obsah vldken na oblast; mira angiogeneze, vypocteno jako pocet

cév na oblast; a optické zpozdéni po dvojlomu.

Optické zpozdéni po dvojlomu (birefringence optical retardation) je metoda, kterd urci
tloustku média (polarizatoru, v tomto pfipadé kolagenni tkané€) na zéklad¢ optické retardace
mezi fadnym a mimotfaddnym paprskem, které maji po vystupu z polarizatoru rozdilnou

vlnovou délku (Rampazo et al., 2016).

Obrazek 5.2.3.1: Dvojlom (Reichl, Vseticka, 2022)

mimofadny paprsek

Obrazek 5.2.3.1 popisuje dvojlom. Indikator tedy ve stru¢nosti méfi mohutnost

kolagenni tkan¢ pomoci svételného mikroskopu.
Vysledky

Po Sestém dnu 1éCby byly subjekty usmrceny a jejich achillovy Slachy odebrany pro

histopatologické méfeni. P-hodnota signifikance byla stanovena p < 0,05.

Tabulka 5.2.3.1: mezi KS, XS1, XS2 a XS3 nebyl pozorovan zadny signifikantni
rozdil ani u jedné ze Ctyf kategorii indikatorti. V tabulce jsou zobrazeny stiedni hodnoty

+ smérodatné odchylky.

Tabulka 5.2.3.1: Vysledky merenych indikatorii (Rampazo et al., 2016)

Vysledky Optické  zpozdéni| Hustota kolagennich |Hustota kolagennich | Podet cév / mmr?
(nm) vléken I (%) vlaken 11T (%)

KS 68.02 + 18.09 14.4+7.1 85.5+7.1 38.17 £6.53

XS1 (anoda) 63.33 £32.02 153+7.8 84.7+7.8 32.26 £9.95

XS2 (katoda) 66.81 +30.11 192+ 104 80.8 + 10.4 38.98 + 13.59

XS3 (sttidava ap.) 68.18 +£23.47 19.4+12.9 80.8 £13.0 39.74 £ 13.69
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P-hodnota 0.91 0.57 0.57 0.45

Zavér
Denni tficeti-minutovd HVPC stimulace neméla Zzadny efekt pro syntézu kolagenu
a tvorbu cév v pripad¢ Castecné ruptury achillovy $lachy. Proto, dle autord, nemad HVPC

terapeuticky potencial pro lé¢bu strukturalné poskozené Slachové tkané. Nebyl potvrzen

pfimy hojivy Gcinek elektrické stimulace.
Zhodnoceni

Indikatory byly vybrany tak, aby dostatecné vysvétlili potencidlni fyziologickou
pficinu hojeni. Nicméné Sestidenni léCebné obdobi je v porovnani s dobou testovani
v ptedchozich c¢lancich kratké. Proto se domnivam, ze vysledky mohly byt ovlivnény piilis

kratkou dobou 1écby.

Dalsim faktorem, kterym autofi odlisuji svou studii od piedeslych studii, je rozlozeni
elektrod. Domnivam se, ze pokud by autoii zvolili schéma rozloZeni elektrod podobné tém
v predchozich studiich, tj. obé elektrody v blizkosti poranéni, byly by vysledky odli$né.

Autofi vsak umistili indiferentni elektrodu relativné daleko od ruptury.

Celkové studii hodnotim jako relevantni pro ucely mé bakalarské prace. Studie
zkouma piimy hojivy ucinek elektrické stimulace pro strukturadlné poskozenou Slachovou
tkan. Z divodu kratké doby testovani a schématu rozlozeni elektrod neptisuzuji ¢lanku

srovnatelnou validitu a pfinosnost s piedeslymi ¢lanky.

5.2.4 Studie BERETTA et al. (2009)

,, Effects Of Electric Stimulation On The Healing Of Tendon Of The Gastrocnemius Muscle In
Rabbits

Cilem této studie bylo zhodnotit pfimy hojivy ucinek elektrické stimulace na
regeneraci Slachy m. gastrocnemius u kralikti, ktefi podstoupily tenotomii s ndslednou
tenorafii Kesslerovymi stehy. Dvacet-Ctyfi kraliki bylo rozdéleno do ¢étyf skupin dle dne

hodnoceni vysledkti: skupina hodnocend po sedmi, patnacti , dvaceti-jedna a tficeti dnech.
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Operace byla vykondna na obou koncetinach kazdého kralika, prava koncetina pak byla

1é¢ena pomoci transkutanni elektrické stimulace leva slouzila jako kontrolni (nelécend).

Parametry elektrické stimulace

Pravad konletina kralikii byla lécena transkutanni elektrickou stimulaci stfidavym
proudem o intenzité¢ 2 mA, frekvenci 100 Hz, 6 minut denné po dobu 7,15,21 nebo 30 dni (dle
skupin). Stimulace byla provedena pomoci svorkovych elektrod, které byly umistény
proximaln¢ a distalné od mista poranéni, 0,5 cm od sebe. Polarita elektrod neni v ¢lanku

uvedena.

Indikatory

Autofi  zvolili jakozto indikdtory bunky doprovazejici zanét: mnoZstvi
polymorfonukledrnich bunc¢k, mnozstvi mononukledrnich bun¢k a mnozstvi fibroblastu.
Poslednim indikatorem bylo mnozstvi nove vzniklych cév v misté poranéni. Indikatory byly
determinovany pomoci H&E barveni. Pro evaluaci vysledka byly Slachy kralikim odstranény

ve svou dobu dle skupiny.
Vysledky
Jakozto p-hodnota zamitnuti nulové hypotézy byla stanovena p < 0,05.

Mnozstvi polymorfonuklarnich bun€k se zvysilo prvnich sedm dni po operaci,
patnacty den kleslo a dal§i dny bylo stabilni. Mezi koncetinami nebyl pozorovan zadny

signifikantni rozdil.

Mnozstvi mononukledrnich bunék (makrofagli) bylo stabilni po celou dobu

vyhodnocovani. Zadny signifikantni rozdil mezi koncetinami nebyl pozorovan.

Pocet fibroblastii ze postupné zvySoval mezi 7. a 15. dnem, poté byl stabilni. Zadny

signifikantni rozdil mezi konéetinami nebyl pozorovan.

Pocet noveé vytvorenych cév vzrostl prvnich 7 a 15 dnti, dale se pocet zmenSoval kvili

remodelaéni fazi hojeni. Zadny signifikantni rozdil mezi kon&etinami nebyl pozorovan.
Zavér
Transkutanni elektricka stimulace o danych parametrech nebyla schopnd podpofit

hojeni strukturdln€ poranéné, suturované Slachy m. gastrocnemius. Autoii zavér vysveétluji na

nerozdilnosti mnozstvi zanétlivych buné€k, fibroblasti a poctu vzniklych cév. Autoii pro
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pozitivni efekt doporucuji elektrickou stimulaci aplikovanou invazivné a del$i dobu

procedury.
Zhodnoceni

Autofi spravné piipravili subjekty pro testovani elektrické procedury — tenotomie byla
oSetfena nejprve seSitim a az nasledné probihala 1écba elektrickou stimulaci. Parametry
elektrické procedury jsou zvoleny adekvatné s vyjimkou doby procedury — Sest minut je
v porovnani s dobami procedur v pfedchozich hodnocenych ¢lancich netradiéné malo. Autofi

pfipousti, Ze to mize byt diivod negativniho zavéru.

Zvolit jako indikatory hojeni bunky zanétlivé reakce je originalni, nicméné pouze
fibroblasty jsou indikatorem znacicim piimy hojivy efekt cestou reparace. Autoii tak mohli
zakomponovat do své studie dalsi relevantni indikatory znacici pfimé hojeni potencidlné

ovlivnéné elektrickou stimulaci jako napt. mnozstvi kolagennich vlaken urcitého typu.

Celkové studii hodnotim jako relevantni a validni pro Gcely mé bakalarské prace
zejména z divodu zkoumani pfimého hojivého ucinku elektrické stimulace na poranénou
a nasledné¢ suturovanou Slachu tim zpisobem, Ze porovnava mnozstvi fibroblasti v misté

poranéni. Autofi zkoumaji pouze potencidlni fyziologickou podstatu hojeni.

5.2.5 Studie AHMED, ELGAYES a IBRAHIM (2011)

., Polarity effect of microcurrent electrical stimulation on tendon healing: Biomechanical and

histopathological studies”

Autofti testuji vliv polarity elektrod ptfi mikroproudové stimulaci na hojeni Slachy.
Jednad se o animdlni studii, kdy devadesat kralikti bylo rozdéleno na nasledujici skupiny:
experimentalni skupina léCena anodalni stimulaci (XSA), experimentalni skupina lécend
katodalni stimulaci (XSK) a kontrolni, nelécend skupina (KS). VSem skupindm byla vykonana
uplnd transekce pravé achillovy Slachy s naslednou tenorafii a imobilizaci (operace

mimikujici totalni rupturu achillovy §lachy).
Parametry elektrické stimulace

Byla zvolena elekritckd stimulace MES (mikroproudova terapie / microcurrent
electrical stimulation) s intenzitou 100 pA/cm?, frekvenci 10 Hz a délkou impulsu 50 ms.
Doba stimulace byla tficet minut, Sestkrat tydn¢. Aktivni elektroda (anoda, respektive katoda)

o velikosti 1 x 1 cm byla ulozena pfes misto poranéni, indiferentni proximaln¢ na stehno.
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Indikatory

Autofti zvolili kombinaci biomechanickych a histopatologickych vlastnosti Slachy k
uréeni rozdili mezi skupinami. JakoZto biomechanické vlastnosti Slachy byly méfeny:
pevnost v tahu (N), tuhost (N / mm), napétova relaxace (N), modul pruznosti (N / mm?)

a vykonana prace (mJ).

Modul pruznosti je definovan jako mira schopnosti materialu udrZet si svij tvar pfi
pusobeni vnéjSich zatizeni. Vyjadiuje zavislost mezi napétim a pretvorenim (Vybiral; Janura,

2003).

Vykonana prace Slachy byla determinovana jako mnoZstvi energie pfenesené silou

pusobici na urcitou vzdalenost.

K méfeni biomechanickych vlastnosti byl pouzit multifunkéni pfistroj Lloyd

intstruments LR10K (Lloyd Instruments Ltd, West Sussex, UK).

Co se tyCe histopatologickych determinantii hojeni, autofi popisuji stav zanétu

a organizaci kolagennich vldken pomoci H&E barveni.
Vysledky

Nameétené vysledky skupin byly evaluovéany tfeti, paty a osmy tyden po operaci.
Vysledky byly vysvétlovany dvoufaktorovou analyzou rozptylu (two-way ANOVA) pro
urceni efektu Casu a efektu MES. Nasledné byly porovnavany vysledky mezi tfetim, patym
a osmym tydnem. P-hodnota signifikance byla stanovena p < 0,05. Pro piehlednost bakalarské
prace jsem se rozhodl heslovité uvést pouze signifikantni rozdily mezi skupinami a tydny

v ramci kategorii indikatorq.
Napétova relaxace (N)

Efekt casu: signifikantni rozdil v hojeni u kazdé skupiny (XSK, XSA, KS), dale

signifikantni rozdil mezi 3. a 5. tydnem, i mezi 5. a 8. tydnem.

Efekt MES: signifikantni rozdil v hojeni 3., 5. 1 8. tyden mezi XSK, XSA a KS. XSK
méla signifikantné lepsi vysledky po 3. tydnu nez XSA.
XSA méla signifikantné lepsi vysledky po 5. a 8 tydnu nez XSK.

Tuhost (N / mm)

Efekt casu: signifikantni rozdil v hojeni u kazdé skupiny (XSK, XSA, KS), dale

signifikantni rozdil mezi 3. a 5. tydnem, i mezi 5. a 8. tydnem.
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Efekt MES: signifikantni rozdil v hojeni 3., 5. 1 8. tyden mezi XSK, XSA a KS. XSK
méla signifikantné lepsi vysledky po 3. tydnu nez XSA. XSA méla signifikantné lepsi
vysledky po 5. a 8. tydnu nez XSK.

Modul pruznosti (N / mm?)

Efekt casu: signifikantni rozdil v hojeni u kazdé skupiny (XSK, XSA, KS), dale

signifikantni rozdil mezi 3. a 5. tydnem, 1 mezi 5. a 8. tydnem.

Efekt MES: signifikantni rozdil v hojeni 3., 5. 1 8. tyden mezi XSK, XSA a KS. XSK
méla signifikantné lepsi vysledky po 3. tydnu nez XSA. XSA méla signifikantné lepsi
vysledky po 5. a 8. tydnu nez XSK.

Prace (mJ)

Efekt casu: signifikantni rozdil v hojeni u kazdé skupiny (XSK, XSA, KS), dale

signifikantni rozdil mezi 3. a 5. tydnem, 1 mezi 5. a 8. tydnem.

Efekt MES: signifikantni rozdil v hojeni 3., 5. 1 8. tyden mezi XSK, XSA a KS. XSK
meéla signifikantné lepsi vysledky po 3. tydnu nez XSA. XSA méla signifikantné lepsi
vysledky po 5. a 8. tydnu nez XSK.

Histopatologické studie zjistili mirnéjsi zanétlivou odpovéd u XSK a XSA v
porovnani s KS a lepsi uspotadani kolagennich vlaken, coz vysvétluje lepsi biomechanické
vlastnosti.

Zavér

Elektricka stimulace pomoci MES pfispéla k lepSimu hojeni suturované achillovy
Slachy. Byl prokdzan rozdilny efekt elektrod. Stimulace katodou méla lepsi vysledky
v pocatecni fazi hojeni diky svému pfitazlivému vlivu na makrofagy (podpofena celularni
migrace). Makrofagy fagocytuji (debridement), facilituji angiogenezi, a podporuji proliferaci
fibroblastii a naslednou syntézu kolagenu. Anoddlni stimulace se prokdzala jako efektivnéjsi
v pozdnich fazich hojeni. Doslo k facilitaci hojeni povrchové rany a k dalSimu hojeni §lachy,
coz vyustilo k zlepSeni biomechanickych parametri. Polarita elektrod tedy ma vliv na hojeni.
Katodalni stimulace vykazuje lepsi vysledky v ranné f4zi poranéni, kdezto anodalni stimulace

v pozdni fazi.
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Zhodnoceni

Autofti vybrali bohaté spektrum biomechanickych vlastnosti jakozto indikatory rozdilu
mezi experimentalni skupinami a kontrolni skupinou. Pozitivni zavéry téchto indikatort jsou
navic podlozeny fyziologickou pficinou. Parametry elektrické stimulace a doba testovani

a design studie byly adekvatni k ovéteni efektu.

Celkové studii hodnotim jako zasadni z kategorie ,.efekt elektrické stimulace pro
hojeni §lach® pro ucely mé bakalaiské prace, protoze je relevantni a validni z davodu
dostateCnych a spravné vybranych pouzitych metody testovani a indikdtor. Naméfené
vysledky jsou dostate¢né vysvétleny. Studie navic piispiva svym pozorovanim rozdilného

pfimého hojivého efektu v zavislosti na polarité elektrod.

5.2.6 Souhrn vysledki studii elektrické stimulace pro hojeni §lach

Tt z péti prezentovanych ¢lanka tykajicich se efektu elektrické stimulace pro hojeni
Slach pfichazi s pozitivnim zavérem. VSech pét studii bylo animdlnich a pro testovani efektu
stimulace vyuzili umélého poranéni achillovy Slachy — casteCnou nebo uplnou rupturu.
Clanky s pozitivnim zavérem se shoduji v principu hojeni, to jest facilitace fibroblast

k tvorb¢ kolagenu a nésledné intenzivnéj$i reparaci.

V ptipadé tfi ¢lankl byla pokusnym subjektim vykondna po tenotomii tenorafie
Kesslerovymi stehy (Casagrande et al., 2021; Beretta et al., 2009; Ahmed, Elgayed
a Ibrahim, 2011). Autofi se timto pfibliZili klinicky osvéd€ené 1écbé ruptur Slach. Oddélené
konce rupturou musi byt k sobé neprodlené piiblizeny a seSity pied jakoukoli dalsi 1écbou
podporujici hojeni, aby se piedeslo vzniku nadmérné jizvy ¢i jinym komplikacim, které
popisuji v  Casti teoretického pifehledu hojeni strukturdlné poranénych S$lach
(Park et al., 2020). Dva clanky, které takto primdrn€ oSetfily operované Slachy dosly
k pozitivnimu zavéru (Casagrande et al., 2021; Ahmed, Elgayed a Ibrahim, 2011), jeden
ptfesto doSel k negativnimu zavéru (Beretta et al., 2009). Naopak jeden ¢lanek, kdy autofi
zvolili umélou ¢asteCnou rupturou achillovy Slachy jakozto pokusnou patologii, dosel
k pozitivnimu zavéru ackoli neposkytl subjektim primérni seSiti Caste¢né ruptury (Chan,

Fung a NG, 2007).

Kwvili riznorodosti pouzitych elektroprocedur, stejné jako v ptipadé ¢lankt o svalové

tkani, nelze stanovit optimalni parametry stimulace. Tti Gspé$Sné hojeni-podporujici procedury

vsak spojuje stimulace stfidavym proudem o velmi nizkych frekvencich: 2 Hz, 10 Hz a 10
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impulsi za sekundu. Intenzita byla zvolena proporéné vzhledem k télesné konstituci
animalnich subjekti: 100 pA/cm? azl mA. Lécba pomoci elektrické stimulace probihala
denné nebo Sest dni v tydnu po dobu dvaceti az tficeti minut. Experimentalni skupiny byly

léceny dva az osm tydn.

Dohromady pét hodnocenych ¢lankti zahrnuje mnoho podstatnych indikéatord
objasnujici pri¢inu hojeni i1 vysledné vlastnosti Slachy. V ptipad¢ clankt o Slachach se jedna
zejména o hustoty kolagennich vldken typu I a III a biomechanické vlastnosti.
Elektrostimulaéni protokoly studii Chan, Fung a NG; Casagrande et al.; a Ahmed, Elgayed

a Ibrahim maji pozitivni efekt pro ptimé hojeni slach.

Dvé studie pfichazi s negativnim zavérem. Mozné divody téchto negativnich zavéri
vysvétluji specificky v sekcich hodnoceni obou téchto studii (Rampazo et al., 2016; Beretta et

al., 2009).
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5.3 Efekt elektrické stimulace pro hojeni kiiZe a vazii

5.3.1 Studie GURGEN et al. (2013)

., Transcutaneous Electrical Nerve Stimulation (TENS) Accelerates Cutaneous Wound

¢

Healing and Inhibits Pro-inflammatory Cytokines *

Studie se zabyva hojivymi u¢inky transkutanni elektrické neurostimulace (TENS) na
kozni rdny a porovnava jeji efekt s osvédcenymi 1é¢ivy. Jednd se o animdlni studii rozdélujici
48 krys do nésledujicich skupin: experimentalni skupina lécend pomoci TENS (XS), skupina
lécend pomoci fyziologického roztoku (PS — physiological saline), skupina lécend pomoci
jodovaného povidonu (PI - povidone iodine), poranéna kontrolni skupina (KS) a neporanéna
skupina (0S). VSem skupinam vyjma OS byla provedena 1 cm incize kliize na dorsu pro

simulaci povrchové rany.
Parametry elektrické stimulace, fyziologicky roztok a jodovany povidon

Parametry TENS byly zvoleny nésledovné: frekvence 2 Hz s nizkou intenzitou.
Stimulace probihala jednou denné po dobu patnacti minut. Dvé elektrody o velikosti 2 x 1,5

cm byly umistény 1,5 cm po stranach od incize na dorsu.

Fyziologicky roztok a jodovany povidon jsou bézn€ uzivané a dostupné roztoky
k hojeni koznich ran a jinych povrchovych defektd. Aplikuji se formou natéru
(Bigliardi, 2017; Salami, Imosemi, Owoeye, 2006).

Skupiny XS, PS a PI byly léceny po dobu péti dnd.
Indikatory

Stupeni hojeni od + do ++++ byl zvolen jako soubor hlavnich histopatologicky zmén.
Autofi z tohoto souboru rozliSuji stupenl re-epitelizace, stupenn ustupu granulacni tkané
a stupen pfibliZzeni krajii rany (uzavirani). Dal$imi indikatory byly hladiny pro-zanétlivych

cytokind IL-1p, IL-6 a TNF-q.
Vysledky

Po patém dnu 1écby byly krysy usmrceny a jejich kize s obsahem jizvy byla odebrana
pro vzorkovani. Nasledné byly vzorky podrobeny H&E barveni a imunohistochemickému

rozboru. P-hodnota signifikantniho rozdilu byla stanovena p < 0,05. Autofi pouzili pro
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vyhodnocovani biochemickych a histologickych dat jednotlivych skupin Kruskal-Wallistiv

test a pro urceni rozdilu mezi skupinami Mann-Whitneyho U test.

Tabulka 5.3.1.1: Vysledky stupné hojeni kozni rany (Giirgen et al., 2013)

Vysledky stupné hojeni | Re-epitelizace | Ustup granulace |Uzavirani rany
KS + + +

XS +++ +++ -+

PS ++ ++ ++

PI + + ++

Tabulka 5.3.1.1 zobrazuje vysledky histopatologickych zmén ve stupnich. Skupina

XS, lécend pomoci elektrostimulace, je dominantni v porovnani s ostatnimi skupinami.

Tabulka 5.3.1.2: Hladiny pro-zanétlivych cytokinu skupin (Giirgen et al., 2013)

Pro-zanétlivé cytokiny | (S KS XS PS PI
(pg/ mg)
IL-1B 0.75+0.28 931510 | 3.77+x1.14* | 3.81+1.40* | 8.22+1.44
IL-6 539+£2.14 | 59.05+856 | 8.82£2.56* | 9.82+£342* | 27.72+5.83
*
TNF-a 0.05+0.02 0.82+0.14 | 0.11+0.09* | 0.15+0.12* | 0.56+0.13 *

Tabulka 5.3.1.2 zobrazuje stfedni hodnoty + smérodatné odchylky naméfenych hladin

pro-zénétlivych cytokinid. HvézdiCkou * jsou oznaceny signifikantni rozdily (p < 0,05)

lécenych skupin v porovndni s kontrolni skupinou. Toto porovnani neni provedeno

u neporanéné¢ skupiny 0S.
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Zavér

Autofi potvrdili pfimy hojivy Uc¢inek elektrické stimulace pro hojeni koZnich ran.
TENS inhibovala pro-zanétlivé cytokiny a zvySila tak stupenn re-epitelizace. TENS déle
omezila tvorbu granulaéni tkan¢ a zpUsobila rychlejsi ptiblizeni okraji rany. Elektrostimulace
byla mirn€¢ 0¢ingj§i v porovnani s 1écbou fyziologickym roztokem a néasobné ucingjsi
v porovndni s 1é¢bou jodovanym povidonem.

Zhodnoceni

Design studie, rozdéleni skupin a pouzité metody byly vybrany racionalné pro
testovani hojivého efektu. Chirurgicka incize kiize dostateéné mimikuje poruSeni integrity
ktze. Krom¢ hlavniho zavéru autorti, zda-li elektrostimulace navozuje hojeni klze, je
pfinosny 1 zavér porovnavajici TENS s osvéd¢enymi farmaceutickymi lécivy. Ackoli 1é¢ba
probihala pouze pét dni, byl to dostatecny €as pro naméfeni signifikantnich vysledkt. Co se
parametri elektrické stimulace tyce, autofi uvadi pouze ,,nizkou* pouzitou intenzitu, misto
absolutni hodnoty. Autoii sami pfiznavaji, Ze ackoli dosahli pozitivniho zavéru, jejich studie
nevysvétluje pfi¢inu hojeni dostatecné. Prfi¢ina hojeni by byla odhalena pfi pouziti

imunostainingu (markert) koznich kmenovych bunék a fibroblasti jakozto indikatora.

Celkov¢ studii hodnotim jako pfinosnou, validni a relevantni pro ucely mé bakalarské
prace, protoZe spravné a dostatecné testuje vliv elektrické stimulace pro hojeni koZnich ran.
Studie vSak neobsahuje imunohistologické ovéfeni regenerace i reparace pro osvétleni

pficiny hojeni.

5.3.2 Studie ABEDIN-DO et al. (2021)

“Effect of Electrical Stimulation on Diabetic Human Skin Fibroblast Growth and the

Secretion of Cytokines and Growth Factors Involved in Wound Healing”

Testovani efektu elektrické¢ stimulace autofi zamétili na lidské diabetické kozni
fibroblasty (DHSF — diabetic human skin fibroblast). Jedna se o studii in vitro, kdy DHSF
byly odebrany z amputovanych koncetin diabetickych pacientli. Autoii vybrali tyto buiiky,
protoze predpokladaji jejich nedostateCnou proliferacni aktivitu za pfi¢inu chronicky

nehojicich se diabetickych povrchovych defekti, jako jsou naptiklad dekubity.
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Parametry elektrické stimulace

Stejnosmérny proud o intenzitach 20, 40, 60, 80 nebo 100 mV byl pouzit pro stimulaci
bunécné kultury po dobu Sesti nebo 24 hodin. Stimulace bunéénych kultur byla umoZnéna

pomoci vodivych membran. Kontrolni skupina byla stimulovana nulovou intensitou.
Indikatory

DHSF’s byly podrobeny nésledujicim métfenim: MTT Assay — mira metabolické
aktivity fibroblasti, LDH Activity — mira cytotoxicity, mira bunénd adheze na
experimentalnich membranéch, velikost bunécné populace (pocet fibroblastil), mira sekrece
cytokinli (méfeno pomoci Milliplex Human Cytokine/Chemokine 48-plex kit) a mira sekrece

rustového faktoru FGF-7 (méfeno pomoci ELISA kit).
Vysledky

P-hodnota signifikance byla stanovena p < 0,05. Pro ptfehlednost bakalaifské prace
jsem zvolil struény slovni popis namétenych vysledki se zdiraznénim signifikantnich rozdild.

Vysledky byly vyhodnocovany po Sesti a 24 hodinéch.

Intenzita 20 a 40 mV /mm se projevila jako nejvice stimulacni pro rist a proliferaci
DHSF — signifikantn€ vyS$$i hodnoty byly naméfeny v porovnani s vySSimi intenzitami
a s kontrolni skupinou. Vyssi intenzity (80, 100 mV /mm) byly cytotoxické. Stimulace po
dobu 6 hodin je produktivni — signifikantn¢ vyssi hodnoty byly naméfeny v porovnani se
skupinou stimulovanou 24 hodin, stimulace po dobu 24 hodin se prokazala jako cytotoxicka

(pfezil mensi pocet bunék).

Adheze na experimentdlnich membranach probéhla kompletné u stimulované
1 kontrolni skupiny, nicméné stimulovand skupina intezitou 20 a 40 mV /mm prokazala

signifikantn¢ vyssi pteziti DHSF po 6 1 po 24 hodinové stimulaci.

Efekt elektrické stimulace na sekreci cytokinti byl méfen ihned po stimulaci a 48
hodin po stimulaci. Pfevazuji signifikantn€ vyssi vysledky zvySené sekrece u skupin
stimulovanych 6 hodin intenzitou 20 mV / mm, naopak stimulace 24h sekreci cytokina

signifikantn¢ snizila (primérné vysledky).

Sekrece FGF-7 byla signifikantné vyssi pii pouziti stimulace s intenzitou 20 mV / mm
po dobu 6 hodin. Stimulace 40 mV mm nevyvolala signifikantni rozdil v sekreci v porovnani

s kontrolni skupinou, ale byla signifikantné niz$i v porovnéani se skupinou stimulovanou
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intenzitou 20 mV / mm. 24 hodinova stimulace 20 i 40 mV / mm nem¢la na intenzitu sekrece
témer zadny vliv.

Elektrostimulované DHSF ze skupin 6 h a 24 h  byly dale odebrany
z experimentalnich membran a byly Zivené jako subkultury in vitro dalSich 5 dni. I po 5 dnech

vykazovaly tyto DHSF signifikantné intenzivnéjsi rist a proliferaci v porovnani s kontrolni

skupinou.
Zavér

Autofi stanovili optimalni parametry stejnosmérného proudu pro facilitaci proliferace
lidskych diabetickych koznich fibroblasti a sekreci ristového faktoru FGF-7 a cytokind.
mnozeni fibroblastii. Vliv elektrické stimulace na proliferaci fibroblasti navic v pokusnych in
vitro podminkach ptetrval 1 5 dni po ukonceni stimulace. Autofi zavérem navrhuji vyuziti

elektrické stimulace pro lécbu povrchovych, pomalu-hojicich se poranéni diabetickych

pacientq.
Zhodnoceni

V porovnani s piedchozim hodnocenym clankem o efektu elektrické stimulace na
hojeni klize nabizi tato in vitro studie pouze potencidlni pfi¢inu pfimého hojeni, ale ne
vysledky samotného hojeni. Fibroblasty produkujici kolagen jsou pfic¢inou hojeni kize, vazi,
podkozi a pfi¢inou reparace obecné. Proto facilitace mnozeni fibroblastli je Zadouci pro
urychleni hojiciho procesu u chronicky problematickych koZnich defekti jako jsou naptiklad
dekubity. Nicméné in vitro studie postradd znazornéni vysledku déje, ktery byl uspésné
experimentalné podpofen — stupeil hojeni rany, re-epitelizace klize, uzavirani kozni rany atd.
Autofi pouzivaji dostatecné mnozstvi indikatord k zformovani piesvédcivého zéavéru.

Ptispivaji 1 stanovenim optimalnich parametrii pouZité elektrostimulace.

Studii pokladdam celkové za pifinosnou a validni, protoZe svym postupem spravné
testuje ptimy hojivy ucinek elektrické stimulace pro hojeni kiize. Studie ptichazi s pozitivnim

zavérem o efektu elektrické stimulace pro facilitaci mnozeni bunék klicovych pro hojeni.
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5.3.3 Studie BRAVO et al. (2021)

., Microcurrent stimulates cell proliferation and modulates cytokine release in fibroblast

cells

Cilem autori bylo analyzovat efekt mikroproudové stimulace na in vitro kulturu
animalnich fibroblastd izolovanych z pojivové tkan€. Autofi porovnavaji vysledky stimulaci

po pouziti riznych intenzit.
Parametry elektrické stimulace

Skupiny byly rozdéleny do péti skupin dle vyse intenzity: G60, G100, G500, G900
(G — group, ¢islovka znaci pocet pA) a GC - kontrolni skupina, kterd nebyla podrobena zadné
stimulaci. Frekvence stimulace byla nastavena na 600 Hz. Doba stimulace probihala jednou
denné po dobu tfi minut. Skupiny byly ddle rozdé€leny na stimulované jeden, dva a tfi dny
(1 — 3x stimulace). Elektrody byly ponofeny pfimo do media v Petriho misce obsahujici

kulturu fibroblastu.
Indikator

Jako jediny indikator byl zvolen pocet bunc¢k po stimulaci, coz se téZ da oznacit
velikosti populace, nebo bunécnou zivotnosti: ,,cell viability* — pomér pavodniho poctu bunék
ku poctu zemfelych bunék odecteného od pivodniho poctu bunék (kolik bun€k piezije
stimulaci, respektive kolik jich pfibude). Indikator byl determinovan pomoci MTT Assay

(metabolicka aktivita).
Vysledky

Vysledky namétené cell viability (ddle CV) byly pométovany s uplnou (100 %)
kontrolni skupinou. Studie neobsahuje ¢iselné hodnoty namétenych dat, jsou uvedena pouze

graficka zobrazeni stfednich hodnot + smérodatné odchylky a signifikance (p < 0,05).

Prvni den stimulace se skupiny G60 a G500 nezménily, kdezto CV skupin G100
a G900 dokonce mirné poklesla.

Druhy den stimulace nastal u kazdé skupiny zvrat ve prospéch rustu CV. Nejvyssi
hodnoty byly naméteny u skupin G500 a G900 — dle mého odhadu z grafického zobrazeni
sttednich hodnot smérodatné odchylky vzrostla bunécnéa populace fibroblastti u téchto skupin

012 %.
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Posledni experimentalni den, po tfeti stimulaci, se opét velikosti populaci viceméné
vratili ptivodniho stavu (100 %), coz znamena Ubytek populace. Nejmensi pupulace byla
u skupiny G500, kterd spadla na 90 % a v porovnani s 112 % v piedeslém dni se tak jedna

o signifikantni rozdil.
Zavér

Dle vysledkti autorii se jako optimdlni intenzita mikroproudové stimulace pro
proliferaci fibroblasti prokazala intenzita 500 pA. Ttiminutova stimulace dosahla nejlepSich
vysledki druhy den, tzn. po druhé aplikaci. Upadek po teti aplikaci vysvétluji autofi jakozto
disledek bunécéné konfluence — kontaktni inhibice zplisobena pfemnozenim bun¢k v misce.

Autofi dokézali, Ze mikroproudova stimulace ma efekt na mnoZeni fibroblasti — kli¢ovych

buné¢k pro produkci kolagenu pojivovych tkéni.
Zhodnoceni

Zasadni limitace, které autofi sami pripousti, je nizka variabilita parametri stimulace:
délka stimulace a frekvence. Delsi doba aplikace a niz§i frekvence se v pifedchozich
hodnocenych ¢lancich prokézala jako efektivni. Statistick4 analyza vysledkl je nedostatecné
vysvétlend, ale jeji logiku lze odvodit z designu a hlavniho indikatoru studie. Jedna se
o studii, kterad svym designem zaroveni odhaluje 1 optimalni parametry pro stimulaci a dochazi
tak k finalnimu efektivnimu stimulaénimu protokolu. Zivotnost bungk jakozto jediny
indikator je pln€¢ dostacujici k dosazeni autory stanoveného cile, ale stejné jako v predchozi
studii (Abedin-Do et al., 2021) popisuje pouze potencidlni pfic¢inu hojeni pojivovych tkani bez
zdokumentovani nasledki (stupenn hojeni kiize nebo vazu), coz je pro studie in vitro

charakteristické.

Studii pokladam celkové za ptinosnou a validni, protoze svym postupem spravng,
1 kdyZ nepifimo, testuje ptimy hojivy ucinek elektrické stimulace pro hojeni kize. Studie
prichazi s pozitivnim zavérem o efektu elektrické stimulace pro facilitaci mnozeni bunck

klicovych pro hojeni.
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5.3.4 Studie CHAO et al. (2007)
. Effects of Applied DC Electric Field on Ligament Fibroblast Migration and Wound
Healing “

Cilem autoru je testovat efekt stejnosmérného proudu na intenzitu celularni migrace
fibroblastl ptedniho zkiizeného vazu (dale ACL). Celularni migrace podpoiena elektrickou
stimulaci se nazyva galvanotaxe. Autoii rozdé€luji dvé experimentalni in vitro skupiny:
skupina obsahujici pouze fibroblasty, které byly odebrany z animalnich ACL a nasledné
kultivovany — bunécnd skupina; a skupina, ktera obsahovala ~1 mm?® naruSené tkané
z ACL - hojici skupina. Bunéfna skupina kromé fibroblasti obsahovala i1 kloubni

chondrocyty.
Parametry elektrické stimulace
Autoti zvolili dva nésledujici stimulaéni protokoly:

1) Stejnosmérny proud s intenzitou elektrického pole 0, 2 a 6 V/cm byl testovan jednu
hodinu pro subkonfluentni bunky (Caste¢né pokryvajici plochu skla) bunééné skupiny a tfi
hodiny pro hojici skupinu.

2) Pulzni stejnosmérny proud s intenzitou elektrického pole 2 V/em byl testovan

s frekvenci 0,008 a 0,025 Hz.

V ptipadech obou protokolti byla pouzita galvanotaxni komora (Obrazek 5.3.4.1)
jakozto schéma rozlozeni elektrod a zaroven zptsob stimulace k dosazeni cile autort. Tento
zpusob stimulace je urceny k rozdéleni Ci presunu bunék k jednomu z po6li a k urceni

rychlosti téchto procest (Bengtsson, 2011).

Obrazek 5.3.4.1: Galvanotaxni komora (Bengtsson, 2011). Legenda k obrdazku 5.3.4.1:

U . Reference electrode — referen¢ni
R [\ // A elektroda, Agar bridges — agarové
\ mosty, Electrolyte: PBS buffer -
\l / elektrolyt: PBS  pufr, Ag/dAgCI
Elecirolvie - PBS huffer electrode — Ag/AgCl elektroda,
' Cell media containers — nadoby
c  AgagClcketrode s bunéénym médiem, Cell culture
chamber — komora s bunécnou
kulturou

Cell media containers ~ Cell culture chamber
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Indikatory

Autofti zvolili nasledujici indikatory: Rychlost celularni migrace (um/min) fibroblasti
a chondrocyti a mnozstvi (%) bun¢k migrovanych ke katodé — tyto veliiny byly

determinovany pomoci manualniho trackingu bunék pti mikroskopickém zobrazeni.

Déle byla métena intenzita exprese kolagenu typu I (Col /GAPDH) — méfeno pomoci
vazby s oznaCenymi protilatkami); a rychlost wuzavirdni rdny u hojici skupiny
(um/min) — vypocitano pomoci pocita¢ového programu a mikroskopického zobrazeni mezery

mezi okraji rany.
Vysledky

P-hodnota signifikance byla stanovena p < 0,05. Autofi neuvadé¢ji ciselna data
naméienych vysledkl. Studie obsahuje slovni popis jevli a naméfenych signifikantnich,

respektive nesignifikantnich rozdild mezi skupinami, a také grafickd zobrazeni s popisy.

Rychlost migrace fibroblasti byla signifikantné vysS§i nez rychlost migrace
chondrocytt 1 pfi nulové intenzité stimulace (0 V / cm — kontrolni, placebo stimulace). Po
hodinové stimulaci elektrickym polem o intenzit¢ 6 V / cm se zvysSila rychlost migrace ke
katod¢ u obou typt bunék signifikantné. Pfi testovani rtiznych intenzit stimulace se vSak
prokazala intenzita elektrického pole 2 V /cm jako signifikantné efektivnéj$i v porovnani

s intenzitou 6 V /cm.

Procentudlni mnozstvi bun¢k migrujicich ke katod€ se signifikantné zvysilo po
hodinové stimulaci elektrickym polem o intenzit¢ 6 V / cm v porovnani s 0 V / cm, a sice az
0 40 % v ptipadé obou skupin. Stimulace 6 V / cm vyvolala pohyb signifikantné vétSiho

mnozstvi bun€k v porovndni se stimulaci intenzitou 2 V / cm, a sice az o 30 %.

Intenzita exprese kolagenu typu I u stimulované skupiny se zdvojnasobila po
ttthodinové stimulaci pulznim polem o intenzit€ 2 V / cm a frekvenci 0,025 Hz v porovnani
s kontrolni, nestimulovanou skupinou — jedna se o signifikantni rozdil. Byla méfena i exprese
kolagenu u stimulace statickym polem po dobu dvou hodin, kde exprese se zvysila o cca
40 %. Stimulace s frekvenci 0,025 Hz zarovenn zachovala srovnatelnou rychlost celularni
migrace fibroblastii jako u bunéénych populaci stimulovanych statickym polem. Stimulace
s frekvenci 0,008 Hz nevedla k srovnatelné rychlosti bunécné migrace a proto nebyla

testovana pro intenzitu exprese kolagenu typu I.
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U hojici skupiny s ~1 mm?® tkdn¢ z ACL obsahujici rdnu (naruseni integrity
kolagennich vldken na mikroskopické urovni) bylo pozorovano pomalejsi zacelovani rany
u stimulovanych skupin v porovnani s nestimulovanou skupinou. Pulzni elektrické pole
o intenzit¢ 2 V / cm sice projevilo zavislost na frekvenci — frekvence 0,008 Hz vedla
k signifikantn€ rychlej$imu uzavirani rany v porovnani s frekvenci 0,025 Hz, ale i piesto

statické 1 pulzni elektrické pole mélo signifikantn€ inhibi¢ni vliv na uzavirani rany.
Zavér

Zavérem autort je prokdzani pozitivniho efektu elektrické stimulace o danych
parametrech pro intenzitu (rychlost a mnozstvi bunék) celularni migrace a intenzitu exprese

kolagenu migrujicich fibroblasti. Uzavirani rany naruSeného vzorku ACL tkané bylo

stimulaci stejnosmérnym i pulznim proudem inhibovano.
Zhodnoceni

Design 1 vybér indikatort této studie byl nastaven k dostatenému vysvétleni mozné
pficiny 1 nasledkii hojeni vazivové tkané. PrestoZe autofi potvrdili pozitivni efekt elektrické
stimulace pro intenzitu bunééné migrace fibroblastii a expresi kolagenu typu I v bunécné,
pri¢inné studii, nedoséhli ocekavaného a analogického pozitivniho vysledku v ptipadé hojici
studie. Tento rozporuplny zavér miize omezit realizaci testovani se stejnymi parametry

stimulace in vivo.

Vybér stejnosmérného proudu je pro testovani hojivého efektu mensinovy mezi ¢lanky
spadajici do mé systematické reSerSe, nicméné je raciondlni pro zaméry autori zpusobit
galvanotaxi. Jedin¢ tak mize dojit k ovlivnéni sméru a determinovani intenzity pifesunu bunék
k pdlu. Z diivodu ojedinélosti takového typu testovani nemohu porovnat a hodnotit parametry

stimulace pouzité autory této studie.

Celkov¢ studii hodnotim jako pfinosnou, validni a relevantni pro ucely mé bakalarské
prace, protoze spravné a dostatecné testuje efekt elektrické stimulace na pfimé hojeni
vazivové tkané formou ovlivnéni intenzity celularni migrace fibroblastd. Studie pfichazi
s pozitivnim zavérem ohledné efektu elektrické stimulace pro intenzitu celuldrni migrace
klicovych bun¢k pro reparaci vazivové tkané. Tyto klicové bunky, fibroblasty, navic
produkovaly vice kolagenu pfti podpofte elektrickou stimulaci. Studie ale ptichazi s negativnim
zavérem ohledné efektu stimulace statickym i pulznim stejnosmérnym proudem na rychlost

zaceleni narusené integrity vazivové tkane.
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5.3.5 Souhrn vysledki studii elektrické stimulace pro hojeni kiiZze a vazi
Odbornou literaturu zkoumajici ucinek elektrické stimulace na hojeni kiize a vazi
jsem se rozhodl sjednotit do jedné kategorie z divodu podobného principu fyziologické

ptic¢iny hojeni, a sice principu facilitace fibroblasti.

Dohromady jsem do reSerSe zafadil ¢tyfi odborné ¢lanky, z toho tfi popisujici efekt
stimulace pro hojeni klize a jedna pro hojeni vazii. Pouze jedna studie je animdlni, zbylé tii
jsou studie in vitro. Autofi dvou in vitro studii odebiraji fibroblasty animalnim subjektim,
zbyla in vitro studie odebira fibroblasty z lidské diabetické klze. VSechny ctyifi €lanky
pfichazi s pozitivnim zavérem. Doslo k podpote pfimého hojeni vlivem elektrické stimulace
(v ptipad¢ studie in vivo), dale doslo k facilitaci proliferace fibroblastt, klicovych bunck pro

hojeni zminénych tkani, a také k podpote celularni migrace fibroblastu.

Parametry elektrické stimulace jsou opét riznorodé. Pouze Giirgen et al. pouzili pro
svou in vivo studii zndmy elektrolécebny protokol TENS. V piipad€ in vitro studii nelze
elektrickou stimulaci nazyvat elektroterapii, protoze se jedna o pokusné protokoly, které
zohlednuji moZnosti in vitro testovani: intenzita i schémata rozlozeni elektrod jsou
z pochopitelnych diivodu specifickd pro stimulaci bunééné kultury v Petriho misce. Dvé
studie testuji stfidavy proud, zbylé dvé stejnosmérny. Dale vSak z divodu naprosté
riznorodosti typl a designii studii nemtizu blize metanalyticky shrnout dalsi spole¢né znaky

pouzitych stimula¢nich protokoli.

Dohromady tifi hodnocené clanky tykajici se klize zahrnuji mnoho podstatnych
indikatorti objasfiujici mozZnou pfi¢inu hojeni (proliferace fibroblasti vlivem elektrické
stimulace u in vitro studii) i vysledny stav rany. Zadna ze tii studii viak neobsahuje méfeni
potencialni fyziologické pficiny hojeni na bunééné trovni v kombinaci s méfenim vyslednych
zmeén rany. Testované elektrostimulacni protokoly pro hojeni klize maji pozitivni efekt pro
pfimé hojeni svalové tkang.

Studie zabyvajici se hojenim vazli byla analyzovdna pouze jedna. Pfichazi
s pozitivnim zavérem: elektrické stimulace podpofila celularni migraci klicovych bunék pro
pfimé hojeni vazivové tkang; a negativnim zavérem: elektrickd stimulace inhibovala rychlost

uzavirani rany naruseného vzorku ACL tkang¢.
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6 Diskuze

6.1 Diskuze nad tématem bakalarské prace

Hojeni strukturdlné poranénych mékkych tkéni je umoZnéno regenerativnimi
a repara¢nimi mechanismy lidského téla. Ne vzdy je vSak pfirozeny hojivy proces dokonaly,
rychly ¢i z jiného hlediska dostate¢ny. Proto se rizné obory jako jsou naptiklad regenerativni
medicina, farmakologie, ale 1 fyzikalni terapie snaZi navrhovat efektivni feSeni téchto situaci.
Z hlediska fyzioterapie je zadouci, aby k hojeni mékkych tkani dochazelo v co nejkvalitnéjsi
mife. Chronicky se hojici poranéni, ¢i poranéni zhojena rozsédhlou vazivovou tkani tvofici
adheze, negativné ovliviiuje fadu aspektli dynamiky i statiky lidského téla. A jelikoz
fyzioterapie disponuje piistupy fyzikalni 1écby jako je pravé elektroterapie, smétoval jsem
svou resSerSni Cinnost pravé na efekt elektrické stimulace pro facilitaci hojivych procest

svalové a §lachové tkané, dale ktuize a vaza.

Elektroterapie se pouziva jakozto rehabilitacni intervence pro tlumeni bolesti
pohybového aparatu, ovlivnéni otokll, neurostimulaci a podobné. Tato prace vSak popisuje
facilitacni vliv elektrické stimulace na klicové bunky a dalsi faktory zprostfedkovavajici
tkdnovou regeneraci €i reparaci. Jinymi slovy prace popisuje definovany ,pfimy hojivy
ucinek* rozli¢nych stimulac¢nich protokolt, které jsou potencidlné zaraditelné mezi ostatni

elektrolécebné procedury.

V teoretickém piehledu prace jsem uvedl defini¢ni rozdil mezi pfimym a nepfimym
hojivym ucinkem. Trofotropni Uc¢inek elektroterapie, pro ucel mé bakalaiské prace oznaceny
jako neprimy hojivy Ucinek, je zalozeny na principu zplisobené vasodilatace cév a nasledném
intenzivnim piivodu zivin lokalné do mista aplikace, to jest podpora lokalniho metabolismu.
Elektroprocedury s timto jiz znamym uc¢inkem nebyly ovSem piedmétem systematické

reserse.

K vybéru tématu mé motivovala neprobadanost tématu na uzemi Ceské republiky
a osobni zajem o metodiku 1écby strukturalnich sportovnich poranéni mékkych tkani, dale

zajem o popsani potencialné 1é¢ivého ucinku fyzikalni terapie — konkrétné elektroterapie.
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6.2 Diskuze nad soucasny stavem vyzkumu

Tti vyhledavaci databaze byly pouzity pro ziskani relevantni odborné literatury:
PubMed, ResearchGate a Web of Science. Patnact ¢lankt z ¢asového rozmezi od roku 2007
az 2022 bylo po screeningu relevance a dostupnosti zafazeno pro analyzu. Plvodni ¢asové
rozmezi mélo byt stanoveno na poslednich deset let, ale z divodu nedostatku poctu
pottebnych odbornych ¢lanki jsem jej musel rozsifit na patnact let. Staddium vyzkumu
oznacuji objektivné za rané, z divodu nalezeni pouze animdlnich a in vitro studii spliujici
vyhledavaci kritéria. Vyzkum vSak probiha nezévisle v mnoha zemich, coz odvozuji dle
afiliaci autorti. Nejvice odbornych ¢lankt pochazi z japonskych a brazilskych univerzit, dale

z USA, Ciny, Egypta, Itélie a Turecka.

Vyzkum mé zatim charakter experimentovani s riznymi stimula¢nimi protokoly at’ uz
animaln¢ ¢i in vitro a autofi tak pfinaSi originalni studie, sice povétSinou s pozitivnim
zavérem a prokazanim terapeutického potencidlu, ale bez vzajemné navaznosti, natoz
pfechodu do klinického vyzkumu pro terapii pacienti. Odborna literatura tedy nabizi Siroké
spektrum elektrostimulac¢nich protokold, jejichz parametry by mohly byt v budoucnu
aplikovany v klinickych studiich. Autofi pii animalnim testovani jdou naproti klinické
realizaci ve smyslu ¢asovych moznosti potencidlniho pacienta: napiiklad aplikace 30 minut,
jednou az dvakrat denné. Ostatné ale autorim v soucasnosti jde spiSe o fyziologické
a histologické prokazani efektu, k ¢emuz je animalni testovani vyhodné, protoZze umoznuje
naptiklad odebrani casti ¢i celého svalu pro meéfeni jeho stavu po aplikaci procedury.
Dostupné jsou tedy veli¢iny, které z etického hlediska 1ze méfit pouze pti animalnich studiich,
jako napftiklad hmotnost konkrétniho svalu pied vysuSenim a po vysuSeni (Fujiya et al., 2015;
Yoshida et al., 2015). V piipad¢ in vitro studii autoii postupnym zvySovanim intenzity
elektrického proudu determinovali optimalni stimula¢ni parametry, respektive vyloucili pfilis
vysokou, cytotoxickou troven intenzity (Abedin-Do et al., 2021). To je vyhoda a pfinos in
vitro studii — kontraproduktivni a nebezpec¢né parametry stimulace jsou znamy pred realizaci
klinickych studii. Existuji vSak naopak indikatory méfitelné pouze u lidskych subjekti, jako je
napiiklad funkce koncetiny po poranéni mékké tkané.

Testovani na pacientech a redlné uziti elektrické stimulace k léCeni strukturdlné
poranénych mékkych tkani je ale svizelné z mnoha divodl. Jak bylo popsano v teoretickém
uvodu, intervence prvni volby pifi naruSeni integrity mé&kké tkané je chirurgickd operace

(zejména tedy v piipadé ruptur Slach a svald), jejimz cilem je sesit a pfiblizit tak odd¢lené
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konce poskozené struktury. Nésledné je postizeny segment tydny az mésice imobilizovany
a teprve potom pacient dochézi na rehabilitacni terapie. ReSerSovana literatura vSak testuje
a s pozitivnim zavérem popisuje piimy hojivy efekt hlavné v akutni fazi poranéni (Ahmed,
Elgayed a Ibrahim, 2011; Wang, Qing-zhneg a Dong-ming, 2021; Yoshida et al., 2015).
Autofi nejspiSe pravé proto nazyvaji testovanou elektrickou stimulaci lécbou a ne
prostiedkem rehabilitace, ¢i elektroterapii. Testovani, ¢i nasledné zatazeni elektrolécby do
pooperacni péce, by obnaselo organiza¢ni zmény dosavadnich 1écebnych konvenci. Tento
pooperacni 1é€ebny piistup by hypoteticky mohl vykonavat fyzioterapeut. Lécba poranénych
tkani je v soucasnosti intenzivné studovana oborem regenerativni mediciny, ktery piichazi
s odlisSnym pfistupem, a sice importem externich kmenovych bunék do mista poranéni
(O’brien, Barry, 2009). Tento vyzkum je mnohonasobné rozsifené€jsi, proto predpokladam, ze
se inovace v lécebnych konvencich budou ubirat spiSe timto smérem. Facilitace aktivity télu
vlastnich kmenovych bun¢k, jako je popsana literaturou v této bakalarské praci, by
hypoteticky mohl byt pooperacni 1é€ebny ptistup druhé volby, naptiklad z ekonomickych

davodu.

6.3 Diskuze k efektivité elektrické stimulace pro hojeni mékkych
tkani

Sest z patnacti prezentovanych ¢lank se zabyva efektem elektrické stimulace pro
hojeni svalové tkané, pét ¢lankl se zabyva hojenim Slach, tfi hojenim kize a jeden hojenim
vazil. Tfinact z patndcti analyzovanych ¢lankl pfichazi s pozitivnhim zavérem ve prospéch
pfimého hojeni mékkych tkani. Za pozitivni zavér povazuji jeden z nésledujicich péti zavéra:
1) Elektrickd stimulace podpotila hojivé procesy strukturalné poranénych meékkych tkani
formou facilitace regenerani ¢i reparacni aktivity t€lu vlastnich kmenovych bunék,
respektive fibroblastl. 2) Elektrickd stimulace zplsobila intenzivnéj$i mnoZeni, diferenciaci
a maturaci kmenovych bunck a fibroblastii — klicovych bunék pro regeneraci, respektive
reparaci. 3) Elektrickd stimulace podpofila rychlost celularni migrace fibroblastii formou
galvanotaxe. 4) Elektrickd stimulace zlepSila vysledné histologické ¢i1 biomechanické
vlastnosti 1é€ené mekke tkané. 5) Elektricka stimulace urychlila hojivy proces — byl rychlejsi

v porovnani s nestimulovanou kontrolni skupinou.

Odborné¢ clanky analyzované v této bakalatské praci se daji rozdélit dle pozorovanych

indikatorti efektu a métenych veli€in na studie objasiiujici podpoifenou fyziologickou pfic¢inu
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hojeni, studie prezentujici histologické vysledky facilitovaného hojeni, a studie které¢ obsahly

ob¢ zminéné kategorie.

Studie popisujici potencialni fyziologickou pfi¢inu piimého hojeni podpoiené
elektrickou stimulaci ¢asto uvadéji jako své indikatory markery, coz jsou molekuly, které
jakozto protilatky (antibodies) vytvoii vazbu s latkami, nejcastéji proteiny, korelujicimi
s aktivitou klicovych faktorti regenerace Ci reparace. Pravé tyto proteiny jsou totiz bud’to
vylu¢ovany klicovymi butkami pro hojeni béhem jejich aktivity, ¢i slouZi jako transkripéni
faktory doprovazejici a umoziujici kaskaddu proliferacnich, diferencia¢nich a maturacnich
déja  klicovych bunék. Pro znazornéni téchto markeri pouzivaji autofi metodu
immunostaining ¢i jiné specializované postupy (assay kit). V rdmci analyzy odbornych ¢lankt
zkoumajicich vliv elektrické stimulace na hojeni svalové tkané¢ byla timto zplsobem
vysvétlena facilitovana aktivita svalovych satelitnich bun¢k ¢i myoblasti u vSech Sesti
prezentovanych studii (Fujiya et al., 2015; Wang, Qing-zhneg a Dong-ming, 2021; Zickri,
2014; Yoshida et al., 2015; Vadlamani et al., 2019; Bosutti et al, 2019). Autoii1 popisuji vyssi
proliferacni, diferenciacni aktivitu satelitnich bun€k v piipadé animalnich studii ¢i nasobné
veétsi velikost stimulované bunécné populace myoblasti a jejich pokrocilejsi maturaci

v ptipadé€ in vitro studii (Vadlamani et al., 2019; Bosutti et al, 2019).

Studie zabyvajici se pfimym hojivym efektem u strukturdlnich patologii Slach uvadi
jako kauzalni indikator hojeni hustotu kolagenu typu I a III vyprodukovaného fibroblasty
v signifikantné zvySené miie po 1é¢be elektrickou stimulaci (Casagrande et al., 2021).
Elektricka stimulace dale pfispéla k zmirnéni zanétlivé odpovédi po poranéni a k lepSimu

usporadani kolagennich vldken (Ahmed, Elgayed a Ibrahim, 2011).

Potencialni fyziologickou pfi¢inu hojeni klize podpotfenou elektrickou stimulaci
vysvétluji in vitro studie (Abedin-Do et al., 2021; Bravo et al.,, 2021). Tyto dv¢é studie
prokazaly pozitivni vliv elektrické stimulace na velikost bunéné populace fibroblasti. Kromé
toho Abedin-Do et al. prokazali signifikantné intenzivnéjsi sekreci riistového faktoru FGF-7
a cytokinii u stimulovanych subjektt. In vitro studie zkoumajici rychlost celularni migrace
fibroblastil ve vazivové tkani dosla k pozitivnimu zavéru, Ze pomoci mechanismu galvanotaxe
byla migrace fibroblastti pomoci elektrické stimulace akcelerovana (Chao et al., 2007). Tyto

fibroblasty navic produkovaly vice kolagenu pii podpofe elektrickou stimulaci.

Studie prezentujici vysledné stavy hojivych procest po histologické strance si jakozto

své indikatory a méfené veliCiny volily mikroskopicky pozorovatelné zmény morfologie,
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biomechanické vlastnosti, ¢i hmotnostni parametry. Hojici se svalova vldkna s podporou
elektrické stimulace vykazovala vétsi velikost priifezu CSA a hmotnosti svall pfed vysuSenim
1 po vysuSeni vykazovali vétSi hodnoty u léCenych skupin v porovnani s neléCenymi
skupinami (Fujiya et al., 2015; Yoshida et al.,2015). Patologicka (poran¢nd) svalova vldkna se
u lécenych skupin vyskytovala v signifikantné mensi mife v porovnani s neléenymi
skupinami (Fujiya et al., 2015; Yoshida et al.,2015, Zickri, 2014). Na rozdil od Slachové
tkdn€, zadna ze studii tykajici se svalové tkdn€¢ nezkouma biomechanické vlastnosti jako by
v piipadé svali mohla byt naptiklad sila kontrakce nebo rychlost kontrakce — jedna se tedy
o jednu z limitaci souasného, animélniho vyzkumu. Slachova tkai 1éGena elektrickou
stimulace v pfipadé studii s pozitivnim zavérem vykézala signifikantné lepsi nasledujici
biomechanické vlastnosti: pevnost v tahu, napét'ova relaxace, tuhost, modul pruznosti a prace
(Ahmed, Elgayed a Ibrahim, 2011; Chan, Fung a NG, 2007). Casagrande et al. uvad¢ji lepsi
Healing score dle Stolla (Stoll, 2011) u lé¢enych Slach po ¢tvrtém a Sestém tydnu 1écby

v porovnani s kontrolnimi subjekty.

Lécena poranéna kozni tkan pomoci elektrické stimulace prokazala vétsi stupen
re-epitelizace, granulace a uzavieni rany v porovnani s nelééenou skupinou a se skupinami
léCenymi farmakologickymi piistupy (Giirgen et al., 2013). In vitro studie zabyvajici se
hojenim vazivové tkané ptichdzi s negativnim zdvérem: rychlost zaceleni rany pomoci

elektrické stimulace nebyla vy$§i v porovnani s nestimulovanou skupinou

(Chao et al., 2007).

Sest studii hodnoti jak potencialni pfi¢inu hojivych procesti tak i vysledné
morfologické zmény a jsou to tak studie, kterym pfisuzuji nejvyssi hodnotu. Parametry
elektrickych stimulaci pouzitych v téchto ¢lancich maji nejvyssi pravdépodobnost tispésnych
vysledkl pti potencialni aplikaci pro lidské subjekty v klinickych studiich. V ptipadé hojeni
svalové tkané do této kategorie patii ¢lanky Fujiya et al., Yoshida et al. a Zickri. Slachova
tkan byla z obou zminénych hledisek hodnocena autory Casagrande et al. a Ahmed, Elgayed
a Ibrahim. Jedina analyzovana studie zabyvajici se hojenim vazl sice obsahuje testovani in
vitro, klinické realizaci nejvzdalené;jsi zptisob vyzkumu, ale hodnoti pfi¢inu hojeni i vysledny
stav morfologie tkan¢ (Chao et al., 2007). ReSerSovana literatura tykajici se hojenim kaze sice
dohromady poskytuje vSestranné a dostatecné informace, ale Zaddny z hodnocenych ¢lankt

nezkouma pficinu hojeni i jeho morfologické vysledky dohromady.
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Dvé€ z patnacti analyzovanych studii pfichdzi s negativnim zavérem. Ob¢ tyto studie
zkoumaji ucCinek elektrické stimulace pro hojeni Slach. Negativni vysledky téchto studii, jak
podrobnéji popisuji v analytickém prezentovani jednotlivych ¢lanki, byly dle autorii nejspise
zpusobeny nékterymi nevhodné zvolenymi metodami testovani: pfili§ kratka doba testovani
a nevhodné rozlozeni elektrod (Rampazo et al., 2016), ¢i prili§ kratka doba aplikované

stimulace (Beretta et al., 2009).

6.4 Diskuze nad vedlejSimi prinosy vyzkumu

V neposledni fadé bych rad uvedl vedlejsi piinosy plynouci ze zavéri zanalyzované
literatury. Z namétfenych vysledka konkrétnich animalnich studii s del$i dobou experimentalni
lécby vyplyva, Ze elektrickd stimulace pfi lécbé poranénych meékkych tkani piispiva
k intenzivnéjSimu hojeni pfevazné v akutni fazi poranéni (Ahmed, Elgayed a Ibrahim, 2011;
Wang, Qing-zhneg a Dong-ming, 2021; Yoshida et al., 2015). Autofi téchto studii tedy

prisuzuji hlavni potencidlni benefity elektrické stimulace v prvnim az tfetim tydnu po operaci.

Ahmed, Elgayed a Ibrahim pfispivaji svymi poznatky o vlivu polarity elektrod na
hojeni. Zjistili, ze katodalni stimulace mista poranéni piispéla k piimému hojeni prevazné
v Casném stadiu poranéni Slachy, kdeZto anodélni stimulace byla efektivnéj$i v pozdnim
obdobi hojeni. Pfestoze se jednalo o stimulaci stfidavym proudem, autofi se domnivaji, Ze
rozdil byl zplsoben efektem galvanotaxe katody na makrofagy, které hraji zésadni roli
v akutni fazi zanétu. Analogicky Chao et al. doSel k obdobnému zavéru: stejnosmérny proud

zpusobil pohyb fibroblasti vazivové tkané¢ ke katodé.

DalSimi poznatky pfispély studie porovndvajici 1écivy efekt elektrické stimulace
s jinymi terapeutickymi ¢i 1éCivymi pristupy. Yoshida et al. testuji elektrickou stimulaci na
poranénou svalovou tkan v kombinaci s ledovanim. Ackoli elektrickd stimulace podpofila
hojivy proces, aditivni u¢inek ledovani ve smyslu dal§iho urychleni hojeni nebyl prokazan.
Giirgen et al. pozorovali pfi porovnavani efektu bézné pouzivanych farmakologickych 1é¢iv
(fyziologicky roztok a jodovany povidon) koznich ran dominantni efekt elektrické stimulace

pro hojeni kiize.
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6.5 Diskuze ohledné parametru elektrické stimulace pro hojeni
mékkych tkani

Kwvili riznorodosti stimula¢nich protokolti pouzitych autory prezentované odborné
literatury je obtizné jednotlivé protokoly a jejich efektivnost porovnat metaanalyticky. Pouze
Fujiya et al. a Yoshida et al. pouzili stejny stimulacni protokol a dobu 1éCby, protoZe se jedna
o vyzkumné tymy s témért stejnym zastoupenim autoril a jejich studie na sebe navazuji. Navic
in vitro studie maji své limitované moznosti stimulovani: zpisob umisténi elektrod 1 pouzité
intenzity jsou specifické pro stimulaci bunééné kultury v Petriho misce, a stimulacni
parametry tak maji malo spole¢ného s parametry stimulaci v animalnich studii. Je to kvuli
odliSnym cilim i podminkam testovani. Paklize mam tedy identifikovat vétSinové a shodné
znaky stimulaéni parametrl studii s pozitivnim zavérem, musim se zam¢fit pouze na animalni

studie.

V réamci kategorii mékkych tkani jsem jiz nastinil ur¢ité spolecné znaky efektivnich
stimulacnich protokolid v kapitole analyzy odborné literatury. Vyjma studie Chao et al.
zabyvajici se u¢inkem stejnosmérného proudu pro ovlivnéni celuldrni migrace fibroblastd, je
hlavnim spoleénym znakem prezentovanych studii uziti stimulace stfidavym proudem
o relativné velmi nizkych frekvencich. Tyto testované stimulace maji frekven¢ni rozsah od 0,3
Hz po 20 Hz. Autofi nejspiSe volili nizké frekvence testovacich stimulaci z davodu
podobného frekvencniho rozsahu motorickych jednotek pomalych ¢ervenych vldken kosterni
svaloviny (Zhang et al., 2010). Intenzita pouzitych stimulaci se pohybovala v rozsahu desitek
mikroampéria az jednoho miliampéru. Jedna se vSak o parametr, jehoz hodnota je
pfizptsobena télesné konstituci drobnych animalnich subjekti a tudiZz ho nelze povazovat za
pevné stanoveny. Vice vypovidajici je urCeni subjektivni intenzity dle pozorovatelné
kontrakce svaloviny, napiiklad Wang, Qing-zhneg a Dong-ming pro testovani své
elektrolécby urcili intenzitu jako prahové-motorickou. Doba aplikovanych stimulaci byla
v rozmezich desitek minut, s minimem 15 min a maximem 60 min. Aplikace probihali jednou
az dvakrat denn¢, vétSinou kazdy den ¢i tiikrat az Sestkrat tydne. Doba testovani (doba 1é¢by)
je jeden z velmi raznorodych faktort. Nejkrat$i Cas uspéSné 1€cby byl v piipadé pétidenni
stimulace kozni tkdn¢ (Giirgen et al., 2013), oproti tomu nejdelsi doba 1écby byla osmitydenni

stimulace poranéné Achillovy Slachy (Ahmed, Elgayed a Ibrahim, 2011).
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6.6 Argumentace pro strukturu kapitoly teoretickych vychodisek
Jelikoz vysledky mé reSerSe obsahuji odbornou literaturu tykajici se pfevazné efektu
elektrické stimulace na hojeni svalové tkan¢ a Slach, je nejvétsi prostor teoretického piehledu
vénovan témto dvéma tkanim. Naopak literatura tykajici se stejného efektu pro kiizi a vazivo

je v reSersi zastoupena mensinove, proto jsou tyto tkdné popsany méné podrobné.
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7 Zavér

Cilem mé bakalaiské prace bylo shrnout dostupné informace o soucasném stavu
vyzkumu efektivity elektrické stimulace pro hojeni m&kkych tkani. Tohoto cile jsem dosahl
zpracovanim systematické reserSe aktualni odborné literatury. Pomoci vyhledévacich databazi
a naslednému tfidéni relevantnich zdroji jsem do své bakalafské prace zaradil patnact
odbornych ¢lankt tykajicich se efektu elektrické stimulace pro hojeni strukturalné poranénych
mékkych tkani. Odborna literatura byla nasledné podrobena analyze pouZitych postupt,
naméfenych dat a vyslednym zavérim. Clanky byly dale hodnoceny z pohledu validity
a relevance pro ucel mé bakalaiské prace. Mezi Clanky podrobené reSerSni ¢innosti byly
zafazeny studie zkoumayjici potencialni fyziologickou podstatu hojeni ovlivnéného elektrickou
stimulaci a vysledny histopatologicky obraz poranéni. Soucasny stav vyzkumu je ve fazi
testovani rozli€nych elektrostimulacnich protokoli pro ovlivnéni aktivity kmenovych bun¢k
¢i fibroblastt, coz jsou kli¢ové bunky zodpovédné za regeneracéni, respektive reparacnich déje
mékkych tkani. Vyzkumné testovani ma v soucasnosti podobu pievazné animalniho testovani

a v druhé fadé testovani in vitro.

Diky analyze odborné literatury jsem byl schopny zjistit zda a za jakych podminek je
elektricka stimulace pro hojeni mékkych tkani efektivni. Tfinact z patnécti studii piichazi
s pozitivnim zavérem ve prospéch efektivity elektrické stimulace pro hojeni mékkych tkani.
Mezi téchto tfinact studii patii studie potvrzujici facilitacni vliv elektrické stimulace na
proliferaci, diferenciaci a maturaci svalovych satelitnich bunék a fibroblast, dale studie
popisujici vysledny stav této podpoiené aktivity zminénych bunck: rychlejSi obnova
svalovych vléken a jejich rust, lepsi biomechanické vlastnosti Slach a rychlejsi uzavirani kozni

rany.

Za ptinos mé bakaldiské prace pokladdm prezentovani vyzkumu 1é€ivého
a terapeutického potencidlu elektrické stimulace pro strukturdlni poranéni mekkych tkani.
VétSina analyzované literatury popisuje efektivitu elektrické stimulace pro podporu
regeneracnich a reparacnich déji, coz nabizi nové moznosti lécebného pristupu mékkych
tkani. Je vSak potfebnd realizace klinickych studii na lidskych subjektech pro definitivni

potvrzeni efektivity.
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a-SMA — alpha smooth muscle actin

ACL — anterior cruciate ligament

ANOVA — analysis of variance
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CSA — cross-section area
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DHSF — diabetic human skin fibroblast

ES — elektricka stimulace

EMGstim — electromyographic stimulation
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IL — interleukin

LDH — lactate dehydrogenase

LFES — low-frequency electrical stimulation
LVMAS - low-voltage microamperage stimulation
MES — microcurrent electrical stimulation
MENS — microcurrent electrical neuromuscular stimulation
MRI — magnetic resonance imaging

NsPEF — nanosecond pulsed electric field
NSAID — Non-steroidal anti-inflammatory drugs
TENS — transkutanni elektrick4 neurostimulace
TES — transkutanni elektrické stimulace

TSC — tendon stem cells
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