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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva problematikou hojeni ran a ptipravou hydrogelt ur¢enych
pro kryti ran. Teoreticka ¢ast se zabyva stavbou kiize, procesem hojeni, moznymi kompli-
kacemi béhem hojeni a metodami 1éCby ran. Praktickd ¢ast je zaméfena na piipravu hydro-
gelil na bazi polyvinylalkoholu (PVA) zesitovaného pomoci 2,3-dialdehydcelulézy (DAC)
o razné koncentraci, stanoveni jejich cytotoxicity na bunécnou linii mySich fibroblasti
NIH/3T3 a na sledovani in vitro bunétné migrace metodou scratch assay po aplikaci hyd-
rogelll napusténych bioaktivnimi latkami. Vysledky naznacuji vhodnost pfipravenych ma-

terialti pro topické aplikace.

Kli¢ova slova: hydrogel, kize, hojeni ran, cytotoxicita, bunéénd migrace

ABSTRACT

This diploma thesis focuses on the issues of wound healing and the preparation of hydro-
gels utilized for wound dressing. The theoretical part deals with the structure of the skin,
the healing process, possible complications during healing and methods of wound healing.
The practical part is focused on the preparation of hydrogels based on polyvinyl alcohol
(PVA) crosslinked with 2,3-dialdehyde cellulose (DAC), determination of their cytotoxici-
ty on the cell line of mouse fibroblasts NIH / 3T3 and on monitoring cell migration in vitro
by scratch assay after application of hydrogels loaded with bioactive substances. The ob-

tained results suggest the suitability of prepared materials for topical applications.

Keywords: hydrogel, skin, wound healing, cytotoxicity, cell migration
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UvVOD

Ktze predstavuje zakladni pilit v obrané lidského organismu pted vnéjSimi vlivy a jakékoli
poruseni jeji celistvosti predstavuje potencidlni riziko. Je proto nezbytné, aby se jakékoli
rany co nejlépe a nejrychleji zahojily. Tomuto procesu piedchazi cela fada presné fizenych
fyziologickych pochodd, jejichz cilem je ranu zbavit jakychkoli necistot, obnovit nejdile-
na celé fadé okolnosti, at’ uz jsou to vnitini (vék a celkovy zdravotni stav pacienta) nebo
vngjsi faktory (napiiklad mechanické vlivy nebo lokalni infekce), ¢i pripadné potize, které
mohou prubéh zahojeni rany zkomplikovat, 1é¢eni zna¢né prodlouzit i zplisobit neuspoko-

jivé estetické vysledky zhojené rany.

Vyvoj v oblasti materidlového inzenyrstvi pfinasi v soucasné dobé celou fadu biokompati-
bilnich materialt, jejichz aplikace zajisti optimalni prostfedi pro hojeni ran. Mezi témito
materialy se stale vice dostavaji do poptedi piicné zesitované polymerni fetézce znamé
také jako hydrogely, vyznacujici se zna¢nou hydrofilitou a obrovskou kapacitou schopnou
pojmout mnohondsobné vyssi mnozstvi vody, nez je jejich hmotnost. Vzhledem k jejich
vlastnostem jsou schopné simulovat pfirozenou tkan, nizka cytotoxicita a schopnost absor-
bovat a uvoliiovat 1é¢ivé latky je pfedurcuje pro pouziti mimo jiné jako idedlni kryci médi-

um pii hojeni ran.

Hydrogely, na které je zamé&fena tato diplomova prace, byly pfipraveny zesitovanim poly-
vinylalkoholu a 2,3-dialdehyd celuldzy. Mezi zdsadni kritéria pfedurcujici vhodnost hyd-
rogeld pro kosmetické a biomedicinské ucely je jejich biokompatibilita. Proto byly podro-
beny zkouskam na cytotoxicitu a také byl stanoven jejich ucinek na schopnost hojeni ran

v kombinaci s bioaktivnimi latkami.
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I. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

1 KUZE

Kize je velice dilezitym organem téla v celé zivocCisné fiSi, nebot’ predstavuje prvni
ochrannou vrstvu mezi samotnym organismem a vn¢j$im prostiedim, ve kterém se nachazi.
U pramérného dospélého &loveka dosahuje plochy piiblizng 1,73 m? a podili se na hmot-
nosti téla 8 az 16 procenty. [1] Kromé toho, Ze slouzi jako ochranna bariéra, patii mezi jeji
zékladni funkce déle také udrzovani homeostazy, nebot’ zabranuje dehydrataci organismu
regulaci transepidermalni ztraty vody (TEWL). Kiize je dale dalezita z hlediska vyluc¢ova-
ni, termoregulace, participace na imunitnich procesech, vnimani okoli a tvorba vitaminu D;
za ucasti ultrafialového zafeni. V neposledni fad¢ plni také socialni funkci, nebot’ prave
kize je mistem procesi rozhodujicich o tom, jak o sobé navzijem premyslime, citime

a komunikujeme. [2]

1.1 Stavba kize

Z histologického hlediska délime kazi na 3 zdkladni vrstvy. Ve sméru z vnéjsku dovnitt
jsou to pokozka neboli epidermis slozend z 6 vrstev epitelidlnich postupné se odlupujicich
neboli deskvamujicich bunék. Stfedni vrstvu, nazyvanou Skara (dermis), tvoii vazivova
tkan prostoupend cévami, koZznimi adnexy a receptory. Posledni vrstvou je podkoZi (sub-
cutis), které obsahuje zejména tidké a tukové vazivo a pomahd fixovat kizi k tkdnim hlub-
Sich vrstev. Tloustka klize se li§i v zavislosti na ¢asti téla. Napiiklad kize pokryvajici leb-

ku ma silu pfiblizné 1,5 mm, zatimco kize na zadech je silnd az 5 mm. [3]

1.1.1 PokoZka - Epidermis

PokoZka plni pfevazné bariérovou funkci, je ektodermalniho plvodu a sestdvd se
z vicevrstevného dlazdicového epitelu, ktery smérem k povrchu rohovati. Tyto epitelové
buiiky potfebuji podle poslednich studii pfiblizn€ 40 aZ 56 dni k tomu, dostat se ze zaro-
decné bazélni vrstvy az k povrchu pokozky. U neinfekéniho onemocnéni zvaného psoriaza
neboli lupénka, je tato doba zkracena na 6 az 8 dni a dochézi pfi tom k zna¢nému odlupo-
vani odumfelé pokozky. [4] Vzhledem k absenci vaskularizace je tato vrstva sycena kysli-
kem spolecné s dalSimi Zivinami difuzi ze Skary. Celkova tloustka pokozky je 0,05 —
0,1 mm a dle vysky zrohovatélé vrstvy (stratum corneum) ji délime na tenky a tlusty typ
epidermis. VéEtSinu téla pokryva tenky typ, ktery obsahuje potni, mazové ¢i aromatické

zlazy, chlupy, vlasy a jind adnexa. Na fyzicky nejvice namahanych ¢astech ktize, tedy na
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dlanich a ploskach chodidel vcetné navazujicich ploch prstii obou koncetin se nachazi tlus-

ty typ. Tento typ postrada ochlupeni a aromatické i mazové zlazy.

Hlavnim a nejvice zastoupenym typem bunék v pokoZce jsou keratinocyty. Dale se zde

nachazi melanocyty, Langerhansovy a Merkelovy buiiky.
Keratinocyty

Keratinocyty jsou nejvice zastoupenym bunéénym typem v celé pokozce, jsou cylindrické-
ho tvaru, ktery se smérem k povrchu epidermis zplostuje a jsou odpovédné za funkci klize
jako ochranné bariéry. Proliferace téchto bun€k probihd v bazalni vrstv€ na rozhrani mezi
pokozkou a Skéarou, kde vznikaji z kmenovych bunék. Keratinocyty se nad touto vrstvou jiz
dale nedéli, a zatimco postupuji smérem k hornim vrstvam pokozky, dochazi u nich
k celkové preméné vedouci az k jejich odumieni a zrohovaténi. Tyto buniky jsou poté od-
louceny od pokozky v podobé Supin. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o kontinuélni proces,

je zapotiebi, aby dochazelo k produkei keratinocytti po celou dobu Zivota. [5]
Melanocyty

Tyto bunky jsou pfitomné v mnoha tkanich a podili se na pigmentaci povrchovych struk-
tur. [6] V pokozce se nachdzeji roztrousené pii bazalni membrané, ke které jsou ptichyce-
ny pomoci hemidesmozomii, av§ak samy mezi sebou spojeny nejsou. Hlavni funkci téchto
bungk je tvorba melanind, v pokoZzce pfevazné eumelaninu. Prvnim krokem syntézy mela-
ninu je pifeména aminokyseliny L-tyrosinu pomoci tyrosinasy na DOPA (3,4-
dihydroxyfenylalanin), ktery se dale upravuje a polymeruje na riizné druhy melaninu. Me-
lanin se poté akumuluje do pfiblizné 1 um velkych granul oznaovanych jako melanoso-
my. Ty jsou poté pomoci cytoskeletalnich kinesinli transportovany do konct cytoplasma-
tickych invaginaci melanocytl,, které¢ prostupuji do vysSich vrstev epidermis a konci
v blizkosti keratinocytli. Tyto konce cytoplasmatické membrany jsou poté pomoci fago-
cytdzy pieneseny do keratinocytii do blizkosti jadra. [3] Zde se melanosomy kumuluji
a tvofi ochrannou ¢epici a chrani tak DNA jadra pted u¢inky zafeni UVA a pfevazn€ mno-
hem pronikavéj$iho kratkovinného UVB. Mimo to se melaninu pfisuzuje také funkce anti-

oxidantu a lapace volnych radikalt. [7]
Langerhansovy buiiky

Langerhansovy buiiky jsou mesenchymalniho pivodu a vyviji se v kostni dfeni. Jsou to

dendritické, v celé pokozce fidce rozptylené bunky, pfevazné vSak ve vrstvé stratum spi-
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nosum. Jejich dlouhé vybézky zachycuji antigeny mezi jednotlivymi keratinocyty, ktery
poté dale zpracovavaji a nakonec prezentuji T-lymfocytim. Déle jsou schopné mimo fago-
cytdzy také uvolnéni cytokint, jako je interleukin-1, pro podporu chemotaxe a aktivace
lymfocytu. [8] Langerhansovy buniky jsou tedy odpovédné za ochranu pied vnikem patolo-

gickych mikroorganismu do ktize a povazuji se za nejperifernéjsi ¢ast imunitniho systému.

Merkelovy bunky

Jedna se o nizkoprahové mechanoreceptory pochéazejici z epidermélni linie, které jsou dua-
lezité pro spravné neuralni kédovani jemnych dotykt. [9] Nejvice jsou zastoupené na ko-
neccich prstil a zevnim genitalu. Nachdzeji se pfi bazalni membrané epidermis, kde jsou
pfipojeny pomoci desmozom k okolnim keratinocytiim. Od téch se lisi pfevazné denznimi
granuly ptivodem z Golgiho aparatu, ktera jsou umisténa pii bazolateralni sténé, kde jsou
bunky v synaptickém kontaktu s terminalnimi disky nemyelinizovanych vldken neurond,
ktera prostupuji skrze bazdlni membranu. Jemny dotyk kiize zptsobi uvolnéni neuro-
transmiterti a vysledkem je dotykovy vjem v této oblasti. [3] Jedine¢ny princip mechanis-
mu pienosu taktilnich informaci Merkelovych bunék inspiroval védce k vytvoreni dotyko-
vého senzoru na bazi organického synaptického transistoru, ktery napodobuje synapticka
spojeni a jeho vyuziti se predpokladd v umélé inteligenci a u autonomnich systémi, které

vyzaduji neprodlené rozhodovaci procesy a vysoce energeticky efektivni provoz. [10]

Z histologického hlediska délime stavbu pokozky ¢lovéka na 6 vrstev a to primarné

na zakladé stupné diferenciace keratinocytii: [1]
Stratum basale

Tato vrstva je tvofena jednou fadou mitoticky aktivnich kubickych ¢i cylindrickych kerati-
nocytl, které nasedaji pfimo na bazdlni membranu. Keratinocyty jsou mezi sebou pevné
vazany pomoci desmozomil. Tento typ mezibunéénych spojii se nachéazi v silné¢ namdha-
nych tkéanich jako je myokard, mocovy mechyi nebo kiize a je napojen na vnitrobunécnou
cytoskeletalni sit’ intermedidlnich keratinovych filament (takzvana tonofilamenta) pomoci
proteini desmoplakini a plakoglobinii. Samotnou soudrznost mezi jednotlivymi desmo-
zomy zajistuji cadheriny. [11] K bazalni membrané jsou keratinocyty vazany multiprotei-
novymi komplexy oznacovanymi jako hemidesmozomy, za ucasti takzvanych integrint.
Pravé tato vazba hraje velmi dulezitou roli v soudrznosti klize a v udrzovani stabilniho

vnitiniho prostfedi epidermis. Jeji naruseni jakéhokoli ptivodu vede k mnoha koznim one-
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mocnénim, které jsou doprovazeny puchyii a souborné se oznacuji jako epidermolysis

bullosa. [12]
Stratum spinosum

Je nejsilnéjSi vrstvou pokozky a vyznacuje se piitomnosti polyedrickych keratinocyt
s centralné uloZzenym jadrem. V téchto buiikach jsou tonofilamenta velice napadna a jejich
upony konci ve vybézcich bunééné membrany, kde se jednotlivé buiiky mezi sebou spojuji
desmozomy Béhem piipravy histologickych preparati pro svételnou mikroskopii dochézi
ke smr§téni bunék, ¢imz tyto vybézky znacn¢ vyniknou a jsou pozorovany jako ostny ne-

boli spiny. Odtud je poté odvozen ndzev této vrstvy. [1]
Stratum granulosum

Keratinocyty v této vrstvé jsou zploStélé, prochazeji terminalnim vyvojovym stadiem
a ve své cytoplazmé vykazuji znaéné mnozstvi siln¢ bazofilnich télisek, které se oznacuji
jako keratohyalinni granula a spole¢né s dalSimi proteinovymi prvky tonofilament vytvari
v cytoplazmé velké struktury. Zaroven se do okoli bun¢k dostavaji pomoci exocytdzy gra-
nula odvozend od Golgiho aparatu, ktera vytvaii ve vysSich vrstvach epidermis kolem bu-
nék vrstvu lipidového charakteru, kterd se z velké casti podili na bariérové funkci kiize
a zabraiiuje ztratdm vody. Tato vrstva tak naptiklad také hréla kli¢ovou roli u pravékych

zivo€icht, kdy jim umoZnila Zivot na sousi. [13]
Stratum lucidum

Tato tenka prisvitna vrstva se nachézi pouze u tlustého typu kiize. Je tvofena dvéma fada-
mi zplostélych odumftelych keratinocytll, které diky z keratohyalinu se postupné tvoficiho
eleidinu jsou silné eozinofilni. Jadra ani bunééné organely se v téchto buinikach jiz nena-
chazi.

Stratum corneum

Zplostelé bunky v této vrstve, oznaCované jako korneocyty, jsou vyplnéné vldkny keratinu
a jsou sefazeny az do 20 vrstev a urcuji tak tenky nebo tlusty typ kize. Tato vrstva se nej-
vEtsi ¢asti podili na kozni bariéfe, nebot’ poskytuje ochranu proti fyzikélnim, chemickym
a mechanickym vliviim a spolu s mazem zabranuje ztratdm vody, mineraldi a bilkovin, za-

mezuje smacivosti pokozky a brani priniku cizorodych mikroorganizmd. [1]
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Stratum disjunctum

Jedna se o posledni vrstvu, ne vZzdy samostatn¢ uvadénou v literatute, ve které je soudrz-
nost keratinocytli narusena rozpadem desmozomu a jednotlivé bunky se tak neustale odlu-
puji ve formé Supin, které se oznacuji jako korneocyty. Jejich obsah tvoii prevazné kerati-

nova vlékna spojend za pomoci proteinu filaggrinu. [1]

1.1.2 Skéra — Dermis

Skara je stiedni silna vrstva kiize mezodermélniho piivodu navazujici na pokozku, od niz je
oddélend bazdlni membranou. Zajistuje predevSim vyzivu epidermis a mechanickou pev-
nost ktize. Jeji tlouStka se lisi dle mista na téle, kdy na vickach dosahuje sily ptiblizné
0,6 mm a na zadech nebo chodidlech to mohou byt az 4 mm. Je tvofena pojivovou tkani,
cetnymi nervovymi a vaskuldrnimi pletenémi. Tyto vaskularni plexy, které se nejvice na-
chézeji u ¢loveka v holé kiizi dlani a plosek nohou, maji mezi sebou mnohé arterio-vendzni
anastomozy (AVA), kterd propojuji drobné tepny s drobnymi zilami a zajist'uji lepsi termo-
regulaci diky zménam priméru lumen cév. Tyto zmény jsou ovladané z centra regulace
télesné teploty v hypothalamu. Veskeré AVA jsou simultdnné uzavirany pii dolni hranici
a naopak otevirdny pii horni hranici termoneutralni zony, ktera je u nahého ¢loveéka dana
rozpétim piiblizné 26 °C — 36 °C. [14] Dale Skara obsahuje vlasové folikuly, potni a mazo-
vé zlazy, lymfatické cévy a velké mnozstvi mechanoreceptorti a termoreceptort. Jeji vnéjsi
povrch je zvrasnény a je tvoreny vystupky (dermal papillae), které zapadaji do protilehlych
zatezli epidermis, coZ zvySuje pevnost dermo-epidermalniho spojeni. [3] Mezi pocetné
bunécné typy nachéazejici se v dermis patii fibroblasty, mastocyty, makrofagy anebo napfi-

klad adipocyty.
Fibroblasty

Fibroblasty jsou builkky mesodermalniho ptivodu vietenovitého tvaru s podlouhlym oval-
nym jadrem hojné se vyskytujici v celé¢ dermis. Jejich funkci je syntéza kolagenu a kom-
ponent mezibunécné hmoty (ECM) a zapojuji se do vystavby a oprav strukturalnich sou-
¢asti kize. Hraji také hlavni roli v hojeni ran, kam se dostavaji za pomoci rastovych fakto-
ri a kde se méni na myofibroblasty, které zapfi¢ini smrsténi rany. Do svého okoli poté

produkuji ECM obohacenou o fibronektin a hyaluronan [15]

Ve fibroblastech probiha prvni ¢ast syntézy kolagenu. Nejdiive na polyribozomech mem-

bran granularniho endoplasmatického retikula dochazi k syntéze trojSroubovice prokolage-
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nu. Ten je nasledné biochemicky upraven a vznika tropokolagen, ktery je vylouc¢en do ex-
tracelularniho prostoru, kde probéhne druha ¢ast tvorby kolagenu. Pfi ni vznikd polymeraci

molekul tropokolagenu findlni kolagenni vldkno. [16]
Skara se déli na dvé vrstvy:
Stratum papillare

Nézev je odvozen od dermadlnich papil na hranici mezi $karou a pokozkou. Tyto mnohdy
velmi vysoké utvary se projevuji jako otisky prstti na povrchu ktize dlani a chodidel. Cévni
pletené této vrstvy poskytuji vyzivu pokozky, zajistuji vyménu odpadnich latek a kysliku.
Stratum papillare je tvofeno pievazné fidkym vazivem s majoritnim podilem kolagenu
typu I a III, fibroblasty, leukocyty a dendritickymi a zirnymi buiikami. Z mechanického

hlediska poskytuje kiizi tato vrstva diky kolagenu pfevazné pevnost. 8]
Stratum reticulare

Tato hluboka vrstva skary je silnéj$i nez predchozi vrstva, obsahuje méné roztrousenych
bunck, ale zato vice vlaken a to ptfedevsim retikuldrnich, kolagenu typu I a také znacné

mnozstvi elastinu, ktery dodava kizi jeji pruznost. [8]

1.1.3 Podkozi - Hypodermis

Tato vrstva spojuje Skéaru s hlub§imi strukturami, jako jsou svalové povazky, okostice nebo
vazivo pokryvajici klouby. Je tvofena pievazné volnou pojivovou tkani, diky které se muze
po téchto strukturach kiize voln¢ klouzat a vyznacuje se znanym mnozstvim tukovych
bunék (adipocytll) riznych velikosti. Ty se déli na dva typy a to na univakuolarni bilé adi-
pocyty s jadrem pfi okraji bunky, které prevladaji v dospélosti a na hnédé multivakuolérni,
které nachazime prevazné u novorozenct. Jejich barva je dana diky vysokému poctu mito-
chondrii obsahujicich cytochromy. Hnédé tukové bunky jsou také zdrojem termogeneze,

ktera vysledkem aktivity mitochondridlniho proteinu thermogeninu neboli UCP1.

1.2 Bariérova funkce kuze

KozZni bariéra hraje nenahraditelnou tlohu v ochran€ organismu. Na jedné strané chréani
pred vn&js$imi vlivy, jakymi jsou rizné biologické faktory zapfi€ifiujici onemocnéni, aler-
geny a chemikalie, na druhé stran€ poméaha zachovavat homeostdzu a zabraiiuje ztraté vo-

dy z organismu. Jak jiz bylo uvedeno vySe, jednou z hlavnich casti této bariéry je epider-
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malni stratum corneum (SC) a jeji lipidovy obsah. K bariérové funkei ptispivaji také Lan-

gerhansovy bunky, o kterych bylo pojednéano vyse.

1.2.1 Komponenty stratum corneum

Na rozdil od ostatnich organti, které maji zna¢nou funkéni rezervu, kozni bariéra musi zl-
stat zcela zachovand a neposkozend. I drobné poskozeni SC muize vést k abnormalitdm
v elektrolytové a vodni rovnovaze, ke zvysenému riziku vzniku infekce a vyustit v lokalni

nebo az systémovy zanét. [17]

Hlavni funkéni slozkou této vrstvy jsou jeji mezibunééné lipidy, které jsou vyplavovany
do mezibunécného prostoru z keratohyalinnich granul. Tato granula se tvoii jako derivaty
Golgiho aparatu jiz ve stratum spinosum a smérem k povrchu kiize se dostavaji vné€ korne-
ocytl, které nasledné obaluji a vytvari tak pevnou strukturu, v literatufe ¢asto ozna¢ovanou
terminem ,,cihly a malta®. Lipidy jsou okolo korneocytil ulozeny do dvou krystalickych
lamelarnich fazi s periodicitou 6,4 a 13,4 nm s tim, ze z hlediska funkce kozni bariéry je
faze 13,4 nm (takzvanad LPP, neboli long periodicity phase) povazovana za nejvice dilezi-
tou. [18] Nejvétsi podil téchto lipidh piislusi volnym mastnym kyselindm, ceramidim
a cholesterolu. Metodou stripovani, tj. Setrnym strhavanim jednotlivych vrstev pokozky
pomoci pasky, extrakci ziskanych latek a jejich urcenim tenkovrstvou chromatografii byl
ziskan profil jednotlivych lipidt. Bylo tak zjisténo, ze hlavni slozky se zde nachazi pribliz-
né¢ vekvimolarnim poméru. Volné mastné kyseliny, jejichZz hladiny jsou nejvyssi
v nejsvrchnéjsi vrstvé, maji variabilni délku fetézce v rozsahu C16 az C26. Naproti tomu
ceramidy, které tvofi nejvyssi podil lipidi SC, jsou spolu s cholesterolem pfitomny napiic

celou vrstvou pfiblizné ve stejné velkém zastoupeni. [19]

1.2.2 Tésna spojeni (tight junctions)

Zatimco desmozomy stratum basale zajiSt'uji soudrznost bun€k mezi sebou v podobé bo-
dovych propojeni, tésnd spojeni (tight junctions, zonulae occludentes) poskytuji nepro-
stupny tésnici spoj po celém obvodu bunek ve stratum granulosum. Tvoii semipermeabilni
mezibunétné bariéry, které reguluji paraceluldrni difazi. Toto mezibunééné spojeni fungu-
je také jako intramembranova bariéra, kterd zabraniuje smichani apikalnich a bazolateral-
nich lipidl plazmatické membrany. [20] Jsou tvofeny pfimym kontaktem dvou sousednich
plazmatickych membran bez dalSiho mezibunééného materidlu nebo extracelularnich pro-

stor za pomoci multiproteinovych komplexti. Jako prvnim identifikovanym proteinem byl
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occludin, ktery je cilem moha signalnich drah a povazuje se za dulezity prvek z hlediska
dynamiky té€snych spojeni. Déle se na té€snych spojenich podileji transmembranové protei-
ny claudiny, u nichz bylo zjiSténo, Ze se podili na tésnosti a selektivnimu propousténi ¢as-

tic skrze tésna spojeni. [17]

1.2.3 Filaggrin

Filaggrin je protein plnici fadu funkci v kiizi. V hornich vrstvach epidermis jsou korneocy-
ty vyplnény keratinovymi vladkny, které jsou seskupeny pomoci filaggrinu. Filaggrin je
také soucasti pevného obalu téchto bunék, ¢imz se vyznamné podili na strukturni integrité
SC. [21] Proteolyza filaggrinu v hornich vrstvach SC produkuje ptfirozené zvlhéujici fakto-

ry (NMF = natural moisturizing factors). [22]
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2 TYPY RAN

Pojem rana predstavuje typ zranéni, které je charakterizovano poskozenim jedné nebo vice
vrstev kiize. V SirSim slova smyslu se takto také oznacuje poSkozeni integrity tkan¢, kam
se fadi napfiklad sliznice ¢i organy. Existuje tak mnoho druhii déleni, nize budou vyjme-

novany ty v klinické praxi nejcastéji pouzivané.

2.1 Déleni dle priubéhu

Podle pribéhu hojeni délime rany na akutni a chronické. Akutni rany vznikaji bud’ urazem,
nebo chirurgickym zdkrokem a jejich hojeni probihd vétSinou bez véaznéjSich komplikaci.

Réna tak projde jednotlivymi fazemi hojeni podle piedpokladt.

V ptipadé¢, ze hojeni trva déle nez 4 tydny, mluvime o rané chronické. [23] Chronické rany
sice zacinaji stejné¢ jako akutni, avSak jejich hojeni neodpovida standardnimu prabchu.
Mohou vznikat i nespravnym oSetfovanim. Hojeni ¢asto dochézi k zaseknuti na jedné nebo
vice fazich slozité kaskady celého procesu a neni jisté, jestli bude vilbec kdy uspésné do-
konceno. Chronické rany pfindsi kromé velkého nepohodli pro pacienty také znacnou zatéz
pro zdravotnictvi po celém svété. Jenom v USA bylo v roce 2007 z celkovych nékladt 116
miliard americkych dolart na pacienty s diabetem ur¢eno minimalné€ 33 % na 1écbu vied
chodidel [24], které tuto nemoc doprovazi a jsou jednémi z typickych ptiklad chronickych

ran.

2.2 Déleni dle kontaminace

Podle stupné zamoteni mikroorganismy délime rdny do Etyf skupin a to na rany cisté, kon-

taminované, infikované anebo kolonizované.

2.2.1 Cisté rany

Cisté neboli aseptické rany vznikly pii aseptickych podminkéch prostiedi nebo byla rana
vc€as as dostatecn¢ vydesinfikovdna a kize tedy nebyla infikovdna zadnymi mikroorganis-
my nebo jinymi biologickymi kontaminanty a neni pfitomny zanét. U takové rany tedy lze
predpokladat normalni pribeh hojeni bez komplikaci. Takovy typ ran vznika naptiklad pfi

operacich. [25]
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2.2.2 Kontaminované rany

Od tohoto stupné dal jsou rany souborné oznacovany jako aseptické, neboli v rané uz na-
chazime zarodky patogennich mikroorganismi ¢i jinych kontaminanti. Pfi téchto ranach
obvykle nedochazi k infekci. Miize se jednat o rany vzniklé pfi nehodach nebo se takto
oznacuji rany na sliznicich béhem chirurgickych resekci jako je naptiiklad apendektomie

nebo cholecystektomie.

2.2.3 Infikované rany

U tohoto typu rany byla kiiZze nebo pfilehlé mekké tkané zamoteny patogennimi mikroor-
ganismy, které se jiz mnozi a je zde tedy jiz zna¢né vysoké riziko infekce. Jedna se o rany

nelécené nebo napiiklad rany po kousnuti zvifetem.

2.2.4 Kolonizované rany

Kolonizace je typickd pro chronické rany, jakymi jsou naptiklad proleZeniny, a zpiisobuje
zpomaleni priabéhu hojeni. Typickymi zastupci bakterii u téchto typl ran jsou anaerobni
druhy jako je Peptostreptococcus spp, Bacteriodes spp., Clostridium spp. Poptipadé koli-
formni bakterie, zatimco zastupci typicti pro akutni rany (Staphylococcus aureus, Pseudo-

monas aeruginosa) se v téchto ranach nevyskytuji. [26]

2.3 Déleni dle rozsahu

2.3.1 Zaviené rany

Rény tohoto typu vznikaji pfi tupém uderu, jako je napiiklad pad na zem, pad tézkého
predmétu na postizené misto nebo napiiklad béhem autonehod. Ackoli je pro né typické
zjevné neporuSeni pokozky, dochédzi k poSkozeni podpovrchovych tkani, neziidka kdy az
na samotnou kost. Dle téchto poskozeni nejcastéji rozliSujeme dva typy ran a to hematom

(modfina) a kontuzi (pohmozdéni).
Hematom

Vzniké poSkozenim krevnich cév vlivem silného tlaku a vylitim krve do okolni tkang. Dle
velikosti je délime na petechie, ekchymozy, surfuze a purpuru. Mensi hematomy odezniva-
ji béhem nékolika dni, u velkych je v nékterych piipadech nutné odsati krve. Komplikace
mohou nastat také pti uzivani 1€kt na fedéni krve, jako je naptiklad heparin, nebo pfi vzni-

ku mistniho zanétu doprovazeného otokem a bolesti.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

Podpovrchové hematomy se projevuji jako barevné oblasti, kdy po kratké dob¢ se barva
méni z rdzové na modrou az fialovou kvili deoxyhemoglobinu ve ven6zni krvi. Ta ma
vetsi absorpéni koeficient v ¢ervené oblasti a v odrazeném svétle tak prevlada modra sloz-
ka nad Cervenou. [27] V prabéhu nasledujicich dni dochazi k lyze erytrocyta a vyplaveni
hemoglobinu, ktery se oxiduje na methemoglobin a nasledné podléha metabolickym zmé-
nam na pigmenty biliverdin a bilirubin [28], coZ ma za nasledek zménu barvy modfiny

pies zelenou az po zlutou.
Kontuze

Pohmozdéni vznikd plisobenim tupého pfedmétu mensi intenzitou. Projevuje se lehce vy-
vySenym zacervenanim podminénym rozsifenim koznich cév a otokem. Brzy mizi, nékdy
jiz za né€kolik hodin. [29] V pftipad¢ siln¢jSich uderi mohou pohmozdéni zpiisobit popras-
kani svalovych vldken v misté ideru a ptilehlém okoli, coz typicky zapfi€ini tvorbu hema-
tomu i ve svalech. [30] Intramuskularni hematomy zptisobuji narist tlaku ve svalu diky
neporusené povazce. Tento tlak zplsobi kompresi kapilér, zastaveni krvaceni, avsak je

doprovazen znacnou bolesti. [31]

2.3.2 Povrchové rany

Tento typ ran zasahuje jen do hornich vrstev kiize, tedy do pokozky a Skary. NejCastéji
jsou zpusobeny tfenim o abrasivni povrch, pfi¢emz vznikaji takzvané odfeniny. Dalsi
moznosti je pofezani, Skrabnuti, lehkd popaleni a omrzliny, chemické poleptani a trzné

rany. Povrchové rany jsou Casto spojené s mensim krvacenim a hoji se primarnim hojenim.

2.3.3 Hluboké rany

Tyto rany jiz zasahuji do podkozi a déle a jsou tak ohrozeny svaly, vazy, Slachy a organy
uloZené pod nimi. V takovém piipad€ jiz hrozi poranéni velkych tepen a zil, a kromé vné;j-
Stho je zde i riziko vnitiniho krvaceni do dutin. Hluboké rany se hoji pfevazné sekundar-

nim hojenim.

Mezi tento typ ran patii napiiklad:

Rezné rany

VétSinou Cisté dobie se hojici rany zplsobené ostrym pifedmétem, jako je naptiklad niz,

stiep nebo plech, u kterych je vSak vysoka pravdépodobnost zasdhnuti vétSiho poctu cév

a tim zpusobené silné krvaceni.
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Secné rany

Sec¢né rany jsou velice podobné piedchozimu typu, nebot mivaji taktéz hladké okraje
a jsou zpusobeny ostrymi piedméty ¢i nastroji, jejichz ostii dopada velkou silou na povrch
ktize. Na rozdil od feznych ran je zde vSak Casto mensSi krvaceni, protoZze dochazi
ke zhmozdéni cév a tkani. Tvar a zdvaznost takovych ran je zavisla na ostrosti nastroje, sile
uderu a jeho thlu. Ostii v misté seknuti muze také zplsobit doprovodné klasické fezné
rany.

Trzné rany

Vznikaji natrzenim nebo potfezanim ktize a jsou tak ¢asto zaménovany za rany fezné, avSak
jejich okraj je do jisté miry vzdy nepravidelny. Mohou byt jak povrchové, tak zasahujici az
do tkani pod kizi. Byvaji vétSinou také vétSim rizikem priiniku mikroorganismi do téla
a pfedméty, které je zplisobily, mohou zanechat v rané rezidua. Soucasti 1éCby je tedy veli-
ce fadné vycisténi rany.

Bodné rany

Tento typ rany je zplsoben Spiatym pfedmétem, ktery mize proniknout velice hluboko. Je
zde sice mensi riziko krvéaceni, nicméné o to vEtsi je nebezpeci zaneseni patogent do téla.
Vzhledem k elasticité tkani, které se thned po vyjmuti bodného pfedmétu opét stahuji, je na
prvni pohled obtizné urcit hloubku zasaZeni. To s sebou nese riziko opomenuti nékterého

z dil¢ich poranéni.
Pokousani

Rény z pokousani zahrnuji celou skalu zdvaznosti od povrchovych zranéni, pies vazné
poranéni az po znetvotujici az smrtelné rany. K tomu je tfeba pocitat 1 s rizikem kontami-
nace mikroorganismy, protoZe i relativné drobné ranky mohou zpusobit infekci a proto je
tieba pfistupovat ke kazdému pokousani jako k zranéni s moznymi néslednymi komplika-

cemi. [32]
Stielné rany

Rény vzniklé palnymi zbranémi jsou velice komplexni a jejich charakter zavisi na n€kolika
faktorech, jako je vzdalenost cile od usti hlavné, zasazend cCast téla, raZze a typ pouZzitého

stieliva a jeho thel vniknuti.

Co se ty€e samotného poranéni klize, vykazuje drtiva vétSina mist vstielu naboje zénu za-

rudlé obrouSené epidermis okolo vstupniho otvoru, kterd se nazyva obrusny prstenec
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(,,abrasion ring*) a jeho vznik je pfipisovan jak tfenim naboje o epidermis, tak kratkodo-
bym piepétim kiize, nez dojde k jeji perforaci a proniknuti naboje do hlubsich vrstev tkéni.
Vzhledem k rigidité a sile klize na dlanich, ploskach nohou a loktech, se obrusny prstenec

na téchto mistech nevyskytuje. [33]

Za vstupnim otvorem kulka v zavislosti na kinetické energii postupuje dal a tvoti takzvany
stielny kandl, nebo se rozpada na mensi fragmenty. V ptipad¢ dostatecné sily je schopna
projit skrze celou masu a opustit télo, coz se oznacuje jako takzvany prustfel. Béhem své
trajektorie v téle postupné deformuje jak sama sebe, tak tkan, se kterou se dostava do kon-
taktu a rozrazi ji. Tim na velice kratkou dobu, pfiblizné na 5-10 ms, vytvaii v téle dutinu
o praméru az 12,5 nasobku svého vlastniho priméru. Velikost této dutiny zavisi na veli-
kosti rdZe a mnozstvi kinetické energie, kterou na své cesté skrze tkan ztraci, zavisi a dale
také na poddajnosti okolnich tkani a organti vici takovymto ndhlym zméndm, kdy napfi-

klad svalova hmota se v tomto ptipad¢ 1épe pfizplisobi nez jaterni tkan. [34]

Pokud kulka pronikne skrz, vznika vystupni otvor takzvany vystiel. Ten byva typicky vétsi
nez vstupni otvor a to ze dvou diivodl. Tim prvnim je deformace projektilu a tim padem
zvétSeni plochy kolmé na smér jeho trajektorie a tim druhym je nestabilita projektilu a jeho
rotace, coz muze pii dostatecné¢ dlouhé draze zpisobit jeho celkové preklopeni a vyusténi

na vystfelu jeho Sirokou zakladnou. [33]

U strelné rany je kromé infekce tieba také v pfipadé stielby z blizka pocitat s popaleninami
a tlakovymi defekty zplisobenymi Zhavymi plyny a dale s rezidui plasté naboje, nespale-
nym stfelnym prachem a mastnotou z hlavné, které doprovazi projektil a mohou se vryt

do ktize a tkani v tésné blizkosti jeho trajektorie. [35]

2.4 Déleni dle zpiisobu hojeni

Podle rozsahu a stavu rany se k jejimu hojeni pfistoupi podle jednoho ze tii zpisobl
pro dosazeni co nejlepSiho vysledku a pokud mozno zkraceni hojeni na minimalni moznou

dobu.

2.4.1 Primarni hojeni

Tento typ hojeni nachdzime pouze u povrchovych a nepftili§ hlubokych ¢istych akutnich
ran, které jsou uzavieny béhem 12 az 24 hodin od svého vzniku. Jedna se tedy napiiklad
o Cisté lacerace nebo drobné chirurgické fezy, kde miizeme obé¢ strany fezu pfilozit k sobé.

Neni naruSena kontinuita bazalni membrany a poSkozeno je relativné malé mnozstvi epite-
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lidlnich bunék a bunék ptilehlé pojivové tkané. Okraje rany jsou spojeny k sobé pomoci
stehtl, specialnich tkanovych lepidel, pasek ¢i jinych pomtcek a hojeni probiha relativné
rychle a bez komplikaci. [36] Primarni hojeni je tak nejlepSim zptisobem zaceleni rany,
protoze v misté rany zustava pouze drobna jizva, coz je pozitivum jak z pohledu funkcnosti

tkané, tak z kosmetického hlediska.

2.4.2 Opozdéné primarni hojeni

Opozdéné primarni hojeni se objevuje v piipadé, ze uzavieni rany je opozdéno o 3 az 6
dni. Tento typ hojeni se uplatiuje pii vyskytu nezddoucich podminek, jako je naptiklad
Spatna vaskularizace, nekontrolovatelné krvaceni nebo podezieni na zvysené riziko infek-
ce. [37] K tomuto hojeni se ¢asto pristupuje u valeénych zranéni, kdy je rana vytvotrena
narazem o vysoké energii, nebo u zranéni, ktera vyzaduji pouziti kozniho Stépu, a je tedy

tteba mit nejdfive ranu zcela Cistou.

Kuze a podkozni vazivo je ponechano bez jakéhokoli zadsahu a rana se uzavira az poté, co
je rana vycisténa naptiklad pomoci pacientovych obrannych mechanismil, nebo pomoci
Cisticich roztokl a antibiotik. Metabolismus kolagenu ziistdva zachovan a kize si zachova-
va svou pevnost v tahu stejné, jako by byla uzaviena ihned jako v pfipad¢ primarniho ho-

jeni. [36] Také kosmeticky vysledek byva shodny jako u primarniho hojeni.

2.4.3 Sekundarni hojeni

Tento typ hojeni se uplatiiuje v pfipadé velké ztraty mekké tkané jako je tomu u tézSich
poranéni, vadZznych popalenin nebo nékterych chirurgickych zakrokt, v ptipad¢é nekrotické
tkan¢ v rané, nebo pokud je v rané cizi téleso. V takovém ptipadé bud’ nelze kvili velké
ztraté tkané ob¢ strany snadno k sobé& ptipojit, jako je tomu u primarniho hojeni, nebo hrozi
v ptipad¢€ uzavieni rany k pomnoZeni anaerobnich bakterii a dalSim s nimi spojenym kom-
plikacim. Regenerace epitelidlnich bunék sama o sob& nedokéze navratit ptivodni strukturu
ktze, takZze dochazi k riistu granulacni tkan€ z okrajii rany nasledované nahromadénim

extracelularni hmoty a ukladdanim vldken kolagenu. [36]

Tento typ hojeni trvda mnohem déle nez predchozi dva a zanechava po sob¢ velké fibrozni
jizvy, protoZe rana je nyni zacelena pomoci granula¢ni tkang, kterd akumuluje velké mnoz-
stvi kolagennich vldken. RovnéZ funkce kiize je v takovém misté na rozdil od primérniho

hojeni zna¢n¢€ omezena a kosmeticky vysledek také neni uspokojivy.
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3 FAZE HOJENI

Hojeni rany je velice komplexni proces vzajemné se prolinajicich pochodt, ktery vyzaduje
naprosto piesnou koordinaci vSech dil¢ich Ciniteld. Jakakoli odchylka mize celou kaskadu
déjt narusit a tim cely pribéh hojeni zkomplikovat, zménit stav rany z akutni na chronic-

kou, pfipadné ptinést nova rizika.

Hojeni akutnich ran probiha ve 3-4 fazich (d¢€leni se 1isi dle literatury, prvni dvé faze byva-
ji Casto spojen v jednu, takzvanou exudativni fazi) a Gcastni se ji celd fada bunék a bio-

chemickych déjui. Podstatnou roli pii remodelaci tkan¢ hraji riistové faktory.

3.1 Ristové faktory

Ristové faktory je celd fada pfirozené se vyskytujicich signalnich polypeptidi pomérné
kratkého polocasu rozpadu produkovanych riiznymi bunikami téla, které stimuluji nékteré
buniky k odpovédim pomoci interakce s jejich specifickymi receptory, nejcastéji s G-
proteiny parovanymi receptory. G-proteiny se aktivaci pomoci vnéjSiho faktoru rozpadnou
na podjednotky o s navazanym GTP a PBy-podjednotku, které reaguji s efektorovymi pro-
teiny. G-protein se vraci opét do svého zdkladniho stavu pomoci enzymu GTPéazy, kdy
se GTP v podjednotce o pfeméni na GDP a nésledné& se pfipoji podjednotka By. G-proteiny
tak prochézi cykly aktivace a inaktivace a jsou tak schopné fungovat jako molekularni spi-

nac. [38]

Riustové faktory jsou schopné iniciovat procesy jako je bunécna proliferace pii hojeni ran,
angiogeneze, osteogeneze, zrani bun¢k ¢i jejich diferenciace. Jejich plsobeni je vétSinou

parakrinni, uc¢inek rustovych faktort je tedy pouze lokalni v okoli mista jejich syntézy.

3.2 Faze hemostaticka

Jedna se o relativné kratké obdobi, na jehoz zacatku dochazi k vyliti krve z poSkozenych
drobnych cév do rany. Néasleduje velice rychla odpovéd’ organismu, ktera vyusti v zastave-

ni krvaceni, odkud nese tato faze hojeni sviij nazev.

V prvnim kroku dochazi k vasokonstrikci drobnych cév diky aktivité hladké svaloviny
jejich stén a vyplavenim latek z poSkozenych endotelovych bunék. Nésleduje tvorba krevni
srazeniny za Ucasti krevnich desticek neboli trombocytl. Za normalnich podminek neporu-
Sené endotelové buitky uvolnuji oxid dusnaty a prostacyklin PGI,, které zabranuji trombo-

cytim se shlukovat. AvSak u poskozené cévy dochazi k obnazeni kolagenové vrstvy v jeji
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stén¢ a trombocyty velice ochotné zacinaji ulpivat ke kolagennim vlakniim. Toto pouto je
stabilizovano pomoci von Willebrandova faktoru. Trombocyty zmohutni, vytvoii ostnité
vybézky a stanou se vice adhezivni. K tomu navic uvoliuji chemické posly, jejichz tkolem
je zajistit vazbu dalSich trombocytl a posilit uzavieni cév. Timto dochazi ke kumulativni-
mu shlukovani trombocytd a velice brzy se vytvofi zatka, kterd zabranuje dalSimu krvace-
ni. Nasleduje koagulace neboli srazeni krve, které dale posili zatku utvorenou trombocyty.
Na srazeni se podili takzvané prokoagulanty nebo srazeci faktory. Jednd se o plazmatické
proteiny oznacované fimskymi Cislicemi I az XIII, které jsou syntetizovany v jatrech.
Pro syntézu ¢tyt z nich je nezbytny vitamin K. Koagulace mlze probihat dvéma cestami
a to bud’ vnitini (faktory pouzité ke srazeni pochdzi z poskozené cévy) nebo vnéjsi (rych-
lejsi, faktory se nachdzi vné poskozené cévy v okolni tkéni). Kaskddovitou aktivaci jednot-
livych faktorii dojde na konci obou cest k aktivaci pro obé cesty spoleéného faktoru X.
Jakmile je aktivni, navaze se na vapenaty ion a faktor V za vzniku protrombinového akti-
vatoru. Ten nasledn¢ katalyzuje pfeménu neaktivniho protrombinu v aktivni trombin. Tim
nastava posledni Cast koagulace, kdy trombin katalyzuje rozpustny srdZeci faktor fibrino-
gen na nerozpustny fibrin za tvorby dlouhych fibrinovych vldken. Ta nejenom pevné pro-
pojuji trombocyty mezi sebou, ale také méni tekutou krev na gel zachytem cervenych krvi-
nek. [39] Pevna sit” fibrinovych vldken zaroven do urcité miry poji k sobé ob¢ stény rany.
Mezitim se na povrchu rany se vytvaii pevna krusta z vyschlé krve s vysokym obsahem
fibrinu a tkédnového moku, kterd se také oznacuje jako strup. Ten je dulezity primarné
pro zachovani vlhkosti rany, kterd je nezbytna jednak jako ochrana pfed vysychanim noveé

vznikajicich ran a jednak jako optimalni prostiedi pro snadnou difuzi ristovych faktort.

Trombocyty v ran¢€ uvoliluji sva alfa granula, kterd uvoliuji nékteré ristové faktory jako
jsou PDGF, IGF-1, EGF nebo TGF-f. Tyto latky pfitahuji a aktivuji fibroblasty, endotelo-
vé buniky a makrofagy. [36]

3.3 Zanétliva faze

Jak mnohé zdznamy a jiné archeologické nalezy naznacuji, koncept zanétu je znam
v medicing jiz od starovékého Egypta. [40] Tato faze je mistni odpovédi organismu u kaz-
deé vzniklé rany, pfipadné pfi vzniku infekce a jejim cilem je rdnu fadné vycistit od mikro-
organismi a jiného nezadouciho biologického materidlu vcetné odumielych nekrotickych
bunc¢k, aby mohla nasledné€ zacit probihat tvorba nov¢ tkané. Hlavni ulohu zde maji buiiky,

které funguji jako fagocyty, jako jsou neutrofily, makrofagy a dendritické bunky-
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Na pocatku zanétlivé reakce jsou buiikami v rané véetné endotelovych bunék poSkozenych
cév vyplaveny chemotaxiny, které pusobi na neutrofilni granulocyty volné plovouci
v krevnim fecisti. Mezi takové chemotaxiny mizeme tadit komponenty komplementu, coz
je soubor asi 40 glykoproteinii, které spolu s interferony a dal§imi plazmatickymi proteiny
slouzi jako humoralni slozka nespecifické imunity. Komponenty komplementu jsou akti-
vovany v plazmé¢ a télesnych tekutindch a ucastni regulace prakticky vSech fazi akutni za-
nétlivé reakce, véetné zmeén v cévnim pratoku krve, velikosti lumen cév a zvySeni vasku-
larni permeability pro leukocyty. To je zplisobeno up-regulaci adheznich molekul na po-
vrchu endotelovych bunék a leukocytd. [41] Takovym produktem je kuptikladu komple-
ment C5a, u kterého bylo zjisténo, ze reguluje zékladni procesy bunék neutrofilnich granu-
locytl zvySenim elasticity membrany a velikosti bun¢k v disledku polymerace a reorgani-
zace aktinového cytoskeletu, coz vytvoii z neutrofilit migra¢ni buiiky schopné proniknout
do zéanétlivého mista. [42] Tomuto pruniku piedchazi zvySovani adheze neutrofilii k po-
vrchu endotelu, coz zpusobi takzvani ,,plazeni se* po povrchu endotelovych bun¢k az
do doby, kdy neutrofily narazi na mezeru mezi dvéma endotelovymi bunikami. Jakmile
se tak stane, vsune mezi jejich cytoplasmatické membrany svilj vyb&zek a postupné se cely
protahne skrze cévu, aniz by zpiisobil jeji poruseni. [43]. Mezi dal$i chemoatraktanty mi-
Zzeme tadit naptiklad TGF-B, bakteridlni n-formylmethionin, cytokiny a dal§i mediatory

zanétu.

Neutrofilni granulocyty se dostavaji do rdny pomérné rychle a uz béhem jedné az dvou
hodin zaznamenavame v rané jejich relativné vysokou koncentraci. Jakmile se tak stane,
za¢nou ihned fagocytovat pfitomné bakterie a jiné cizi ¢astice, které nasledné enzymaticky
rozkladaji nebo likviduji pomoci volnych kyslikovych a jinych radikald, které vznikaji
pfevazné aktivitou enzymu NADPH oxidazy. [44] Aktivita neutrofilli vétSinou konci bé-
hem jednoho az dvou dni apoptdzou neutrofilli, kdy je rana vycisténa a nepiedstavuje jiz
vhodné prostfedi pro mnozeni bakterii. Toto obdobi byva €asto také oznaovano jako cas-

na faze zanétu.

V dalsi, pozdni fazi zanétu, neutrofily pomoci uvolnénych cytokinii v¢etn¢ dalSich che-
moatraktantli pfitahuji do mista rany monocyty, které se zde preméiuji v makrofagy. Ty
hraji velice dilezitou rol v hojeni rdny, nebot’” kromé toho, Ze fagocytuji zbylé bakterie
a samotné neutrofily, produkuji a uvoliuji ristové faktory, které se podili naptiklad na
produkci ECM fibroblasty, proliferaci bun¢k hladké svaloviny nebo na angiogenezi novo-

tvofenim endotelovych bunék. Zaroven také bakteridlni endotoxiny stimuluji pfitomné
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makrofagy k produkci enzymu kolagenazy, ktera $tépi vlakna kolagenu a pomaha tak

s docisténim rany. [45]

Mezitim dochézi v této fazi také k odstranéni krevni fibrinové srazeniny. V krvi se pfiro-
zen¢ nachazi plazmaticky protein nazyvany plazminogen, ktery se v pribéhu Casu ve sra-
zening¢ meéni proteolytickym Stépenim na plazmin za pomoci dvou hlavnich trombinem
stimulovanych aktivatort, a to tkanového t-PA a aktivatoru izolovaného z moci u-PA.
Plazmin mé enzymatické vlastnosti a patii mezi Sirokospektralni proteazy. V krevni sraze-
nin€ §tépi fibrinova vldkna, ¢imZ dojde k jejimu odstranéni. Podili se tak také naptiklad na
kontinualnim rozpousténi malych trombi pfevazné v mikrocirkulaci. Vzhledem k tomu, Ze
je potifeba udrzovat fibrinolyticky systém v rovnovaze, existuji také inhibitory plazminu,
které se spolu s dal§imi regula¢nimi mechanismy podileji na jeho spravné funkeci. Aktivita
tohoto systému totizZ musi byt regulovana jak lokalné, tak i casové, aby naptiklad nedoché-

zelo k pred¢asnému obnoveni krvaceni. [46]

3.4 Proliferativni faze

V této fazi se hlavni role ujimaji fibroblasty ptitahované do mista poskozeni tkané€ fadou
rustovych faktori (PDGF, TGF-B) a zacinaji produkovat kolagenni vladkna, ¢imz dochazi
ke zpevnéni rany a zajiSténi opory pro nove vznikajici buniky. Navic fibroblasty secernuji
do rany na glykoproteiny bohatou ECM, ktera zapliiuje prostory mezi jednotlivymi kola-
genovymi vlakny a zajist'uje idedlni prostiedi pro ostatni struktury a jiné komponenty podi-

lejici se na procesu hojeni.

Makrofagy piritomné v rané zacinaji produkovat ristové faktory (VEGF = vascular endo-
thelial growth factor), které piisobi na endotelové buiiky ptilehlych cév. Ty spusti kaskadu
intracelularnich signélnich drah, jejichZ vysledkem je secernace proteolytického enzymu,
ktery narusi bazalni membréanu cévy a endotelové buiiky mohou proliferovat a diky orien-
taci pomoci integrinit (avB3, avBS, aSP1) postupovat smérem k rang. [47] Tim iniciuji an-
gioneogenezi, ktera zajisti dodavku zivin a kysliku, ktery je naprosto kli¢ovy pro mnohé
biochemické pochody béhem hojeni vcetné spravné funkce ristovych faktort. [48] Nove
se tvotici klubka cév spolecné s fibroblasty, ECM, makrofagy a vazivem tvoii rtizovou

relativné kiehkou granula¢ni tkan, ktera je pro tuto fazi hojeni typicka.

Z okraju rany zacina proces reepitelizace, ktery je iniciovan kmenovymi epitelidlnimi bui-

kami vlasovych folikulii ¢i potnich Zldz a keratinocyty pfi okrajich rany. Tato vznikajici
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nova vrstva pokryva provizorni vypli rany tvofenou granulacni tkani a chrani ji pted vysy-
chdnim a zajist'uje ochranu pied mikroorganismy. Epitelizace probiha pod strupem, ktery
tuto vrstvu chrani ptfed vysychanim a jakmile je proces ukoncen, strup se sdm uvolni.

Vzhledem k absenci strupu u ran, které se hoji sekundarné, je tfeba zajistit vlhkost vhod-

nym krytim.
3.5 Epiteliza¢ni (diferenciacni) faze

V této fazi jsou kolagenova vldkna neustdle odbourdvana a znovu syntetizovdna. To vede
k jejich paralelni organizaci a zpevnéni rany. Jizvova tkan z pocatku stale jeste¢ obsahuje
velké mnozstvi cévnich svazkli pochézejicich z granulacni tkané a jevi se tak na povrchu

jako Cervena jizva.

S postupem casu se volné rozptylené fibroblasty spojuji do vlaknitych struktur a diferencu-
ji na myofibroblasty, které¢ jsou stejn¢ jako buiky hladké svaloviny schopny kontrakce
a pritahuji protilehlé strany rany k sobé. To jednak zmensSuje velikost rany a jednak snizuje

mnozstvi vaskularizace v jizvé, kterd za¢ina blednout.
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4 FAKTORY OVLIVNUJICIi HOJENI RAN

Aby se rana spravné hojila, je nezbytné, aby prosla vSemi precizné fizenymi fazemi (he-
mostatickd, zanétliva, proliferativni, epitelizacni) ve spravném potradi. Jakékoli naruSeni
tohoto harmonického procesu muze vyustit v komplikace a hojeni prodlouzit. Dle pivodu

rozdélujeme faktory ovliviiujici hojeni ran na lokalni a systémové.

4.1 Lokalni faktory

Jedna se o takové okolnosti, které ptimo ovliviiuji vlastnosti samotné rany.

4.1.1 Velikost, typ a umisténi rany

Jak jiZ bylo uvedeno vySe, rozsah rany urcuje, zda se bude hojit primarnim nebo sekundar-
nim hojenim. U obou je kromé velikosti rany podstatny také jejich typ, ktery urcuje, jak
k sob& ob¢ protilehlé strany doléhaji. Pro spravné hojeni je totiz tfeba, aby rana, ve které
vnikaji relativné kiehké struktury, byla v mechanickém klidu. To je naptiklad problém,

pokud je rdna v misté nebo té€sné blizkosti kloubu. [49]

4.1.2 Stav tkané a cizi télesa v rané

Béhem trazu dochazi k poskozeni bungk, které nasledné odumiraji a vznik4 tak nekroticka
tkan. VéEtSinu nekrotické tkan€ pohlti makrofagy a neutrofilni granulocyty, nicméné
v nékterych piipadech, naptiklad u popalenin, nemusi dojit k jejimu kompletnimu odstra-
néni pfirozenym zplsobem. Tyto poskozené buniky jsou poté zdrojem Zivin pro bakterie
a také jim poskytuji vhodné podminky k zivotu a mnozeni, tedy tvoifi vhodné podminky
pro infekci. Navic béhem hojeni probihd reepitelizace pouze na jinych zivych buiikach,
proto je zcela zasadni nekrotickou tkan zcela odstranit. [50] To se provadi metodou zvanou

debridement.

Nekroticka tkan se také miize zménit v tekutou viskozni krémové Zlutou hmotu znamou
také jako hnis, ktery obsahuje diky leukocytarnim enzymiim kompletné rozloZené mrtvé
buniky. [51] Hnis je tfeba také odstrafiovat, protoze piedstavuje vhodné prostfedi pro mi-

graci mikroorganisml hloubé&ji do tkang.

Cizi télesa jsou také spojena s infekci jakozto vektory mikroorganismil, mohou zptisobovat
toxické nebo alergické reakce [52] a navic stejné jako u nekrotické tkané musi nové zivé
bunky rist ptes dalsi zivé bunky. Z tohoto diivodu je vzdy tfeba dikladné odstranit vSech-

na cizi télesa z rany.
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Pro hojeni je zcela zésadni také teplota tkané a téla celkove, kdy je tieba zamezit podchla-
zeni. Masivni krvéaceni sice zastavi zchlazeni okoli rany, jakmile je vSak zahajena hemosta-
tické faze, je tieba udrzovat teplotu organismu okolo pfirozenych 37 °C, protoze pii této

teploté funguji enzymy lidského téla, mnohé nezbytné pro hojeni, nejlépe. [53]

4.1.3 Infekce

Infekce byva jednou z nejcastéjSich komplikaci pfi hojeni ran a nastdvd v momenté, kdy
dojde k proniknuti patologickych agens (bakterie, viry nebo plisn€) do rany. Piitomné mi-
kroorganismy neustale napadaji poskozenou tkan, rozkladaji kolagen, zpisobuji bunécny
stres a rana tak nemulze piejit ze zanétlivé faze do proliferativni a z akutni rany se stava

chronicka. [54]

Takové ndkaze miiZze dojit i béhem pobytu ve zdravotnickém zatizeni a to jak v ambulant-
ni, tak 1 v lizkové Casti. Jedna se o takzvané nozokomidlni nakazy [55], které maji pivod
v celé tadé patogenti. Mezi jedny z nejvice obavanych patii methicilin rezistentni Staphy-
lococcus aureus (MRSA), jejichz prevalence neustale stoupa. [56] Patogen vnika do kiize
skrze ranu nebo i1 drobnymi odérkami a zplsobuje celou fadu komplikaci. Mezi nejcastéjsi
a vysoce nakazlivé fadime impetigo, neboli infekéni zanét postihujici hlavné povrchovou
vrstvu kliZe a projevujici se drobnymi puchyiky, dale abscesy a furunkuly. Pti vniknuti této
bakterie do rany dochazi ke vzniku zanétu podkozi neboli cellulitis, vzniku furunkult
a nebo obojiho a ranu je tfteba znovu oteviit a v mnoha ptipadech nechat zhojit sekundar-

nim hojenim. [57]

4.1.4 Nedostatecné zasobeni rany krvi

Pro tvorbu granulac¢ni tkdné je typickd zvySena bunétna hustota a bunécna aktivita, které
jsou mimo jiné spojené se zvySenymi naroky na zasobeni kyslikem a zivinami. [58] Nor-
malni krevni cirkulace a pfisun Zivin a kysliku je tedy zcela zasadni pro f4dné hojeni. Jed-
nou z ¢astych komplikaci je ischémie, kterou 1ékai'ské slovniky definuji jako nedostatecny
pratok krve do ¢asti téla zplisobeny zuzenim nebo blokddou krevnich cév danou oblast

zasobujicich. [59]

Cévni zasobeni miiZze byt naruSeno uz jen mirn€ zvySenym tlakem na ranu, naptiklad pliso-
benim nevhodné pfilozeného kryti ¢i stazené bandaze. Podobné komplikace nachazime
u zranéni, ktera byla spojena se silnym tupym néarazem, kdy Casto dochazi ke zhmozdéni

a k omezeni ptitoku krve do rany. To ma za nasledek snizeni schopnosti spravného hojeni.
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4.2 Systémové faktory

Tyto vlivy jsou dany celkovym zdravotnim stavem a reguluji tak schopnost jedince se uz-

dravovat.

4.2.1 Diabetes mellitus (DM)

Toto chronické metabolické onemocnéni vznika absolutnim (DM typu I) nebo relativnim
(DM typu II) nedostatkem inzulinu a kromé pfimo souvisejici hyperglykémie, zptisobuje
celou fadu zdravotnich komplikaci. Dle statistik WHO postihuje toto onemocnéni aktualné
ptiblizn€ 463 miliond lidi po celém svéte.

Za komplikacemi hojeni ran pii DM stoji vysoka hladina glukézy v krvi, kterd ma za na-
sledek zvySeni mitochondridlniho oxidativniho stresu a nasledné apoptézy endotelovych
bunék. [60] Vzhledem k tomu, ze endotelové buiiky jsou nezbytné pro angioneogenezi,
nasledny pokles novotvorby a diferenciace cév vyrazné prodluzuje hojeni a rany se Casto
stavaji chronickymi. Pfi pokusech na mysich bylo rovnéz zjisténo, ze béhem diabetu do-

chézi k naruseni pfemény monocytii na makrofagy, a tim se hojeni stava nedostatecné. [61]

Glukoéza je také preferovanym zdrojem vyZzivy pro mnohé druhy bakterii [62] a jeji zvySe-
na hladina v krvi tak ptfedstavuje komplikaci z pohledu regulace bakteridlntho mnoZeni a

rastu.

Neziidka kdy je diabetes také doprovazen takzvanym bércovym viedem, coZ je zavazné
chronické onemocnéni pfedevsim u lidi vyssiho véku, pro néhoz je charakteristicka rizné
hluboka ztrata kozni substance. Je projevem vendzni ulcerace, ktera je terminalnim proje-
vem nedostatecné funkce zil. Jeho lokalni 1écba se zaméfuje predevsim na moderni kryci

materialy zajiSt'ujici vlhké prostfedi, kombinovanou s kompresni terapii. [63]

4.2.2 Vék a stav imunitniho systému

Béhem zivota prochazi lidsky organismus celou fadou zmén v zéavislosti na Zivotosprave,
genetické vybave, misté pobytu a dalSich faktorech. Spolec¢né s t€émito vlivy dochazi k cel-
kovému zpomaleni metabolickych procest. Bylo prokdzano, Ze hojeni ran probiha jinak
u mladsich lidi nez u starSich, avSak jedna se spiSe o rozdil v dobé hojeni nez samotné vy-
sledné kvalité. S vékem se v kiizi sniZzuje mikrocirkulace, lymfaticka drendZ i obsah kola-
genu a antigen-prezentujicich bunck (naptiklad Langerhansovy bunky). [64] Na zménach

v kiizi se vyznamnou mirou podili ptisobeni UV svétla z nadmérného a dlouhodobého opa-
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lovani, oznacované jako photoaging. Pfimym vystavenim zafeni o vlnovych délkach
vyssich jak 290 nm (tim padem doslo k eliminaci UV-C) byla zjisténa vyssi aktivita 3 me-
taloproteinaz (kolagenaza, 92-kd gelatinaza a stromelysin), které degraduji kozni kolagen.

[65]

4.2.3 Zivotni styl a strava

Pestra a vyvazena strava je jednim ze zakladnich pfedpokladi pro zdravy zivotni styl
a s nim spojené i spravné hojeni ran. Béhem kozni reparace je aktivovéana celd fada bio-
chemickych procest, pro jejichz chod je zapotiebi kromé energie také znaéné mnozstvi
zakladnich zivin. Nedostatek minerala (pfevazné zinku) a bilkovin, jejichz aminokyseliny
slouzi jako zdkladni stavebni prvky tkanového ristu, predstavuje zvysené riziko tvorby

chronickych viedi, oslabeni kiize, alopecii nebo Spatny vyvoj nehtl. [66]

Role tuktli v lidském organismu je nenahraditelna vzhledem k jejich podilu na stavbé bu-
néénych fosfolipidovych membran, nebo roli zdsobarny energie. Jsou také dilezité z hle-
diska syntézy bunécné hmoty a uplatiiuji se i pti zanétlivych reakcich. [66] U nekterych

nenasycenych mastnych kyselin byl také prokézan pozitivni G€inek u hojeni ran. [67]

V lidském téle jsou cukry St€peny v lumen stfeva za UcCasti enzymil a-amylazy ze slin
a pankreatu na oligosacharidy a ty jsou nasledné spolu s disacharidy z potravy Stépeny ce-
lularné v kartd€ovém lemu enterocytii na monosacharidy glukozu, fruktézu a galaktozu.
Prevazné glukdza je klicovym zdrojem energie pro cely organismus [46] a je tedy i dulezi-

tym prvkem v procesu hojeni ran. [68]

Zinek je 1 ptes svou relativné nizkou koncentraci (méné jak 50 mg/kg) jednim
z nejdulezitéjSich minerald v lidském téle nejenom z pohledu hojeni ran. Slouzi jako ko-
faktor celé fady metaloenzymia potiebnych pro opravy bunéénych membran, bunétnou
proliferaci a spravnou funkci imunitniho systému. Schopnost zinku zvysit aktivitu trombo-
cytl je dilezitym pfedpokladem pro piechod do zanétlivé faze hojeni. Toho dosahne uvol-
nénim alfa-granul z trombocytli, které obsahuji celou fadu proteinti a faktor majicich

za nasledek ptivolani a aktivaci buné¢k imunitniho systému do mista poranéni. [69]
Z vitamint je zcela zasadni vitamin C, ktery kromé toho, Ze piisobi jako antioxidant zachy-
tavajici volné kyslikové radikdly [46], je také nezbytny pro syntézu kolagenu [1] a jeho

fyziologické koncentrace ptispivaji ke zlepSeni proliferace endotelovych bunék cév. [70]
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Dals$im dulezitym vitaminem je vitamin A, ktery je doddvan z potravy jednak jako v podo-
bé esteru vyssich mastnych kyselin a retinolu a jednak jako karoten. [46] U retinoida byl

prokazan jejich vliv na diferenciaci a rist mnoha bunécnych typt, v procesu hojeni rany

s w1

Na hojeni ran ma také znac¢ny vliv kouteni. Cigaretovy kout obsahuje vice jak 4000 toxic-
kych latek, mezi které patii pfedevsim nikotin, oxid uhelnaty a kyanovodik. Nikotin zvySu-
je prilnavost krevnich desticek k cévnim sténdm a tim zvysuje riziko vzniku mikrovasku-
larnich trombo6z. Dale sniZzuje novotvorbu cervenych krvinek, fibroblasti a makrofagh.
Jako vazokonstriktor omezuje nikotin krevni zasobeni, které méa za nasledek zpomaleni

prabéhu hojeni [72]

Vzhledem k tomu, Ze ma oxid uhelnaty mnohem vétsi afinitu k hemoglobinu nez kyslik,
vznikd tak karboxyhemoglobin HbCO a kyslik se tak jiz nemlZe navazat a jeho funkce
v dychani je narusena. Vzhledem k tomu, Ze se karboxyhemoglobin rozklada 200krat po-
maleji, nez kdyby byl na hemoglobin navdzan kyslik, ke smrtelné otravé dochazi jiz
pfi velmi malé koncentraci oxidu uhelnatého ve vdechovaném vzduchu. [46] Bylo také
prokdzano, Ze koufeni snizuje koncentraci vitaminu C v krvi a to jak u aktivniho, tak i1 pa-

sivniho kouieni. [73]

4.2.4 Pohyb a duSevni stav

Celkovy psychicky stav do jist¢ miry mtze ovliviiovat délku hojeni. U pacientt trpicich
uzkosti a depresi byl prokazan statisticky vyznamny rozdil v délce hojeni ran, neZ u paci-
entd bez psychickych poruch, ktefi se zotavovali relativné rychleji. [74] Zaroven byl
z hlediska hojeni prokézan pozitivni G¢inek moralni podpory okoli na regulaci negativnich

ucinku stresu. [75]
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5 KOMPLIKACE PRI HOJENI RAN

Celkovy stav pacienta a charakteristika rany s jistou davkou pravdépodobnosti predurcuji
charakter jejiho hojeni. V mnoha ptipadech se tak i pfes sebelepsi oSetiujici zakrok a na-
slednou péci mohou projevit urcité komplikace, které prodluzuji délku hojeni, ptipadné
zhorsuji jeho vysledek. Neziidka kdy je tfeba do rany znovu chirurgicky zasahnout Je tedy
dualezité hojeni pribézné monitorovat, pouzit vhodné kryti a v€as odhalit ptipadné kompli-

kace. [76]

5.1 Dehiscence rany

Dehiscence neboli rozestup rany je pooperacni komplikace, kterd predstavuje vazné ohro-
zeni zdravi pacienta. Riziko pfinasi pripadné krvaceni, moznost infekce nebo zaneseni ci-
zich téles do rany. Mize vznikat samovoln¢ vlivem lokalnich a systémovych faktort [77],
nebo jako nasledek zranéni, pfipadné nadmérné zatéZe na ranu. V zavislosti na velikosti
rany je tfeba nasledny chirurgicky zakrok u velkych ran s rozestupem vSech vrstev klze,
nebo lokalni oSetfeni u mensich ran. [78] Rozestupu rany muze také predchazet i zvyseny

nitrobfisni tlak. [79]

5.2 Krvaceni rany a poruchy srazlivosti krve

Krvaceni z rany je velice typickou komplikaci a mé vice moznych pfi¢in. AZ v poloviné
pfipadt hraje hlavni roli nedostatecna srazlivost krve zplsobend reziduem heparinu v or-
ganizmu. U pacientl, ktefi nemaji dostatecny piisun Zivin a jsou jim podavany antibiotika,
je velice dilezitd suplementace vitaminu K, na jehoz hladin€ zavisi srazeci faktory II, VII,

IX a X. [80]

Dalsi a velice nebezpecnou pii¢inou postoperativniho krvaceni rany miize byt takzvana
diseminovand intravaskularni koagulace (DIC). Pti této komplikaci dochdzi k tvorbé mno-
hocetnych rozptylenych krevnich mikrosrazenin, které zptsobuji difizni poskozeni tkané
s naslednym difuznim krvacenim. Pfi¢inou DIC muze byt uvolnéni zbytkl tkani do krev-
niho feCiste, zvySené shlukovani thrombocytl, poSkozeni endotelové vystelky a obnazeni
cévni stény vedouci ke zvySené adhezi thrombocytii nebo nizky krevni tlak, ktery zpomali
krevni ob¢h a inhibitory srdzeni se tak nemohou dostat v€as k mistliim s mikrosrazeninami.

[80]
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5.3 Hypertrofni jizva

Vytvoteni jizvy béhem hojeni je zcela fyziologickym jevem, avSak v nékterych ptipadech,
obzvlasté u popalenych pacienti, mize vlivem nékterého z mnoha faktorti dojit k tvorbe
fibrotické jizvy obsahujici znaéné mnozstvi kolagenu III. [81], ktera se projevuje vyvySe-
nym povrchem, ztuhnutim, zarudnutim a byva kosmeticky nezddouci. Pfi¢inou vzniku to-
hoto typu jizev je pfimé i1 nepiimé zapojeni krevnich desticek, T-lymfocytl,, makrofagii,
keratinocytli a Langerhansovych bunék do procesu aktivace myofibroblastl, které¢ zacnou

produkovat nadmérné mnozstvi ECM. [82]

5.4 Nekroticka rana a gangréna

Nekrézu Ize povazovat za typ bunééné smrti, kterd ma znac¢nou cast charakteristickych
znakl shodnych s apoptdzou. Miize se jednat napiiklad o shodné spoustéci mechanismy
(mitochondrialni metabolismus regulovany ATP, kindzové kaskéada aj.) nebo inhibi¢ni fak-
tory (Bcl-2/Bcl-x proteiny). Nicméné hlavnim rozdilem mezi t€émito dvéma procesy jsou
vysledné charakteristiky bunéénych pochodi. Zatimco u apoptézy dochazi k obaleni jed-
notlivych komponent buiitky membranami a nasledné jsou tyto zlikvidovany makrofagy, u
nekrotické buniky dochézi k vyliti veSkerého obsahu cytoplasmy do bunécného okoli a mui-

ze dojit k zanétu. [83]

Piedev§im na volnych okrajich ran, kde neni tkan dostate¢né zasobena, mize dochazet
k tvorbé nekrotické tkan¢. Takova tkan se poté muze §ifit do podkozi, kde mize dojit az
k dehiscenci hlubokych vrstev. Je tedy zcela nezbytné nekrotickou tkan chirurgicky od-

stranit Casto za cenu znovuotevieni jiZ hojici se rany. [80]

Gangréna neboli snét’ je typem nekrozy, kdy vlivem nedostate¢ného nebo zcela uzaviené-
ho krevniho zasobeni dochazi k nevratnému odumieni tkan€. Postihuje pfedevsim volné
konce koncetin. Vzniku gangrény piedchézi zranéni, infekce, poruchy jater, diabetes melli-
tus, chronické vaskularni onemocnéni a jiné pficiny. RozliSujeme 2 typy gangrény — vlh-
kou zplisobenou bakterialni infekci a suchou, kterd vznika pisobenim vzduchu a je pro ni
typicka Cerna tkéan. Tyto dva typy v nekteré literatufe doplnuje jako tfeti typ plynata gan-
gréna zpusobend bakterii Clostridium perfringens, kterd tvoii bublinky plynu. Lécba
se provadi odstranénim poskozené tkané€, nebo amputaci v piipad€ zasaZeni prsti ¢i konce-

tin. [84]
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5.5 Zanét v okoli rany

Zanét je reakce organismu na poskozeni zivé tkané vyvolané vlivy biologického, mecha-
nického, chemického nebo fyzikalniho ptivodu. Mezi typické projevy patii zEervenani po-
stizen¢ho mista, jeho otok, zvySena teplota a bolestivost. Zanét miize byt doprovazen vzni-
kem hnisu, ktery snadno piechdzi do intersticia, kde je bud’ neohrani¢eny (takzvana fleg-
mona), nebo ohrani¢eny (absces). Zanét mtize byt akutni trvajici v fadu hodin az dni, ale
také chronicky s dobou trvani az nékolik let. [85] Pro 1é¢bu se naptiklad vyuziva sekun-
darnich rostlinnych metaboliti, jako je slizovity gel aloe vera nebo kurkumin, nesteroidni
nych typt mikroRNA, které se vazi svymi 3 'konci na mRNA, topickou aplikaci insulinu

nebo se vyuziva debridementu za pomoci dezinfikovanych medicinskych Cervii. [86]

5.6 Reakce na cizorody material

I pfes odstranéni cizich téles z rany a jeji vycisténi, hrozi postoperacni komplikace zptiso-
bené cizorodym materidlem, ktery pochazi ze stehi. Ackoli je dnes dostupna celd tada
vstiebatelnych stehti na bazi syntetickych polymert (vicryl nebo polydiaxon), pro urcité
zakroky je tfeba pouZit nevstiebatelné stehy a to predevSim pro jejich vétsi pevnost. Ty
sice zarucuji pevné&j$i spojeni protilehlych stran rany, zaroven také u nich hrozi vyssi riziko
komplikaci hojeni, obzvlasté u takzvanych ostnatych bezuzlovych stehii. [87] Kolem ta-
kovych stehtl, nebo pripadné 1 jinych cizich téles, se mohou 1 nékolik let po operaci objevit

zanétlivé granulomy, takzvané Schlofferovy tumory. [88]

5.7 Kontraktury

Jistd mira kontrakce stran rdny za pomoci myofibroblastl je zcela zadouci a dilezita beé-
hem zavérecné faze hojeni. V nékterych piipadech, obzvlasté u rozsahlych popélenin, mi-
ze dojit k excesivnimu staZeni rany a tim dochézi k deformaci jejiho okoli a ¢asto k ome-
zeni kloubniho pohybu. Nejvice Castym mistem vzniku kontraktur byvaji dlané€, plosky

nohou nebo piedni strana hrudniku. [89]
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6 METODY LECBY

Lokalni terapie ran zaznamenala v poslednich né€kolika dekddach zna¢né zmeény, z nichz
nejvetsi vyznam je prikladan krycim prostiedkiim, které umoziuji takzvany vlhky zptisob
hojeni ran. Na zakladé nejnovéjSich vyzkumil jsou farmaceutickym primyslem dodévany
na trh moderni kryci prostfedky riizného slozeni, konzistence a vlastnosti, které zlepsuji

a urychluji hojeni a jsou pievazné pouzivany pro hojeni chronickych ran. [90]

6.1 Debridement

Cizi télesa v ran€ predstavuji potencialni vstupni body pro mikroorganismy a omezuji pro-
ces hojeni. Mezi takové télesa patii napiiklad stehy, sklenéné stiipky, kousky dieva, ale
také nekroticka nebo $patné se hojici tkan. Je tedy tieba kazdou ranu dikladné procistit od
veskerych necistot a nezivé tkané, neboli provést debridement a misto fadn¢ proplachnout.
[80] Chirurgické odstranéni nezivé hmoty je povazovano za nejklasictéjsi ptistup, ale jsou
1jiné alternativy pouzivané naptiklad jako mén¢ invazivni nebo na mistech bez piistupu

k chirurgickému vybaveni.

Mezi takové patii hydrochirurgie, kdy je pro odstranéni necistot a nekrotické tkdné pouzit
proud sterilniho tekutého média, ktery je pod vysokym tlakem smérovan paralelné v bliz-
kosti postizeného mista: Diky snizenému tlaku v rychle proudici tekutiné (Venturiho efekt)
dochdzi ke strhavani tkan€ do proudu tekutiny a k jejimu vyplaveni z rany. Tato metoda je

pomeérné presna a umoziuje Cistit 1 komplikovany a ¢lenity povrch rany. [91]

Jako chemicky debridement se pouZzivaji proteolytické enzymy jako je kolagenaza nebo
fibrinolyzin, které jsou schopny odstranit nekrotickou tkan. [92] Indikace pro tuto metodu

jsou naptiklad poruchy srézlivosti krve, kdy klasicky chirurgicky ptistup neni Zadouci. [93]

V poslednich letech se znovu dostava do poptfedi v mnoha zemich debridement nekrotické
tkdn€ za pomoci sterilnich larev bzucivky zelené (Lucilia sericata), znamy také pod zkrat-
kou MDT (Magot Debridement Therapy — terapie debridementem larvami). Tato metoda
s relativné vysokym ucinkem, ktera je zndma jiz z obdobi antiky, pfinasi celou fadu vyhod.
Kromé nizkych naklad je pfinosem MDT cileni larev pouze na neZivou nekrotickou tkan,
coz znamena také mensi bolestivost zakroku. Larvy nepoziraji tkan piimo, ale vypousti
komplex proteolytickych enzymi s bakteriocidnim a bakteriostatickym ucinkem, ktery
pfeméni nekrotickou tkan na tekutinu a ta je potom larvami zkonzumovana. Snizeni bakte-

ridlni zatéze také podporuje hojeni. [94] Studiem extraktu slinnych zlaz larev Lucilia seri-
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cata bylo zjisténo, Ze podporuje také uvolnéni prozanétlivych faktord, které jsou pro hojeni

nezbytné. [95]

6.2 Gazové kryti

Gazove kryti se déli na dva hlavni typy a to na historicky starsi tkané, nejCastéji vyrabéné
ze 100% bavlny, a novéjsi vyrobené z netkané textilie, vétSinou z viskoézy, které méa od
predeslého typu vyhodu v lepsim pfilnuti k ran€ a mensi riziko uvoliiovani zmolki. Vzhle-
dem ktomu, ze giaza sama o sob&é nemd aktivni léCivé vlastnosti, neudrzuje ranu
v optimalni vlhkosti, nachazi v dnesni dobé nejcastéji vyuziti jako sekundarni kryci mate-
ridl. V ptipadé¢ ptimého kontaktu s ranou se vyuziva jeji schopnosti odsavani krve a exuda-
tu pfimo v dutin€é rany [96], nebo se mulze napustit latkami s antimikrobidlnim U¢inkem
urychlujicim hojeni. [97] Nevyhodou gézového kryti je jeho vyssi ptilnavost k rané a ma-
cerace neboli rozmaceni okrajii rany, coz vyzaduje Castéj$i vymeény kryciho materidlu, coz

je mén¢ ekonomické nez modernéjsi kryci metody. [98]

6.3 Vlhka terapie

Zéakladem uspé$ného hojeni rany je zajiSténi odvodu exudatu a zaroven ochrana pied vysy-
chanim. Obzvlasté u chronickych ran byva porusena ochranna bariéra kiize a dochazi ke
zvySeni TEWL. Vzhledem k tomu, Ze voda je zcela zdsadni pro spravnou funkci kliZze
a Ucastni se celé fady procestt béhem hojeni, je dllezité udrZzovat optimalni vlhkost rany.
[99] VIlhké prostredi zaroven usnadnuje pienos a funkci bunék a enzymil autolytického
debridementu (rozklad nekrotické tkdn¢ bilymi krvinkami a enzymy) v rané. [92] Aby se
rana zacelila, je tfeba migrace epitelovych bunék z okraji ran, coZz jim vlhké prostiedi
umozni. Naopak v suché ran¢ musi tyto buiiky cestovat mnohem hloubéji do tkané, kde je
dostate¢na vlhkost a proces hojeni se tak vyrazné prodlouzi. Z vyse uvedenych diivodu se
v soucasné dob¢ doporucuje co nejvice pouzivat vlihké kryti, které zajisti udrzeni optimalni
vlhkosti ran, podpoii epitelidlni migraci a proliferaci, slouzi jako bariéra chranici pred

sekundérni bakteridlni kontaminaci a zajist'uje absorpci ptebytecného exudatu. [100]

V moderni mediciné se stale vice pouziva hydrogelového kryti jako velice nadéjné formy
vlhké terapie. Hydrogely jsou hydrofilni trojrozmérné sit€ polymera se schopnosti absorp-
ce znacného mnozstvi vody nebo jiné tekutiny. Vzhledem k vysoké biokompatibilité po-
réznosti a mechanickym vlastnostem mohou simulovat pfirozenou Zivou tkan a nachazeji

tak fadu uplatnéni 1 naptiklad jako kontaktni ¢ocky, vehikula 1éCivych latek, membrany
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biosenzort a jiné. [101] Pfi aplikacich jako je kryti ran, je vyhodou hydrogeld jejich
schopnost bioadhezivity, coz zvySuje kozni absorpci uc¢innych latek v hydrogelu rozpuste-
nych, nebo mechanické stability, diky které se snadno odstrani z mista rany. [102] Vodivé
hydrogely navic mohou usnadnit mezibunéénou komunikaci a tim urychlit hojeni, obzvlas-

té u hlubokych ran. [103]

Ptiprava hydrogell se provadi dvéma zpuisoby a to bud’ trojrozmérnou polymerizaci hydro-
filnich monomert za pfitomnosti polyfunkcnich sitovacich ¢inidel, nebo pfimym sit'ova-
nim ve vod¢ rozpustnych polymeri. Prvni metoda ma vSak tu nevyhodu, Ze po sesitovani
zustava v materialu znacné mnozstvi volnych monomerd, které casto mivaji toxické vlast-
nosti a material je tak tfeba fadné procistit nebo provést sekundarni sesitovani termalnimi
nebo radia¢nimi metodami. Oproti tomu u druhého zplsobu ptipravy hydrogeli, tedy pfi-
mé polymerizace ve vodé rozpustnych netoxickych polymert, jakymi jsou naptiklad po-
ly(akrylové kyselina) - PAA, poly(vinyl pyrrolidon) - PVP, poly(vinyl alkohol) - PVA ne-
bo poly(etylen glykol) - PEG. [104] Je vSak zapotiebi vyvazit vlastnosti vysledné¢ho pro-
duktu tak, aby vyhovoval danym potfebam. Hydrogely na bazi biopolymerii maji naptiklad
Spatné mechanické vlastnosti, pokud jsou nabobtnalé a Spatné se odstranuji z pokozky.
Naproti tomu hydrogely na bazi syntetickych polymerti mohou vykazovat jiné nevhodné
parametry. Naptiklad PVA je malo elasticky a ma nizkou hydrofilitu. Proto je vhodné vyu-
zivat hybridnich hydrogelti tvofenych jednim pfirodnim a jednim syntetickym polymerem
pro maximalni optimalizaci vyslednych vlastnosti. [102] Ve spojeni s moznosti aplikace ve
spreji a napusténim bioaktivnimi latkami se z hydrogeld stava velice perspektivni kryci

material. [105]

6.4 Kompresni terapie

Na dolni koncetin€ rozliSujeme Zily povrchové a hluboké, které jsou propojeny cetnymi
spojkami a jsou opatfeny chlopnémi, které brani v zpétném krevnim toku. Za fyziologic-
kych podminek je krev odvadéna z povrchovych zil do Zil hlubokych, avSak s pfibyvajicim
vékem dochdzi k insuficienci Zilnich chlopni a krev proudi z hlubokych Zil zpét do povr-
chovych, které se preplituji a davaji tak vzniknout takzvanym varixim neboli kieCovym
zildm. Pokud je krevni tlak varix dlouhotrvajici, mize kiize nad nimi nekrotizovat a do-
chézi ke vzniku bércového viedu. [106] Za pomoci kompresni 1écby je mozné zvratit tento
pribéh navozenim umélé svalové pumpy, kterd zene krev spravnym smérem z povrchu do

vnitiniho Zilniho systému. Jako kompresni material se pouzivaji gradientni kompresni pun-
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Cochy, elasticka obinadla nebo kompresni pumpy, pfipadné jejich vhodna kombinace.

[107]

6.5 Podtlakova terapie

Relativné novou metodou podporujici hojeni ran je podtlakova terapie, zndma také pod
zkratkou TNP (Topical Negative Pressure = lokalni podtlak), kterd za pomoci snizeného
tlaku v utésnéném kryti odsava z rany piebyte¢nou tekutinu a za pomoci systému hadicek
ji odvadi do sbérného kontejneru. Pouziva se jako podplrny prosttedek behem 1é€by chro-
nickych a komplikovanych ran, nebo jako doplitkova metoda béhem ptipravy rany pro
kozni $tép. I kdyz doposud neni zcela jednotny nazor na zptisob tc¢inku této metody, ma se
za to, ze NTP vyuziva 3 efektd. Je to jednak extracelularni ucinek, jakym je zvySeni prito-
ku krve a sniZeni otoku, dale uc¢inek na bunééné urovni, kterym je podpora tvorby granu-
la¢ni tkdn¢ a komplexni efekt, kdy dochézi ke snizeni bakteridlni zatéze a zvyseni prostup-
nosti bun¢k imunitniho systému skrze cévy, coz se ukézalo jako pomérn€ ucinné napiiklad
u pacientl s popaleninami. Je vSak potfeba dalSich studii, které by lépe objasnili veSkeré

ucinky této metody, aby se mohla vice uplatnit v praxi. [108]

6.6 DalSi metody kryti ran

K vyse uvedenym zplsobim 1é€by ran existuje cela fada dalSich vice ¢i méné pouzivanych
metod. Jednou z takovych pomérné zajimavéjSich je aplikace v¢eliho medu pfimo na ranu.
Med je vyuzivan k 1écebnym uceltim uz po staleti a jeho biologické uéinky jsou zejména
prisuzovany ptitomnosti flavonoidi a fenolickych kyselin. Z pohledu 1é¢by ran je dilezita
ptitomnost peroxidu vodiku, vysoka osmolalita, kyselost, fenoly a oxid dusnaty. Jako kryci

materidl podporuje autolyticky debridement, tvorbu vaziva a angiogenezi v ran¢. [109]
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II. PRAKTICKA CAST
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7 CILPRACE

Cilem této prace byla pfiprava materialii vyuzitelnych pro podporu hojeni ran a stanoveni
jejich biologickych vlastnosti. Konkrétné se jednalo o ptfipravu hydrogelii pfipravenych
sitovanim PVA za pomoci DAC. Testovdna byla cytotoxicita Cistych hydrogelt a dale
ucinek hydrogeli napusténych aktivnimi latkami rutinem a askorbyl fosfatem sodnym na

bunécnou proliferaci a mobilitu simulujici in vitro hojeni ran.
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8 METODA PRIPRAVY HYDROGELU PVA/DAC A KULTIVACE
BUNECNE LINIE

Kromeé pfipravy Cistych a nasycenych hydrogelti aktivnimi latkami bylo potieba také naku-

Itivovat bunécnou linii pro sledovani jejich cytotoxicity pomoci MTT testu.

8.1 Pouzité materialy

Pro syntézu byl pouzit poly(vinyl alkohol) (PVA) se stupném hydrolyzy 88% a molarni
hmotnosti Mw; = 130 kDa.

Pro syntézu 2,3-dialdehydcelul6zy (DAC) a néaslednou ptipravu hydrogelt byla pouZzita a-
celuldza Mw = 109 kDa (Sigma Aldrich Co.), jodistan sodny (NalO,, Penta, Ceska repub-
lika), ethylenglykol, kyselina chlorovodikova (Penta, Ceska republika)

Piipravované PVA/DAC hydrogely byly napustény rutinem a SAP neboli askorbyl fosfa-
tem sodnym (Sigma Aldrich Co.) Vybér rutinu a SAP pro tuto aplikaci byl proveden
na zaklad¢ vysledkt studii, které prokazaly pozitivni ucinky na hojeni ran pfi topickém

pouziti hydrogell napusténych prave t€mito latkami. [110] [111] [112]

Pro sledovani biologickych vlastnosti byla pouzita mysi buné€na linie embryonélnich fib-
roblastd NIH/3T3, ECACC. Jako kultivaéni médium bylo pouzito DMEM s piidavkem
fetalniho teleciho séra (Biosera, Francie) a 100 U/ml Penicilin/Streptomycin (Biosera,

Francie).

Bunky byly inkubovany pti 37 °C za stalé vysoké vlhkosti o 5% koncentraci CO, v inkuba-
toru HeraCell 150i. K oplachu bun€k byl pouzit fosfatovy pufr (PBS, Invitrogen, USA).
Buiiky byly kultivovany na kultiva¢nich desti¢kach (TPP, Svycarsko).

Pro biologické testovani byl dale pouzit MTT test (MTT cell proliferation assay, Duchefa
Biochemistry, Nizozemi), ultradista voda a dimethylsulfoxid (Pentachemicals, Ceska re-

publika). VSechny vySe uvedené latky byly analytické Cistoty a nebyly dale nijak ¢iStény.

8.2 Priprava PVA/DAC hydrogela

Ptiprava DAC probihala oxidaci a-celulézy jodistanem sodnym v molarnim poméru 1:1,2
(DAC:NalQy,). 10 g celulozy bylo dispergovano v 250 ml vody s piidavkem 16,5 g NalO4
a tato smes byla poté michana po dobu 72 h pii 30 °C bez pfistupu svétla. Oxidace byla
ukoncena piidavkem 10 ml ethylenglykolu, produkt byl promyt a ptefiltrovan. Vznikla
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DAC byla rozpusténa ve 175 ml vody a solubilizovana po dobu 7 h pfi teploté 80 °C. [113]
V nésledujicim kroku byla solubilizovand DAC zchlazena, centrifugovana po dobu 10 mi-
nut pii 10000 rpm a roztok byl pfemistén do odmérné banky o objemu 200 ml. Hmotnostni
koncentrace solubilizované DAC byla hmotnostni analyzou stanovena na 42,3 + 1,3

mg/ml. Takto pfipravend DAC o zndmé koncentraci byla nésledné pouzita k sitovani PVA.

V nésledujicim kroku bylo 10 g PVA rozpusténo v 80 ml vody a zahtivano pii 90 °C az
do rozpusténi. Dale byl pfidan katalyzator (kyselina chlorovodikova, 10 ml 1,3 M) a defi-
nované mnozstvi DAC odpovidajici 0,25 % a 1 % hmotnosti PVA. Reak¢ni smési byly
nasledné fadné promichany, nality na Petriho misky (primér 140 mm) a suSeny pii teploté
30 °C do konstantni hmotnosti. Béhem tohoto schnuti probiha sitovaci reakce DAC

s PVA, pii které dehydrataci —-CHO skupin DAC vznikaji hemiacetaly s hydroxylovymi

skupinami PVA.
OH OH
O * . 0] *
& + 1 \
~o k/ + OH—PvA 1, 00 H‘FO/H
O H = H (o)
N

PVA

Obrazek cislo 1 — zjednodusené schéma reakce —CHO skupiny DAC s hydroxylovou skupi-
nou PVA v kyselém prostredi [102]

Takto pfipravené tenké vrstvy hydrogeld byly fadné proplachnuty ve vodé, aby se nesesi-
tovany material odplavil. Poté byly z téchto vrstev vyfezany disky o priméru 15 a 50 mm
a uskladnény v 70% etanolu, aby se ptfedesSlo biologické kontaminaci. Piehled vzorki je

zpracovan v tabulce €. 1.

Vzorek PVA Mw PVA DAC DAC
(2 (kDa) (hm%) (2)

A025 10 130 0,25 0,025
A100 10 130 1 0,1

Tabulka 1 - Prehled vzorkit PVA/DAC
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8.3 NapusSténi a uvoliiovani hydrogeli

K analyze scratch assay byl vzorek A025 (d=50 mm) napustén rutinem a SAP. Vzorek
A025 byl ponofen do 50 ml roztoku rutinu o koncentraci 0,1 mg/ml a protfepavan po dobu
72 h pii teploté 37 °C. Obdobné byl pfipraven vzorek napustény SAP, koncentrace roztoku
ale byla 0,128 mg/ml. Aby bylo mozné zjistit celkové mnozstvi latky v hydrogelu, byla
napted stanovena tzv. gelova frakce, tj. kolik pevné latky obsahuje dany material jeho vy-
suSenim a zvazenim. Bylo zjiSténo, Ze hydrogel A025 obsahoval 98.5% vody. Vzorky hyd-
rogelu A025 o primérné hmotnosti 2,168 g po napusténi roztokem rutinu obsahovaly cel-

kem 0,21 mg rutinu. Podobné vzorky gelu napusténého SAP obsahovaly 0,3 mg této latky.

8.4 Kaultivace buné¢né linie

Kultivace bunééné linie NIH/3T3 probihala v biologickém inkubatoru v kultiva¢nich na-
dobach (TPP, Svycarsko), nasledné pasdzovani probihalo v laminarnim boxu s fizenou
cirkulaci vzduchu Herasafe KSP (Thermoscientific, USA). Kultivatni médium nad kulti-
vovanymi buiikami bylo odsato a do kultivaéni naddoby bylo ptidano 15 ml fosfatového
pufru PBS, kterym se odstranily zbytky kultivacniho média. Pufr PBS byl poté odsat a do
kultivaéni nadoby se ptidalo 7,5 ml trypsinu, ktery zde byl ponechan po dobu 10 minut,
aby se naadherované buiiky enzymaticky odd¢lily od stén kultivaéni nadoby. Oddéleni
bun¢k bylo potvrzeno pozorovanim pomoci invertovaného svételného mikroskopu s fazo-
vym kontrastem (Olympus XI 81, Japonsko). Poté bylo k buitkam ptidano 7,5 ml kultivac-
niho média a tento roztok byl pfenesen do centrifugacni zkumavky, ktera bylo vlozena do
vyhiaté centrifugy na 3 minuty pifi 1100 rpm. Odstfedény roztok byl poté odsat
a k sedimentu bun¢k ve zkumavce bylo pfiddno médium pro dosazeni pozadované koncen-

trace a bunécna suspenze byla peclivé zhomogenizovana.
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9 TESTOVANI BIOLOGICKYCH VLASTNOSTI HYDROGELU

Cytotoxické vlastnosti hydrogeli byly stanoveny podle normy ISO 10993 Biologické hod-
noceni zdravotnickych prostiedkt a to dle asti 5: Zkouska na cytotoxicitu in vitro (CSN
EN ISO 10993-5). Vzorky byly ptipraveny dle ¢asti 12: Ptiprava vzorki a referencni mate-
ridly (CSN EN ISO 10993-12). Cytotoxicita byla testovana obéma zptisoby uvedenymi

v této ISO normé, tedy stanoveni cytotoxicity extraktem a piimym kontaktem.

Testovani pomoci scratch assay probihalo dle protokolu z ¢asopisu Nature (2007, Chun-

Chi LIANG, Ann Y PARK & Jun-Lin GUAN). [114]

9.1 Stanoveni cytotoxicity extraktem

Extrakt pro stanoveni cytotoxicity byl piipraven dle CSN EN ISO 10993-12 na zakladé
nize uvedené tabulky pfevzaté z této ISO normy. Pro hydrogel s porézni strukturou byl

extrakéni pomér stanoven na 0,1 g/ml kultivaéniho média.

Tloust’ka materialu Extrakini pomér

[mm] (povrchova plocha nebo hmotnost/objem) Formy materialu
+10 %
<0,5 6 cm”-ml™ Film, folie, trubicky
0,5-1,0 3 em® ml” Trubicky, desky, malé
tvarované predméty
>1,0 3 ecm*ml’! Vétsi tvarované predme-
ty
>1,0 1,25 cm?* ml”! Elastomerni uzaveéry
Nepravidelné tvarovana 0,2 g-ml” Prasek, granule, pény,
pevna forma neabsorp¢ni tvarované
predméty
Nepravideln¢ tvarovana 0,1 g'ml” Membrany, textil

porézni forma (materialy
s nizkou hustotou)

Tabulka 2 — Prehled extrakcnich pomerii vzhledem k pouzitéemu materialu

V nasledujicim kroku byly jiz zpasaZované buiiky nasazeny v koncentraci 1x10° bunék
na 1 ml média do 96 mikrotitracnich desti¢ek. Takto pfipravené buniky se nechaly adhero-
vat na povrch mikrotitracnich desti¢ek po dobu 24 hodin. Hydrogely byly nastiihany, na-

vazeny a vlozeny do kultivaéniho média, aby extrakt z pfipravenych hydrogelt byl pfipra-
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ven na extrakéni pomér 0,1 g vzorku na 1 ml kultivaéniho média. Za konstantniho tfepani
pfi teploté 37 °C po dobu 24 h byl vytvofen finalni extrakt. Takto pfipraveny findlni ex-
trakt byl poté pfidan v ruznych koncentracich (50%, 75% a 100%) k piekultivovanym
buitkdm v mikrotitra¢nich destickach a extrakty se dle normy nechaly ptlisobit na bunky po
dobu 24 hodin. Po uplynuti doby expozice byly buiiky v destickach zkontrolovany pomoci
mikroskopu a cytotoxicita stanovena MTT testem. Jako reference byly pouzity bunky kul-

tivované v ¢istém médiu bez ptidaného extraktu.

9.2 Stanoveni cytotoxicity pfimym kontaktem

Stejné jako u testovani cytotoxicity extraktem, tak i metodou pfimého kontaktu byly buiiky
nasazeny k piekultivovani v koncentraci 1x10° bungk na 1 ml média do mikrotitradnich
desticek a ponechaly se kultivovat po dobu 24 h. Pro toto testovani byly zvoleny vétsi des-
ticky a to 24 jamkové z divodu lepsiho pozorovani chovani bunék. Poté byly hydrogely
vloZeny do stfedll jamek a nechaly se piisobit po dobu 72 h na rostouci buitky. Béhem celé
doby kultivace byly buiiky pravidelné vizualn¢ kontrolovany pod mikroskopem. Po takto
dlouhé dobé dosahla referencni miska (bez hydrogelu) konfluence, tedy bunky prorostly

cely povrch desticky. I zde byla cytotoxicita stanovena pomoci MTT testu.

9.3 MTT test

Pomoci MTT testu lze vyhodnotit metabolickou aktivitu bun€k a na principu schopnosti
zivé bunky pfemény konkrétniho substratu na produkt s jinym zabarvenim, kdy barevnou
zménu lze méfit spektrofotometricky. K tomuto Ucelu se pouziva latka oznaCovana jako
MTT neboli 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid, ktera je metabo-
licky aktivnimi buikami pfeménéna na krystaly formazanu (obrazek 2, [115]). MTT je
zluta latka a pfi jeho redukci na formazanu dochazi ke zméné zabarveni na modrou az syté
fialovou. Vznikajici formazanu je nerozpustny ve vodnich roztocich a proto je nutné jej

k vyhodnoceni rozpustit organickym rozpoustédlem a to dimethylsulfoxidem.
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3-{4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl- (E,Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yI)-1,3-diphenyl-farmazan
2H-tetrazolium bromide (MTT) {formazan)

Obrazek 2 — redukce MTT na formazan [115]

Jak u testu cytotoxicity extraktem, tak pfimym kontaktem, bylo z mikrotitra¢nich desti¢ek
odstranény testované vzorky a misto nich bylo napipetovano MTT o koncentraci
0,5 mg/ml a ponechéno reagovat po dobu 4 hodin. Po 4 hodinach bylo MTT odsato a misto
n¢j byl k bunkdm ptidan dimethylsulfoxid (DMSO), jehoZz ukolem bylo rozpustit pfipadné
vzniklé krystaly formazanu. Po 15 minutach ptisobeni DMSO byla zméfena absorbance
pii vinové délce 570 nm (referencni vinova délka 690 nm). Jako reference byly pouzity
buiiky kultivované v ¢istém médiu bez extraktu nebo vzorku hydrogelu a jejich Zivota-

schopnost byla stanovena na hodnotu 1, tedy 100% Zivotaschopnost.

9.4 Scratch assay

Scratch assay je pomérné nenaro¢na a finanné dostupnéd metoda méteni in vitro bunééné
migrace. Jejim principem je vytvoreni konfluentni bunééné monovrstvy, do které se vhod-
nym nastrojem vytvoii ryha, kterd mize naptiklad simulovat poranéni pokozky. Od této
chvile se ryha pozoruje a zaznamenava jeji zaceleni proliferaci a migraci bunék, jejichz
chovani je velice podobné tomu in vivo béhem hojeni. Jednou z dalSich vyhod scratch
assay je totiz jeji kompatibilita s mikroskopickym pozorovanim a mozZnost snadného snim-
kovéni. Cely proces do zaceleni trva piiblizné 8-18 h v zavislosti na velikosti ryhy a pod-
minkach, jako je naptiklad aplikace u€inné latky. [114]

Testovani pomoci scratch assay probihalo dle protokolu z ¢asopisu Nature (2007, Chun-
Chi LIANG, Ann Y PARK & Jun-Lin GUAN). Nejprve bylo vytvoreno vhodné prostiedi
pro kultivaci bunék. Na Petriho misku o priméru 60 mm byla nasazena bunécné suspenze
o koncentraci 1x10° bungk na 1 ml kultivaéniho média. DilleZitym aspektem bylo dikladné

zhomogenizovani bunééné suspenze, aby nasledn¢ vznikla rovhomérnd monovrstva.

Misky byly nésledné kultivovany pii teploté 37 °C do plné konfluence.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

Do kazd¢ z takto ptipravenych monovrstev byla udélana jedna rovna ryha za pomoci pipe-
tovaci Spicky p200. V tésné blizkosti kazdé z ryhy byl pro ucely snimkovéani vyznacen
referenni bod. Zasadnim krokem v tomto postupu bylo vytvoieni ryh stejné Sirokych
pro optimalni porovnavani vysledkii. V tento moment se provedla prvni fotografie

v case to.

Na vSechny misky kromé referen¢ni byly poté aplikovany bud’ samotné t¢inné latky, nebo
hydrogely napusténé témito u¢innymi latkami. Jako u¢inné latky majici vliv na hojeni ran
byly vybrané rutin a SAP (viz. kapitola 8.1). Koncentrace samotné latky a latky obsaZené
ve vzorku byly stejné. V pfipadé rutinu byla vysledna pouzitd koncentrace 0,21 mg
a v ptipadé SAP 0,3 mg. Misky byly sledovany a mikrosnimkovany po 6 (ts) a 24 h
(t24)v mistech pobliz referen¢niho bodu a vysledna ryha byla poté porovnéna s ryhou

v case ty.

Veskeré métfeni bylo pro kontrolu provedeno dvojité.
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10 VYSLEDKY A DISKUZE

Byly pfipraveny celkem 2 typy hydrogelu lisici se molarni hmotnosti PVA a mnozstvim
DAC, které¢ byly nasledné podrobeny biologickym zkouskam cytotoxicity pomoci MTT
testu. Hydrogel vykazujici lepsi cytokompatibilitu byl napustén ucinnymi 1é¢ivymi latkami

a byl testovan na bunécnou proliferaci a mobilitu pomoci scratch assay.

10.1 Test cytotoxicity

Cytotoxicita samotnych hydrogeld byla zméfena dle CSN EN ISO 10993-5, absorbance
referencniho vzorku byla nastavena na hodnotu 1, tedy 100% viabilitu. Norma mimo jiné

také urcuje miru cytotoxicity dle nasledujici tabulky.

Zivotaschopnost Uroveli cytotoxicity
>0,8 Bez efektu cytotoxicity
0,6 - 0,8 Mirnég cytotoxicky efekt
0,4-0,6 Stfedné cytotoxicky efekt
<0,4 Silng cytotoxicky efekt

Tabulka 3 — prehled Zivotaschopnosti bunék s odpovidajicim stupném cytotoxicity dle
180 10993



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

52

Vysledky stanoveni cytotoxicity extraktem

1,20

1,00

0,80

0,60
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0,20

0,00

Reference A025 (50%) A025 (75%) A025 (100%) A100 (50%) A100 (75%) A100 (100%)

Vzorky

Graf 1 — Zivotaschopnost bunék pri kontaktu s extrakty hydrogelii v riiznych koncentra-

cich. Doba puisobeni extraktu byla 24 hodin.

Vysledky stanoveni cytotoxicity pifimym kontaktem

1,20

1,00

0,80

0,60
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0,40
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>

0,20

0,00
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Graf 2 - Zivotaschopnost bunék pri primém kontaktu s hydrogely. Doba kontaktu byla

72 hodin.
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Pti ptipravé materiald vyuzivanych v kontaktu s zivymi tkdnémi je nutné dbat na biokom-
patibilitu tohoto materialu, Zakladnim parametrem biokompatibility je cytotoxicita materi-
alu. At uz se materidl vyuziva jako implantat, ptichazi do kontaktu s povrchem téla nebo
se jedna o externé komunikujici zatizeni, ISO norma udava, ze je nutné stanovit cytotoxici-
tu tohoto materialu. Stanoveni cytotoxicity je proto vzdy prvnim krokem pfi charakterizaci

biologickych vlastnosti biomateridlu.

Cytotoxicita pripravenych hydrogelt ur¢enych pro topické aplikace byla stanovena dvéma
zpiisoby, pfic¢emz oba dva postupy byly testované podle ISO normy. Jednalo se o cytotoxi-

citu extraktii z hydrogell a cytotoxicitu v pfimém styku se vzorky.

V ptipad¢ stanoveni cytotoxicity z extraktli byly bunky vystavené plsobeni extraktii po
dobu 24 hodin, zatimco pfi testovani v pfimém kontaktu byl material exponovany na bu-

nécnou linii az po dobu 72 hodin. Vysledky téchto testovani jsou uvedeny v grafu ¢islo 1

a?2.

Z vyse uvedenych grafii 1ze urcit, Ze oba vzorky A025 i A100 byly necytotoxické, nebot
pfiloZena tabulka dle ISO normy 10993 stanovi hranici cytotoxicity nad 80 % Zivotaschop-
nosti. Cytotoxicky ucinek se neprojevil ani pii nejvyssi testované koncentraci extrakti
a zaroven ani pii jednom postupu testovani. Proto je mozné konstatovat, Ze oba vzorky
jsou tedy vhodné pro topickou aplikaci s tim, Zze A025 vySel o néco mélo 1épe. Proto byl

tento vzorek podroben dalSimu testovani v podobé scratch assay.
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10.2 Vysledky scratch assay

0 hodin 6 hodin 24 hodin

Hydrogel+SAP Rutin Hydrogel+rutin Reference

SAP

Obrazek 3 — Mikrofotografie ze scratch testu simulujiciho hojeni ran.
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Vysledky tohoto testu shrnuje vySe uvedena sada pofizenych mikrosnimkid v ¢asovém
rozmezi ty, t¢ a ty4 pro jednotlivé misky s referenci, s hydrogelem napusténym rutinem, se

samotnym rutinem, s hydrogelem napusténym SAP a se samotnym SAP.

V piipadé samotného rutinu mizeme pozorovat i po 24 h misto, kde byla ptivodné vytvo-
fena ryha, avSak pfi aplikaci hydrogelu napusténého rutinem jiz neni ryha vidét. Podobny
jev lze pozorovat i u SAP a hydrogel + SAP. Zde je vSak rozdil v tom, ze bunky zacaly
po aplikaci samotného SAP vykazovat po 6 h morfologické zmény a zménu proliferace.
Po 24 h se vsak jejich celkovy stav zlepsil, ale 1 tak nedoslo k Giplnému zaceleni ryhy. Na-
proti tomu na snimcich, kde byl aplikovan na ryhu hydrogel napustény SAP, 1ze pozorovat
uplné zaceleni ryhy. Tento jev byl nejspise zptsoben tim, Zze SAP v této koncentraci vyka-
zoval mirné cytotoxické ucinky, avSak ty nebyly natolik markantni pfi postupném uvoliio-
vani z hydrogelu. Vzhledem k tomu, Ze ryhu lze pozorovat na referenénim vzorku jesté
i po 24 hodinach, mizeme konstatovat, ze nejrychlejsi hojeni probihalo pfi pouziti hydro-

geld napusténych aktivnimi latkami rutinem nebo SAP.

Bohuzel vysledek tohoto testu neni pfili§ pritkazny, protoze vzhledem k tomu, Ze bunky
rostly pfili§ rychle, nebylo moZné zaznamenat rozdily mezi jednotlivymi vzorky. Z tohoto
diavodu bylo rozhodnuto, ze bude test proveden zcela znovu, coz se bohuzel kvili zhorSeni

pandemické situace Covid-19 a uzavieni univerzity nepodafilo.
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ZAVER

Teoreticka Cast prace byla vénovana literarni resersi tematicky zamétené na ktizi a hojeni
ran. Nejprve byla popsana stavba kiize s dlirazem na vybrané komponenty, které se ucastni
a jejich zakladni charakteristice, nasledovala kapitola zabyvajici se kaskadou biologickych
a biochemickych pochodt, které zajistuji, Ze se rana spravné zahoji. V navaznosti na tento
proces pojednavaly nasledujici kapitoly o moznych pozitivnich 1 negativnich faktorech
ovliviiyjicich hojeni a béznych komplikacich, které hojeni mohou znesnadnit. Posledni
kapitola popisovala v souc¢asné dob¢ nejbéznéji pouzivané metody lé¢eni ran, i nékolik
vybranych méné obvyklych, které jsou teprve na vzestupu nebo jejich aplikace vyzaduje

zvlastni okolnosti.

Experimentalni ¢ast této diplomové prace se zamétila na ptipravu hydrogelt a jejich biolo-
gické testovani pro moznou aplikaci jako kryci material aplikovatelny na rany. Pro ptipra-
vu téchto hydrogelli byl zvolen polymer polyvinylalkohol (PAC), ktery byl zesitovany
pomoci 2,3-dialdehydcelulozy (DAC) o dvou riznych koncentracich. Takto byly pfiprave-
ny dva vzorky hydrogelii, vzorek A025 a A100. Vzhledem k tomu, Ze zamySlené vyuziti
hydrogeli je spojené s hojenim ran, s ¢imz se vaze jejich aplikace pfimo na lidskou pokoz-
ku, je velmi dilezité, aby tyto hydrogely nevykazovaly Zadny cytotoxicky ucinek. Proto
byly pfipravené vzorky nasledné podrobeny biologickému testovani. Provedlo se hodnoce-
ni cytotoxicity dle CSN EN ISO 10993. Testovani probéhlo za vyuziti bunéné linie my-
Sich embryondlnich fibroblasti NIH/3T3 a na stanoveni cytotoxického ucinku byl pouzit
test MTT. Nejdiive byly z obou hydrogelii vytvofeny extrakty, které byly aplikovany
na mysi fibroblasty o koncentracich 50 %, 75 % a 100 %. Zaroveii byly na mysi fibroblasty
aplikovany samotné hydrogely, coz znamena, ze test cytotoxicity probihal v pfimém kon-
taktu. Vyslednd Zivotaschopnost testovanych bunék byla jak po aplikaci extraktd, tak
po ptfimém kontaktu s hydrogely stanovena nad 80 %, z ¢ehoz dle vyse uvedené ISO nor-

my vyplyva, Ze ptipravené hydrogely nevykazuji Zadny cytotoxicky tcinek.

P11 hojeni ran je velmi podstatné jejich zaceleni. Takové zaceleni je mozné sledovat in vit-
ro s vyuzitim bunécénych kultur pomoci tzv. scratch assay. Pro zkousku scratch assay sle-
dujici mobilitu buné€k in vitro, byly hydrogely napustény bioaktivnimi latkami podporuji-
cimi hojeni ran a to rutinem a askorbyl fosfaitem sodnym (SAP). Rana je v ptipad¢ scratch

testu simulovana ryhou, ktera je vytvorena na konfluentni bunécné monovrstvé pomoci
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Spicky mikropipety. Na kazdou takto pfipravenou ryhu byl aplikovan jiny preparat: hydro-
gel napustény rutinem, hydrogel napustény SAP, samotny rutin a samotny SAP. Zarovei
byla pfipravena i referen¢ni ryha, kde nebyla aplikovana zadna latka. Pozorovanim rych-
losti zaceleni ryhy se ukézaly napusténé hydrogely jako nejucinnéjsi, nicméné bunécna
linie zartstala ryhu pfili§ rychle a tedy prikaznost celého testu nebyla pfili§ vysoka, avSak
z diivodu zhorSeni pandemické situace nebylo mozné zkousku zopakovat. V ramci diplo-
mov¢ prace bylo také planovéano sledovani transdermalni absorpce z ptipravenych hydro-

geli. Bohuzel ani tento test nebylo mozné dokon¢it kviili pandemické situaci.

Zavérem je 1 tak mozné z predlozenych vysledkl cytotoxicity i scratch assay usoudit, ze

ptipravené hydrogely byly bezpe¢né a vhodné jako materialy pro kryti ran.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABC

SC

TEWL

NMF

ECM

DIC

MDT

TNP

PVA

PAA

PVP

PEG

MRSA

DAC

PBS

EWC

MTT

DMSO

SAP

Vyznam prvni zkratky.

Stratum corneum.

Transepidermal water loss

Natural moisturizing factor

Extra cellular matrix

Diseminovand intravaskuldrni koagulace
Maggot debridement therapy

Topical negative pressure

Poly(vinyl alcohol)

Poly(acrylic acid)

Poly(vinyl pyrrolidon)

Poly(ethylene glycol)

Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus
Dialdehydcelulézy

Phosphate buffer saline

Equilibrium water content

3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid

Dimethylsulfoxid

Sodium ascorbyl phosphate
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