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_ Nehojici s¢ réna je velmi dasto neZadoucl komplikaci tady onemocnéni a cilem léSby
je proto dosdhnout v co nejkratiim fase funkéni reparace. V soulasné dob¥ je preferovino
5 oletfovini na bizi vihké terapie, kieré je na trhu zastoupeno veikym mnoZstvim obvazovych
. maieridllh. Tato keyti maji fadu pozitivnich schopnosti, napf. udriet v rén& vihké prostiedi,
vytvoiit optimalnt piH, eliminovat prozén#tlivé faktory a zvysit lokélni koneentract riistovych
plsobld (84). V klinické praxi se do popfed! dostivaji zejména hydrofilnf materidly, jako jsou
karboxyceluléza & jiné polysacharidy samostatné nebe v kombinaci napf. s kolagenem. Ty
mohou byt modemimi technologiemi zpracovény do textilni formy, kterd je pH aplikaci na
rdnu schopnd zabrinit pdsledné infekei. Navic je zndmo, e absorbuji sekret zriny a déle
podporuji migraci a profiferaci z8nétlivich bundk, tvorbu ECM a anglogenezi. Pspivaji tim
tedy k obnoveni porufené rovnovihy mezi reparaénimi a degradadnimi procesy v rang, &im2
hojicf proces pHznivé ovliviui (56).

V nadi studii jsme testovali novy pHipravek, jehoz zdkladem je mikrodispergovans
oxidovani celuléza (MDOC™), patent irské firmy Alltracel, kierd se v medicing pouzivé jako
biokompatibilni zeela resorbovateiné hemostatikum. Je to kopolymer slofeny z opakujfcich se
Jednotek polyanhydroglukuronové kyseliny (FAGA) a polyanhydroglukézy. Jedna se materisl
snizkou toxicitou, kiery se poulivd ve forméspreje, geh, pratku a textilie (87, 4).
Neutralizaci COOS skupin jonty Ca®* a Na' v poZadovaném poméru zfskévd MDOCT™
nekysely charakter a ve vodném prostfedi vytvél koloidng disperzni systém & gel. Tento
ptipravek mife byt navic vyuZit jako polymerni nosi& iont & #tek (napk, antibiofik), coZ
bylo b¥hem nadi experimentdin &innosti také zohledn&no,

Né§ experimentaini model prokdzal, %e kritkodobé podivini MDOC™ Apo-E (™)
deficientnim mySim mé mimy protizin¥ilivy a hypolipidemicky tidinek. Z hiediska rozvoje
aterogeniese byla pomoci fady experimentélnich analyz intenzivné studovéna problematiks
adhezivnich molekul, které jsou zdsadni pro prostup leukocytd do intimy po¥kozenych cév a
udrZen{ petmeability endotelu. V dal3ich experimentech jsme se proto podrobn® zaméfili na
sledovéni parametrd lipidového spekira a expresi adhezivnich moleku! VCAM-1 a ICAM-1,
po poddni pfpravku MDOC™ vdiets, na my¥im spo-E deficientim () modelu
aterosklerézy. A déle jsme zjifovali moZny mechanismus hypolipidemického piisobeni
tohoto piipravku,
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Pro lep¥ piehlednost byla predkiddana disertaén price rozdilena na &st zabyvajiof se
testovinim efeltu lokalng aplikovaného p¥ipravku MDOC™ u experimentding navozendhe
akuintho zénétu kiZe na modetu laboratornibo potkana a prasete doméciho & dile s studium
vlivu perordiné podévaného pripravku MDOC™ na hladiny lipidt a aterogenezi u mystho
modelu aterosklerdzy.

Konkrétnfmi ¢ili bylo:

1. Posoudit vliv tokalné aplikovaného pfipravku MDOC™ v procesu akutnfho hojent
koZnich porandni na modelu laboratorniho potkana (Ratrus norvegicus) pomoci
svitelné mikroskopie.

2. Porovnat fifinnost jednotlivych forem MDOC™ (pridek, sprej, gel & textilie).

3. Sledovat pfipadnou zménu exprese vybranych prozindtlivich markert a zhodnotit
dynamiku hojent v jednotlivych fizfch s vynZitim imunochistochemickych metod.

4. Na velkém laboratornim zvifeti (Sus scrofe domestica) vytvolit model tr¥ng
zhmoZd¥né koini riny, pomoci svételné mikroskopie identifikovat kvalitativnf a
kvantitativai zmény v jednotlivich fazich procese hojeni po lokalnf aplikaci PAGA
v kombinaci 5 gentamicinem & ov&fit Gtinnost PAGA u rannyeh infekef vyvolangeh
bakterilnimi kmeny (Staphyloccocus aureus, Pseudomonas aeruginosa a Escherichia
coli}.

5. Studovat potencidini hypolipidemické a¥inky MDOC™ u apoE-deficieninich mysf
sledovénim parametrd lipidového spektra v krvi a velikosti aterosklerotickych plétd 2
exprese  bun¥dné adhezni molekuly VCAM-1  viSchte lézich pomocl
imunchistochemickych a stereologickych metod.

6. Zjistit moiny mechanismus hypolipidemického plsobenf MDOC™ a posoudit, zda
miiZe byt tato substance fazena do skupiny tzv. rozpusiné vlgkniny.

Ve studii provedené na modelu laboratorntho potkana byl sledovin viiv jednorizové
lokalni aplikace MDOC™ na akutnf hojent rany. K deteked a identifikaci zm&n v ko#ni tkéni
jsme poufili makroskopickou analyzu, a to konkrétng k posouzenf charakteru uzavirind ran,
Dile byla provedena klasickd svételnd mikroskopie za pomoci zékladnikio histologickéhe
barveni ke zji¥téni lokalizace a zastoupenf bunék, pak zhodnoceni charakteru granuladni
tkand, mmnolstvi kolagenu, popl. i nové vytvoferyeh cév a nakonec imunohistochemickd
analyza, kterou jsme stedovali zménu exprese specifickych prozéndtlivich markerd (TNFRI,
CCR2, TGF-§ RIT) v jednotlivych fazich procesu hojens. Ziskanymi vystedky {ve tletim,
sedmém a Strnictém dnu po porandni) se viak nepodatilo zjistit ZAdné vyznamné rozdily po
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aplikaci jednotlivich forem MDOC™ v porovnén{ s kontrolnd skupinou. Mimy rozdil byl
pozorovan po aplikaci prakové formy a gelu, kdy bylo dplné uzavieni defekiu v porovnant s
kontroini skupinou fasové prodiouZene, cof ale nemélo Zadny viiv na vysledné zhojenf rdny
do jizvy. Studovany phipravek pisobil jiZ v inicidlni fézi procesu hojeni hemostatickym
efektem, kiery mohl pravd¥podobné pisobit pHznive 1 v néslednych fizich hojend, Zastoupeni
bunik zéndtlivého infilirts, tzn. neutrofilnfch granuloeytd, lymfocytd a makrofigh po
aplikaci MDOC™ pfi spodni hranici hemoragické krusty a dale v dermis, poukazuje na
vyzramnou \ilohu téchito bunék v iniciaci procesu hojend. V¥4 mno¥stvi makrofigh v dermis
v sedmém dou po poranéni bylo pozorovinoe u MDOC™ ve form# textilie, cof Ize vysvétlit
chemoatraktivnim (8inkem oxidované celuldzy. Nejvys¥i epiderméln{ kryt defektu vdeind
vysokého zastoupenf epidermdlnich bungk byl patray v pré¥kové formy MDOC™, Dile jsme
ve vytvolend extraceluldrni matrix v kontrolni skupiny v sedmém dau po poranéni pozorovall
velké mneistvf fibroblastli & organizovanych kolagennich vldken, zatimeo u MDOC™ gkupin
bylo vetké zastoupent téchto bunék patrné aZ ftrndety den.

Imunchistochemickou analyzou exprese vybranych zandtlivych markerti neby} takté
potvrzen 2adny vyznamny efekt MDOC™ na hojent koZnich ran. Ve shodé s publikovanymi
vysledky podobnych studif byla prokizéna exprese TNFRI v makrofizich, lymfocytech 2
endotelovych budikdch v &asné fizi hojend, tfeti den a déle v sedmém dnu po poranéni u obou
skupin zvifat bez rozdilu. Exprese TNFRI byla zaznamendna také v migrujicich bazéinich
keratinocytech a ve {trodctém dou v prostfedi ECM, ddle v proliferujicich fibroblastech,
pfifem? intenzita histologického barveni byla obdobnd u obou skupin. Déle jsme po lokéln{
aplikaci MDOCT™ prokézali pfitomnost TGF-B RI jiZ ve tietim dnu po porangnf 5 nejvtsi
intenzitou imunohistochemickeého barveni v buitkfich zAnZtlivého infiltrdtu pfi hranici
hemoragického koagula a tvotici se granuladal thdng, Dale ve fibroblastech a v endotelovych
buiikéch dilatovanych a také novE vytvofenych cév, coZ bylo vice patmé u kontrolni skupiny.
8§ rozvojern procesu hojend byls sedmy den po porandnd i v na$f studii zaznamenina exprese
TGF-B R také zdn¥tivym infiltratem u MDOC™ skupiny a fibroblasty v prostfedi ECM s
vE5i intenzitou barvenf u konirolnd skupiny. Ve &tméctém dnu po poranénf byla exprese
TGF-f RII potvrzena rovnEZ ve fibroblastech kontrolni skupiny, epidermélnich bugikéch obou
skupir: a také v koZnich adnexech intakinfch Sastf kiiZe. Expresi CCR2 jsme zaznamenali u
kontrolnl skupiny jiZ ve tfefim dnu po poranéni buftkami zindtlivého infiltrétu v mist® pii
spodnf hranici krusty kryjicf rdnu 2 v sedmém a Strndctém dnu epiderméinimi a endotelovymi
busikami vyrazné vyjddfens reakee barveni také u MDOC™ gkupin,
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V pilotnf studii na modelu akutniho hojent trind zhmoZdéné infikované miny byl
sledovén vliv lokélng aplikované PAGA v kombinaci s gentamicinem (Adltrace] company,
Ireland), Na spodinu ran u prasete domdbefho byly vden operace aplikoviny konkrétni
bakteridlni kmeny & studovany piipravek. V makroskopickém hoednoceni studovanéhg
pfipravku se vyrazng projevily hlavnf pozitived viastnosti, tzn. biokompatibilita & schopnost
kompletni resorpoe v sedmém dnu po operaci, U kontroln skupiny s aplikovanym
Garamycinem Schwamm® byla doba vstfebant prodioufena zejména u infikovanych ran, které
jedt® sedmy den vykazovaly znimky infekee. Nicméné mikroskopickym vySetfenim zjiiténa
pHtomnost bohaté granula®ni tkéng, infiltrace centra i okolf riny prozin¥tlivimi bufikami
(zejména makrofdgy) i vysoky stupe reepitelizace, angiogeneze a fibroplazie, nepotvrdila
progresi procesu hojeni v porovnand s kontrolni skupinou. Na zéklade vysledit z knitivac{ na
krevnim agaru ze sedmého dne po operaci nebyl potvrzen statisticky vyznamny rozdil mezi
Jjednotlivymi aplikovanymi agens, tzn. §. qurens, E. coli, Ps, geruginosa na proces hojenf u
lEengch ran. Pouze v pHpads ran infikovanych kmenem E. coli vykdzaly oba pHpravky
mirny efekt pro potlafeni infekee. Mikrobiclogickym hodnocenim byla dale potvrzena
sekundimi kontaminace ran, coZ mohlo byt zpfisobeno nedostatednou vzdalenosti ran a vést
ke zkresleni vystedki. Pro dal$i potvrzenl vlivu tohoto ping vstiehatelného noside na hojic
procesy v ring je potfeba provést kenfirmaénf studie s technologicky upravenou formen
textilie a koneentraci navizaného antibiotika, popt. zm¥nou experimentalnich podminek (vEtS
rozestupy mezi ranami, opakovana aplikace materidlu).

Ve studii cilené na hypolipidemicky ddinek MDOC™ festované na my¥im C57BL/6)
apoE-deficicntnim modelu byl kritkodobym podavanim standardni laboratorni diety
spHdavkem MDOC™ (SOmg/kg/den) potvrzen pouze mimy hypolipidemicky 8inek.
Hladina celkového cholesterolu byla ovlivaéna mims, hladina VLDL a LDL nebyla po podéni
MDOCT™ ovlivngna nijak vizaamn¥ v porovndni s kontrolnf skapinou, kterd byla podévina
standardni dieta. Stereologickou analyzou imunohistochemického barveni bylo prokézéne
signifikantni safZenf endotelidin exprese adheznd molekuly VCAM-1 a sni¥eni ICAM-1. Ze
ziskanych vysiedkill usuzujeme, Ze tento efekt miife byt pravdipodobné virazn&isi po delsim
poddvéni MDOC™, protofe metabolisous Hpidi u my$ vykszuje pomalejsi obrat, tzn., Ze
doba ty¥ tydnd podévéni tohoto prpravku miZe byt nedosta&ujici.

Osmitydennt podévinl 5% MDOC™ v aterogenn dieté apoB/LDLRKC deficiertnim
my$im vedlo k signifikantnimu sniZenf hiadiny celkového cholesterolu a VLDL a Zvysent
HDL v porovndni skontrolnf skupinou, A déle osmitgdenni poddvini 5% MDOC™
vaterogenni diet¥ apoE-deficientdm my$im kmene CS7BL/6) vedlo k stgmifikantnimu
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sniZeni hladiny celkového cholesterolu 2 TAG v porovnént s kontroln{ skupinou, coZ oviem
nifak neoviivnilo velikost aterosklerotickych plati. Stereologickd analza také prokdzala
nesignifikanini sniZen{ exprese VCAM-1 po podévani MDOC™. U dal¥f #fsti experimentu
bylo cflem zjistit mechanismus hypolipidemického plisobeni MDOCT™ 3 posoudit, zda mile
byt tazena do skupiny tzv. rozpustné dietni vldkniny, P¥i sledovani vlivu intragastricky
sondou podévané MDOC™ na absorpel cholesterolu v tenkém stfevd u mydiho kmene
C57BL/6], nebyla prokdzina 4dnd zména v porovndn! s pozitivaf kontrolnd skupinou, ve
kieré byl poddvan Gtinmy inhibitor absorpce cholesterolu Ezetimib, Vysledky u tého# kmene
po podéni zkoumanych ek, tzn, MDXOC™ 2 pektinu (kontrolni skuping) neprokdzaly také
#4dny vliv e proces climinace Hulovych kyselin. Na druhou stranu bylo po podant
MDOC™ prokézéne gniZen{ celkového cholesterole v jétrech v porovnéni s koutroln
skupinou. Vysledky in vive a in vitro experimenth poukazujf také na fermenta¥n{ GSinek
MDOC™ v tlustém stfevé. PHi urleni celkového obsahu dietnd vidkniny v MDOC™ byl
zZjistén nizky podfl vidkniny, coX bylo pravdépedobn¥ zplisobeno nedokonalou precipitact
ethanolern.

Zévérem lze tedy Fici, Ze ziskané vysledky histologické a imunohistochemické analyzy
vkazujf, %e studovany plipravek MDOC™ pravdipodobné nepfinese ofekévany benefit
v pozitivnim oviivnéni 2 urychleni procesu hojeni akutni riny na potkanim a prasedim
experimentdinim modelu. Déle je fadou analyz potvrzeno, Ze MDOC™ je fermentabilni
substance s hypolipidemickym pisobenfm 2 s obdobnym mechanismem 4finku jeko u
rozpusing dietnd viskniny. Tento mechanismus mi¥e byt druhové specificky, a proto je nuiné
provést stovndvaci studie pa jiném experimentdinim modelu (pepf. potkan, more).
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