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Abstrakt

Tereza Hendrychova

Vliv MDOC nanotextilie na hojeni akutniho kozniho poranéni
Diplomova prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Farmacie

V této praci jsou shrnuty obecné informace o prubéhu hojeni akutnich koznich poranéni a
jejich oSetfovani. Pti popisu procesu hojeni jsou podrobnéji popsany zanétové mediatory
(cytokiny). V experimentu byl hodnocen vliv M-DOC® (mikrodisperzni oxidovana celuléza)
S navazanym gentamycinem na proces hojeni akutnich koZznich poranéni. Preparat byl
pracovné nazvan jako Nanogenta.

Experimentalnim modelem bylo prase domaci, Sus scrofa. V pokusu bylo pouzito 12
zvifat. Pro prokazani u¢innosti zkouseného preparatu byly rany infikovany (Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli). Uginnost testovaného piipravku byla
porovnavéana s hromadné vyrdbénymi piipravky, jejichz ucinek jiz byl v klinické praxi
prokdzan (Garamycin Schwann®, Hyiodine®). Bylo provedeno makroskopické,
mikrobiologické a histologické hodnoceni.

U pripravku Nanogenta byla potvrzena dostatecnd u¢innost na zkvalitnéni procesu hojeni
koznich poranéni, srovnatelna s ucinnosti preparatl, které¢ byly pouzity jako kontrola. Jeji
ucinek byl dostacujici (ale pouze bakteriostaticky) i pro potlaceni infekce v ran€, coz vedlo
k zlepSeni procesu hojeni ran. Nanogenta ma schopnost potlacit pfedev§im anaerobni infekce.
Potvrdilo se, ze M-DOC® je latka zcela biokompatibilni a kompletn€ resorbovatelna.



Abstract

Tereza Hendrychova

The influence of MDOC nanotextile on the healing of an acute dermal wound
Diploma paper

Charles University in Prague, The Faculty Of Pharmacy in Hradec Kralové
Pharmacy

In this work there are summarized general information about the course of the healing
process of acute dermal wounds and their nursing. There are described the inflammatory
mediators (cytokines) in more details. In experiment there was assessed the influence of
M-DOC® (microdispersed oxidized cellulose) with gentamycin joined on it on the process of
the healing of acute dermal wounds. The formulation was called Nanogenta.

Domestic pig, Sus scrofa was used as an experimental model. There were 12 animals used,
in the experiment. For the demonstration of effectivity of tested formulation the wounds were
infected (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli). The effectivity
of tested formulation was confronted with preparations, that have demonstrated their effect in
clinical use yet (Garamycin Schwann®, Hyiodine®™). There were performed macroscopic,
microbiology and microscopic evaluation.

There were demonstrated sufficient effect of Nanogenta on improving the quality of the
healing process of dermal wounds, which was comparable with an effect of the preparations,
which were used as a control. Its effect was sufficient (but only bacteriostatic) for suppressing
the infection in wound too, which led to improving the process of healing of wounds.
Nanogenta is especially able to suppress anaerobic infection. It was confirmed, that M-DOC®™
is wholly biocompatible and completely resorbed.
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1. Seznam pouzitych zkratek

3D
AMK
CARS
CSF
EGF
EGFR
FAD
FGF
FMN
GAG
GM-CSF

HA
HPA
IFN

IL

KGF
M-DOC®
MMP
MRSA
NAD
NADP
PAGA
PDGF
PG
PGE,
PMN
SIRS
TFPI
TGFa, B
TIMP
TNF-a, B
t-PA
VEGF

3-dimensionalni

aminokyselina

syndrom kompenzacéni protizanétové odpovedi

kolonie stimulujici faktory

epidermalni rustovy faktor (epidermal growth factor)

receptor pro epidermalni ristovy faktor

flavin adenin dinukleotid

fibroblastovy rustovy faktor (fibroblast growth factor)

flavin mononukleotid

glykosaminoglykany

faktor stimulujici kolonie granulocyti a monocyti (granulocyte monocyte
colony stimulating factor)

hyaluronova kyselina

osa hypothalamus-hypofyza-nadledvinky

interferony

rodina interleukint

keratinocytovy ristovy faktor (keratinocyte growth factor)
mikrodispergovana oxidovand celuldza

metaloprotedzy mezibunééné hmoty

meticilin rezistentni Staphylococcus aureus

nikotinamid adenin dinukleotid

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

polyanhydroglukuronova kyselina

z desti¢ek odvozeny rastovy faktor (platelet derived growth factor)
proteoglykany

prostaglandin E;

polymorfonuklearni leukocyty

syndrom systémové zanétové odpovedi

inhibitor cesty tkanového faktoru (tissue factor pathway inhibitor)
transformujici rastovy faktor o, B(transforming growth factor)
tkanové inhibitory metaloprotedz matrix

faktor nekrotizujici tumory a, B (tumor necrosis factor-alpha, beta)
tkanovy aktivator plazminogenu (tissue-plasminogen activator)
vaskularni endotelialni rustovy faktor (vascular endotelial growth factor)
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2. Uvod

Kuze je nejvétsim organem téla cloveka. Stejné, jako u vSech ostatnich obratlovci, u néj
plni mnoho vyznamnych funkci. Aby je byla schopna bezchybné vykonavat, je tieba, aby byla
zcela neporusena. Protoze je ale neustale v kontaktu s vnéjSim prostfedim a pusobi na ni
mnoho nepiiznivych vlivii, dochazi Casto k jejimu poSkozeni a poruse jejich funkci. Vznika
rana.

Vznik poranéni vede okamzité ke spusténi sledu procest, vedouciho k jeho zhojeni a
obnoveni ztracené integrity kiize. Dochdzi k zastaveé krvaceni, zdnétu, proliferaci a epitelizaci.
Proces hojeni byl a stale je ¢asto studovanym jevem. Jeho pochopeni a detailni poznani nam
umoziuje vyvijet metody a materidly, které ho urychluji a usnadnuji. Jiz v nejstarSich dobach
se lidé snazili podpofit organismu vlastni procesy hojeni a aplikovaly na rany nejraznéjsi
ptirodni prostfedky. S postupem doby se pii oSetfovani ran zaaly uplatiiovat i pfipravky
chemické a ani v soucasnosti se pokrok v oSetfovani poranéni nezastavil. Ba naopak, neustale
jsou snahy hledat nové piipravky a proces hojeni co nejvice ovlivnit pozitivnim smérem a
minimalizovat nésledky poranéni. Trendem je opét spiSe navrat k pfirod¢ a uziti materiald,
které jsou pro organismus vlastni, nealergizuji a nevyvolavaji zadné vedlejsi reakce. ZvySuje
se neustadle 1 uroven studia hojivych procesii se zaméfenim na buiiky a jimy produkované
pusobky. Ty jsou pro rizné faze hojeni specifické a jejich vhodnym ovlivnénim je mozné
hojeni G¢inné regulovat Zddoucim smérem.

Pro studium procest hojeni je nutné uzivat vhodné experimentalni modely. Nejlepsi by
samoziejm¢ bylo studovat je piimo u c¢lovéka. To ale neni mozné predevSim z divoda
etickych. Proto se voli hlavné modely zvifat s anatomickymi a fyziologickymi
charakteristikami co nejblizsimi ¢lovéku.
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3. Cil diplomové prace

Cilem diplomové prace je zhodnotit vliv MDOC" s navazanym antibiotikem na proces
hojeni akutnich koZnich poranéni. Pro priikkaz G¢innosti materidlu budou rany infikovany a
jeho vliv bude porovnavan s ptipravky, které jsou jiz v klinické praxi pouzivany. Jako
kontrola budou pouzity: antibioticky p¥ipravek Garamycin Schwann® a preparat s obsahem
kyseliny hyaluronové a jodu, Hyiodine®. Experimentalnim modelem bude prase domaci (Sus
Scrofa).

V teoretické Casti prace se budu zabyvat kiizi a ranami obecné a budou zde podrobnéji
popsany jednotlivé faze hojeni koznich poranéni se zamétenim na vliv zanétlivych mediatora
(cytokini). Budu se vénovat i faktoriim ovliviiujicim hojivy proces a riznym zpusoblim
oSetfovani ran.

V praktické c¢asti uvedu popis pribéhu experimentu a hodnoceni vlivu zkouSeného
preparatu na proces hojeni koZznich poranéni prostfednictvim mikroskopického histologického
zkoumani vzorkl tkan¢. Bude zde zatazena obrazova ptiloha. Také se tu zaméefim na popis
podobnosti lidské a praseci klize, kterd byla hlavnim diivodem pro volbu pravé tohoto
modelu. Na tomto mist¢ uvedeme i vysledky makroskopického a mikrobiologického
hodnoceni ran, provedeného na Fakult¢ vojenského zdravotnictvi UO v Hradci Kralové.
Vysledky vSech provedenych typl hodnoceni zde budou shrnuty.
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4. Kize
4.1. Struktura kiiZe

Pro studium hojeni koznich poranéni je nezbytna znalost kiize jako takové. Jeji strukturu
tvoti tii zakladni vrstvy.

Pokozka (epidermis) je tvofena mnoha vrstvami bunék dlazdicového epitelu. Rozlisujeme
zde rohovou vrstvu (stratum corneum), vrstvu jasnych bunék (stratum lucidum), vrstvu
zrnitych bun¢k (stratum granulosum), vrstvu ostnitych bunék (stratum spinosum) a vrstvu
bazalni (stratum basale). Horni vrstvy kuZe neustale rohovati, odumiraji a odlupuji se. Je to
zpusobeno tim, Ze bunky v hornich vrstvach pokozky se postupné vice a vice vzdaluji od
zdroje krve a zivin, takZze pozvolna degeneruji, napliuji se keratinem a odumiraji. Celd
pokozka se obméni asi za tfi tydny. Bunky ve spodnich vrstvach klize se neustale déli a
vytlacuji stars$i bunky k povrchu. Soucasti spodnich vrstev pokozky je také pigmentové
barvivo melanin, které chrani télo pied $kodlivymi ucinky UV-zateni. Epidermis neobsahuje
zadné kapilary a vétSinu zivin ziskéva ze Skary.

Druhou vrstvou kiize je Skara (corium), pevna a pruzna vazivova slozka kuze. Je silna asi
3cm. Je tvorena siti kolagenovych vldken. Na hranici pokozky a Skary se nachazeji Skarové
papily, ve kterych jsou kapilarni sit¢ a nervova zakonceni. Za uc¢elem dosazeni vétsi plochy,
kterou do pokozky pronikaji ziviny, jsou papily siln¢ zvinéné. Pravé jim vdéci clovek za
otisky prstt, které zkouma daktyloskopie. Ve $kafe jsou pfitomna nervova téliska. Ruffiniho
tepelné receptory, ulozené¢ hluboko ve Skafe, a Krauseho chladové receptory, ulozeny ve
svrchnich vrstvach Skdry. Dale jsou zde obsazeny kozni a mazové Zlazy a také vlasové

cibulky.

Podkozni vazivo (tela subcutanea) je vrstva kiize pod skarou. V riznych mistech obsahuje
vice ¢i méné tukovych bunék.V podkoznim vazivu jsou Meissnerova hmatova téliska pro
vnimani doteku a Vater-Pacciniho téliska pro vnimani tlaku. Funkci podkozniho vaziva je
izolovat a chranit svaly a nervy. Podkozni tukova vrstva urcuje tvar a hmotnost celého téla. U

v ror o ovev, 141
Zen byva tato vrstva silngjsi. ™ >

4. 2. Funkce kiize

Mezi zakladni fyziologické funkce kuze patii funkce ochranna. Kize nas chrani pted
pusobenim zevnich faktorti fyzikalnich (mechanické, aktinické, termické), chemickych a
biologickych. Fyzikalni bariéru zajiStuje hydratovana a promasSténd rohova vrstva,
desmozomy keratinocytti, vlnitd dermoepidermdlni junkce a podkozni tukovéa tkan. Na
fotoprotekci se podili rohova vrstva, keratohyalinové struktury stratum granulosum, obsah
urokanové kyseliny, melaninu, aminokyselin, nukleovych kyselin, beta-karotenu a
hemoglobinu. Elektricka bariéra je zajiSténa elektronegativné nabitym povrchem stratum
corneum a funk¢ni vrstvou mezi Stratum corneum a stratum granulosum, ktera funguje jako
elektricky dip6l. Kize ma vyznam pii ochrané pied teplem a chladem a pii vodnim


http://cs.wikipedia.org/wiki/Epitel
http://cs.wikipedia.org/wiki/Barvivo
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Melanin&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/UV-z%C3%A1%C5%99en%C3%AD
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kapil%C3%A1ra
http://cs.wikipedia.org/wiki/%C5%BDivina
http://cs.wikipedia.org/wiki/%C5%A0k%C3%A1ra
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Papila&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Otisky_prst%C5%AF
http://cs.wikipedia.org/wiki/Daktyloskopie
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Vlasov%C3%A9_cibulky&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Vlasov%C3%A9_cibulky&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Tukov%C3%A1_bu%C5%88ka

Diplomova prace: Vliv MDOC nanotextilie na hojeni akutniho kozniho poranéni

hospodaistvi organismu. U chemické bariéry se uplatituji mechanické vlastnosti kiize,
naraznikova schopnost kyselého kozniho plasté, acidorezistence keratinu, samocistici
schopnost kiize, fedéni noxy a jeji odplaveni potem. Neporusend rohova vrstva je piekazkou
pro koky a jejich enzymy, podili se také na samocistici funkci kiize. Kyselé pH ochranného
kozniho filmu plsobi antimikrobné, rezidentni kozni fléra vykazuje antimikrobni aktivitu
proti bakteriim pfechodné mikroflory.

Kuze ma funkci sekreéni, exkrecni i absorpéni. Je v podstaté rozsahlou holokrinni zlazou,
produkujici keratin, melanin, pot a maz. Kize funguje jako semipermeabilni membrana, jejiz
propustnost ovliviiuje jeji stav (zejména stav rohové vrstvy) a hydratace. Prinik latek
zvnéjSku zavisi také na jejich charakteru. Kuze je dulezitym rezervoarem vody, ktera je
vazéna na kolagenni vldkna. Klize se dale podili na termoregulaci zménami prokrveni,
pocenim a odpafovanim vody. V ramci udrZzovéani a regenerace struktur probihd v kiizi
metabolismus sacharida, tuki a bilkovin. Vzhledem k rozsahu kozniho povrchu se kiize podili
svou sekreéni a depotni funkci na metabolismu celého organismu. V hornich vrstvach
epidermis dochazi vlivem UV zafeni k pfemén¢ provitaminu ve vitamin D.

Kuze je smyslovym orgénem, pieddvajicim organismu informace o zevnim i vnitinim
prostiedi pomoci receptoru (teplo, chlad, dotyk, tlak, bolest). Vzhledem k frekvenci kontaktu
s antigeny zevniho prostiedi je kiize nejveétsim imunologickym orgdnem. Imunokompetentni
jsou zejména keratinocyty, Langerhansovy buiiky v epidermis, v dermis pak senzibilizované
T-lymfocyty, makrofagy a mastocyty. Nonverbalni komunikace kuze je dulezitym faktorem

o o e « .- 14,15,19,49
ovliviiyjicim chovéni i postaveni jedince ve spolecnosti.

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Stratum spincsum

Stratum basale

4

Obrazek 1: Schéma vrstev epidermis L



Diplomova prace: Vliv MDOC nanotextilie na hojeni akutniho kozniho poranéni

5. Extracelularni matrix

Nejvétsi komponentou dermis je extracelularni matrix (EM). Extracelularni matrix je
slozitd smés glykoproteinii a proteoglykanii, pfispivajici k vazbé bun¢k na vldknité slozky
vaziva. * Hlavnim tkolem EM je propojit riizné tkané t&la dohromady, udrzovat jejich
trojrozmérny tvar béhem morfogeneze a hojeni ran. Dale mit schopnost pfenaset pohyb, ale
také umozit piisun zivin, elektrolyti a vody a odsun produkti metabolismu do nitra a ven z
bun¢k. EM ma dilezité uplatnéni v komunikaci mezi bunkami. Jeji funkce je i obranna.
Vytvaii fyzickou bariéru proti pronikani mikroorganismi, ucastni se pfi zanétu a hojeni
defektd. Jen malo tkani, napt. epitelie, je slozeno prevazné z bunék. Malé mnozstvi matrix,
jako tzv. lamina basalis, poskytuje u epitelii podklad pro navazani bun€k na pojivovou tkan,
pod nimi leZici. Naproti tomu pojivova tkan (vazivo, chrupavka, kost) je slozena ptevazné z
extracelularni matrix. Extracelularni matrix je sice bunikami produkovana, ale neni v nich
umisténa, a hmotou je piesahuje. Struktura a vlastnosti EM se lisi podle vlastnosti a funkce
prislusné tkané a zavisi na vzajemné proporci rozpustnych a nerozpustnych komponent.

5. 1. Slozky extracelularni matrix

Hlavnimi slozkami EM jsou proteinova vldkna, amorfni hmota, tkdnova tekutina a buiiky
fixni a volné. Prekurzorem fixnich bun¢k je nediferencovand mezenchymova buiika. Mezi
tento typ bunck patii fibroblasty, fibrocyty, myofibroblasty, bunky retikulinové, adipocyty,
chondroblasty, chondrocyty, osteoblasty a osteocyty. Fixni buiikky produkuji hlavni slozky
extracelularni hmoty. Buiiky volné (bloudivé) se v EM vyskytuji pouze po urcitou ¢ast svého
zivotniho cyklu. Jejich prekurzorem je hemocytoblast-hemopoetickd kmenova buiika kostni
dfené. Patii sem buitky monocyto-makrofagového systému, produkujici cytokiny, mastocyty,
vyznamné vylucovanim histaminu, heparinu a serotoninu a plazmatické buiky, schopné
produkce protilatek.

Hlavnimi typy makromolekul, vyskytujicich se v EM, jsou glykosaminoglykany a
proteoglykany, tvofici gelovou strukturu pojiva. Fibrozni proteiny kolagen a elastin poskytu;ji
pojivu dostate€nou pevnost a pruznost. Multiadhezni molekuly a glykoproteiny fibronektin,
vitronektin, nebulin, tenascin, fibromodulin, laminin, entaktin a dal§i umoznuji pfimé spojeni
bunék s makromolekulami EM., 4> 4047

5. 1. 1. Glykosaminoglykany

Glykosaminoglykany (GAG) jsou dlouhé nevétvené polysacharidy s opakujicimi se
disacharidovymi jednotkami, v nichz jeden nebo dva cukry tvofi aminocukry
N-acetylglukosamin ¢i N-acetylgalaktosamin. Aminocukry jsou obvykle sulfatovany.
Sulfatové a karboxylové skupiny cukernych zbytki poskytuji GAG silné negativni naboje. To
zptisobuje piitahovani osmoticky aktivnich kationti jako je Na*. To vede k tomu, ze do EM je
vtahovéana voda. Dlsledkem je nabobtnéni a turgor. Tlak zpiisobeny turgorem umoziuje EM
plsobit proti silam stlacujicim tkan. Existuji rizné typy GAG: chondroitin-4-sulfat,
chondroitin-6-sulfat, dermatansulfat, heparansulfat, keratansulfat a kyselina hyaluronova.
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Kyselina hyaluronova (HA) je slou¢enina mezi GAG unikatni tim, Ze neobsahuje sulfat a
nekovalentné se vaze s komplexem proteoglykant. Je hlavni komponentou EM, ktera
obklopuje migrujici a proliferujici buiiky, zvlasté v embryondlnich tkanich. Je tvotena 50 000
opakujicimi se disacharidovymi zbytky, tvofenymi f[1-4] D-glukuronovou kyselinou a fB[1-
3] N-acetylglukosaminem. Cetné hydrofilni komponenty na povrchu HA vazi velké mnozstvi
vody a tvoii jiz pfi nizké koncentraci HA viskozni hydratovany gel, ktery je 10° -10* krat
vétsi nez vlastni HA. To znamena, ze HA mezi jednotlivymi bunikami pln¢ vypliiuje prostor.
Dava urcité napéti a rizné€ blokuje vzajemny pohyb bunék.

Dermatansulfat - L-iduronova k. + GIcNAc sulfat
Chondroitinsulfat - D-glukuronova k. +GlcNAc sulfat

Heparinsulfat a heparansulfat - D-glukuronova k. + N-
sulfo-D-glukosamin

Keratansulfat - Gal + GIcNAc sulfat

Obrazek 2: Typy glykosaminoglykant ad

5. 1. 2. Proteoglykany

Glykosaminoglykany, s vyjimkou hyaluronové kyseliny, se navazuji kovalentni vazbou na
centralni protein a vytvareji tak proteoglykany. Proteoglykany (PG) jsou velmi heterogenni
skupinou a jsou nazyvany podle pfislusného GAG. RozliSujeme proteoglykan- chondroitin-4-
sulfat, -chondroitin-6-sulfat, -heparansulfat, -keratansulfat,- dermatansulfat a -heparin. PG
maji schopnost agregovat do supramolekulovych utvart. Jsou vysoce hydrofilni, naboji
pfitahuji vodu a maji schopnost bobtnat. Vypliuji prostor mezi buitkami a kolagennimi
vlakny. Elektronoptické snimky ukazuji, ze proteoglykany podobou pfipominaji kulaty kartac.
Rizné proteoglykanové podjednotky se napojuji prosttednictvim malych spojovacich proteinti
na dlouhé vldkno kyseliny hyaluronové. Tim vznikd obrovskd makromolekula, kterd ma
velikost né€kolika miliond daltonti. Délka stfedniho vlakna kyseliny hyaluronové se pohybuje
od 400 nm do 4 000 nm. Na n¢&j je ptipojeno az 100 proteinovych jader proteoglykani s
dal§im mnozstvim glykosaminoglykant. PG se d¢€li podle velikosti na velké agrekany a malé
biglykan, versikan a dekorin. PG maji také schopnost vazat signalni molekuly, jako jsou napf.
rastové faktory (fibroblastovy riistovy faktor). To umoziiuje signalnim molekuldm udrzet se
ve specifickych oblastech, v nichZ se jejich Uc¢inek lokalizuje nebo spoluptlisobi s piislusSnym
receptorem. V této forme jsou signalni molekuly rezistentni vici degradaci extracelularnimi
proteazami a vznika jejich rezervoar, * > 447
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Proteoglycan

Glycosaminoglycan

Core protein

Link protein

Hyaluronic
acid

Hyaluronic
acid binding
region

Obrazek 3: Struktura proteoglykanu “
5. 1. 3. Fibrozni proteiny

Kolagen je hlavnim glykoproteinem mezibunécné hmoty pojiva. U savcl predstavuje az
25 % hmotnosti vSech télesnych bilkovin. Dosud je znamo devatenact typt kolagenu
(kolageny I — X1X), které se lisi vyskytem a ¢asteéné i strukturou a funkci. Ve vSech typech
kolagenu je pfitomna (vzdy aspon v ¢asti struktury) charakteristicka trojfetézcova Sroubovice
(triplhelix), ktera je v jinych proteinech spiSe vyjimecna. Pouze pét druhti kolagenu jsou
typické fibrilarni proteiny, jejichz molekuly jsou organizovany do dlouhych vlaknitych
utvarti, fibril. Ostatni typy kolagenu maji ¢asti polypeptidovych fetézci uspotfddany do
jednoho nebo vice globularnich utvard. Kazdou tfeti aminokyselinou ve struktufe kolagenu je
glycin, pomahajici stabilizovat fetézce. Casto se zde také vyskytuji prolin a hydroxyprolin.
Molekuly kolagenu obsahuji i cukernou slozku, tvofenou glukoézou a galaktézou. Kolagen je
charakteristicky vysokou mechanickou pevnosti a poddajnosti. V kiizi se vyskytuji predevsim
kolagen typu I a I1l. Kolagen typu I se sklada ze dvou fetézcti al(l) a jednoho a2(1). Kolagen
typu I je tvofen tiemi fetézci al(lll) a vytvari tenka retikulinova vlakna. Diky obsahu
cysteinu vytvaii i mensi pocet disulfidovych mustkt. Syntéza kolagenu (viz. nize) probiha ve
fibroblastech, chondroblastech a osteoblastech.

Elastin je hydrofobni protein, zodpovédny za protaZzitelnost a elastické vlastnosti tkani.
Jeho zakladni strukturu tvofi tropoelastin (pfiblizn¢ 750 zbytkdi aminokyselin). V jeho
fetézcich prevladaji nepolarni AMK (glycin, valin, alanin...). Agregace tropoelastinu se dé&je
pomoci pficnovazebného elementu desmosinu. Toto =zesitovani tropoelastinu poskytuje
nerozpustny elastin. Vznikd pruznd prostorova sit. Jeji elasticitu podporuji hydrofobni
interakce mezi pocetnymi zbytky nepolarnich aminokyselin, zejména valinu. Elastinova
vlakna jsou pokryta mikrofibrilami, tvofenymi riznymi glykoproteiny. Pravdépodobné
fibrilarnim proteinem. Retézce rozpustného tropoelastinu (oznatované nékdy za monomery
nebo podjednotky elastinu) nemaji pravidelnou sekundarni strukturu. Jejich konformace se
oznauje jako neuspofadana. * 4% 4647
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Obrazek 4: Schematické znazornéni elastické prostorové sité elastinu 1

5. 1. 4. Glykoproteiny

Hlavnim adhezivnim proteinem pojivové tkané je fibronektin. Jedna se o glykoprotein
vyluCovany fibrocyty, endotelem a dalSimi typy bunck. Je tvoifen dvéma identickymi
polypeptidovymi jednotkami, spojenymi na C-konci disulfidovymi vazbami. Molekula je
tvofena Sesti globularnimi doménami, z nichz kazdd ma specifické vazebné misto pro
interakci s integriny na povrchu bunék, s denaturovanou formou kolagenu, s fibrinem a
sulfatovanymi proteoglykany. Fibronektin se ucastni ptimo adheze, migrace a priniku bunék.
Ma proto vyznam i v procesu zanétu, hojeni ran i nddorové generalizace. V rozpustné formeé
se nachazi i v krevni plazmég.

Fibrin Kolagen DNA Integrin Heparan Fibrin

Heparan sulfa  :

S i
H,N-E—¢ ) -ICOOH

EDB EDA lICS %
OOH

Obrazek 5: Schéma struktury fetézce fibronektinu 4

Laminin je adhezivni molekula, specifickd pro bazalni laminu. Je slozen ze 3
polypeptidovych fetézci (A, B1 a B2), propojenych vzajemné pomoci disulfidovych vazeb do
tvaru kiiZe se tfemi vazebnymi doménami pro kolagen, heparin a buiiku. ** 4> 464/

A-fetézec

B1-fetézec

doména pro heparin

Obrazek 6: Schéma struktury lamininu s
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6. Rana

Réna (vulnus) je definovana jako naruseni normalni anatomické struktury a funkce tkané-

ktze, sliznice ,¢i povrchu organu. Mize mit vnéjsi 1 vnitini pfiCiny. Organismus je ohrozen
4 r 4 roow e r ~_ 7 e W o v r__o r 5, 12
krvacenim, ztratou tkang, infekci, poranénim zivotné dilezitych organti, bolesti.

6. 1. Déleni ran

Podle zptiisobu vzniku, rozsahu, hloubky a pfedevsim podle délky trvani, se rany d¢li na
akutni a chronické. Akutni rany vznikaji nahle ve zdravé tkdni a jsou nejCastdji
traumatické.’® Déle je mizeme délit na rany s rovnym okrajem a na rany s nerovnym
okrajem. V prvni skupin¢ jde o rany bodné (vulnus punctum), seéné (vulnus sectum) a fezné
(vulnus scissum) a ve druhé skupin¢ o rany trzné (vulnus lacrum), zhmozdéné (vulnus
contusum), trzné-zhmozdéné (vulnus contusolacerum), stielné (vulnus sclopetarium) a
kousnutim (vulnus morsum). Mezi akutni rany patii i popaleniny (combustio), omrzliny
(congelatio) a zlomeniny kosti (fractura). Specialnim typem jsou rany chirurgické. 3

Chronické viedy se casto vyvijeji pfedev§im u infikovanych nebo metabolicky
pozménénych ran. Viedy lze délit na venozni, arterialné-ischemické, traumatické, trofickeé,
metabolické, infek¢ni, autoimunitni, neoplastické, geneticky podminéné, krevni a lymfatické.
Chronické rany se hoji sekundarné s vyrazn&jsi granulaci. Doba hojeni pfesahuje Sest tydng. °

Opakované trauma nebo ischemie

TN Fa+ IL-1B
Prolongovany intenzivnjsi zanét
T neutrofily, Tmakrofagy, Tmastocyty

Y

T protedzy L inhibitory

Y

T ECM-degradace | GF, migrace bunék

‘

Chronicka rana

Obrazek 7: Vyvoj chronické rany 5

Podle hloubky poSkozeni délime rany na povrchni a hluboké. Rany zasahujici jen do
podkozniho nebo podslizni¢niho vaziva jsou jednoduché, ty, které poSkozuji hlubsi struktury,
oznacujeme jako komplikované, pronikaji-li do télnich dutin, jedna se o rany penetrujici. S

Pro dalsi zpusob oSetfeni ma vyznam déleni ran na ¢isté a znecisténé. Z hlediska
bakteridlni kontaminace se rozeznavaji rany aseptické (biologicky cisté) a infikované rany.

10
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Podle pfitomnosti mechanickych, nebo chemickych necistot na cCist¢ a mechanicky, ¢i
chemicky zne&isténé. °

Dulezitymi markery pro hodnoceni rany jsou jeji typ a lokalizace, hloubka, rozsah, vzhled
a pipadn& zéapach, okoli rany, secernace a bolest. '

6. 2. Infikované rany

Komplikaci hojeni nebo pfi¢inou defektu je bakteridlni infekce. Mezi lokdlni znamky
infekce patii zvySena teplota, zarudnuti, otok a patologickd sekrece z rany, spojend se
zapachem. Plocha rany je Casto jen kolonizovana. V piipad¢ dal$iho mnozeni mikrobt
hovotime o kritické kolonizaci a nasledné o infekci. Pied exogenni infekei je rana chranéna az
po probéhlé epitelizaci. V piedchozich fazich hojeni se v likvidaci moznych patogent
pritomnych v rané uplatiiuji neutrofily a makrofagy schopné fagocytozy. 48,50.51

Infekce ran patii mezi sekunddrni kozni infekce, protoze kize je primarné poskozena
jinym zpiisobem. Sekundérni infekce jsou endogenni 1 exogenni. Dllezitym predisponujicim
faktorem infekce je porucha trofiky, jako je tomu napi. u bércovych viedi nebo u dekubitu.
Ty jsou infikovany vlastni flérou, vétsinou fekalni, ale i stafylokoky. Casto infekce vyvolavaji
Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris a dalsi gram-negativni ty¢ky. Vyraznou
predispozici k rozvoji infekce maji také popalené plochy. Kromé stafylokokd je infikuji
Pseudomonas aeruginosa a dalsi gram-negativni ty¢ky. Rany po chirurgickém zakroku se
infikuji endogenné nebo exogenné stafylokoky. Vnimavy je, vzhledem Kk patogenezi
primarniho onemocnéni, kazdy bez vyjimky. ZvySend vnimavost je predevSim U
imunodeficientnich pacientt, pii poruse trofiky nebo u diabetikii.

Pro bakterialni zanét je typickda predevsim kolonizace neutrofilnimi leukocyty se
schopnosti fagocytdzy (mikrofagy). Je to dano hlavné vyraznym chemotaktickym ucinkem
nékterych mikrobl. V praktické asti této prace byla klize kontaminovana mikroorganismy
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli. Dale se tedy zminim 0
hlavnich projevech infekce vyvolané témito druhy mikroorganismu.

Rany infikované Pseudomonas aeruginosa jsou typické modrozelenym sekretem a
ovocnym zapachem. Infekce ran mikroorganismem  Staphylococcus aureus je
charakterizovana hromadénim hnisu, az vznikem abscest a viedu. Staphylococcus aureus a E.
coli mohou mit v n¢kterych ptipadech na hojeni ran dokonce pozitivni efekt. Maji schopnost
vyvolat plnou zéanétlivou odpovéd’, stimulovat prokrveni, a tim urychlit proces hojeni.
Pozitivni vliv na hojeni ran se vSak uplatiiuje jen u nékterych druhl patogent a pouze pfi
jejich malém poétu v ran&. °° Anaerobni mikroorganismy naopak vyrazng zhoriuji hojivy
proces inhibici proliferace fibroblasti a keratinocytl. Infekce anaeroby je také typicka
vyraznym zapachem z rany. Gram-negativni bacili, jako pravé napf. Pseudomonas aeruginosa
a E. coli maji obrovskou schopnost adherence k rané a pisobi antifagoticky. Produkuji toxiny,

které prodluzuji trvani zandtu a mohou vést az k pechodu rany do chronicity. *> 50,51, 52,53,
54
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7. Hojeni ran
7. 1. Zpiisoby hojeni ran

Hojeni ran je proces obnovovani kontinuity a funkce tkané po poranéni. Poranéna tkan se
hoji bud’ ¢aste€nou nebo kompletni regeneraci ¢i reparaci.

Regeneraci rozumime kompletni obnoveni puvodni struktury tkdné se zachovanim vSech
jejich specifickych funkei. Tento proces probihd predevsim u poikilotermnich zivocicht, kde
je mozna kompletni obnova celych koncetin. U Zivo¢ichti homoiotermnich je omezen pouze
na n¢které tkané. U ¢lovéka se jedna o tkané obnovovaci- epitely (epidermis, epitel traviciho
traktu, délohy...), kostni dfefi a lymfatickou tkan a tkané stabilni- parenchym jater, ledvin,
slinivky, hladkou svalovinu a fibroblasty. V obnovovacich tkanich prochéazeji buniky béhem
zivota na sebe navazujicimi bunénymi cykly, které konéi jejich mitotickym délenim.
V tkanich stabilnich se bunky nachazi vétSinou v klidové fazi bunécného cyklu a k jejich
déleni dojde az po urcitém podnétu, jakym je napt. poSkozeni tkang.

Tkané trvalé, které nejsou schopné regenerace, se hoji procesem reparace, kdy je
poskozend tkan nahrazena nespecifickou spojovaci tkani, ktera vytvari funkéné druhotadou
jizvu. Jeji vyznam spociva predevsim ve spojeni zbylé tkané. Mé schopnost vykonavat pouze
¢ast z puvodnich specifickych funkci tkané¢ ptredchozi. Zjizvend tkan také vykazuje nizsi
pevnost, coz mize byt dano do souvislosti s usporadanim kolagennich vlaken. Takto probiha

. ’ v . v 7 4 % 5, 6
hojeni napt. u dermis, srde¢ni a nervové tkang.

Dale 1ze hojeni ran rozdélit na hojeni per primam u ran, jejichZ okraje jsou té€sné u sebe,
Cisté, nezhmozdéné, rana neni infikovana. Jde vétSinou o rany fezné i chirurgické. A na
hojeni per secundam v ptipad¢ ran, které jsou Siroké, kde doslo ke ztraté tkan¢ ¢i infekei. >9

7. 2. Faze hojeni

Hojeni akutnich poranéni probiha bézné¢ velmi pfesnym a G¢innym zpisobem. Ve vétsiné
odbornych praci se déli na n€kolik vzajemné se piekryvajicich fazi. Jednd se o hemostazu,
zanét, proliferaci a remodelaci. Kazda z fazi je charakterizovana uréitymi procesy, butikami,
které se jich specificky ucastni, a biologickymi markery. Jejich studiem lze ziskat cenné
informace nejen o aktudlnim stavu rany, ale 1 o0 moznosti ovlivnéni procesu hojeni. Zvlastni
markery ukazuji 1 na probihajici procesy patologické, Ustici napt. vV chronické nehojici se
viedy. 6

12
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Obrazek 8: Grafické znazornéni dynamiky procesu hojeni 4

Béhem normalniho hojeni se ustavuje rovnovaha mezi utvaienim a remodelaci jizvy.
V piipadé¢ nadmérmé depozice pojiva vznikd pozmeéneénd struktura ,neschopna funkce
predchozi tkané. Hovotime napftiklad o fibroze, adhezich, stahu a kontrakei.

Fibréza znamend zmnozeni vaziva ve tkani, vét§inou na ukor funkéni tkané. VétSinou
vznikd po déletrvajicim zanétu, pisobeni toxickych vlivli, nebo je jeji pivod nejasny.
V patogenezi se uplatiiuji mimo jiné vlivy cytokinti, které maji schopnost indukovat tvorbu
vaziva. Adheze jsou srusty, vznikajici napt. po operaich v dutiné btisni. 6,60

7.2.1. Hemostaza

V nékterych pracich je zanét dale délen na fazi Casnou a pozdni, které se li§i zastoupenim
bun€k imunitniho systému v zdnétlivém exudatu, probihajicimi procesy a délkou trvani.
K ¢asné fazi zanétu je pak fazen i proces hemostiazy, na némz se podili trombocyty, proces
hemokoagulace, reakce cév v misté poranéni a fibrinolyza. > *°

7.2.1. 1. Trombocyty

Proces hemostazy je zahajen kontaktem krve s exponovanym subendotelovym kolagenem
pii naruSeni cévy. To vede k aktivaci krevnich desti¢ek a secernaci latek s prozanétlivymi
tcinky-serotoninu, bradykininu, prostaglandinli, prostacyklini, tromboxanti a histaminu.
Dutlezité je i uvolnovani proteini extracelularni matrix a cytokinti, zahrnujicich rtstové
faktory. Také z poskozenych endotelovych bunek se uvoliuji chemotaktické substance, napf.
interleukin-1 (IL-1), interleukin-8 (IL-8) a riustové humoralni faktory ,napi. fibroblastovy
rastovy faktor (FGF), faktor stimulujici kolonie granulocyti a monocyti (GM-CSF) a z
desti¢ek odvozeny rustovy faktor (PDGF).

Aktivované trombocyty exprimuji na svém povrchu glykoproteinové receptory, které jim
umoziuji vzdjemnou agregaci a adhezi na subendotelovy kolagen. Misto, kde doslo k
poranéni cévy, krevni desticky doslova ucpou. Nakonec se trombocyty uplné rozpadnou a
splynou a vznika desti¢kovy (bily) trombus. Jedna se o provizorni hemostatickou zatku.

13
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7.2.1. 2. Reakce cév

Nadmérnym ztratdm krve v prvnich okamzicich po poranéni brani uvolnéni tromboxant a
prostaglandinti s vasokonstrikénim G¢inkem. Spasmus cévy také umozni nahromadéni bun¢k
a faktort ,vyznamnych pro pribéh zanétu v misté rany. K vasokonstrikci dochazi okamzité po
naruseni cévy a trva od péti do deseti minut. Zhruba po dvaceti minutach vrcholi déj opacny-
vasodilatace, ktera je aktivovana predevSim histaminem. Ten také umozni prostup bunéck
imunitniho systému z krevniho fecist€ do extravaskularniho prostoru zvySenim porozity stény
cév. To vede i k uniku krevnich proteinti spolu s vodou a vzniku edému. Vstupem
chemotakticky ovlivnénych leukocytti se ddle zvySuji metabolické naroky tkané, ¢imz se diky
nedostate¢né mistni mikrocirkulaci prohlubuje anaerobni stav spojeny s poklesem parcidlniho
tlaku kysliku, vzestupem parcidlniho tlaku oxidu uhli¢itého a hromadénim laktatu v rané.

7. 2. 1. 3. Hemokoagulace

Proces krevniho srdzeni je kaskadovity sled enzymatickych reakci, pii nichz se postupné
aktivuji v krvi cirkulujici inaktivni enzymy (koagula¢ni faktory). VSechny koagulaéni faktory
jsou glykoproteiny, fadici se mezi plazmatické globuliny. Vznikaji v jatrech. Vysledkem
jejich interakcei je aktivace protrombinu na trombin a nasledné rozpustného fibrinogenu na
nerozpustny fibrin. Vyznamnym disledkem procesu hemokoagulace je vznik ,,definitivni®
hemostatické zatky, tj. Cerveného trombu. Vznikd ze sité fibrinovych vlaken, kterd zpeviiuji
trombus desti¢kovy a mezi néz se zachycuji krevni buriky.

7. 2. 1. 4. Fibrinolyza

Cela hemokoagula¢ni kaskada musi byt regulovana, jinak by doSlo béhem nékolika desitek
sekund ke srazeni veSkeré krve v organismu. Na regulaci se podili vlastni proud krve, ktery
odplavuje koagulac¢ni faktory z mista poranéni, neporuSeny cévni endotel, fibrinolyza a
pfirozena antikoagulancia. Jedna se o antitrombin III, protein C a inhibitor cesty tkanového
faktoru (TFPI). Fibrinolyza pfedstavuje enzymatické Stépeni fibrinu plazminem na degradacni
produkty. Plazmin  vznikd proteolytickym S§tépenim z plazminogenu prostfednictvim
tkanového aktivatoru plazminogenu (t-PA) a urokinazy. 456,16

7.2.2.7anét

Zanét Ize definovat jako reakci cévami prostoupené tkané na lokélni poskozeni. ° Jeho
cilem je zniceni, rozpusténi ¢i ohraniceni Skodliviny, kterd ho v organismu vyvolala, ale také
rekonstrukce a nahrada znicené tkané. NejzretelnéjSim disledkem zéanétu je odstranéni
nekrotické tkané a lokalni potlaceni infekce. Zanét miize byt vyvolan mikroorganismy, jinymi
cizorodymi latkami (napf. cizorodé bilkoviny, ¢astice azbestu), zni¢enim tkan¢, zpiisobenym
mechanickym poskozenim (napf. vpich), chemickymi noxami (napi. kyseliny) a fyzikalnimi
vlivy (napft. zar, chlad). Mize vzniknout i plisobenim télu vlastnich nox, jako jsou rozpadajici
se nadorové bunky, extravaskularni krev, krystaly vzniklé vypadnutim z roztoku latek télu
vlastnich (napf. kyselina mo€ova) nebo autoimunitni reakce. Mnohdy zanét vznika z pficin
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iatrogenich. Zanét probiha tak dlouho, dokud se v rané nachazi jakékoliv odpadni struktury.
Neékdy tak dochazi az k rozvoji chronickych viedd a pfili§ dlouho probihajici zanét vede
k poskozeni tkané. Pak je Zadouci ho tlumit.

Hlavni mistni té€lesné charakteristiky zanétu byly popsany jiz Celseem (30 B.C.- 38 A.D.).
Jedna se o bolest (dolor), zvysenou teplotu (calor), zarudnuti (rubor), zdufeni (tumor) a
narusenou funkci (functio laesa). Posledni jmenované bylo piidano Virchowem az roku 1858.
Celkové ptiznaky zanétu jsou zvysena teplota, zmény v krevnim obraze, zvySena sedimentace
(zmény spektra bilkovin) a tvorba protilatek. Za charakteristické znamky zanétu jsou
zodpovédné plisobky, které jsou uvolniovany zirnymi bunikami. Ty obsahuji granula, z nichz
uvoliiuji enzymy a aktivni aminy-pfedevS§im histamin. DalSimi vyznamnymi latkami

V procesu zandtu jsou zanétové mediatory (cytokiny), které budou podrobnéji popsany nize. *
5,6

7. 2. 2. 1. Neutrofily

Dominantnimi bunikami v misté¢ zanétu se béhem prvnich tii dni po poranéni stavaji
neutrofily (polymorfonuklearni leukocyty, PMN). Jejich pocty vrcholi pfedev§im b&hem
druhého dne. Vyznam téchto bun€k spocivd ve fagocytdze cizorodého materidlu, bakterii a
nefunkéni znicené tkané v ran€. Diky tzv. respiracnimu vzplanuti, kdy dochézi k uvolnéni
volnych radikald, maji i schopnost hubeni bakterii. V rané dale uvoliuji protedzy, degradujici
naruSenou tkan. Po splnéni své funkce podstupuji apoptdzu, nebo jsou pozieny makrofagy,
které je v misté poranéni nahrazuji ptiblizné po dvou dnech. Ty také brani nadmérné tvorbé
reaktivnich slou€enin neutrofily a chrani tak tkan pied dal§im poSkozenim.

7. 2. 2. 2. Makrofagy

Makrotagy vznikaji z monocytl po jejich vystupu z krevniho fecisté do extravaskuldrniho
prostoru. S jejich ptfichodem se poji prechod casné faze zanétu do faze pozdni. Maji opét
vyznam piedev§im diky schopnosti fagocytdézy a uvoliovani protedz. B&hem tietiho az
ctvrtého dne vrcholi jejich produkce cytokinl. Mezi zésadni zde patii PDGF a transformujici
rastovy faktor B (TGF-B), dale TGF-a, FGF a IL-1. Makrofagy jsou stimulovany nizkym
obsahem kysliku v ran¢ k produkci faktorti urychlujicich angiogenezi. Aktivuji také bunky
produkujici extracelularni matrix. Jsou zdsadnimi bunkami v procesu zanétu, tvorby
granulaéni tkang a prechodu prvni fize hojeni ran do faze druhé, kterou je proliferace. *> 6

7. 2. 3. Proliferace

Proliferacni faze se castecné prekryva s fazi zanétlivou. Vyznamny je pro ni vstup
fibroblastt a endotelialnich bun¢k do mista rany, k némuz dochazi zhruba druhy az teti den
po vzniku poranéni. Tyto buiky jsou atrahovany TGF- B uvoliovanym trombocyty,
makrofagy a T-lymfocyty. TGF- B zde ma vyznam i pro ukladani extracelularni matrix.
Zvysuje transkripci genti pro kolagen, proteoglykany a fibronektin, snizuje sekreci
metaloprotedz matrix (MMP) a stimuluje tkanové inhibitory metaloproteaz (TIMP). Mezi
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dalsi vyznamné pisobky této faze se tadi interleukiny, TNF-a a FGF. Protoze fibroblasty a
epitelové builky vyzaduji pro svou ¢innost pfitomnost kysliku, je nutné, aby doslo v rané
k obnoveni krevnich cév.

7. 2. 3. 1. Tvorba granulacni tkané

Proces angiogeneze a fibroplazie pak shrnujeme pod pojem tvorba granulacni tkané. Tato
tkan vznikd v ran€ jiz béhem faze zanétu, zhruba dva az pét dni po poranéni. Je nezbytna pro
docasné vyplnéni prazdného prostoru, ktery zde vznikl a v rané pretrvava az do okamziku
piekryti dna rany tkani novou. Granulac¢ni tkan je tvofena novymi krevnimi cévami,
fibroblasty, buitkami zanctu, endotelidlnimi bunikkami, myofibroblasty a komponenty nové
provizorni EM. Slozeni provizorni EM je odlisné od té, ktera se vyskytuje v normalni tkani.
Provizorni matrix obsahuje fibronektin, kolagen, glykosaminoglykany a proteoglykany. Jejimi
hlavnimi komponentami jsou fibronektin a hyaluronan. Hyaluronan vytvaii vysoce
hydratovanou strukturu a umoziiuje migraci bun€k vyznamnou pro proces hojeni rany.

Angiogeneze neboli neovaskularizace je vyznamnou soucasti proliferacni faze. Zakladem
novych cév se stavaji endotelidlni buiikky, pochazejici z cév zachovalych. Ty vysilaji
pseudopodia a protlacuji se skrz EM do mista poranéni. Pro svou migraci vyuZivaji
kolagenazy a aktivator plazminogenu. Ty jim umozni degradovat ¢ast EM a sraZeninu.
Endotelialni buiiky se fadi k sobé a davaji vzniknout jakémusi vyhonku. Tyto struktury se pak
sluCuji za vzniku kapilarnich smycek-lumen cév. Nove vzniklé kapilary jsou velmi kiehké a
propustné. To umoziiuje prostup tekutiny bohaté na proteiny a cervenych krvinek do
extravaskularniho prostoru, a tak nova granulacni tkan je Casto otekla. Rust a proliferace
endotelialnich bun¢k jsou podporovany hypoxii a pfitomnosti kyseliny mlééné v rang. Jakmile
dojde ke zméné tohoto stavu a tkan je adekvatné perfundovand, proliferace a migrace
endotelidlnich buné¢k je redukovéana. Nadbyte¢né cévy pak zanikaji apoptdzou. I pro optimalni
funkeci fibroblasti je potfeba mirn€ kyselé prostiedi v misté poranéni. 456

Mnozstvi fibroblasti v ran¢ vrcholi prvni az druhy tyden po vzniku poranéni. Jejich
proliferace dosahuje vrcholu druhy az tieti den. Do rany migruji z jejich okraji. K pohybu
vyuzivaji fibronektin, pfitomny v provizornim strupu, vzniklém v pfedchozi fazi zanétu, a 3D
uspofadana vldkna EM. Prinik skrz EM jim umoznuji secernované enzymy, jako napft. t-PA a
kolagenazy.

Zhruba po tydnu od vzniku poranéni fibroblasty podstupuji modifikaci bunééného
fenotypu. Takto pozménéné bunky pak ziskaji schopnost kontrakce a vétsi pohyblivost.
Oznacujeme je jako myofibroblasty. Jsou to bunky shodné s bunkami hladké svaloviny. Tato
zmeéna je pravdépodobné zplsobena stejnymi piisobky jako migrace fibroblasti. Tedy napf.
PDGF, TGF-B nebo IL-4. Kontrakce rany je dostiedivy pohyb okolni neponiené ktze. Je
vyznamna predevs§im u zivoCichti s odliSnym typem kaze (tzv. loose-skinned-anglicky
termin), u nichz panniculus carnosus umoznuje snadny pohyb kiize ptes fascii. U ¢lovéka je
kiize mén¢ pohybliva kvuli pfichyceni k spodnim strukturam, a tak ma kontrakce v uzavirani
rany mnohem mensi vyznam. Jeji mira vSak zavisi na hloubce rany. U ran v celé tloustce
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ktze se uplatiiuje vice, nez u téch v ¢astecné tloust'ce kiize. Pii nadmérném stahu rany mtize
dojit az k deformaci a dysfunkci, naopak pii nedostatecné kontrakci rany dochazi k vétSimu
krvaceni a vys$imu riziku infekce. Zpocatku kontrakce pobiha bez zapojeni myofibroblasta.
Vétsinou k ni nedochazi symetricky. °

Fibroblasty vrané produkuji glykoproteiny, glykosaminoglykany, proteoglykany,
fibronektin, elastin a kolagen Zpocatku dominantn¢ kolagen typu III. Jeho syntéza zaCina
druhy az tfeti den a vrcholi mezi prvnim a tfetim tydnem po poranéni. Z pocatku mnozstvi
kolagenu v rané nartistd, pak vSak dojde k vytvofeni rovnovahy mezi jeho syntézou a
degradaci. To je jednim ze signald pro pfechod hojeni do zraci faze. Granulace postupné
ustava a fibroblasty pachaji apoptozu.

Pii syntéze kolagenu je vyznamnym procesem piedevSim hydroxylace prolinovych a
lysinovych zbytkl, ktera probiha po sekreci prokolagenu do extracelularniho prostoru.
Hydroxylovany prolin umoziiuje uspofddani molekuly kolagenu do trojSroubovicové
struktury, kterd je pomérn¢ stabilni. Za anaerobnich podminek, nebo pii nedostatku vitaminu
C pak dochazi k nedostatecné hydroxylaci a vznikla struktura velmi snadno denaturuje uz za
nizSich teplot. Pti pfilisném nedostatku kysliku je rist fibroblasti a jejich produkce EM
inhibovana a miiZze dojit k nadmérné fibrotizaci a zjizveni. Pro stabilitu molekul kolagenu jsou
vyznamné 1 dal8i procesy, které molekula podstupuje mimo produkujici buniku. Jedna se 0
vyStipnuti ¢asti Fetézce a intra- i intermolekularni zesitovani struktury. Presto v misté, v némz
doslo k poranéni, jiz kize nikdy nedosahne pevnosti, tak jako pfedtim. Fibroblasty také

secernuji pusobky, atrahujici do mista poranéni epitelialni buiiky. 456

7. 2. 3. 2. Epitelizace

Poslednim krokem prolifera¢ni faze je epitelizace. Hlavnimi bunkami, zodpovédnymi za
tuto fazi, jsou bazalni keratinocyty z okraju rany a koznich pfidatnych struktur, jako jsou
vlasové folikukuly, potni a mazové Zlazy. Buiikky migruji pfes noveé vytvorenou tkan, aby
vytvofily bariéru mezi ranou a zevnim prostiedim. Keratinocyty mohou migrovat, aniz by
nejprve proliferovaly. Tak jejich pohyb mize zalit jiz n€kolik malo hodin po poranéni.
Nicméné v piipadé hlubokych ran zde chybi tkan, ptes kterou by mohly postupovat, a je nutné
vyckat do vytvofeni granulacni tkdné. Pro zajiSténi dostatecného poctu bunék dochazi
k proliferaci druhy az tieti den po vzniku rany. Dokud neni vnitiek rany vyplnén, jsou
jedinymi proliferujicimi epitelidlnimi butikami ty, na jejich okrajich. Migrace keratinocytl je
stimulovana nedostatkem kontaktni inhibice a napt. oxidem dusitym. Normaln¢ jsou tyto
bunky spojeny navzajem s EM desmosomy a hemidesmosomy. Ty musi byt pied zapocetim
jejich pohybu rozpustény. Keratinocyty také méni sviyj tvar. Zplostuji a prodluzuji se a
vysilaji pseudopodia. Builkky migruji 1 pfes sebe navzijem vytvaii epitelidlni vybezky.
Keratinocyty v kontaktu s bazalni membranou davaji vzniknout stratum basale, ostatni buiiky
pokracuji v migraci.

Pohyb keratinocytim umoziuje stejné, jako Vv piipadé fibroblastu fibronektin. Epitelialni
buniky se pohybuji po granula¢ni tkdni, ovSem stale pod strupem (pokud vznikl). Postupné ho
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tak oddé€luji od spodni tkané. Maji také schopnost ho rozpustit, podobné jako zbytky odpadu
vrang a &ast EM. Secernuji t-PA, proteizy a kolagenazy, jako napt. MMP. Cinnost
epitelidlnich bunék je snazsi ve vlhkém prostiedi. V opacném ptipad¢ totiz vznika vEtsi a tuzsi
strup. Jsou to bunky fagocytujici. Bunky migruji, dokud se ty z protilehlych stran nepotkaji ve
stfedu rany. Pak dojde ke kontaktni inhibici. Migrace je ukoncena a keratinocyty za¢nou
produkovat proteiny bazalni membrany a nastdva opacny proces ve zméné vzhledu bunék, nez
k jakému doslo na poc¢atku epitelizace. Bunky bazalni vrstvy se za¢nou délit a diferencovat
stejnym zpisobem jako za normalniho stavu a dojde k znovuustaveni jednotlivych vrstev
epidermis. *>°

7. 2. 4. Remodelace

Ptechod hojeni rany do zraci a remodelacni faze je signalizovan rozvratem provizorni
matrix, poklesem mnozstvi kyseliny hyaluronové a naristem koncentrace chondroitin sulfatu.
To postupné snizuje migraci a proliferaci fibroblasti. Pocatek zraci faze je charakteristicky i
rovnovahou mezi produkei a degradaci kolagenu. Posledni ¢ast procesu hojeni ran mutze trvat
1 déle nez rok. Tato doba zavisi na velikosti poranéni a charakteru rany. Dochazi k pozvolné
degradaci kolagenu typu III a jeho nahrad€ za pevnéjsi typ I. Plivodné desorganizovana
vlakna kolagenu jsou zesiténa a ulozena do silngjSich podélnych svazkd. Kize v misté
poranéni postupné ziskava vétsi pevnost. Ta vSak uz nikdy neni vétSi nez 80% pevnosti
neporusené kuze. Aktivita rany se snizuje, coz vede k vymizeni zarudnuti jizvy. Klesa pocet

o < fox w Con . . e A
cév i bundk v mist& poranéni. Ty, kdyZ jiZ v ran& nejsou vice potieba, pachaji apoptozu. * > &
15,16
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8. Cytokiny

Jako cytokiny se souhrnné oznacuji zanétové mediatory. V uz$im smyslu jsou definovany
jako solubilni mediatory obranné odpovédi organismu. V S§irSim smyslu termin cytokiny
zahrnuje i rustové faktory krevnich fad (hemopoetické rustové faktory) a rustové faktory
epitelovych a mezenchymovych bunék. 26 Cytokiny putsobi v organismu v koordinaci s
klasickymi hormony a hepatalnimi proteiny akutni faze (APP) jako signalni sit’ a regulu;ji
chovani fady bun¢k imunitniho, hemopoetického, endokrinniho, kardiovaskularniho a dalSich
systémil. Souhrn vazeb, zajistujicich vzajemné interakce téchto bunék za fyziologickych
podminek i v pribéhu systémové zanétové reakce, se oznacuje jako cytokinova sit. Ta
zahrnuje cytokiny a lokaln¢ uvoliiované hormony s podobnymi vlastnostmi (napt. vazopresin,
kortikoliberin), membranové vazané mediatory charakteru cytokini (napf. adhezivni
molekuly), bunécné receptory cytokinl, solubilni inkompletni receptory a antagonisty,
inaktivujici cirkulujici cytokiny a nékteré APP vazajici cytokiny v cirkulaci (napf. ap
makroglobulin) nebo vykazujici nékteré vlastnosti cytokinii (napt. C-reaktivni protein).

Jedna se o informac¢ni molekuly polypeptidové struktury s nizkou molekuldrni hmotnosti
(M; < 80 kDa). Pusobi predevs§im parakrinn¢ a autokrinné. Né&které cytokiny s vyrazné
prozanétovou aktivitou ( IL-6, TNF-a) v prib&éhu syndromu systémové zanétové odpovédi
(SIRS, viz nize) plsobi 1 mechanismem endokrinnim. Efekty cytokind se vzajemné
ptekryvaji, dopliuji a pfes fadu jednoduchych i slozitych vazeb na rlznych tdrovnich
vzajemné ovliviyji. Rizné typy bunék produkuji stejné cytokiny a také jeden typ bunék je
schopen tvofit cytokiny s riznymi U¢inky.

8. 1. Receptory cytokinii

Cytokiny se podobné jako ostatni faktory mezibunééné komunikace (hormony,
neuromediatory) vaZzou na specifické bunécné receptory. MoZnd je 1 jejich vazba na
nekompletni receptorové podjednotky, tzv. solubilni receptory cytokind, schopné vazat v krvi
a dalSich télesnych tekutinach volné cytokiny. Tato vazba, kdy solubilni receptor blokuje
vazebné misto cytokinu, je ve vétsiné piipadt inaktivujici (napf. TNFa). Vyjimeéné je
naopak vznikly komplex solubilni receptor-cytokin navazan na dalsi receptorové podjednotky
na bunéfné membrané a aktivuje postreceptorové déje (napf. IL-6). Solubilni receptory
cytokinli jsou nejcastéji uvolnéné fragmenty membranovych receptorti, vzniklé
proteolytickym S§té€penim. Piipadné se jedna o ptimé produkty genové transkripce, kdy vznikly
protein nemize byt inkorporovan do bunééné membrany, protoze postrada
transmembranovou sekvenci. 2°

8. 2. Déleni cytokinii
Nazvoslovi cytokint je slozité a odrazi predevsim historické souvislosti jejich objevu. V

poslednich desetiletich byly zavedeny tyto skupinové nazvy: interferony, kolonie stimulujici
faktory, interleukiny a chemokiny.
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Interferony (IFN) je oznaCeni pro cytokiny s antivirovym a antiproliferacnim
potencialem. Dale se d¢li na IFN 1. typu (zahrnujici pies 20 podtypt [FNa a jediny typ IFNP),
které se vazi na spolecné receptory a jejich aktivity jsou blizké, a na IFN II. typu (IFNy),
jehoz antivirovy efekt je mén€ vyznamny a pievazuje imunomodulacni ptisobeni.

Kolonie stimulujici faktory (CSF) jsou rustové faktory hemopoetickych kmenovych
bun¢k. Oznacleni kolonie stimulujicich faktorti je v nazvu tii cytokinii (granulocytarni,
granulocyto-monocytarni a monocytarni CSF). Pro IL-3 se vyjimecné pouziva synonymum
“multi-CSF”. Ostatni faktory s hemopoetickym ptisobenim si bud’ zachovaly ptivodni nazev
(erytropoetin), nebo ziskaly oznaceni.

Nazev chemokiny, interkiny nebo chemoatraktanty se pouzivda pro peptidy s
chemotaktickym plsobenim na granulocyty, makrofagy a dal$i skupiny leukocytti. Plsobi
také zvySeni adheze leukocytl k endoteliim, expresi leukocytarnich B, -integrind, tvorbu
leukotrienti atd. Podle strukturalni podobnosti se dosud 14 popsanych chemokinti déli na 2
podtiidy: a-chemokiny (napt. IL-8) a B-chemokiny, liSici se strukturou vazebné sekvence na
N-konci molekuly a umisténim gend, které je koduji.

Interleukiny zahrnuji $kalu zanétovych mediatori s prozanétovym i protizanétovym
pusobenim i nékteré rustové faktory krevnich fad.

Ani déleni popsané vyse vSak nevystihuje funkéni a vyvojové vztahy mezi cytokiny. Dle
mista vzniku Ize vyuzit oznaceni: monokiny (cytokiny tvofené monocyty), lymfokiny
(produkty lymfocytl) nebo neurokiny (peptidy cytokinové povahy ,tvofené nervovymi
buitkami). Podobnost jednotlivych plsobkii na zaklad¢ struktury, funkce, receptorové
podobnosti a mozné evolucni piibuznosti vyjadiuji rodiny cytokind. V soucasnosti je popsano
kolem 130 mediatortt mezibunécné komunikace s charakteristikami cytokind. Jen mala ¢ast z
nich je vyuZivana terapeuticky a diagnosticky. 2°

8. 3. SIRS a CARS

V organismu vedle cytokinii s pfevazné prozanétovym pulsobenim, které se uplatiiuji
piedevsim v inicidlnich fazich obranné odpovédi, funguji i mechanismy opacné. Tato aktivita
se oznacuje jako syndrom kompenzacéni protizanétové odpovédi (CARS), ktery je indukovan
syndromem systémové zanétové odpovédi (SIRS) a probihd soucasné s nim. SIRS predstavuje
obrannou odpovéd’ organismu se snahou lokalizovat a eliminovat exogenni nebo endogenni
patogen infekéniho ¢i neinfekéniho pivodu. CARS je pak soucésti systému negativnich
zpétnych vazeb cytokinové a endokrinni sité a limituje rozsah a trvani SIRS. Kompenzacéni
protizanétova odpoveéd’ zahrnuje mimo cytokini s protizdnétovym pusobenim (napft. IL-4, IL-
10) afunkéni cytokiny s kompetitivné antagonistickym pisobenim na cilovém membranovém
receptoru,  solubilni receptory, vyvazujici cirkulujici cytokiny pfed navdzadnim na
membranovy receptor, kompetici cytokini na urovni spole¢nych receptorovych podjednotek,
down-regulaci membranovych bunécnych receptorti, inhibitory zanétu mimo cytokinovou
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kaskadu (napt. PGE;), aktivaci osy hypothalamus-hypofyza-nadledvinky (HPA) s
hyperprodukci kortikoidi a syntézu APP.

8. 4. Proteiny akutni fdze

Hlavnimi induktory syntézy APP jsou prozanétové cytokiny. Ostatni faktory maji pouze
modulaéni Ulohu a nevedou k navozeni charakteristického obrazu zanctové jaterni
proteosyntézy. Reakce APP tak odrazi ndstup, intenzitu a vzdjemné antagonistické poméry
cytokinové sit€¢. Rozhodujicim induktorem vétSiny pozitivnich APP a inhibitorem negativnich
APP je IL-6. Zprostifedkované indukci IL-6 pak pusobi IL-1 a TNFa, které v experimentech in
vivo dokazou také navodit plny rozsah reakce APP. Vyznamna je jejich vzajemna interakce a
casova navaznost. Nezbytnym piedpokladem plného rozvinuti syntézy APP v pribéhu
zandtové odpovédi je piitomnost glukokortikoidti. Uéinek t&chto rozhodujicich faktort je
dopliiovan pisobky s podobnym receptorovym a transmembranovym mechanismem ucinku a
naopak vyvazovan vlivem cytokinii s pfrevazné protizdnétovym nebo imunomodulac¢nim
ucinkem (napt. IL-4, 1L-10, IL-13). Modulace syntézy APP zavisi nejen na pfimych ucincich
ptislusného cytokinu na hepatocyty, ale 1 na jeho interakci s dal§imi medidtory zanétové
odpovédi. Protizanétové pusobky ovliviiuji stimulaci ¢i inhibici syntézy IL-6, IL-1, nebo
TNFa zprostredkované syntézu APP vyznamnéji, nez pfimym efektem na hepatocyty.

APP lIze délit na 2 skupiny. Na proteiny L. a II. typu, dle jejich regulace v pribéhu zanétové
odpovédi. Za APP L. typu jsou pokladany ty proteiny, jejichz syntéza je stimulovana TNFa,
IL-1 a IL-6 (C3 slozka komplementu). Proteiny tohoto typu jsou indukovany béhem nékolika
hodin po zanétovém stimulu. APP IL. typu jsou proteiny, které jsou stimulovany IL-6 a
glukokortikoidy, zatimco TNFa a IL-1 se na jejich stimulaci nepodileji, nebo ji dokonce
inhibuji (skupina inhibitorti proteaz). Plazmatické hladiny maji pozvolngjsi dynamiku nez
APP L typu a odrazeji lokalni poméry cytokinti v jaterni tkani. Odpoveéd” APP II. typu je
vyrazn€j$i zejména u chronickych zanétl, nékterych virdz a hematologickych malignit, kde je
rovnovaha mezi IL-6 a IL-1 vychylena ve prospéch IL-6.

VétSina APP ma protektivni vliv na tkan€ a omezuje rozsak tkanového poskozeni volnymi
leukocytarnimi protedzami a oxidaénim stresem a pfipravuje podminky pro reparacni fazi
zanétu (napf. iniciaci angiogeneze). APP je v zdsed¢ moZzné zaradit mezi mechanismy
kompenzaéni protizan&tové odpovédi. 2°

8. 5. Cytokiny, vvznamné v procesu hojeni

Dale bych se zamé¢fila na cytokiny, které maji v pribéhu hojeni ran nejvétsi vyznam, a na
jejich ucinky, jimiz praveé tento proces ovlivituji. Vycet vSech funkci riiznych ptisobkt by byl
mnohem vétsi, pro tuto praci vSak bez vétsiho vyznamu.

Interleukin-1 (IL-1) existuje ve dvou solubilnich formach, IL-1a a IL-1p. Ob¢ varianty
maji stejnou molekularni hmotnost 15 kDa, vykazuji strukturni podobnost, vazi se na
spolecné receptory a jejich ucinky jsou totozné. Jsou vSak kdédovany odliSnymi geny. Vznikly
prekurzor molekularni hmotnosti 31 kDa je $tépen enzymem kaspazou do podoby aktivniho
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cytokinu. V zanétové odpovedi je dominujici cirkulujici formou IL-1B. Druha forma proteinu
zustava predevSim navdzdna na bunécné membrané. Zdrojem IL-1 jsou makrofagy a
polymorfonuklearni leukocyty (PMN). Jak jiz bylo zminéno vySe, patii k hlavnim
prozanétovym cytokinim casné faze SIRS se Sirokym spektrem ucinkd. IL-1 indukuje
syntézu fady APP v jatrech, ma chemotakticky a aktivacni efekt na PMN a stimuluje jejich
vyplaveni z kostni dfen¢ v pribéhu zanétové odpovédi. Je endogennim pyrogenem, hlavnim
aktivatorem HPA stresové osy a syntézy dalSich stresovych hormontt v hypofyze a
hypotalamu. Ve studiich na prasatech i lidech se prokazal pozitivni vliv IL-1 na hojeni ran.
Tento piisobek zrychluje reepitelizaci, tak vyznamnou u obou druhi.

Interleukin-6 (IL-6) je prokazatelné jedinym cytokinem, ktery je schopny rozvinout plny
obraz reakce akutni faze. Reguluje vSechny hlavni pozitivni a negativni APP. Hlavnim
zdrojem IL-6 jsou makrofagy, PMN a T-lymfocyty. IL-6 stimuluje prolifera¢ni a funk¢ni
aktivitu T a B lymfocytl, zvySuje hematopoeticky efekt IL-3 na pluripotentni kmenové
buitkky, ma kostimula¢ni efekt v procesu zrdni megakaryocytli, indukuje proliferaci
mezangialnich bunék , keratinocytt a indukuje tvorbu IL-2 a expresi jeho receptort. Do tzv.
cytokinové rodiny IL-6 patfi nyni 9 cytokini (napi. IL-11, leptin, granulocytarni kolonie
stimulujici faktor). Maji velmi podobné, ale ne zcela totozné funkcni charakteristiky.

Faktor nekrotizujici tumory a (TNFa) je produkovan monocyty, fibroblasty a T
lymfocyty. Jedna se o pyrogen, stimulator imunitni odpovédi a modulator fady metabolickych
funkci. Uginky TNFa se &asteéné prekryvaji s IL-1B. TNFa aktivuje neutrofily, B lymfocyty a
endotel (se sekundarnim zvySenim permeability, vazodilataci, expresi adhezivnich molekul a
zvySenim prokoagula¢ni aktivity endotelu). Tento protein stimuluje proliferaci vaziva a
aktivuje syntézu APP v jatrech. Pro TNF existuji 2 rozdilné typy receptort. Typ TNFR-I (také
typ B, nebo typ B) a typ TNFR-II (také typ A, nebo typ a). Oba typy receptort jsou vysoce
afinitni pro TNFa i TNFp. Prakticky vSechny bunééné typy exprimuji jeden, nebo oba typy
receptord.

Transformujici rustovy faktor p (TGF-B) vykazuje protizanétové pusobeni v prub&hu
zanctoveé odpovédi, ale 1 fadu GcCinkl tkanove specifickych, stimulujicich nebo inhibujicich
proliferaci bunék. V soucasné dobé je zndmo 5 izoforem. TGFf ovliviiuyje rist, diferenciaci 1
aktivity fady bunéénych typtu. Efekty na T lymfocyty, monocyto-makrofagy, NK buiky a
hematopoetické prekurzory maji pfedev§im inhibicni (protizénétovy) charakter. Na liniich
krysich hepatocyti byl prokdzan inhibi¢ni vliv na stimulovanou produkci fady APP
navozenou napt. TNF, IL-1, IL-6 ¢i IL-11. Na druhou stranu TGFB shodné s hlavnimi
prozanétovymi cytokiny inhibuje syntézu nékterych negativnich APP (albumin).

Transformujici ristovy faktor o (TGF-o) ma ucinek piedev§im na epitelidlni bunky.
Stimuluje mitézu, podporuje zanétlivou odpoveéd’, inhibuje mechanismy vedouci k apoptdze a

v . . ., 2
celkové stimuluje hojeni ran. %

Fibroblastovy ristovy faktor (FGF) patii do rodiny multifunkénich proteint, které jsou
piedevsim mitogeny. Uplatiiuji se jiz béhem embryonalniho vyvoje a pii hojeni ran tkvi jejich
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vyznam hlavné ve stimulaci angiogeneze a proliferace fibroblasti, které davaji vznik
granula¢ni tkani. FGF podporuje rist novych krevnich cév z preexistujici vaskulatury a je
ucinnéjsi, nez vaskularni endotelialni riistovy faktor, nebo z desti¢ek odvozeny rustovy faktor.
FGF7 a FGF10 (neboli keratinocytovy rastovy faktor KGF a KGF2) stimuluji proliferaci,
migraci a diferenciaci epitelidlnich bun¢k. Fibroblastové ristové faktory vazi heparan sulfat,
proteoglykan, obsazeny v extracelularni matrix, kde se také nachazi. 2 4

Z desticek odvozeny ristovy faktor (P-DGF) existuje v 5 izoformach. M4 vyznam
pfedevsim ve stimulaci angiogeneze a bunéném dé¢leni fibroblastit. PDGF zahajuje
chemotaxi neutrofild, makrofagl, fibroblasti a bunc¢k hladké svaloviny. Ma také mitogeni
aktivitu v pripadé& hladkosvalovych bungk a fibroblasti. **

Vaskularni endotelidlni ristovy faktor (VEGF) je dulezitym signalnim proteinem
vaskulogeneze (de novo formace embryonalniho ob&hového systému) i angiogeneze (tvorba
krevnich cév z preexistujici vaskulatury). Podporuje mitézu i migraci endotelialnich bun¢k a
pusobi chemotakticky na makrofagy a granulocyty. VEGF funguje také jako vasodilatator a
faktor zvysujici cévni permeabilitu. Jeho tvorba je indukovana v bunkach s nedostatkem
kysliku. 42

Epidermalni ruastovy faktor (EGF) hraje vyznamnou roli v regulaci rlstu, proliferace a
diferenciace buné¢k. Jeho G¢inky na hojeni ran byly studovany in vitro u prasat i lidi. Vysledky
jednotlivych studii se vSak rozchéazeji. Nékteré studie prokazaly stimulujici vliv EGF na
reepitelizaci, jiné toto nepotvrdily. Tyto rozdilné vysledky mohou byt zptisobeny napi.malym
rozsahem studii, ¢i subjektivni povahou hodnoceni ran. EGF ptisobi prostfednictvim receptoru
pro epidermalni rastovy faktor (EGFR) na povrchu bunék. Ten je ve velké mife zastoupen i

na povrchu mnoha typt bun¢k nadorovych, které se pak v pfitomnosti EGF nepfimé&fené déli.
38

Insulinu podobny rustovy faktor (IGF) je polypeptid s vysokou sekvenéni podobnosti
insulinu. Je secernovan ptredevs§im v jatrech v odpovédi na stimulaci ristovym hormonem.
Uplatituje se v regulaci mnoha fyziologickych 1 patologickych stavii. IGF podporuje
proliferaci bun€k a inhibuje apoptozu. Ovliviiuje témét vSechny bunky v téle, pfedevSim vSak
buiky svald, chrupavek, kosti, nervi, ktize, jater, ledvin a plic. 26,38, 39, 40, 41, 42, 43, 56, 57

8. 6. Dalsi mediatory vyznamné v procesu hojeni

Dalsimi dalezitymi mediatory pfi hojeni ran jsou protedzy, enzymy Sté€pici bilkoviny
pfitomné ve vSech exudatech ran. Hraji klicovou ulohu. Klasifikuji se podle struktury
aktivniho mista na metaloproteazy, serinové, cysteinové a aspartové proteazy. Jsou
produkovany v riznych bunkéch (granulocytech, keratinocytech, fibroblastech) v proaktivni
nebo latentni formé a pro plné plisobeni musi byt aktivovany. Tkanové inhibitory (TIMP)
naopak pusobeni proteaz omezuji. Rovnovaha mezi tvorbou a degradaci tkan¢ je dana
pomérem proteaz a jejich inhibitorti. NaruSeni rovnovéahy pii nadbytku protedz a nedostatku
inhibitort udrzuje pak ranu v chronicité. Navic nadbytek protedz destruuje riistové faktory.
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Nejzajimavéjsi z hlediska hojeni ran jsou matrixové metaloproteazy (MMP). Jednd se o
podtiidu 17 zndmych zinek-dependentnich endopeptiddz. Pfitomnost zinku v molekule je
nutnd pro spravnou funkci enzymu. Jsou syntetizovany jako inaktivni zymogeny a aktivuji se
odstépenim malého fragmentu. Jejich fizena aktivace je nezbytnd, jinak by dochazelo k
nekontrolovanému S$tépeni vlastnich bilkovin. Optimalné funguji za fyziologického pH.
Degraduji 1 nebo vice proteini EM. V kapilarach degraduji bazalni membranu obklopujici
kapilarni endotel, a tim vlastn¢ usnadiiuji angiogenenzi. Béhem zavérecné faze hojeni jsou
MMP produkovany myofibroblasty, napomahaji pieméné a kontrakci aktinu téchto bungk,
¢imz dochazi ke zmenSovani rany kontrakei rané matrix. Tkanové inhibitory jsou znamy jako
TIMP-1, -2, -3, -4. *® Podrobné se vlivem MMP pii hojeni ran zabyvala ve své diplomové
praci Zuzana Proskova. 61
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9. Faktory ovliviiujici hojeni ran

Faktory ovliviiujici proces hojeni ran 1ze rozdélit na vnitini a vnéjsi. Vychazeji z poznatka
o fyziologii a patologii hojeni ran. Mezi vnitini faktory patfi samoziejmé celkovy zdravotni
stav, v€k, vyzivovy status, prokrveni tkdni a charakter zadnétlivé odpovédi. Faktory vnéjSimi
jsou infekce, medikace, mechanicky ¢i chemicky stres, vysychani, teplota v rané¢ a
neodstranéné zbytky tkani. °

9. 1. Vnitrni faktory

Co se tyka celkového zdravotniho stavu, tak systémovymi pii¢inami poruch hojeni ran
mohou byt nadorova onenocnéni (véetné radio- a chemoterapie — faktory vnéjsi) i chronicka
infekéni onemocnéni (napt. AIDS, TBC, sepse).

S rostoucim vékem se poji jednak vyssi vyskyt chorob, z nichZ mnohé hojeni ran ovliviuji,
a jednak ubyvajici kvalita vazivové tkané. Dochazi k ubyvani elasticity, pevnosti v tahu,
snizuji se hydratace a nutri¢ni kvality klize, coz v§echno negativné ovliviluje procesy hojeni.

Hojeni je proces extrémné energeticky 1 latkové naro¢ny. Stavy malnutrice rzné etiologie
velmi ovliviiuji regeneracni schopnost tkani. Pro tyto stavy je charakteristické snizeni télesné
hmotnosti, mnozstvi tukovych rezerv (ne u kwashiorkorového typu), koncentrace sérovych
proteind (napi. albumin, prealbumin, transferin), dale je ptfitomna imunosuprese, vyjadiena
poklesem poctu lymfocytli v krvi nebo anergii. NejrizikovéjSimi faktory pro zhorSeni hojeni
ran jsou ubytek hmotnosti a deplece proteini zvlasté akutné vzniklé (v pribéhu nékolika
tydnu).

Dostate¢né prokrveni tkani méa vyznam pro piivod kysliku, zivin, bun€k imunitniho
systému a odvod splodin metabolismu z rany. To zajiStuje krev a cévni systém. Poruchy jsou
zpusobeny bud'to nedostatecnosti kardiopulmonalniho systému (poruchy arterialni perfuze —
ischemie, méstnani ve velkém ob&éhu — periferni otoky), onemocnénim cév (napf.
aterosklerdza, Zilni insuficience, poruchy lymfatické drenaze, pfetrvavajici vazokonstrikce), ¢i
hematologickymi vadami (napt. poruchy hemokoagulace, anémie, nedostatek nebo nadbytek
neutrofilnich granulocytli). Rozmezi pO,, kdy tkanové oxygenazy mohou fungovat, je 20-200
mm Hg. B&zné pO, v asném sekretu je asi 30-40 mm Hg, tzn. Ze tyto enzymy nepracuji v
plném rozsahu své funkéni kapacity. Terapeuticky lze zvysit pO; ve tkénich nékolika
zpisoby: dychanim koncentrovaného Oj, pouzitim hyperbarickych komor (b&Zné pouZivany
tlak je do 2-3 atm.) nebo pouzitim roztokti vazajicich kyslik pro ptimou aplikaci do rany.

Neadekvatni zanétliva reakce zptsobuje poruchy hojeni. Snizend zanétliva odpoveéd’ vede
ke zpomaleni hojeni. MliZe byt zplisobena imunitnim defektem, zménami v sekreci hormond,
pusobicich oslabeni inicialni zanétlivé faze hojeni (napt. glukokortikoidy, kombinace hladin
estrogenil a gestagentl, jaké se objevuji v te€hotenstvi), nebo arteficidlné medikaci. Naopak
zvySena zanétliva reakce v mirné formé vyvola tvorbu hypertrofické jizvy. V silnéjsi formée
muze dojit k takové stimulaci zanétlivych bunék, Ze zacnou produkovat cytokiny v
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cytolytickych mnozstvich a velké mnozstvi protedz. Nemusi dojit k tvorbé granulacni tkén¢, a
nebo dojde k rozpusténi té jiz vzniklé. Prolongovany zanét vede ke vzniku nadmérného

zjizveni. P¥{¢inou jsou obvykle infekce nebo pritomnost cizich t&les. "% 10-11:24

9. 2. Vnéjsi faktory

Pro proces hojeni ran jsou vyznamné bilkoviny, tuky i cukry. Proteiny jsou ve formé
aminokyselin zasadnim zdrojem pro tvorbu bilkovinnych struktur hojici se tkané, tuky
zdrojem energie a sacharidy zdrojem energie a stavebnich latek, pfi¢emz je nutno podotknout,
ze velka ¢ast sacharidovych podjednotek molekul matrix vazivové tkdn€ je novotvorena.

Vedle téchto bazalnich latek je nezbytny i dostatek vitamini a minerald. K jejich absenci v
organismu muze dojit pfi jejich nedostatecném piijmu potravou, ale i v obdobi zvySené
potfeby organismu, jako jsou napf. infekce, rozséhlejsi reparacni procesy, chronicka
onemocnéni, t€hotenstvi nebo riist a vyvoj organismu.

9. 2. 1. Vitaminy

Naprosto zasadni pro tvorbu kolagenu je vitamin C - kyselina askorbova. Pusobi jako
kofaktor redoxnich reakci, tj. v pfipadé kolagenu se ucastni hydroxylace lyzinu a prolinu.
Vznikajici aminokyseliny hydroxylyzin a hydroxyprolin jsou nutné pro jejich schopnost tvofit
pevné vazby mezi jednotlivymi vlakny, tzn. pro tvorbu kvalitniho, pevného vaziva. Z dalSich
ucinkd souvisejicich s hojenim ran je nutno uvést, ze pusobi i jako ochranny protiinfekéni
faktor. Redukci Fe** na Fe?* v travicim traktu zvySuje biologickou dostupnost Zeleza a
zvySuje ucinnost kyseliny listové. Pii nedostatku kyseliny askorbové se v rizné mite projevuji
ptiznaky skorbutu, tzn. zvySena vnimavost k infekcim, krvaceni dasni a zhorSena kvalita
vaziva pi1 hojeni ran.

Vitamin Bl (thiamin) je kofaktorem pyruvatdekarboxylazy, vyznamného enzymu
pentézového cyklu. Jeho deficit se projevi snizenou utilizaci glukozy, coz mé za nésledek
poruchu energetického metabolismu. Typickym projevem je nemoc beri-beri, kterd postihuje
nervovy a kardiovaskularni systém.

Vitamin B2 (riboflavin) je zakladem flavin adenin dinukleotidu (FAD) a flavin
mononukleotidu (FMN), které jsou soucasti fady respira¢nich flavoproteint, a ma vitalni
vyznam pro oxidacni, tedy opét energeticky metabolismus.

Vitamin B3 (niacin) je ve tkanich pfeménén na aktivni formu nikotinamid adenin
dinukleotidu (NAD) a ve druhém stupni na nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADP).
Jednd se o koenzymy dehydrogendz katalyzujicich redoxni reakce, nezbytné pro tkanoveé
dychani.

Vitamin B6 (pyridoxin) se jako koenzym ucastni metabolismu aminokyselin, syntézy
lipidii a hemoglobinu. Pfi jeho nedostatku se rozviji seborrhoickd dermatitida, stomatitida ¢i
pyridoxin-dependentni anémie.

26



Diplomova prace: Vliv MDOC nanotextilie na hojeni akutniho kozniho poranéni

Kyselina listova a vitamin B12 (kyanokobalamin) hraji roli pti procesu hojeni ran v tom
smyslu, ze anémie, vznikajici pfi jejich deficitech, mize zptisobovat nedostate¢ny pO, ve
tkanich.

Vitamin A spoluptisobi pfi tvorbé mukopolysacharidu a ovliviiuje keratinizaci a mukdzni
sekreci ve tkanich.

Vitamin D se podili na rlstu a vyvoji epitelidlnich bun¢k. Transkutanné¢ se vyuziva napf. v
terapii psoridzy, kdy pisobi antiproliferacné a stimuluje diferenciaci keratynocyti. Vitamin E
(tokoferol) se podava empiricky pfi onemocnénich kiize (napt. ekzémy). Ma antioxidacni a
imunomodulac¢ni aktivitu-schopnost potlacovat lokalni a chronicky zanét.

Vitamin K je kofaktorem pii tvorbé nekterych hemokoagulacnich faktorti (napt. 11, VII,
IX, X). Jeho vyznam je dan tim, ze hemostaza stoji na pocatku celého procesu hojeni.

Empiricky se pro zlepSeni kvality kize a vlastu podava vitamin H (biotin), fungujici jako
kofaktor v metabolismu bazalnich zivin.

9. 2. 2. Mineralni latky

Zinek je kofaktorem vice nez sta riiznych enzymi. Ucastni se energetického metabolismu,
riznych procestt intermedidlniho metabolismu, je dulezity pro tvorbu inzulinu,
spermatogenezi a syntézu testosteronu. Jeho nedostatek zptsobuje retardaci rdstu a vyvoje,
poskozeni kiize, adnex a zpomaluje proces hojeni ran.

Zakladni funkce Zeleza je déna pfitomnosti v molekuldch hemoglobinu a myoglobinu, kde
vaze kyslik. Je soucasti cytochromt, které se podili na transportu elektroni v oxida¢nim
metabolismu. Jeho nedostatek vede k normocytarni anémii a dochazi k potlaceni funkce
myeloperoxidazy lymfocytl a neutrofilt, tedy k potlaceni jejich schopnosti tvofit oxidované
halogenové slouceniny, dilezité pro ni¢eni bakterii. Zdéanlivé paradoxnim tc¢inkem je snizeni
schopnosti mnozeni bakterii pfi sepsi.

Méd’ katalyzuje vstup Zeleza do porfyrinového jadra, je nezbytnd pro zdravé nehty a
vlasy, podili se na extracelularni modifikaci kolagenu. %% 1%-11-24
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10. OSetrovani ran

Kize ma vyznamnou funkci ochranné bariéry organismu proti fyzikalnim, chemickym i
biologickym vliviim. Jeji naruSeni tak S sebou nese mnohé komplikace. Proto je snaha jeji
funkci po dobu hojeni rany alespon ¢asteéné nahradit a podpofit, usnadnit a urychlit proces
obnovy kiize. K tomu se vyuzivaji riazné prostfedky farmakologické (masti, krémy, pasty,
gely, tinktury) a vhodné kryci materidly. Jejich vybér zavisi na aktudlnim stavu rany a fazi
hojeni, v niz se defekt pravé nachazi.

Kryci materidly se deli dle skladby a fyzikalnich vlastnosti na priméarni a sekundarni.
Primérni kryti je pfimo ve styku sranou, absorbuje sekret, zabrafiuje vysuSeni a vstupu
infekce do rany a podporuje jeji reepitelizaci. Sekundarni kryti je umisténo az na primarnim a
jeho funkei je dal3i ochrana rany, komprese, adheze a podpora absorpce. **

10. 1. Typy terapie

V tzv. klasické terapii se vyuzivad kombinace farmakologické 1é€by se sekundarnim krytim
(napf. vata, vyrobky z gazy). Jedna se o tzv. suché hojeni, kdy je zabranéno kontaktu rany
s okolim. Pouziti této techniky vSak vede vran€¢ k vytvofeni nepiirozenych podminek
zpomalujicich hojeni a je spojeno i se znacnym dyskomfortem pro pacienty.

V souéasné dob¢ se vsak stale vice uplatiiuje tzv. terapie vlhka, vyuzivajici pfirozeného
fyziologického hojeni za vlhkych podminek. V takové situaci dochazi k idedlnim podminkam
pro rast granulacni tkané i epitelia. Krom¢ samotného vlhkého prostfedi v rané zde hraje
diilezitou ulohu i teplota- ideélni je kolem 37 °C. Tyto podminky zajistuji tzv. terapeutické
materialy a dodrzeni urcitych postupl (napt. prevazy ran za del$i ¢asovy usek 2—7 dnil). Pri
snizovani teploty v ran€ se hojeni zpomaluje. Moderni kryti je nepropustné pro
mikroorganismy a mélo by vyloucit dal§i kontaminaci rdny. VétSina obvazll je vyrabéna z
materiall, které maji minimalni riziko senzibilizace a iritace. Pro pacienty s chronickymi
ranami mnohdy tyto materidly pfinaSeji komfort v 1écbé vzhledem ke snadné manipulaci,
snimatelnosti a moZnosti prodlouZeni intervalu pfevazi. Nékteré maji 1 ¢asteCny analgeticky
ucinek a mohou pohlcovat neptijemny zapach. Jednotlivé typy moderniho kryti rozdélujeme
do skupin dle mechanismu Géinku. '/

10. 2. Druhy krycich materialii

Absorpéni kryti (napt. Sterilux ES®, Zetuvit®) jsou vyribéna z netkaného materialu
viskdzového, bavinéného, nebo polyesterového s vysokou absorpcni schopnosti. Vzhledem k
vyrazné saci kapacité maji Siroké spektrum pouziti. Pouzivaji se bud’ jako primarni kryti (tzv.
klasicka terapie), nebo jako sekundarni kryti na rany stfedn¢ az siln¢ secernujici.

Hydrokoloidni kryti (napt. Aquacel®, Tegasorb®™) jsou okluzivni dvojvrstevna kryti.
Zevni vrstvu tvofi pénova, pro vodu nepropustna polyuretanova hmota. Vnitini absorpéni
vrstva  obsahuje  hydrokoloidni  polymerovy  komplex  Zelatiny, pektinu a
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karboxymetylcelulozy. Hydrokoloidni partikule reaguji se sekretem z rany a vytvareji tak
gelovou hmotu, ktera zajistuje piiznivé klima pro hojeni rany s vlhkosti kolem 90 % a
pozadovanou teplotou. Tento druh kryti je vhodny pro granulujici rany, mirné az stfedné
secernujici. VSechna hydrokoloidni kryti vSak nemaji zcela totozné slozeni, takze
I terapeutické pouziti se mirné€ 1isi. Na celulézovém zakladé je postavena také technologie
vysoce absorpcnich vlaken Hydrofiber®. Toto kryti zadrzuje bakterie mnohem efektivnéji nez
gaza nebo alginaty, a tim minimalizuje riziko zktizené infekce. Jeho absorpce je 25 krat vyssi
nez jeho vlastni hmotnost. Ma vysokou schopnost zadrzovat exudat uvniti vlakna, a to i pod
kompresi. Tim je prakticky vylou¢ena macerace okolni zdravé tkané.

Hydropolymery (napk. Tielle®) jsou obvazy podobné hydrokoloidim. Mechanicky piisobi
na spodinu rany a absorbuji pfebyte¢ny exudat. Jsou vhodné u defektl mirné secernujicich,
neinfikovanych, k podpofe granulace a epitelizace. Hydropolymery jsou bud’ nepartikulované
polymery, nebo mixtury polymerd s hydrofilnim u¢inkem. U nékterych polymerl je udavan
obsah vody az 96 %. Forma gelu zajistuje dobré vyplnéni ran. Pouzivaji se uran, které
vyzaduji hydrataci, zmékceni a odlouceni nekrotické tkané pti dodrzeni podminek vlhkého
hojeni ran. Po aplikaci chladi, a tim snizuji bolest. Vymeéna se tidi velikosti sekrece (asi za 3
az 7 dnl). Pii vycCerpani kapacity dochdzi ke vzniku puchyie, sekundarni kryti neni nutné.

Hydrogely (napf. Hydrosorb®) jsou transparentni materialy z polyuretani s vysokym
podilem vody, jez poskytuji dobré monitorovani rany bez pfevazu. Jsou na jedné strané
schopny rehydratovat suchou tkan a na druhé strané absorbovat sekret exudativnich ran. Jsou
vyrabény ve formé kompaktni a amorfni. Kombinuji se s filmovymi obvazy a neadherentnimi
obvazy.

Alginaty (napt. Sorbalgon®, Kaltostat™) jsou vytazky z hnddych moftskych fas. Lécebny
efekt téchto fas je zndm po staleti. Alginat, polysacharid, je sloZen z kyseliny guluronové
a manuronové. Vlastnosti jednotlivych alginath jsou odvozeny z poméru téchto dvou latek
Vv produktu. Tento druh kryti md vysokou schopnost absorpce, proto se alginaty pouzivaji u
siln€ secernujicich ran. Pfi kontaktu se sekretem rany se méni v nedrazdivou a nepfilnavou
gelovou hmotu, pfipominajici vodni fasy. Sodné ionty =zrany jsou alginatem
piijimany,vapenaté ionty z algindtu jsou odevzdavany. Se sekretem rany jsou pohlcovany i
choroboplodné zarodky.

Kolageny jsou schopné absorbovat sekret, podporovat proces hojeni a povzbuzovat
novotvorbu vlastnich kolagennich vldken ve tkani. V ran€ se kolagen vstfebava a dopliuje se
po dvou az tfech dnech. Hodi se pro rany c¢isté, mirné¢ az stfedné secernujici. Chitosan
s kolagenem lze aplikovat na rany bez znamek masivni infekce, stfedné az silné secernujici,
povrchové i hluboké. Vyhodou je hemostaticky efekt. Pro rany vlhké a siln€ secernujici,
zapéchajici je mozné pouzit maltodextrin, 17181 20.21,22,23,25

Pénova polyuretanova (PermaFoam®, Allevyn®) kryti jsou jednoducha nebo vicevrstevna

kryti, vyrabéna z mékkych polyuretanovych materialti, propustnych pro vodni pary a plyny.
Kontaktni vrstva umoznuje absorpci do vrstvy, jez v pfitomnosti sekretu nabobtnava. Vnéjsi
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vrstva byva semipermeabilni. Jsou to hydrofilni prostfedky, které podle druhu vyrobku mayji
riznou drenazni schopnost a absorp¢ni kapacitu. Optimalni pomér mezi absorpci a redukci
prebyteéného sekretu udrzuje ranu primétené¢ vlhkou. Spole¢né s exudatem jsou pojimany i
bakterie a zbytky odumielych bunék. Tim se pénové obvazy podileji na ¢isténi rany.

Filmy (napi. Mefilm®, Suprasorb F®) jsou slozeny z polyuretanu a jsou pfilnavé po celé
plose. Na jedné stran¢ jsou opatieny adhezivnim akrylatem se samolepici schopnosti. Filmy
jsou semipermeabilni. Nejsou schopny absorbovat ani sebemensi mnozstvi exudatu. Jsou vsak
prihledné, coz miize mit za jistych podminek vyhodu pro oSetfovatele. Tvofi bariéru proti
infekci a pouzivaji se u povrchovych defektt, jako sekundarni kryti ¢i k fixaci kanyl. Filmy
existuji i ve formé spreje.

Kryti s aktivnim uhlim (napf. Actisorb plus®)jsou sloZena z tkaniny obsahujici aktivni
uhli, jez absorbuje pach. Proto jsou pouzivané u povleklych a zapachajicich defektl. Protoze
vétSinou nemaji savou vrstvu, je nutné pouzit sekunddrni absorpcni kryti. Toto kryti je vhodné
pro siln¢ a stfedné€ secernuji rany a pro rany s piiznaky infekce.

Enzymatické prostiedky obsahuji hydrolytické enzymy, které nahrazuji nedostatek
vlastnich enzymu zapojenych do procesu hojeni. Jejich plisobenim se $tépi naruseny tkanovy
kolagen, fibrin, rozklad4 se deoxyribonukleova kyselina z jader poSkozenych bunék, a tim se
docili bezbolestného vycisténi rany.

Moderni mokré interaktivni kryti (napt.TenderWet™), reprezentované polyakrylatovym
polstatkem v polypropylenové nepfilnavé sitce se superabsopénim jadrem aktivovanym
Ringerovym roztokem, je klasickym pfedstavitelem bioaktivni terapie. Ta spociva v
kombinaci G¢inného mokrého obvazu s absorpéni slozkou. Ringeriiv roztok je pribézné
uvoliiovan do rany, aktivné zmeékcuje a rozpousti nekrdézy a soucasné absorbuje zbytky
odumfielych buné€k a choroboplodné zarodky (osmolyticky debridement). Uzivad se u ran
smiSenych, infikovanych, povrchovych, hlubokych i povleklych.

Hydrobalan¢ni kryti 1ze s vyhodou pouZit pro rany s malou aZ stfedni sekreci, které
potiebuji udrZet rovnovahu vlhkosti (bércové viedy a jiné chronické rany). Tento material by
m¢l bez potfeby vymény reagovat na zmény vlhkosti. V pfipadé kolonizace rany jej lze
kombinovat s antimikrobnimi latkami.

Sitova kryti (napf. Atrauman®, Bactigras®) jsou tkaniny s vét$imi, ¢ mensimi oky z
bavinéného materidlu, viskdzy, nebo polyesterovych vldken. Textilni materidly jsou
impregnovany nedrazdivymi mastovymi zaklady s neutrdlnim uc¢inkem na kiizi a mnohé z
nich jsou doplnény Gc¢innymi latkami, které jim dodavaji aditivni vlastnosti. Jsou permeabilni

a pouzivaji se pievazné u povrchovych ran, abrazi, ran chirurgickych a popalenin. K rané
. 11,17,18,19, 20, 21, 22, 23, 25
neadheruji.

Pro granulujici a epitelizujici suché rany lze s vyhodou pouzit silikon. Nepfilne k rang,
snizuje trauma pii pievazu a lze ho ponechat v rané¢ nckolik dni. Pro rany secernujici je
dostupné adherentni absorp¢ni kryti potazené silikonovou vrstvou. Specidlni adhezivni kryti
pro keloidni a hypertrofické rany se uziva k oSetfeni jizev, aplikuje se na zhojenou kuzi.
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Pisobenim silikonového platku dochazi po urcité dobé ke zmékceni jizvy, k vylepSeni jeji
textury a zmén¢ zabarveni. Je vSak nutna dlouhodoba aplikace (2-9 mésicit).

Biomechanicky obvaz (napi. Promogran®) piedstavuje kryti slozené z oxidované
celulozy s kolagenem, které je schopno inaktivovat Cinnost proteaz v chronické ran¢ a
zaroven chranit rastové faktory. Proteazy na sebe vaze. Je urCen pro chronické stfedné
secernujici granulujici a epitelizujici rany. Je plné vstiebatelny.

Antiseptické Kkryci materialy jsou neadhezivni kryti impregnovand antiseptickou
slozkou. Takové latky zneskodnuji patogenni mikroorganismy, vyskytujici se v prostiedi
zivych tkéni, na ranach, sliznicich a kizi. Pouzivaji se k prevenci vzniku sekundarni infekce a
k dezinfekci. Pisobi nespecificky a vétSinou se vyznacuji velmi Sirokym spektrem ucinku.
V soucasnosti se v praxi pouzivaji pfedev§im materialy, které obsahujici jod, nebo stiibro.

Stiibro (napf. Acticoat®, Atrauman Ag®) pusobi jako tézky kov poskozeni transportniho
systému elektroni v bunce bakterie a poskozuje také syntézu bakterialni DNA. Bakterie
usmrcuje jiz béhem tficeti minut po aplikaci. Minimalizace drazdivosti stiibra bylo dosazeno
jeho esterifikaci se sulfonamidem, ¢i kombinaci s aktivnim uhlim. Toto kryti ma vyjimecny
dualni ucinek. Ranu vyrazné Cisti, nebot’ aktivni uhli absorbuje mikroby, tkanovy detrit a
tekutinu, a obsazené stiibro svym baktericidnim Gi¢inkem nici bakterie absorbované na aktivni
uhli. Slouceniny stiibra se bud’ kombinuji s alginaty, nebo s hydrofiberovym krytim. Ionty
stiibra ucinkuji jen, kdyz se uvolni smérem do rany. K tomu dochdzi pouze ve vlhkém
prostiedi.

Jodpovidon (1éCivo ze skupiny jodofor) je komplexem jodu s polyvinylpyrrolidonem
(napt. Inadine®). V piipravcich je obsaZen ve formé vodnych, vodng alkoholickych, vodné
glycerolovych roztokii, nebo v makrogolovém mast'ovém zakladu. Predstavuje jodové depot,
z n¢hoz se protrahované uvolnuje volny jod. Piipravky, které obsahuji jod navazany na
organicky nosi¢, se oproti prostym roztokim jodu vyznacuji lepsi lokalni toleranci. Zde je
nutné davat pozor na moznou pecitlivélost na jod. %17 18:1%20,21,22,23.25

Specialni piipravek s obsahem kyseliny hyaluronové (Hyiodine®™) a vapenato-sodna sl
kyseliny polyanhydroglukuronové (M-DOC®) budou popsany v experimentalni &asti této
prace. Jedna se totiz o materialy, které byly v pokusu pouzity.
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Obrazek 9: Vybér vhodného terapeutického obvazu u

10. 3. Dalsi zpiisoby oSetirovdni ran

Z dalSich moZnosti oSetfovani ran lze zminit nékteré vyuzivané fyzikdlni metody a
transplantace.

Laser se uplatiluje v podpofe hojeni, ¢iSténi rany a oziveni spodiny ulceraci. Obecné je

jeho UCinnost analgetickd, protizanétlivd a biostimulacni. VyuZivaji se predevsim
nizkofrekvencni lasery (napt. diodovy, galium arzenidovy).

Biolampy vydavaji viditelné a infraervené spektrum svétla. Maji Uc¢inek analgeticky,
podporuji granulaci, aktivuji fibroblasty, kapilary a epitelie. UZivaji se lokalné.

Hyperbaricka oxygenoterapie je provadéna ve specialnich tlakovach komorach. Zlepsuje
stav ischemizovanych tkéani, protoze v disledku vysokého parcidlniho tlaku difunduje kyslik
snaze do tkani. Dale oxygenoterapie podporuje tvorbu kapilar, stimuluje fibroblasty, ptisobi
preventivné proti edému a ma ¢astecny antimikrobni G¢inek. Podobné pracuji 1 pneumatické
piistroje (napf. Vasotrain®), vyuZivajici podtlaku a pietlaku. Tento druh terapie je uZivan
napt. u mikro- a makroangiopatii a nebo dekubitl. ManZetova pneumaticka komprese
vytvaii cyklicky se opakujici tlaky, postupujici od periferie k centru, s naslednou dekompresi.
Uziva se v prevenci trombodz, terapii bércovych viedl a k lymfodrenazi.

Pii transplantacich lze vyuzit allotransplantace, coz znamena, Zze dochazi k pfenosu napf.
tkané mezi geneticky odliSnymi jedinci, ale stejného Zivoc¢isného druhu. Xenotransplantace
obecn¢ oznacuje transplantaci do jiného druhu - konkrétné zvitecich orgéanti, tkdni ¢i bun¢k do
lidskych pacientl. K této nové metod¢ se piistoupilo proto, aby byl piekonan nedostatek
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lidskych organti dostupnych pro transplantace. Moznosti je zde i vyuziti kmenovych bunék.
Jednd se o velice zvlaStni buniky navazujici na embryondlni vyvoj. V dospélosti slouzi jako
druh opravného systému a maji potencidl vyvinout se v mnoho riznych typt bun¢k v téle.
Teoreticky se mohou bud’ nekonecné délit a obnovovat samy sebe, nebo se délit a
diferencovat se ve specializované bunky (napf. svalové burnky). Kmenové bunky maji
schopnost vytvaret razné typy tkani a organti a vyskytuji se ve vSech dospélych jedincich i v
embryich. '*®

10. 4. Osetrovani infikovanych ran

OsSetfovani infikovanych ran vyZzaduje piedev§im Kultivaéni vySetieni z rany, které
umoziuje cilenou antibiotickou 1écbu. Krom¢ antibiotické terapie je vhodny material, ktery
nezadrzuje infikovany sekret v ran€. V prvni fazi jsou proto vhodné vyplachy nebo obklady s
dezinfek&nimi roztoky (napf.: Betadine®, Dermacyn®, chlorhexidin). Po regresi znamek
zangtu, ale s pretrvavajici sekreci prikladame kryti s aktivnim uhlim. Na rany bez sekrece
volime dalsi antiseptickd kryti (napf. s obsahem jédu). Za nevhodny material pii lokalni
terapii infek¢ni rany povazujeme polyuretany, hydrokoloidy nebo alginaty.

Komplikovangj$i pribéh maji rany infikované bakteriemi rezistentnimi na peroralni
antibiotika, napiiklad Staphylococcus aureus (MRSA) nebo Pseudomonas aureginosa. Rany s
touto infekci lze 1écit lokaln€. Na MRSA infekci jsou uc¢inné materidly obsahujici stiibro v
kombinaci s dezinfekénimi roztoky. Pseudomonadova infekce dobie reaguje na radikaly
kysliku, proto lze ranu Cdistit peroxidem vodiku (3%) a prikladat antiseptickd kryti v
kombinaci s Dermacynem®.

V piipadé¢ infekce rany anaerobnimi druhy mikroorganismi se vyuziva predevsSim
odstranéni nezivé tkané€ z rany a zajiSténi adekvatni drendze. Tim dojde k naruSeni prostedi,
vhodného pro pfezivani danych skupin patogenti. Pfi likvidaci gram-negativnich
mikroorganismti v ran¢ je nutné pouzit metody, které nejenom zni¢i zivé bakterie, ale i
odstrani z nich uvolnéné endotoxiny. 48,55
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11. Experimentalni cast

Pokus byl povolen etickou komisi a se zvifaty bylo nakladano v souladu s § 11 vyhlasky ¢.
207/2004 Sb. o ochrang, chovu a vyuziti pokusnych zvifat. Vlastni operaéni zakrok, odbéry,
makroskopické a mikrobiologické hodnoceni provedli MUDr. Michal Plodr, Ph.D. a MUDr.
Petr Lochman, Ph.D v chovném zafizeni Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Ja jsem
provedla mikroskopické histologické hodnoceni odebranych vzorki tkané.

11. 1. Modely hojeni ran

Lékarska literatura popisuje spoustu in vitro a in vivo modelti hojeni ran. Mnohé jsou
navrzeny pouze pro urcitou fazi hojeni, kterou chceme pravé studovat, S jinymi lze pracovat
pii studiu celého pribéhu tohoto procesu. Kazdy model je vSak hodnocen podle miry své
schopnosti pfedpovédét, jak bude na danou terapii reagovat lidskd rana. Studie s lidskymi
dobrovolniky jsou samoziejmé nejlep$im zpisobem, jak toto zjistit, ale jsou s nimi spjaty
mnohé problémy. Je t€zké zajistit dostatecny pocet dobrovolnikil se stejnymi, ¢i podobnymi
ranami pro randomizaci studie. Objektivni hodnoceni hojeni ran u lidi je omezeno pouze na
histologické stanoveni, které vyzaduje provadéni cetnych biopsii béhem procesu hojeni a
nelze opominout ani etické aspekty, které nam veli vyvarovat se skupin dobrovolniki
1écenych pouze kontrolni latkou, nebo vibec. Z téchto a dalSich davodt se v praxi pracuje
pfevazné se zvirecimi modely i pro predikci Gc¢innosti potenciadlniho zptsobu terapie u
cloveka.

Vybér zviteciho modelu pak zavisi na mnoha faktorech, zahrnujicich pfevazné dostupnost,
cenu, snadnost manipulace a anatomicko-funkéni podobnost &lovéku. Casto se pracuje
s malymi savci, jako jsou naptiklad kralici, morcata, krysy a mySi. Mezi jejich vyhody patii
nizka cena a lehkd manipulace. Nevyhody pfi jejich pouziti jako modelli pro hodnoceni
potencialni ucinnosti hojeni ran u lidi zde vSak ptevazuji. Jedna se piedev§im o velkou
odliSnost v mnoha anatomickych a fyziologickych aspektech. Tito savci maji naptiklad husté
osrsténi, tenkou epidermis a dermis a hlavné se u nich kozni poranéni hoji ptevazné kontrakci
rany a vyznam reepitelizace je zde nizky.

Mnohem podobnéjsi lidské kuzi, a to i co se tyka procesu jejiho hojeni, je kiize prasete
domaciho, Sus scrofa. Prase poskytuje nejvhodnéjsi model pro vSechny typy
dermatologickych 1 chirurgickych studii zabyvajicich se koZnimi poranénimi. Praseci 1 lidska
kozni poranéni se hoji fyziologicky podobnymi procesy. Hlavnim rozdilem oproti hojeni u
malych zvifat je uzavieni ¢asti rany pomoci reepitelizace, nikoli kontrakei. A kone¢né viibec
celd fyziologie prasete je velmi blizkd t¢ lidské. Zakladni organové systémy se podobaji
z hlediska struktury i funkce. U lidi i prasat dochazi k obdobné fyzické a molekularni
odpovédi na rizné ristové faktory. Podrobnéji bude podobnost lidské a prase¢i kiize popsana
v diskuzi.

Prase¢i model mé ale i1 své nevyhody. Jedna se ptfedev§im o vyssi ndklady, nez pti pouziti
mensich savci, rychly rist, obtiZznou manipulaci a nutnost dodrzovéani standardnich procesii
. C y v 1,23
vzhledem k tomu, Ze rany na riznych ¢astech téla se 1isi mirou kontrakce.
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11. 1. 1. Pouzity zvifreci model

Pro experiment byla pouzita hospodaiska zvifata, prasata doméci ve vahové kategorii 40-
50 kg. Byla dodéna ze zemédélského zavodu Jasenna. Celkem bylo pouzito 12 zvitat. Kazdé
zvite bylo individudlné oznafeno uSni znamkou. Prasata byla umisténa jednotlivé
vV samostatnych ustdjovacich boxech ve vivariu Fakulty vojenského zdravotnictvi UO
v Hradci Kréalové.

Taxonomické zafazeni pokusnych zvifat:

Rige: Zivocichové (Animalia)

Kmen: strunatci (Chordata)

Ttida: savci (Mammalia)

Rad:  sudokopytnici (Artiodactyla)

Celed: prasatoviti (Suidae)

Rod: prase (Sus)

Druh: prase domaci (Sus scrofa domesticus Linnaeus, 1758) *°

11. 2. Metodika prace

11. 2. 1. Operace

Ve vlastnim experimentu byla pokusna zvifata premedikovana smési ketaminu
(NARKAMON, Zentiva, Ceska republika) v divce 2 ml/5 kg, azaperonu (STRESNIL,
Janssen, Belgie) v davce 0,5 ml/10 kg a atropinu (ATROPIN, Biotika, Slovensko) v davce 0,5
ml intramuskularné. Byla provedena kanylace u$ni zily. Operacni pole bylo pfipraveno
oholenim §tétin, omytim mydlovym roztokem, desinfekci jodovym roztokem a
zarouskovanim.

Bylo vytvoteno 8 paravertebralnich hlubokych koznich ran (trzn€-zhmozdénych) jdoucich
na uroven fascie. VZdy 4 na kazdé strané. Velikost ran byla 5x2x0,5 cm. Na spodinu ran bylo
aplikovano 0,5 ml infekéniho agens v denzit¢ 10® CFU/mI. 1 réna zdstala bez piitomnosti
infekéniho agens. Kazdé infek¢ni agens- Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa a
Escherichia coli bylo testovano samostatné na riznych jedincich. Pro testovani jednoho
infekéniho agens byla vZzdy pouZita 4 zvitata.

Za 30-60 minut byl aplikovan biodegradabilni nosi¢ (vapenato-sodna stl kyseliny 1,4 B-D-
polyanhydroglukuronové ve formé nanovlakna se sorb¢ni vrstvou, krytou polyuretanovou
folif) s navazanym 1éSivem (gentamycin v koncentraci 0,65 mg/cm?), nebo Garamycin
Schwann®. Nami testovany piipravek byl pracovné nazvan Nanogenta a piipravil ho Ing.
Briestensky (Alltracell). Uéinnost kazdého piipravku byla vzdy testovana zvlast. Pro kazdé
infek¢ni agens byla tak pokazdé 2 prasata pouzita pro aplikaci Nanogenty a 2 pro aplikaci
Garamycinu Schwann®. Nanogenta/Garamycin Schwann® nebyly vlozeny vzdy do jedné rany
s infektem a do ¢isté rany. Z 8 ran tak 2 slouzily jako kontrolni- rana zcela Cista (fyziologicka)
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a rana pouze s infektem. Nosi¢ v ran¢ byl fixovan nékolika stehy, rany piekryty obvazem a
cela vertebralni krajina zvifete rouskou, ktera byla uchycena nékolika stehy.

Po 24 a 48 hodinach byla zvifata opét uvedena do kratkodobé celkové anestezie a byly
odebrany vzorky ke kultivaénimu vySetfeni a odebrana krev na hladinu gentamycinu. Rany
byly makroskopicky zhodnoceny a byla pofizena fotodokumentace. To bylo provedeno i den
7. (po 168 hodinach) , kdy byly navic odebrany vzorky tkané z okraji ran pro
histopatologické vysSetfeni Poté byl experiment ukoncen a zvifata utracena.

11. 2. 2. Zpracovani vzorku

11. 2. 2. 1. Fixace

Zpracovani vzorkl tkané z okraji ran bylo provedeno na Farmaceutické fakult¢ UK
Vv Hradci Kralové. Odebrané vzorky tkané byly fixovany. Cilem fixace je zabranit
samovolnému rozkladu tkdné plsobenim enzymil. Fixacni prostfedky zpisobi denaturaci
bilkovin protoplazmy buné¢k a tkani. Fixace musi byt Setrnd, aby zistaly zachovany struktury
tkan¢ jako za Ziva, musi zachovavat barvitelnost tkdn€ a musi do ni rychle pronikat. Odebrana
tkan musi byt fixovana co nejrychleji a po dobu minimélné 24 hodin. Fixace byla provedena
Bouinovou fixa¢ni tekutinou a 4% paraformaldehydem.

Bouinova fixaéni tekutina se sklada z 300 ml nasyceného roztoku kyseliny pikrové a 100
ml neutralniho formolu. Pfed pouzitim této smési bylo na kazdych 100 ml roztoku ptidano 3-5
ml ledové kyseliny octové.

4% roztok paraformaldehydu byl pfipraven ze 4 g této sloueniny a 100 ml pufru, ktery
obsahoval 0,4 g KCl, 16,0 g NaCl, 0,4 g KHPO, a 5,8 g Na,HPO,.12 H,0.

11. 2. 2. 2. Odvodnéni a projasnéni

K odvodnéni vzorkll byla pouzita vzestupna alkoholova fada. Samotny proces trva 6-24
hodin. Poté bylo provedeno projasnéni (odstranéni etanolu ze tkan€) xylenem. Délka trvani
tohoto procesu je 1-6 hodin. VSechny tyto ¢innosti byly provedeny dle standardnich postupt
Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové.

odvodnéni-projasnéni:

80 96 9% 96 A AX X-A X

( X=xylen, A=aceton, V=voda, 96-70=etanol [%] )

11. 2. 2. 3. Prosyceni a zaliti do parafinu

Zaliti do parafinu pfedchdzelo prosyceni vzorkd. Pii prosycovani nesmi teplota parafinu
piekrocit teplotu 58 °C. Byl pouzit zkvalitnény ptefiltrovany parafin. Ten se ziskd pfidanim 3-
5 g v€eliho vosku na 100 g ptetaveného parafinu. Fixovana tkan byla vloZzena do kovové
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komurky, zalita parafinem a na jeji horni ¢ast byla ptiloZena plastova desticka. Po ztuhnuti
byl blocek ofiznut tak, aby okolni vrstva parafinu nepiesahovala 3-5 mm. Blocky byly poté
uchovavany v lednici.

11. 2. 2. 4. Krajeni a lepeni na podlozZni sklicka

Z parafinovych bloc¢kt byly na sankovych mikrotonech (Reichert, Leitz-Wetzlar) krajeny
tenké fezy tkané (cca 7 pum). Ukrojeny fez musi byt vzdy opatrné pienesen na podlozni
skli¢ko, na které byla pfedtim rozetiena mala kapka glycerin bilku a kapnuta vétsi kapka
destilované vody. Rez byl poté roztaZen na ploténce a prebyte¢na voda slita.

11. 2. 2. 5. Odparafinovani a barveni

Jelikoz byly k barveni fezii pouzivany vodné roztoky barviv, bylo nutné nejprve fezy
zbavit parafinu odparafinovanim. K tomu bylo pouzito nékolik lazni xylenu. Protoze se ani
xylen ve vodé nerozpousti, musely byt po rozpusténi parafinu pfeneseny preparaty sestupnou
fadou etanoltl (96, 80, 70%) do vody. V kazdé lazni byly preparaty ponofeny 5 minut.

odparafinovani-odvodnéni:

X X X A 9% 9% 9% 80 70 V
( X=xylen, A=aceton, V=voda, 96-70=etanol [%] )

Rezy byly barveny zelenym trichromem (ZT) a hematoxylinem-eozinem (H-E) podle
standardnich laboratornich postupt Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové. Vysledkem
barveni zelenym trichromem jsou jadra bunék obarvena modfe az hnédocerné, svalstvo
cerveng, erytrocyty oranzové a kolagenni vazivo zelen€. Po nabarveni hematoxylinem-
eozinem jsou jadra bun€k a chrupavka zbarveny modre, kolagenni vazivo rizové a svalstvo
cervene.

11. 2. 2. 6. Zamontovani

Obarvené ftezy byly uzavieny mezi podlozni a kryci sklicko do uzaviractho média.
Médium musi byt latka dokonale priihlednd, s vysokym indexem lomu a nesmi poSkozovat
zbarveni tkané. Byl pouzit Kanadsky balzam. Tato latka se nemisi s vodou, proto do ni
nemohly byt obarvené fezy uzavirany ptimo, ale az po odvodnéni vzestupnou fadou etanold a
prosyceni xylenem (postup viz. vyse).
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11. 3. Aplikovany material
11.3. 1. M-DOC®

11. 3. 1. 1. Charakteristika M-DOC"

Mikrodisperzni oxidovana celuloza (M-DOC®), oznacovana n¢kdy také jen jako jako
oxidovana celuldza, patii mezi derivaty celulézy. Chemicky se jedna o vapenato-sodnou stl
kyseliny 1,4 B-D-polyanhydroglukuronové (PAGA). V molekule obsahuje 3-15% vody.
Molekulova hmotnost slou¢eniny je 50-200 kD. Objem po stlaceni se pohybuje od 0,5 do 30
ml na gram a mémy povrch od 0,3 do 200 m? na gram. Stabilni mikrodisperni PAGA a jeji
soli mohou obsahovat v polymernim fetézci 8-30% karboxylovych skupin, z toho nejméné
80% tech uronového typu a nejvyse 5% skupin karbonylovych.

Glukuronoglukany se pfipravuji piedev§im metodami relativné specifické oxidace
primarnich alkoholickych skupin na uhliku ¢islo 6 glukopyranosovych jednotek pftirodnich
polysacharidli. Nej€astéji se k jejich ptipravé vyuzivaji nativni, nebo regenerovana celuldza a
Skrob. Jako oxidacni cinidla jsou pouZivany piedevS§im oxidy dusiku. Mikrodisperzni
produkty vznikaji podrobenim materidlu obsahujictho PAGA castecné nebo kompletni
hydrolyze a neutralizaci v oxidacnim prostfedi. Hydrolyzat pak podstoupi caste¢nou
koagulaci za vzniku stabilniho mikrodisperzniho produktu. M-DOC® musi byt b&hem
skladovani chranéna pfed piimym svétlem a vhodné je uchovavat ji pfii teplotach
nepiekracujicich 25°C (idealné pod 10 °C). Pii nedodrzeni téchto podminek dojde snadno
k jeji degradaci a snizeni tkanové tolerance béhem pouziti materialu.

11. 3. 1. 2. Vyuziti M-DOC’

Produkty PAGA se v soucasnosti vyuzivaji v medicing, farmacii i kosmetice. M-DOC® se
uplatiiuje v pfipravcich na zastaveni krvaceni po béZznych poranénich 1 pfi chirurgickych
vykonech. Ma zde vyznam pifedev§im v ochrané rany pied infekci a zabranéni vzniku
pooperacnich adhezi. Dulezitymi vlastnostmi pro toto pouziti jsou: jeji pfirodni charakter,
biokompatibilita, nulova toxicita a potencial alergizovat, schopnost resorpce a moZnost
zastaveni krvaceni nejen na povrchu téla, ale 1 napt. v parenchymatoznich orgénech. Produkty
s M-DOC® je znama predevsim britska firma Alltracell, kterd pripravky pro zastaveni
krvaceni vyrabi napft. i ve formé spreje, nosnich tampont, pudru, ¢i naplasti.

Alltracell se zabyva také vyuzitim derivatt celulézy v ochran€ kardiovaskularniho zdravi.
Pravé ve spolupraci s touto firmou byla provedena na Farmaceutické fakulté v Hradci kralové
preklinicka studie s velmi pozitivnimi vysledky. Ukazalo se, ze M-DOC® podavana mysim
Vv dieté, ma schopnost snizovat hladinu celkového cholesterolu v séru, a to aniz by zasahla
mnozstvi prospésného HDL cholesterolu. Jejim vlivem dochazi v tlustém stieve ve vySsi mife
k fermentaci a tvorbé mastnych kyselin s kratkym fetézcem, coz pfispiva k vytvafeni
pfiznivého prostfedi v tomto organu. Mimo to také po jeji aplikaci dochdzi ke sniZeni
koncentrace glukézy v séru a zvySenému vylucovani zluCovych kyselin. Pozitivni vliv M-
DOC" na hladiny cholesterolu a glukézy v séru byl jiz prokazan i ve studiich klinickych,
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Z nichz jedna byla provedena ve Fakultni nemocnici v Hradci kralové. Pti studiich na lidech
nebyly zatim prokazany zadné vedlejsi aéinky M-DOC®.

Derivaty mikrodisperzni-oxidované celulézy maji také prokazatelné imunomodulacni
ucinky. Bylo zjisténo ptedev$im zvySeni produkce TNF-o in vitro a spontanni proliferace
mysich splenocyti a lidskych leukocyti Vv periferni krvi in vitro. Dale také zvyseni
hematopoezi v kostni difeni in vivo. Tyto vysledky ukazuji na budouci moznosti vyuziti M-
DOC” jako adjuvantni terapie napf. pii malignich, imunodeficientnich (napf. AIDS) a
virovych onemocnénich. 7 %% 9303132

[Cazj np/2 [Na+:| n(1-p)

random copolymer of
polyanhydroglucose polyanhydroglucuronic acid (Ca/Na salt)

(monomer unit of cellulose)

Obrazek 10: Strukturni vzorec M-DOC® %

copolymer (CsH1pO5)m . (CsH706)a (Ca”Dapn (Na a1 ) m €(0.0:;0.4): n€{0.6;1.0)
Obrazek 11: Sumarni vzorec M-DOC® *°

11. 3. 2. Gentamicin

V experimentu byl na vapenato-sodnou stl kyseliny polyanhydroglukuronové navazan
antimikrobné u¢inny gentamycin. Byl zjistovan vliv tohoto materialu na hojeni ran, které
byly sekundarné infikovany. Pro srovnani byl pouzit i hromadné vyrabény 1é¢ivy piipravek
Garamycin Schwann® Lékovou formou je houba - sterilni hmota tvofend kolagenem a
napusténa gentamicinsulfatem.

Gentamicin je aminoglykosid se Sirokym spektrem ucinku proti vét$in¢ gram-negativnich
bakterii, véetné pseudomonad, protet a stafylokokt. Netucinkuje na enterokoky, mykobakterie
a anaerobni bakterie. Je produkovan mikroorganismem Micromonospora purpurea ze skupiny
gram-pozitivnich bakterii. Uginek gentamicinu je baktericidni na klidovou i prolifera¢ni fazi
bakterie. Latka inhibuje syntézu proteini bakterii vazbou na 30S podjednotku ribozomd.
Postantibioticky uc¢inek dovoluje prodlouzit davkovaci interval bez ztraty ucinnosti proti
veétsiné gram-negativnich bakterii. Rezistence mtze byt nasledkem selhani priniku latky do
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bakterialni bunky, nizké afinity bakteridlnich ribozomu, nebo inaktivace gentamicinu
mikrobidlnimi enzymy.

Uziva se intraven6zné, intramuskuldrné ¢i topicky. Pfi perordlni aplikaci se nevstiebava
v rozsahu dostate¢ném pro systémovy ucinek. Gentamicin je jednim z mala teplotné stabilnich
antibiotik, odolavd i podminkdm pii autokldvovani. Mezi nejzédvaznéjsi nezddouci ucinky
patii ototoxicita a nefrotoxicita. 35,3637

11. 3. 3. Hyiodine®

11. 3. 3. 1. Charakteristika Hyiodine®

V pftipravku Hyiodine® firmy Contipro je obsazen komplex hyaluronatu sodného,
jodidu draselného a jodu. Komplex jodu a jodidu draselného zabrainuje rozkladu kyseliny
hyaluronové a zaroven pusobi jako dezinfekéni prostiedek, ktery bezpeénym zpiisobem
dekontaminuje ranu. Hyaluronat sodny, chemicky poly(B-D-glukuronat-[1-3]-acetyl-D-
glukosamin-[1-4])sodny, je linearni, negativné nabity polysacharid, ktery je pfirozenou
soucasti organismu, a tudiz neni va¢i nému toXicky, ani nezpusobuje alergické a jiné
nezadouci reakce. V soucasnosti nejsou znamy kontraindikace pro lokalni pouziti hyaluronatu
sodného. Jod, obsazeny v prostiedku, mize u piecitlivélych jedincii vyvolat alergickou reakci.
Hyiodine® ma vynikajici regenerativni a antiadhezivni ucinky a zlepSuje podminky pro
granulaci a epitelizaci rany. Vyznamné zkracuje dobu terapie a zlepSuje kvalitu
zivotapacientl s koznimi defekty.

11. 3. 3. 2. Vyuziti Hyiodine”

Pripravky s kyselinou hyaluronovou nahrazuji jeji pifirozeny deficit v rané. Kyselina
hyaluronova je dualezitou komponentou kiize, zejména extraceluldrni matrix. Sehrava
vyznamnou roli pfi regeneraci tkdni, aktivuje buiiky, které se zi¢astnuji procesu regenerace, a
ranu pfirozenym zpisobem hydratuje a soucasné zajistuje odvod exudatu. Vyuziva se i jeji
vysokd afinita k vodé. Kyselina hyaluronova navic vyznamnym zpiisobem eliminuje tvorbu
jizev. Diky jedine¢nym hydrataénim a elastickym vlastnostem nachazi fadu uplatnéni v oéni
chirurgii, pti 1écbé kloubli a nékterych druhti rakoviny i v kosmetice. Jevi se i1 jako idealni
nosic¢ 1é¢iv. BEéhem procesu starnuti kiize dochazi ke snizené schopnosti hojeni, coz souvisi se
snizenou koncentraci kyseliny hyaluronové v kuzi.

Hyiodine® je vhodny pro 1é¢bu viech typti ran. Aplikuje se dvojim zpiisobem. U
malych defektli se aplikuje pfimo na ranu (nejlépe pomoci sterilni stiikacky) a rdna se poté
piekryje sterilni gazou. Pokud jde o 16¢bu vétsich defekti (vice nez 3 cm?), géza se
preparatem Hyiodine® maximalng nasyti a dostateén& prosycend se pfilozi na ranu tak, aby ji
pokryla v celém rozsahu. Na takto oSetfenou ranu jsou pak naneseny dal$i vrstvy sterilni gazy,
které absorbuji ptipadny sekret. Pievaz je vhodné provadét po jednom, maximalné dvou
dnech, v zavislosti na sekreci a charakteru rany. Cim vyssi je sekrece, tim déle je mozné gazu
nasycenou Hyiodine® na ran& ponechat. Vrchni vrstvy gazy (kryti) je viak nutné vyméfiovat
vzdy pfi jejich tplném promoceni tkdiiovym sekretem. 21,33,34
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Obrazek 12: Strukturni vzorec kyseliny hyaluronové a8
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12. Vysledky

12. 1. Mikrobiologické hodnoceni

Pro mikrobiologické hodnoceni byla provedena kultivace vzorkli ze spodiny ran.
(primokultivace a pomnozeni). ZjiStoval se pocet ran negativnich na pfitomnost
mikroorganismt ku celkovému poctu ran. Pro kazdé infekéni agens a typ rany (Cistd, jen
s infektem, s infektem a aplikaci Nanogenty, s infektem a aplikaci Garamycinu Schwann®)
byly tyto pocty stanoveny zvlast a hodnoty byly zaneseny do tabulek. Vysledky
primokultivace u ran infikovanych a 1éenych Nanogentou a Garamycinem Schwann® byly
poté zpracovany do grafu.

12. 1. 1. Tabulky k mikrobiologickému hodnoceni

KULTIVACE - PRIMOKULTIVACE
( rany negativni/celkovy pocet ran)

INF. — K. = kontrolni rana jen s infektem
CIS. — K. = kontrolni rdna ¢ista

INF. — LECBA = infikovana rdna lé¢ena

Pseudomonas aeruginosa

NANOGENTA GARAMYCIN
1.DEN | 2. DEN | 7. DEN 1.DEN | 2.DEN | 7.DEN
INF. — K. 0/2 0/2 0/2 1/2 2/2 2/2
CIS. - K. 1/2 1/2 0/2 2/2 2/2 2/2
INF. - 8/12 3/12 0/12 12/12 12/12 8/12
LECBA
Tabulka 1

Staphylococcus aureus

NANOGENTA GARAMYCIN
1.DEN | 2. DEN | 7. DEN 1.DEN | 2.DEN | 7.DEN
INF. — K. 0/2 0/2 0/2 2/2 0/2 0/2
CIS. — K. 0/2 0/2 0/2 2/2 1/2 0/2
INF. - 10/12 6/12 0/12 12/12 0/12 1/12
LECBA
Tabulka 2
Escherichia coli
NANOGENTA GARAMYCIN
1.DEN | 2. DEN | 7. DEN 1.DEN | 2.DEN | 7.DEN
INF. — K. 2/2 2/2 1/2 2/2 2/2 212
CIS. - K. 1/2 212 2/2 2/2 2/2 212
INF. - 6/12 10/12 12/12 12/12 12/12 12/12
LECBA
Tabulka 3
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KULTIVACE — POMNOZENI
( r4ny negativni/celkovy pocet ran)

Pseudomonas aeruginosa

NANOGENTA GARAMYCIN
1.DEN | 2. DEN | 7.DEN 1.DEN |2.DEN |7.DEN
INF. — K. 0/2 0/2 0/2 1/2 1/2 1/2
CIS. - K. 1/2 0/2 0/2 2/2 2/2 2/2
INF. - 4/12 0/12 0/12 12/12 12/12 8/12
LECBA

Tabulka 4

Staphylococcus aureus

NANOGENTA GARAMYCIN
1.DEN | 2.DEN | 7. DEN 1.DEN | 2.DEN |7.DEN
INF. — K. 0/2 0/2 0/2 1/2 0/2 0/2
CIS. — K. 0/2 0/2 0/2 2/2 0/2 0/2
INF. - 10/12 6/12 0/12 12/12 0/12 1/12
LECBA
Tabulka 5
Escherichia coli
NANOGENTA GARAMYCIN
1.DEN | 2.DEN | 7. DEN 1.DEN | 2.DEN |7.DEN
INF. - K. 2/2 1/2 1/2 1/2 212 2/2
CIS. - K. 1/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2
INF. - 1/12 4/12 8/12 12/12 12/12 12/12
LECBA

Tabulka 6
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12. 1. 2. Grafy k mikrobiologickému hodnoceni
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12. 2. Makroskopické hodnoceni

U makroskopického hodnoceni byly sledovany: vzhled rany a jejiho okoli, pfitomnost
krvéceni, vzhled popft. zbarveni krusty, mira vstiebani preparatu, uzavirani rany, pritomnost
exudatu a sekrece z rany. Byl zjistovan pocet ran Cistych s kompletné vstiebanym preparatem
(v tabulce oznaceny I), ran Cistych s patrnym preparatem (II) a ran se znamkami infekce
(zanétlivy exudat, povlak na spodin€ rany) s patrnym preparatem (III) ku celkovému poctu
ran. Pro kazdé infek¢éni agens a aplikovany typ preparatu byly tyto pocty stanoveny zvlast.
Do vysledkil nejsou zahrnuty rany kontrolni bez pfitomnosti zkouSenych preparat. Vysledky
byly zaneseny do tabulek a zpracovany do grafu.

Makroskopické hodnoceni ran bylo provedeno 1. den, 2. den a 7. den. Rany byly oznadeny
L1-4 a P1-4 (vzestupné kranio-sakralnim smérem):

L1 rana jen s infektem

L2 - L4 rana s infektem a aplikaci preparatu
P1-P3 rana s infektem a aplikaci preparatu
P4 Cistd rana

12. 2. 1. Obrazova priloha k makroskopickému hodnoceni

Fotografie 1: P4 — P1, 0. den, vytvofené rany Fotografie 2: P3 — P1, 0. den, aplikace preparatu

Fotografie 3: L4 — L1, 1. den Fotografie 4: P4 - P1, 2. den
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Fotografie 1: P4 - P1, 7. den

12. 2. 2. Tabulky k makroskopickému hodnoceni

MAKROSKOPICKY VZHLED

(pocet ran/celkovy pocet ran)

Pseudomonas aeruginosa + Staphylococcus aureus + Escherichia coli

NANOGENTA GARAMYCIN
1.DEN | 2.DEN | 7.DEN 1.DEN | 2.DEN | 7.DEN
I 13/36 18/36 29/36 0/36 0/36 5/36
11 12/36 15/36 5/36 7/36 17/36 0/36
111 11/36 3/36 2/36 29/36 19/36 31/36
Tabulka 7
Pseudomonas aeruginosa
NANOGENTA GARAMYCIN
1.DEN | 2.DEN | 7.DEN 1.DEN | 2.DEN | 7.DEN
I 12/12 7/12 9/12 0/12 0/12 2/12
11 0/12 4/12 2/12 5/12 8/12 0/12
111 0/12 1/12 1/12 7/12 4/12 10/12
Tabulka 8
Staphylococcus aureus
NANOGENTA GARAMYCIN
1.DEN | 2.DEN | 7.DEN 1.DEN | 2.DEN | 7.DEN
I 1/12 10/12 11/12 0/12 0/12 3/12
11 4/12 2/12 0/12 2/12 9/12 0/12
111 7/12 0/12 1/12 10/12 3/12 9/12
Tabulka 9
Escherichia coli
NANOGENTA GARAMYCIN
1.DEN | 2.DEN | 7.DEN 1.DEN | 2.DEN | 7.DEN
1 0/12 1/12 9/12 0/12 0/12 0/12
11 8/12 9/12 3/12 0/12 0/12 0/12
111 4/12 2/12 0/12 12/12 12/12 12/12

Tabulka 10

46




Diplomova prace: Vliv MDOC nanotextilie na hojeni akutniho kozniho poranéni

12. 2. 3. Grafy k makroskopickému hodnoceni
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12. 3. Mikroskopické hodnoceni

Vzorky pro mikroskopické histologické hodnoceni byly odebrany 7. den po zaéatku
pokusu. Odbér byl proveden z okrajti ran. Pii mikroskopickém hodnoceni vzorkd tkan€ jsem
se zaméfila na sledovani kvality granulac¢ni tkan€. Hodnotila jsem bunécnou kolonizaci
(pritomnost fibroblastl, makrofagl, granulocytl), tvorbu EM a novych cév. Sledovala jsem i
stupen epitelizace, pfitomnost krusty a zanétlivého exudatu. Reprezentativni preparaty tvori
obrazovou prilohu.
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12. 3. 1. Obrazova priloha k mikroskopickému hodnoceni

L

Fotografie 7: Detail intaktni epidermis v okoli rany s charakteristickou strukturou (zvlasté patrné jsou buriky stratum
spinosum s tonofibrilami), ve skafe mirna infiltrace leukocyta; barveni ZT, 400x
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Fotografie 2: Cista kontrolni rana bez infektu (dole krusta, nahofte epitelidlni vybéiek a granulaéni tkarn — obsahuje méné

kulatobunééného infiltratu nez rany infikované); barveni ZT, 100x

enty (vprostied exudat bohaty na zanétlivy kulatobunécny infiltrat,
erytrocyty a fibrinova vlakna, dole jesté ne zcela diferencovana epidermis, nahofe normalni epidermis); barveni ZT,
200x

Fotografie 3: Rana s infektem a aplikaci Nanog
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y .

Fotografie 4: Rana s infektem a aplikaci Nanogenty (okraj defektu - vlevo krusta, novotvorena epidermis, vpravo
granulacni tkan); barveni ZT, 100x

,.(4: )

Fotografie 5: Rana s infektem a aplikaci Hyiodine® (vlevo krusta, pod ni epidermis a granulacni tkan — dobfe formovana
hlavné v hlubsich vrstvach); barveni ZT, 100x
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Fotografie 6: Rana s infektem a aplikaci Hyiodine® (vpravo krusta, novotvofena epidermis, vlevo granulacni tkan s
hutnymi kolagennimi vlakny); barveni H-E, 200x

grr . 3 b

Fotografie 7: Rana s infektem a aplikaci Nanogenty (detail granulacni tkané v kontaktu s krustou - fibroblasty, cetné
makrofagy, monocyty, neutrofily); barveni ZT, 400x
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o &%

Fotografie 9: Rana s infektem a aplikaci Nanogenty (detail granulacni tkané s bohatou vaskulaturou a erytrocyty);
barveni ZT, 400x
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13. Diskuze

Pro zdivodnéni vybéru prasete domaciho jako vhodného experimentalniho modelu zde
popisu praseéi kizi a porovnam ji s ktizi lidskou. Clovék i prase maji fidce ochlupeny povrch
téla a silnou epidermis. Tloust'ka lidské epidermis se v zavislosti na misté¢ na téle pohybuje
v rozmezi 50-120 pum (Meyer et al., 1978), u prasete dle autord 30-100 um (Morris a
Hopewell, 1990), ¢i 70-140 um (Meyer et al., 1978). Lépe je vSak pouzivat pomér tloustky
dermis-epidermis, ktery je v obou piipadech v rozmezi 10 : 1 az 13 : 1. Kaze je u lidi i prasat
siln€j$i na dorzalni strang téla, nez na strané ventralni.

Témer stejnd je doba obnovy epidermalni vrstvy. U ¢loveka 27-28 dni a u prasete 30 dni.
Stejné tak se podoba kinetika epidermalni proliferace. Pfechod epidermalnich bunék z bazalni
vrstvy do funk¢ni horni vrstvy epidermis trva u ¢lovéka 14 dni, u prasete dna 13.

U prasete se epidermis sklada ze 4 vrstev: stratum germinativum, stratum granulosum,
stratum corneum a stratum spinosum. Stratum lucidum, pfitomna u lidi, chybi. V praseci
epidermis se obdobn¢ jako v lidské nachazi pocetné Langerhansovy bunky, které obsahuji
typicka Birbekova granula, jejichz pocet se zvySujicim se vékem zvifete stoupa. V epidermis
bilého kiizeného hospodarského prasete se nenachdzi melanocyty. Nalézaji se zde pouze
neurcité bazalni bunky, které by mohly byt jejich prekurzory, ¢i ekvivalenty. Prase je jedinym
zvifetem, u n¢hoz byl popsdn proces opaleni podobné, jako u clovéka. Typ keratinovych
proteinil a lipidové slozeni stratum corneum se blizi lidskému.

Lipidovy film na povrchu kiize je tvofen prevazné triglyceridy a volnymi mastnymi
kyselinami. Protoze se prase¢i dermalni kolagen podoba biochemicky tomu pfitomnému u
¢loveka, je mozné pouzit prase¢i kizi, nebo jeji produkty pii transplantacich, aniz by doslo k
vyrazné imunitni odpovédi.

Zastoupeni enzymu v epidermis je u obou druhi obdobné. Aktivita oxida¢nich enzymi,
ucastnicich se produkce energie, je vysokd ve vSech vrstvach epidermis, kromé stratum
corneum. U prasat je vysoka aktivita alkalické fosfatazy v bazalnich castech dermalnich papil
a aktivita acetylcholinesterasy ve stratum spinosum a stratum granulosum epidermis. U

cloveéka je vyrazna aktivita alkalické fosfatazy v subepidermalnim kapilarnim plexu. L23

V porovnani s ostatnimi savci ma praseci dermis sice relativné vysokou pruznost, ne vSak
tolik, jako lidska kozni vrstva. U ¢lovéka i prasete je dobie vyvinuta mechanicka deformace
schopna sit’ vrasek a dermalni papily. Dermis je u prasete rozd¢lena na dvé vrstvy, které spolu
splyvaji bez zfetelného ohranic¢eni. Horni papilarni vrstva se sklddd z mnozstvi konickych
prokrvenych vyvySenin (papil), vystupujicich zpovrchu dermis. Pod ni lezici vrstva
retikularni, tvofena silné provazanymi pruhy fibrozni tkané, je hlavni ¢asti dermis.

Sit’ elastickych vlaken je u prasete chudsi, nez u ¢lovéka, ale je vyvinutéjsi, nez jak ji 1ze
nalézt u ostatnich prozkoumanych savcii. V zavislosti na autorovi se uvadi, ze sit’ elastickych
vlaken je hust$i bud’ na dorzalni, nebo na ventralni strané. Rozdil plyne ziejmé z odlisnych
preparac¢nich metod kiize pouzitych pfi vyzkumu. 3D uspofadani, distribuce, tvar i tloustka
elastinovych struktur jsou obdobné u prasete 1 U clovéka. Kolagen v praseci kiizi je pfitomen
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také v 3D siti vldken a jejich svazki, ktera se prolinaji ve dvou hlavnich smérech. Mensi
svazky vldken pak svym uspotfaddanim dokresluji strukturu sitoviny.

Pro prasata je charakteristickd velmi rychla a intenzivni odpovéd’ na stres, kdy dochazi
k aktivaci zirnych bunék a eosinofilt, jichz se v dermis nachazi vétsi mnozstvi, nez u ¢lovéka.
Eosinofily se vyskytuji prevazné ve vrstvé retikuldrni, zirné bunky pak ve vrstvé papilarni ve
spojeni s krevnimi cévami.

Podkozni tukova vrstva u prasete je mnohem zictelnéjsi, nez je u ¢lovéka. Jeji tloustka je
piiblizn¢ 12 mm (Winter, 1972). Obdobné je ulozeni adipocytt v tzv. tukovych komirkach
tvofenych elastinem a kolagenem. Skrz vrstvu podkozniho tuku prochazi (pfedevsim kolmo)
vlakna spojovaci tkan¢ z retikularni vrstvy dermis k povrchu kiize. Obéma chybi panniculus
carnosus, piitomny u malych zvitat s odliSnym pribéhem hojeni koznich poranéni (anglicky
vyraz = loose skinned animals). %2

Usporadani cév v kizi prasete je podobné, jako u Cloveka. Kozni vaskulatura zahrnuje
spodni, stfedni dermélni a subepidermdlni cévni plexy. Subepidermalni plexy, vyzivujici
kozni adnexa, jsou u prasete vyvinuty v mensi mife, i kdyZ pocet a rozmisténi koznich
ptipojenych organii je podobné.

Praseci kiize neobsahuje ekrinni Zlazy a na rozdil od ¢lovéka jsou apokrinni Zlazy (zde =
pachové, velké aromatické zlazy) rozmisténé po celém povrchu téla. V termoregulaci tak zde
hraje mnohem vyznamng&jsi roli, nez u ¢loveka, regulace periferniho toku krve dermalnim
vaskularnim plexem. Apokrinni zlazy pftiléhaji k chlupovym folikulim a jejich vyrazné
stoCena sekre¢ni Cast lezi na pifechodu dermis a tukové podkozni vrstvy. Podobné stocené
apokrinni Zlazy se u ¢lovéka nachazi pouze v podpazi , pubické a andlni oblasti. Apokrinni
zlazy, stejné jako zlazy mazové, Usti na povrch téla v blizkosti chlupového kanalu.

Holokrinni mazové Z7lazy se v prase¢i kuzi vyskytuji rovnéz sdruzené s chlupovymi
folikuly. Lezi na povrchu retikularni vrstvy dermis. Strukturou se mazové Zlazy prasete
podobaji tém lidskym, ackoliv jsou mensi. U prasat se nachazi velké mnoholalo¢naté mazové
zl4zy na nartech, které nejsou asociovany s chlupovymi folikuly.

Prase je jedinym savcem s fidkym ochlupenim, podobné jako ¢lovek. Hustota chlupovych
folikult v prasec¢i kuzi je zhruba 25 na cm? (Winter, 1972). Chlupy vyrustaji bud’ po jednom,
nebo ve skupinach po 2 az 3, stejné jako u ¢loveéka. U prasat neni zjevna odlisna hustota
chlupovych folikulti na rtiznych ¢astech téla, jako u clovéka, kde jsou nckteré oblasti zcela
neochlupené (napt. dlan€) a nejvetsi hustota chlupli se nachazi v oblasti kStice a obliceje.
Prase¢i chlupové folikuly prochazi obdobimi ristu a necinnosti nezavisle na sob¢, zatimco u
¢loveka probihd vymeéna chlupi a vlasii podle mozaikovitého vzorce.

Imunohistochemické barveni klize prasete 1 ¢lovéka ukazuje shodné vzory pro mnozstvi
antigendl, zahrnujicich keratin 16 a 10, filagrin, kolagen IV, fibronektin, a-hladkosvalovy
aktin a vimentin.> %2
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Dale zde zhodnotim vliv ptipravki aplikovanych v experimentu na hojeni ran. Akutni rany
hodnocené v experimentu byly infikované, aby bylo mozné zhodnotit u¢innost testovaného
preparatu (Nanogenta). Infekce vrané je vyznamnym faktorem, prodluzujicim trvani
zanétlivé faze hojeni, coz je Casto spojeno s prechodem rany do chronicity. Proto je zadouci
vyvarovat se rozvoje infekce vrané, nebo jiz vzniklou infekci potlacit vhodnymi
antimikrobialn¢ u¢innymi ptipravky.

Uginnost preparatu Hyiodine® byla jiz potvrzena v klinické praxi. Hyiodine® se vsak do
Sirokého pouziti dostava jen pomalu. Je to dano piedev§im jeho vysokou cenou. V nasem
experimentu byl piipravek pouzit jako kontrola pouze pii mikroskopickém histologickém
hodnoceni vzorki tkan¢, vzhledem k jeho prokazanému klinickému G¢inku v podpote hojeni
ran ruzné etiologie (napf. subakutni chirurgické rany, rany komplikované krvacenim,
diabetické defekty, dekubity). ®° Jako srovnani Vv hodnoceni mikrobiologickém a
makroskopickém byl pouzit pouze hromadné vyrabény l1éCivy ptipravek  Garamycin
Schwann®™

Dulezité je zminit, Ze rany oSetfované Hyiodine® jsou pievazovany kazdy den. Oproti
tomu aplikace Nanogenty a Garamycinu Schwann® byla jednorazova, takze rany byly
V neustalém kontaktu s tkanovym sekretem.

Mikroskopické histologické hodnoceni ukazalo, ze u ran, na néz byly aplikovany kontrolni
ptipravky Hyiodine® a Garamycin Schwann®, se prib&h hojeni v porovnani s ranami, kde
byla aplikovana Nanogenta, vyznamné neli$il. Ve vSech piipadech byl hojivy proces
optimélni. To prokazalo ucinnost nami testované¢ho ptipravku pii podpote hojeni akutnich
koznich poranéni, v€etné ran infikovanych. Jedinym patrnym rozdilem pti mikroskopickém
hodnoceni tkané byl v ptipad¢ aplikace Hyiodine® vznik hutnéj$i granulacni tkané (viz.
obrazova piiloha k mikroskopickému hodnoceni). To potvrzuje, Ze kyselina hyaluronova
vyrazné podporuje tvorbu extracelularni matrix.

Pro mikroskopické histologické hodnoceni byly vhodnéjSi preparaty barvené zelenym
trichromem. Ty byly mnohem piehlednéjsi a se zfetelnéj§im barevnym rozliSenim
jednotlivych struktur — zvlasté zanétlivych elementt, nez jak tomu bylo u preparati barvenych
hematoxylinem - eosinem. Také granula¢ni tkan byla u barveni H-E 1épe diferencovana.

Mikrobiologické hodnoceni sice prokazalo vyssi antibakterialni ucinnost piipravku
Garamycin Schwann® (efekt baktericidni), ale i Nanogenta vykazala schopnost potlaeni
infekce v ran¢ s naslednym pozitivnim ovlivnénim procesu hojeni. To spociva predevsim ve
zkraceni trvani zanétlivé faze, a tim i rychlejSimu pfechodu rany do faze proliferativni
S tvorbou granulac¢ni tkang. Jeji efekt byl v§ak pouze bakteriostaticky.

Pro mikrobiologické hodnoceni ucinnosti preparati byly rozhodujici vysledky
primokultivace ze 7. dne. Znich vyplyva, ze v pfipadé ran infikovanych Pseudomonas
aeruginosa vykazal vy$§i u¢innost Garamycin Schwann®. U ran infikovanych
mikroorganismem Staphylococcus aureus neprokazaly Nanogenta ani Garamycin Schwann®
dostatecny ucinek pro potlaceni infekce vran€. Na rany infikované Escherichia coli
(fakultativni anaerob) pusobily oba preparaty vyborné (viz. grafy 1 a 2). Zde je nutné
podotknout, ze vysledky mikrobiologického hodnoceni mohou byt zkresleny napf.
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nedostateCnymi rozestupy mezi jednotlivymi ranami, kdy mohlo snadno dochazet k pienosu
infekce z jedné rany do druhé. U prasat je také proces hojeni specificky obrovskou t¢innosti,
takze v mnoha ptipadech se infikované rany hoji paradoxné dokonce 1épe nez rany cisté.

V makroskopickém hodnoceni se vyrazné projevily hlavni pozitivni vlastnosti M-DOC®. A
sice jeji biokompatibilita a schopnost kompletni resorpce. M-DOC® se také ukézala jako
schopny nosi¢ 1éCiv. M-DOC® pii aplikaci na ranu také podporuje proliferaci a ranu u¢inné
kryje a chrani pted infekci. Zatimco Garamycin Schwann®, aplikovany ve form¢ kolagenni
houby, ptisobil zpocatku v ran¢ spisSe jako cizi téleso a jeho resorpce trvala delsi dobu nez
v pfipadé¢ Nanogenty. V piipad¢ infikovanych ran (nezéavisle na typu infekéniho agens)
s aplikaci Nanogenty byl ptipravek 7. den ve vétsin¢ piipadl vstfeban a rany byly ¢isté. U
infikovanych ran s aplikaci Garamycinu Schwann® byl ve vétSine piipadil je§té 7. den
preparat patrny a v ranach byly znamky infekce - exudat, povlak spodiny (viz. grafy 3 a 4).
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14. Zaveér

Hojeni koznich poranéni je Casto sledovanym procesem. Je mozné zde pozorovat jak
regeneraci, tak i reparaci a navic je kiize velmi snadno dostupna. Ke koznim poranénim také
dochazi svelmi vysokou frekvenci, proto hledani vhodnych zpisobt, jak jejich hojeni
podpofit, usnadnit a urychlit, je v soucasnosti cilem mnoha experimentatora.

V této praci jsem se pokusila shrnout obecné informace o pribéhu hojeni koznich poranéni
a jejich oSetfovani. Pfi popisu procesu hojeni jsem se zameéfila na zadnétové mediatory
(cytokiny). V experimentu jsme zhodnotili vliv M-DOC® s navizanym gentamycinem
(NANOGENTA) na proces hojeni akutnich koznich poranéni. Pro prokazani ucinnosti
zkouSeného preparatu byly rany infikovany. Uginnost testovaného piipravku byla
porovnavana s hromadné vyrdbénymi pripravky, jejichz ucinek jiz byl v klinické praxi
prokazan.

U pripravku Nanogenta byla potvrzena dostate¢na ucinnost na zkvalitnéni procesu hojeni
koznich poranéni, srovnatelnd s ucinnosti preparatt, které byly pouzity jako kontrola. Jeji
ucinek byl dostacujici i pro potlaceni infekce v ran€, coz vedlo K zlepSeni procesu hojeni ran.
Potvrdilo se, z¢ M-DOC" je latka zcela biokompatibilni a kompletn& resorbovatelna. M-
DOC"™ m4 prokazateln& obrovsky potencial do budoucna. Experimenty s ni v mnoha riiznych
oblastech pokracuji a da se pfedpokladat, ze jeji vyuziti bude jesté Sirsi.
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